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(57) Resumo: METODO PARA IDENTIFICAGAO DE UM AGENTE
QUE INIBE INFECGAO POR HIV, COMPOSIGAQ FARMACEUTICA
PARA INIBICAO DE INFECGAO POR HIV EM UM INDIVIDUO, BEM
COMO USO DO REFERIDO AGENTE. A presente invengéo refere-se
a novos fatores hospedeiros de interagdo com HIV. A invengéo
também prové métodos de uso dos fatores hospedeiros de interagao
com HIV para avaliar compostos que inibem infecgdo por HIV. Os
métodos compreendem primeiro avaliagdo de compostos de teste para
moduladores de um fator hospedeiro de interagdo com HIV descrito
aqui e entdo avaliagdo adicional dos compostos de modulagao
identifica- dos quanto a habilidade em inibir infecgdo por HIV. A
invengdo prové ainda métodos e composigdes farmacéuticas para
tratamento de doencas e condigdes associadas com infecgéo por HIV.
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Relatorio Descritivo- da Patente de Invengao para "METODO
PARA IDENTIFICACAO DE UM AGENTE QUE INIBE INFECGAO POR
HIV, COMPOSICAO FARMACEUTICA PARA INIBIGAO DE INFECGAO
POR HIV EM UM INDIVIDUO, BEM COMO USO DO REFERIDO AGENTE".
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS

O presente pedido reivindica o beneficio de prioridade sob 35

‘U.S.C. §119(e) para o Pedido de Patente Provisério U.S. N. 60/748.759 deposi-.

tado em 8 de dezembro de 2005. A descrigdo do pedido de prioridade é incor-
porada aquia titulo de referéncia em sua totalidade e para todos os propdsi-
tos.

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengao refere-se em geral a inibigdo de infecgdes por
HIV. Mais particularmente, a inveng&o refere-se a identificagdo de novos fatores

hospedeiros de interagdo com HIV e a métodos de uso de tais fatores hospe-

deiros para identificar novos compostos que inibem infec¢éao por HIV.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

Virus da imunodeficiéncia humana (HIV) sao lentivirus da familia
dos retroviridae. Foi estimado que a transmissao de HIV através de contato
sexual e durante a gravidez seja responsavel por até 90% de casos de AIDS

em todo o mundo. Esta transmissao é iniciada pela passagem do virus atra-

‘vés da barreira mucosal de 6rgaos sexuais ou placentas quando expostos a

fluidos do corpo infecciosos tal como sémen, secregdes vaginais ou sangue.
Os casos de AIDS que restam sdo devido a transfuséao de sangue contami-

- nado por HIV, agulha compartihada entre usuarios de droga intravenosa,

exposi¢ao acidental a fluidos do corpo contaminados com HIV durante pro-
cedimentos invasivos e outras situagcbes onde virus infeccioso pode entrar
em contato direto com tecidos humanos suscetiveis.

» Os farmacos atualmente disponiveis para tratamento de infeccao
por HIV e AIDS nao sao satisfatérios. Toxidez ou efeitos colaterais indeseja-
dos dos farmacos comuns para tratamento de infecgao por HIV, por exem-
plo, AZT ou inibidores de protease de HIV, sdo incompativeis com sua ativi-
dade antiviral quando usados em uma concentragdo farmacéutica eficaz.

Devido a alta mutabilidade do genoma viral, resisténcia aos farmacos atual-
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mente disponiveis é rapidamente gerada e entio se espalha por toda a}po-
p‘ulagéo. Entdo, existe ainda uma necessidade na técnica de compostos al-
ternativos melhores e novos alvos terapéuticos para prevengao e'traitamento
de AIDS e‘infec¢cdes por HIV. A presente mvengao se refere a essas e outras
necessidades.
SUMARIO DA INVENCAO

| Em um aspecto, a invengdo prové métodos para identificagdo de

agentes qué inibem infecgdo por HIV. Os métodos envolvem avaliagcao de

-compostos de teste para identificar um ou mais compostos de modulagéo

que sub-regulam uma atividade blologlca ou nivel de expressao de um fator
hospedelro interagindo com HIV codificado por um polmucleot:deo selecio-
nado dos membros listados nas Tabelas 2-4, e entédo teste dos compostos
de modulagéo identificados quénto a habilidade em inibir infecgdo por HIV.
Em alguns dos métodos, o fator hospedeiro ihteragin_do com HIV empregado
sao repeticbes de tetratricopeptideo 1 (IFIT1), proteina alfa de transferéncia
de fosfatidilinositol (PITPNa) ou cinase de linhagem mista 3 (MLK3). Alguns

- desses métodos empregam MLKB, e 0s compostos de teste sdo avaliados

quanto & habilidade em inibir a atividade de cinase de MLK3 ou sua expres-
sdo. | | ‘
Em alguns dos métodos, a habilidade em inibir infecgéo por HIV

‘pelos compostos de modulagdo é examinada através do monitoramento da

expressao de um gene-reporter sob o controle do promotor LTR de HIV em
uma célula infectada por HIV. Por exemplo, a célula infectada por HIV pode

~ser uma célula HelLa-CD4-Bgal que expressa o gene-reporter de beta-

galactosidase. Em alguns desses métodos, a célula é infectada por uma li-
nhagem de virus HIV-Iilb.

- Em alguns outros métodos, a habilidade em inibir infecgédo por
HIV-1 por um composto de modulagédo é examinada comparando replicagéo
de HIV em uma célula permissivé para HIV engenheirada que foi contatada

.com o composto de modulagdo com replicacao de HIV em uma célula con-
- trole que nao foi contatada com o compostd. Em alguns métodos, a célula

permissiva para HIV empregada é célula de HIV HelLa-T4-BGal. Em alguns
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métodos, replicagdo de HIV é monitorada através do ensaio ELISA de anti-
geno p24 ou um ensaio de atividade de transcriptase reversa.

Em alguns outros métodos, a habilAidade em inibir infecgao por
HIV pelo composto é examinada através da comparagdo da produgdo de -
pseudovirus em uma célula hospedeira tratada com o composto com produ-
¢ao de pseudovirus em uma célula hospedeira controle QUe nao foi tratada
com o composto. Em alguns desses meétodos, a célula hospedeira usada é
célula HEK 293T. Em alguns desses métodos, a célula hospedeira é trans-
fectada com plasmldeos de pseudowrus que produzem pseudovirus HIV na
célula.

Alguns dos métodos de avaliagdo empregam um fator hospedei-

‘ro de interagdo com HIV que é uma enzima. Nesses métodos, a atividade

bioldgica ensaiada é tipicamente sua atwudade enzimatica. Alguns desses
empregam um fator hospedeiro de interagdo por HIV que é uma cinase, por
exemplo, MLK3.

Em outro aspecto, a invengdo prové métodos para inibigdo de
infecgdo por HIV em um individuo. Esses métodos envolvem administragéo
ao i‘ndividuo de uma corhposigéd farmacéutica que compreende uma quanti--
dade eficaz de um.composto que inibe uma atividade bioldgica ou expressao
de um fator hospedeiro de interagéo com HIV. O fator de interagao de HIV é
codificado por um polinucleotideo selecionado dos membros listados nas
Tabelas 2-4. Alguns dos métodos empregam um composto que inibe uma '
atividade_ biolégica ou expressao de repeticdes de tetratricopeptl’deo1 (- .
F|T1'), proteina alfa de trahsferéncia de fosfatidilinositol (PITPNo) ou cinase
de linhagem mista 3 (MLK3). Em alguns desses métodos, o composto tera-
péutico empregado inibe a atividade de cinase de MLK3, por exemplo,
K252a ou CEP1347. o

Uma compreensao adicional da natureza e vantagens da pre-
sente invengdo pode ser concretizada através de referéncia as 'porgées’ res-
tantes do relatério e reivindicagoes. B
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 mostra o efeito de MLKS3 inativa em cinase (K144R)
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. sobre infeccdo por HIV de células HelLaCD4Bgal. Células foram ‘co-

transfectadas com cDNA codificando MLK3 do tipo selvagem, MLKS inativa
em cinase (K144R) ou plasmideo de controle junto com um repérter de luci-
ferase sob o controle do HIV-LTR seguido apds 24 horas por infecgdo com

HIV-llIb. Infecgdo foi avaliada ap6s 3 dias através de medigdo da atividade

de luciferase usando Brite Glo.

O mutante inativo erh quinase nao foi capaz de aumentar a in-
fecgdo, realgando a necessidade da funcdo quinase para o aumento visto
pelo "Wild type" MLK3. Dados sdo mostrados como o dobro do aumento so-
bre plasmideo de controle negativo e é o resumo de quatro analises inde-

~ pendentes com duas rep_licatas em cada analise

A Figura 2 mostra o efeito de superexpressdo de MLK3 sob
transcri¢ao de HIV. Células HeLaCD4gal foram co-transfectadas com cDNA
codificando MLK3 do tipo selvagem ou plasmideo de controle (pcDNAS3) jun-
to com um repérter de luciferase sob o controle de HIV-LTR (LTRLuc) e ou
um vetor de expressdo TAT (Tat) ou vetor de controle Sport6-GFP (S6G)

© para avaliar ou a transcrigéo'dependente de Tat ou independente de Tat.

Transcri¢ao foi avaliada apds 2 dias através da medig¢ao da atividade de luci-
ferase usando Brite Glo; Expresséo de MLK3 aumentou a transcrigdo de-
pendente de Tat de luciferase, mas teve efeito minimo sobre transcrigdo in-
dependente de Tat. Dados sdo mostrados-como o aumento de vezes médio
com MLK3 (por exemplo, MLK3/Tat/LTRLuc) sobre plasmideo de corjtrol_e |
negativo (por exemplo, pcDNA3/Tat/LTRLuc) e é o sumario de dois ensaios

~independentes com duas réplicas em cada ensaio.

As Figuras 3A-3D mostram eficacia de SiRNA se direcionando a
MLK3 contra infecgdo por HIV. A: Efeito sobre infecgdo por HIV pelos siR-
NAs de MLKS transfectados em células HeLaCD4Bgal; B: Deplegéo signifi-

cante de nivel de MLK3 endégena em células HeLaCD4fgal pelos siRNAs

se direcionando a MLKS3; C: Efeito sobre infecgao por HIV pelos siRNAs de

- MLKS eletroporados em células Jurkat e D: Deplegéo do nivel de MLK3 en-

dégena em células Jurkat pelos siRNAs se direcionando a MLK3. Dados sdo
mostrados como a inibicao de infecgdo ou citotoxidez percentual comparado
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com desvio de siRNA GL2 controle e é o desvio-padrdo médio +/- de pelo
menos trés experimentos independentes com doze cavidades de réplica por
experimento. | |

DESCRICAO DETALHADA

I. Visao geral
A invengdo é baseada em parte nos encontros pelos presentes

inventores de novos fatores hospedeiros envolvidos em infec¢édo por HIV.
Conforme detalhado nos Eiemplos abaixo, os presentes' invéntores ‘avalia-
ram ambas bibliotecé de siRNA focada (Qiagen) e uma biblioteca de cDNA
representando 15.000 genes Unicos (Origene) usando células HeLa-CD4- _
Bgal e HIV-lilb. 96 genes dos "hits" de avaliagédo de siRNA cujo "knbckdowni" _
inibiu infecgdo por HIV foram escolhidos para estudos de acompanhamento. -
Esses incluiam os dois fatores hospedeiros de interagdo com HIV conheci-
dos, Furina e Rad23. Outro hit identificado a partir da avaliagdo é Pak3, que
foi descrito no Pedido de Patente Provisorio US N2 60/650.789. Quase todos
os hits de siRNA selecionados reconfirmaram no ensaio original, no entanto, -
62,5% tinham citotoxidez severa. Dos 96 hits originais, 36 reconfirmaram e
exibiram eficacia contra HIV que éra muito maior do que os efeitos citotoxi-

- cos em ceélulas Hela-CD4Bgal. Esses hits sdo mostrados na Tabela 2. A

partir da avaliagdo de cDNA, 89 aumentadores de infecgdo por HIV foram
escolhidos para acompanhamento, que incluia teste de preparag¢des adicio-
nais dos cDNAs e confirmagdo de seqiiéncia. Dos 89 hits, 13 continuaram a

mostrar aumento de infecgdo por HIV durante a reconfirmagéo.' Esses hits

confirmados sdo mostrados na Tabela 3. _

Fatores hospedeiros adicionais qué poderiam desem‘pehhaf um
papel em infec¢ao por HIV sao também idehtificados peIosA- presentes inven-
tores a partir de uma avaliagao de dois hibridos de levedura. Cbnfofme deta-
Ihado no Exemplo 4 abaixo, os presentes inventores avaliaram uma bibliote-
ca de cDNA de leucdcito humano clonada no vetor de expfesséo ‘GAL4
(Clontech) para identificar novos fatores de célula hospedeira de ihteragéo,
usando HXB2 Vpr HIV-1 como a isca. Vpr € uma proteina acessorio de HIV

que é essencial para replicagao viral em mondcitos e macréfagos, e aumen-
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ta replicagéo viral em células T e linhagens de célula T. Colénias positivas
da avaliagcao foram avaliadas qUantd a atividade de B-galactosidase usando
um ensaio de ‘filter lift" para confirmagdo adicional da interagdo proteina-
proteina. Um coajuvante de interagdo de Vpr identificado a partir da avalia-
¢éo ¢ isopeptidase T (IsoT), descrito em mais detalhes no Pedido de Patente
Provisério US N¢ 60/673.623. Os outros ‘hits" de avaliagdo s&o mostrados
na Tabela 4 aqui. - , | .

As moléculas hospedeiras identificadas através da avaliacao de
siRNA, avaliagdo de cDNA e avaliagdo de dois hibridos de levedura sdo
chamadas aqui "fatores hospedeiros de interagao com HIV". -Esées fatores

- hospedeiros poderiam desempenhar papéis importantes em varios estagios

de infecgéo por HIV. Eles também provéem novos alvos que podem ser u-
sados para avaliar compostos que inibem infecgdes por HIV. As segbes que
seguem provéem orientagao adicional para emprego desses fatores hospe-

deiros para identificar novos agentes anti-HIV.
1. Definicdes

A menos que de outro modo definido, todos os termos técnicos e

cientificos usados aqui tém os mesmos significados conforme geralmente.

conhecido por aqueles versados na técnica a qual a invengdo pertence. As

referéncias que seguem provéem um versado na técnica com uma definigdo

chemistry and Molecular Biology, Smith e outros (Eds.), Oxford University

Press (Ed. revisada, 2000); Dictionary of Microbiology and Molecular Biology,
Singleton e outros (Eds.), John Wiley & Sons (32 Ed., 2002); é A .DictiOnafy
of Biology (Oxford Paperback Reference'), Martin e Hine (Eds.), Oxford Uni-
versity Press (4° Ed., 2000). Ainda, as definigbes que seguem sdo providas
para auxiliar o leitor na pratica da invengao.

O termo "agente" ou “agente'de teste" inclui qualquer substan-
cia, mo_lécula, elemento, composto, entidade ou uma combinagao deles. Ele

~ inclui, mas nao esta limitado a, por exemplo, proteina, polipeptideo, molécula

organica pequena, polissacarideo, polinucleotideo e similar. Ele pode ser um

produto natural, um composto sintético ou-um composto quimico ou uma
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combinagdo de duas ou mais substincias. A menos que de outro modo es-
pecificado, os termos "agente*, "substancia" e "composto" podem ser usados
intercomutavelmente. _ |

O termo "analogo" é usado aqui para se referir a uma molécula -
que estruturalmente lembra uma molécula de referéncia, mas que foi modifi-
cada de uma rhaneira direcionada e controlada, substituindo um substituinte
especifico da molécula de referéncia com um substituinte alternativo. Com-
parado com a molécula de referéncia, um analogo seria 'esperado, por um
versado na técnica, exibir a mesma utilidade, similar ou aperfeigoada. Sinte-
se e avaliagdo de analogos, para identificar variantes de compostos conhe-
cidos tendo tragos aperfeigoados (tal como afinidade de ligagéo maior para
uma molécula alvo), é uma abordagem que é bem-conheéida na quimica
farmacéutica. |

Conforme aqui usado "contato" tem seu significado normal e re-
fere-se & combinagdo de duas ou mais moléculas. (por exemplo um agente
de teste e um pollpeptldlo) ou combinagdo de moléculas e células (por e-
xemplo um agente de teste e.uma célula). Contato pode acontecer in vitro,
por exemplo, combinando dois ou mais agentes ou combinando um agente.

~ de teste e uma célula ou um lisato de célula em um tubo de teste ou outro

recipiente. Contato pode também acontecer em uma célula ou in situ, por
exemplo, contato de dois polipeptideos em uma célula através de co-
express@o na célula de polinucleotideos recombinantes codificando os dois ,

polipeptideos, ou em um lisato de célula.

Uma "sequéncia heteréloga" ou um "polinucleotideo heterdlogo”,
conforme aqui usado, € um que se origina de Uma fonte estranha para a cé-
lula hospedeira particular ou, se da mesma fonte, é modificada de sua forma
original.' Deste modo, um polinucleotideo heterélogo em uma célula hospe-
deira inclui um polinucleotideo que, embora- sendo endégeno. para a célula

- hospedeira particular, foi rﬁodificado.’ Modificacdo da sequéncia heteréloga

pode acontecer, por exemplo, através de tratamento do polinucleotideo com
uma enzima de restricdo para gerar um fragmento de polinucleotideo que é
capaz de ser operavelmente ligado ao promotor. Técnicas tal como mutagé-
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nese direcionada a sitio sdo também Uteis para modificagdo de um polinu-
cleotideo heterdlogo. |

O termo "homélogo" quando se referindo a proteinas efou se-
quéncias de proteina indica que elas sdo derivadas, naturalmente ou artifici-
almente, de uma proteina ou sequiéncia de proteina ancestral comum. Simi-

larmente, acidos nucléicos e/ou sequéncias de acido nucléico sdo. homdlo-

-gos quando eles sao derivados, naturalmente ou artificialmente, de um &cido

nucléico ou sequéncia de &cido nucléico ancestral comum. Homologia é ge-
ralmente inferida da similaridade de seqiiéncia entre dois ou mais &acidos

nucléicos ou proteinas (ou suas sequéncias). A porcentagem precisa de si-

milaridade entre seqiiéncias que é (til no estabelecimento de homologia va-

ria com o acido nucléico e proteina em debate, mas apenas 25% de similari-

dade de sequéncia s&o rotineiramente usados para estabelecer homologia.

Niveis mais altos de similaridade de sequéncia, por exemplo 30%, 40%,

50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% ou 99% ou mais podem ser também usa-
dos para estabelecer homologia. |

Uma "célula hospédeira", conforme aqui usado, refere-se a uma
célula procaridtica ‘ou eucariética_dnde um polinucleotideo heterdlogo (por
exemplo, um vetor de expressao) déve ser introduzido. O polinucleotideo
heterdlogo pode ser introduzido na céIU_Ia hospedeira através de qualquer

“meio, por exemplo, transfecgéo, eletroporagéo, precipitacdo de fosfato de

célcio, microinjegéo, transformagao, infecgao viral e/ou similar. ,
O termo “fator hospedeiro de interagdo com HIV" refere-se a ge-

nes hospedeiros ou seus polipeptideos codificados que sdo identificados
pelos presentes inventores desempenhar um papel na facilitagao de infecgcdo

de HIV ou ciclo de vida. Conforme mostrado nas Tabelas 2-4, esses fatores
incluem moléculas hospedeiro cuja inativagdo leva a supressdo de replica-

¢ao de HIV e também moléculas cuja superexpressao resulta em infecgio

por HIV aumentada. Em adi¢do, o termo também compreende fatores hos-
pedeiros que interagem fisicamente com proteina acessorio de HIV Vpr que
é essencial para infecgao viral por HIV.

O termo "identidade de sequéncia" no contexto de duas sequén-

-
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cias de acido nucléico ou sequéncias de aminodcido refere-se aos residuos
nas duas seqléncias que sdo iguais quando alinhados para correspondéncia
maxima em uma janela de comparagdo especificada. Uma “janela de com-
parac&o" refere-se a um segmento de pelo menos cerca de 20 posicdes con-
tinuas, geralmente cerca de 50 a cerca de 200, mais geralmente cerca de
100 a cerca de 150, onde uma seqliéncia pode ser co.mparada com uma
sequéncia de referéncia do mesmo numero de posi¢des contiguas apds as .
duas seqléncias serem otimamente alinhadas. Métodos de a_iinhaménto de
seqliéncias para Corﬁparagéo sdo bem-conhecidos na técnica. Alinhamento -
6timo de sequéncias para comparagédo pode ser conduzido pelo algoritmo de
homologia local de Smith e Waterman (1981) e Adv. Appl. Math. 2:482; pelo
algoritmo de alinhamento de _Néedleman e Wunsch (1970) J. Mol. Biol.
48:443; pela pesquisa para método de similaridade de Pearson e Lipmén
(1988) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:2444; através de implementagdes
computadorizadas desses algoritmos (incluindo, mas n3o limitado a, CLUS-
TAL no programa PC/gene pela Intelligentics, Mountain View, CA; e GAP,
BESTFIT, BLAST, "FASTA ou TFASTA no Wisconsin Genetics Software
Package, Genetics ComputerG.roup (GCG), 575 Science Dr., Madison, Wis.,

- US.A). Alinhamento pode ser também realizado através de inspegéo e ali-

nhamento manual. ,

Uma sequiéncia de acido nucléico ou-aminodcido "substancial-
mente idéntica" refere-se a uma seqléncia de acido nucléico ou amindécido{
que tem pelo menos 90% de identidade de seqliéncia para umé séqﬂéncia
de referéncia usando os programas descritos acima (por exemplo, BLAST)
usando pardmetros-padrao. A identidade de séqﬁéncia é de preferéncia pelo'
menos 95%, com mais preferéncia pelo menos 98% e com mais preferéncia
pelo ménos 99%. De preferéncia, a identidade substancial e_xiste-em uma

- regiao da sequéncia que é pelo menos de cerca de 50 residuos de compri-

mento, com mais preferéncia em uma regido de pelo menos cerca de 100
residuos e com mais preferéncia as seqﬂéncias sao substancialmevnte idén-
ticas em pelo menos cerca de 150 residuos. Em uma modalidade mais pre-
ferida, as sequéncias sao substancialmente idénticas em todo o comprimen-
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to das regides de codificagéo. |

O termo "modular’ com relacdo a uma atividade biologica de
uma proteina de referéncia ou seu fragmento refere-se a uma mudanca no
nivel de expressao ou outras atividades bioldgicas da proteina. Por exemplo,

modulagédo pode causar um aumento ou uma diminuigdo no nivel de expres-

s&@o da proteina de referéncia, modificagdo enzimética (por exemplo, fosfori-

‘lagdo) da proteina, caracteristicas de ligagdo (por exemplo, ligagdo a um

polinucleotideo-alvo) ou quaisquer outras propriedades bidlégica, funcional
ou imunoldgica da proteina de referéncia. A mudanga na atividade pode sur-
gir de, por exemplo, um aumento ou diminuigdo em expressdo de um ou
mais genes que codificam a proteina de referéncia, da estabilidade de um
mRNA qué codifica .a proteina, eficiéncia de tradugao ou de uma mudanca
nas outras atividades bioldgicas da proteina de referéncia. A mudanga pode
ser também devido & atividade de outra molécula que modula a proteina de
referéncia (por exemplo, uma cinase que fosforila a proteina de referéncia).
Modulagdo de uma proteina de referéncia pode ser supra-regulagem (isto é,
ativagao ou eStimuIagéo) ou SUb-regulagem (isto é, inibigdo ou supressdo).
O modo de agao de um modulador da proteina de referéncia pode ser direto,
por exemplo, atraVés da ligagdo a proteina ou a genes codificando a protei-
na, ou indireta, por exemplo, através da ligagdo a e/ou modif'icagéo (por e-

xemplo, enzimaticamente) de outra molécula que de outro modo modula a

proteina de referéncia.

O termo "individuo" inclui mamiferos, especialmente seres hu-

- manos. Ele também compreende outros animais ndo-humanos tal como va-

cas, cavalos, ovelha, porcos, gatos, cachorros, camundongos, ratos, coe-
lhos, porquinhos-da-india, macacos.
Uma "variante" de uma molécula de referéncia refere-se a uma

molécula substancialmente similar em estrutura e atividade bioldgica a ou a

molécula de referéncia inteira ou um fragmento dela. Deste modo, contanto

- que duas moléculas possuam uma atividade similar, elas sdo consideradas

variantes como este termo é usado aqui mesmo se a composi¢ao ou estrutu-

ra secundaria, terciaria ou quaternaria de uma das moléculas nao for idénti-
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ca aquela encontrada na outra, ou se a sequiéncia de residuos de aminoaci-
do nao for idéntica.

[1l. Avaliacdo de Novos Moduladores de infeccdes por HIV — Esquema Geral

Os fatores hospedeiros de interagdo de HIV identificados pelos
presentes inventores provéem novos alvos para avaliagdo de compostos que
inibem infecgdes por HIV. Varias técnicas bioquimicas e de biologia molecu- )
lar ou ensaios bem-conhecidos na técnica podem ser empregados para pra-
ticar a presente invengdo. Tais técnicas sdo descritas ém,'por eXémpIo,
Handbook of Drdg Screening, Seethala e outros (Eds.), Marcel Dekker (12
Ed., 2001); High Throughput Screening: Methods and Protocols (Methods in |
Molecular Biology, 190), Janzen (ed.), Humana Press (1a ed., 2002); Current

" Protocols in Immunology, Coligan e outros (Ed.), John Wiley & Sons, Inc.

(2002); Sambrook e outros, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Press (3a Ed., 2001); e Brent Ae outros, Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc. (Ringbou ed., 2003).

Tipicamenté, agentes de teste s@o primeiro avaliados quanto a
sua habilidade em modular uma atividade bioldgica de um fator hds.pedeirro
de i'nteragéo com HIV codificado pelos polinucleotideos mostradds nas Ta-
belas 2-4 ("a primeira etapa do ensaio"). Agentes de modulagao entao identi-
ficados sdo entdo submetidos a avaliagdo adicional quanto a habilidade em
inibir infecgdo por HIV, tipicamente na presenca do fator hospedeiro de inte-
ragdo com HIV ("a segunda etapa de teste"). Dependendo do fator hospedei-v

ro de interagdo com HIV empregado no método, modulagao de atividades

biolégicas diferentes do fator hospedeiro de interagdo com HIV pode ser en-
saiada na primeira etapa. Por exemplo, um agente de teste pode ser enéaia-
do quanto a ligacao ao fator hospedeiro de interagdo com HIV. O agente de
teste pode ser ensaiado quanto a atlwdade para modular expressdo do fator
hospedeiro de interagdo com HIV, por exemplo, transcricdo ou tradugao. O
agente de teste pode ser também ensaiado quanto a atividadés na exprés-
sdo de modulagdo ou nivel celular do fator hospedeiro de in_teragéd de HIV,
por exemplo, modificagdo pés-traducional ou protedlise. |

Os agentes de teste podem ser avaliados quanto a habilidade
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em ou supra-regular ou sub-regular uma atividade bioldgica do fator hospe-
deiro de interagdo com HIV na primeira etapa do ensaio. Uma vez os agen-

tes que inibem o fator hospedeiro de interagao com HIV sendo identificadds,

eles sdo tipicamente testados mais quanto a habilidade em inibir infecgdo

por HIV. Esta etapa de teste adicional é freqiientemente necessdria para

'coh_firmar que seu efeito modulador sobre o fator hospedeiro de interagao

S e ey e

.com HIV poderia na verdade levar a |n|bigéo de infecgdo por HIV. Por exem-

plo, um agente de teste que inibe uma atividade biolégica de um fator hos-
pedeiro de interagdo com HIV mostrado nas Tabelas 2-4) precisa ser testado
mais a fim de confirmar que tal modulagao pode resultar em infecgdo por
HIV suprimida ou reduzida. | |

Em ambés a primeiré etapa de ensaio e a segunda etapa de tes-
te, ou um fator hospedeiro de ‘interagéo com HIV intacto, ou um fragmento
dele, pode ser usado. Moléculas com seqiiéncias que sdo substancialmente
idénticas aquelas do fator hospedeiro de interagdo com HIV podem ser tam-
bém empregadas. Analogos ou derivados funcionais do fator hospedeiro de

~ interagdo com HIV poderiam similarmente ser usados na avaliagdo. Os

fragmentos ou analogos que podem ser empregados nesses ensaios geral-
mente retém uma ou mais das atividades bioldgicas do fator hospedeiro de
interacdo com HIV'(por' exemplo, atividade de cinase se 0 fator hospedeiro
de interégéo com HIV empregado na primeira etapa de ensaio for uma cina-
se). Proteinas de fusdo contendo tais fragmentos ou analogos podem sevrA'
também usadas para avaliagao de agentes de teste. Derivados funcionais de
um .fator hospedeiro de interagdo com HIV geraimente tém delegées'e/ou
insergées e/ou substituicbes de aminoécido enquanto mantendo uma ou
mais das bioatividades e entdo podem ser também usados na pratica dos
métodos de avaliagao da presente invengdo. Um derivado funcional pode ser
preparado a partir de um fator hospedeiro de interagdo com HIV através de
clivagem proteolitica seguido por procedimentos de purificagdo convencio-
nais conhecidos daqueles versados na téc‘nica. Alternativamente, o derivado
funcional pode ser produzido através de tecnologia de DNA recombinante
através da expressdo de apenas fragmentos de um fator hospedeiro de inte-
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ragao com HIV que retém uma ou mais de suas bioatividades.

IV. Compostos de Teste

Os agentes ou compostos de teste que podem ser avaliados
com métodos da presente invengdo incluem polipeptideos, miméticos de

' folha beta "beta-turn”, polissacarideos, fosfolipideos, horménios, prostaglan-

dinas, esterdides, compostos aromaticos, compostos heterociclicos, benzo-
diazepinas, glicinas N-substituidas oligoméricas, oligocarbamatos, polipepti- |
deos, sacarideos, acidos gréxos, esterdides, purinas, pirimidin'as, derivados,
analogos estruturais ou suas combinagdes. Alguns agentes de teste sdo mo-
léculas sintéticas e outros moléculas naturais. '

Os agentes de teste sdo obtidos a partir de uma ampla varieda-
de de fontes incluindo bibliotecas de compostos sintéticos ou naturais. Biblio- -
tecas combinatoriais podem ser produzidas para muitos tipos de compoéto
que podem ser.sintetizados de uma maneiré etapa-em-etapa. Bibliotecas
combinatoriais grandes de compostos podem ser construidas pelo método
de bibliotecas sintéticas codificadas (ESL) descrito nos WO 95/12608, WO
93/016121, WO 94/0805'1, WO 95/35503 e WO 95/30642. Bibliotecas de
pepiideo podem ser também geradas através de métodos de display de fago.
(vide, por exemplo, Devlin, WO 91/18980). Bibliotecas de compbstos natu- -
rais na forma de extratos bacterianos, fingicos, de planta e animais podem
ser obtidas a partir de fontes cbmerciais ou coletadas no} campo. Agentes

farmacologicos conhecidos podem ser submetidos a modificagdes quimicas

diretas ou aleatérias, tal como acilagéo, alquilagado, esterificagdo, amidifica-

¢ao para produzir analogos estruturais.

Bibliotecas combinatoriais de peptideos ou outros compdstos
podem ser completamente aleatorizadas, sem quaisquer preferéncias de'
seqijéndia ou constantes em nenhuma poéigéo. Alternativamente, é. bibliote-
ca pode ser induzida, isto é, algumas posi¢bes dentro da seqiéncia ou sdo
mantidas constantes ou sdo selecionadas de um ndmero Iimitado de possibi-
lidades. Por exemplo, em alguns casos, os residuos de nucleotl’ded ou ami-
noacido sao aleatorizados dentro de uma classe definida, por exemplo, de

aminoacidos hidrofébicos, residuos hidrofilicos, residuos estericamente in-
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duzidos (ou pequenos ou grandes), em dire¢gao a criagdo de cisteinas, para
ligagao com cruzamento, prolinas para dominios SH-3, serinas, treoninas,
tirosinas ou histidinas para sitios de fosforilagdao ou a purinas. - '

~ Os agentes de teste podem ser proteihas de ocorréncia natural
ou seus fragmentos. Tais agentes de teste podem ser obtidos de uma fonte
natural, por exemplo, uma célula ou lisato de célula. Bibliotecas de agentes
de polipeptidio podem ser tambérh preparadas, por exemp_lo, a partir de uma
biblvioteca de cDNA cémercialmente disponl’vel ou gerada com métodos de
rotina. Os agentes de teste podem ser também peptideos, por exemplo, pep-
tideos de a partir de cerca de 5 a cerca de 30 afninoécidos, com de a partir
de cerca de ‘5va cerca de 20 aminoacidos sendo préferido, .e de a partir de
cerca de 7 a cerca de 15 sendo particularmente preferido. Os peptideos po-
dem ser digestdes de proteinas de ocorréncia natural, peptideos aleatdrios
ou peptideos aleatérios "influenciados". Em alguns métodos, os agentes de
teste sdo polipeptideos ou proteinas. Os agentes de teste podem ser acidos
nucléicos. Os agentes de teste de acido nucléico podem ser acidos nucléi-

- cos de ocorréncia natural, acidos nucléicos aleatérios ou. acidos nucléicos

aleatorios "influenciados”. Por exemplo, digestdes de genomas procarioticos
ou eucariéticos pode'm ser similarmente usadas conforme acima descrito
para proteinas. ,

Em alguns métodos preferidos, os agentes de teste sdo compos-
tos organicos de molécula pequena, por exemplo, compostos qun’micos_'_com '
um peso molecular de nao mais do que cerca de 1.000 ou ndo mais do que

~ cerca de 500. De preferéncia, ensaios de alto rendimento sdo adaptados e

usados para avaliar tais moléculas pequenas. Em alguns métodos, bibliote-

- cas combinatoriais de agentes de teste de molécula pequena conforme aci-

ma descrito podem ser prontamente empregadas para avaliar composto de

molécula pequena que inibe infecgdo por HIV. Vérios ensaios estao disponi-

veis para tal avaliagao, por exemplo, conforme descrito em Schultz (1998)
Bioorg. Med. Chem. Lett. 8:2409-2414; Weller (1997) Mol. Divers. 3:61-70;
Fernandes (1998) Curr. Opin. Chem. Biol. 2:597-603; e Sittampalém (1997)
Curr. Opin. Chem. Biol. 1:384-91.
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Bibliotecas de agentes de teste a serem avaliadas com os méto-
dos reivindicados podem ser também geradas com base em estudos estrutu-
rais dos fatores hospedéiros de interagdo com HIV dichtidos acima ou seus
fragmentos. Tais estudos estruturais permitem a identificagdo de agentes de
teste que sdao mais provaveis de se ligar a fatores hospedeiros de interagdo
com HIV. As estruturas tridimensionais dos fatores hospedeiros de-interagao
com HIV podem ser estudadas de véarias maneiras, por exemplo, estrutura
de cristal e modelagem molecular. Métodos de estudo de estruturas de pro-
teina usando crista_lografia de raio X s&o bem-conhecidos na literatura. Vide
Physical Bio-Chemistry, Van Holde, K.E. (Préntice-HaIl, Nova Jersey, 1971),
PP. 221-239 e Physical Chemistry with Applications to the Life Sciénces, D.
Eisenberg & D.C. Crothers (Benjamin Cummings, Menlo Park,,1970). Mod_e- '
lagem por computador de estruturas de fator de hospedeiro de interagédo
com HIV prové dutro meio para criagao de agéntes de teste para avaliar mo-
duladores de infecgbes por HIV. Métodos de modelagem molecular foram
descritos na literatura, por exemplo, Patente U.S. N° 5.612.894 intitulada
"System and method for molecular modeling utilizing a sensitivity factor" e
Patente U.S. N° 5.583.973 intitulada "Molecular modeling method and sys-
tem". Ainda, estruturas de proteina podem ser também determinadas através
de difracdo de néutron e ressd_néncia magnética nuclear (RMN). Vide, por
exemplo, Physical Chemistry, 4% Ed., Moore, W.J. (Prentice-Hall, Nova Jer-
sey, 1972) e ,RMN ‘of Proteins and Nucleic Acids, K. Wuthrich (Wile}y-v

_I,nterscie_nce,- Nova York, 1986).

Moduladores da presente invengdo também incluem antico_rpbs
que especificamente se ligam a um fator hospedeiro de ih_teragéo com HIV
nas Tabelas 2-4. Tais anticorpos podem ser monoclonais ou policlonais. Tais
anticorpés podem ser gerados usando métodos bem-conhecidos na técnica.
Por exemplo, a produgéo de anticorpos monoclonais néo-hurhanos-, p‘of e-
xemplo, murino ou rato, pode ser realizada através de, por exemplo, imuni-
zagao do animal com um fator hospedeiro de interagdo com HIV naé Tabelas
2-4 ou seu fragmento (vide Harlow e Lane, Antibodies, A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Press, 32 Ed., 2000). Tal imunégeno pode ser obtido a
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partir de uma fonte natural, atraves de sihtese de peptideo ou através de
éxpresséo recombinante. |

'Formas humanizadas de anticorpos de camundongo podem ser
geradas ligando as regides de CDR de anticorpos ndo-humanos a regides
constantes humanas através de técnicas de DNA recombinante. Vide Queen
e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 10029-10033 (1989) e WO

'90/07861. Anticorpos humanos podem ser obtidos usando métodos de dis-
| play de fago. Vide, por exemplo, Dower e outros, WO 91/17271; McCafferty

e outros, WO 92/01047. Nesses métodos, bibliotecas de fago sdo produzi-

das onde membros mostram anticorpos diferentes em suas superficies ex-

- ternas. Anticorpos sdo geralmente mostrados como fragmentos Fv ou Fab.

Fagos mostrando anticorpos com uma especificidade desejada sdo selecio-
nados atraves de enriquecimento de afinidade para um fator hospedeiro de
interagdo com HIV nas Tabelas 2-4. ‘ |

',Anticorpos humanos contra fator hospedeiro de interagdo com
HIV podem ser também produzidos a partir de mamiferos transgénicos néo-
humanos tendo transgenes-cddificando pelo menos um segmento do /ocus
de imunoglobulina humana e um /ocus de imunoglobulina enddgena inativa-
da. Vide, por exemplo, Lonberg e butfos_, WO093/12227 (1993); Kucherlapati,
W091/10741 (1991). Anticorpos humanos podem ser selecionados através

de experiment_os de ligagao competitivos, ou, entdo, ter a mesma especifici-

dade de epitopo que um anticorpo de camundongo particular. Tais anticor- '
pos sdo particularmente provaveis de compartilhar as propriedades funcio-

~ nais uteis dos anticorpos de camundongo. Anticorpos policlonais humanos

podem ser também providos na forma de soro de humanos imunizados com
um agente imunogénico. Opcionalmente, tais anticorpos policlonais podem
ser concentrados através de purificacao com afinidade usando um fator hos-

pedeiro de interagdo com HIV-ou seu fragmento.

V. Avaliacdio quanto a Moduladores de Fatores Hospedeiros de Interacédo
com HIV | |

Tipicamente, agentes de teste sdo primeiro avaliados quanto a
sua habilidade em modular uma atividade bioldgica de um fator hospedeiro
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de interagdo com HIV identificado pelos presentes inventores. Varios siste-
mas de ensaio podem ser empregados nesta etapa de avaliagdo. A avalia-
¢ao pode utilizar um sistema de ensaio in vitro ou um sistema de ensaio ba-
seado em célula. Nesta etapa de avaliagdo, agentes de teste podem ser -
avaliados quanto a ligagdo a um fator hospedeiro de interagdo com HIV, alte-
ragao do nivel de expressdo do fator hospedeiro de interagdo com HIV ou

modulagao de outras atividades bioldgicas (por exemplo, atividades enzima-

ticas) do fator hospedeiro de interagdo com HIV.

mdeIacéo de atividades de ligacao de fatores hospedeiros de

interacao com HIV |

Em alguns métodos, ligagdo de um agente de teste a um fator
hospedeiro de interagdo com HIV é determinada na primeira etapa de avali-
acédo. Ligacao dos agentes de teste a um fator hospedeiro de interagéo cbm
HIV pode ser ensaiada através de varios métodos incluindo, por exemplo,
ensaios de ligacao de proteina-proteina in vitro mércada, ensaios de mudan-
¢a de mobilidade eletroforética,} imunoensaios para ligagao de proteina, en- -
saiQs funcionais (ensaios de fosforilagéo, etc.) e similar. Vide, por exemplo,
Patentes U.S. 4.366.241; 4.376.110; 4.517.288; e 4.837.168; e também Be-
van e outros, Trends in Biotechnology 13:115-122, 1995; Ecker e outros, Bi-
o/Technology 13:351-360, 1995; e Hodgson, Bio/TechholOgy 1-0:973-980,_‘

. 1992. O agente de teste pode ser identificado através de detecgdo de uma

ligagao direta com o fator hospedeiro de interagdo com HIV, por exémplo,_
Co-imunoprecipitagéo com fator hospedeiro de interagdo com HIV por um .
anticorpo direcionado ao fator hospedeiro de interagdo com HIV. O agente
de teste pode ser também idehtificadd através da detecg:éo de um sinal que .
indica que o agente se liga ao fator hospedeiro de interagao com HIV, por’ ‘
exempld, fluorescéncia diminuida ou FRET. _ |

Ensaios de corhpetigé'o provéem um formato adequado para i-
dentificagdo de agentes de teste que especificamente se |igah1 a um fator

hospedeiro de interagcao com HIV. Em tais formétos, 0s agentes de teste sao

avaliados em competicdo com um composto ja conhecido se ligar ao fator
“hospedeiro de interagdo com HIV. O composto de ligagdo conhecido pode
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ser um composto sintético. Ele pode ser também um anticorpo, que especifi-
camente reconhece o fator hospedeiro de interagdo com HIV, por exemplo,
um anticorpo monoclonal direcionado contra o fator hospedeiro de interagdo
com HIV. Se o agente de teste inibir ligagdo dos compostos conhecidos se
ligar ao fator hospedeiro de interagdo com HIV, entdo o agente de teste tam-
bém se liga ao fator hospedeiro de interagao com HIV.

Varios tipos de ensaios de Iigag:éo competitivos sdo conhecidos,
por exemplo: radioimunoensaio direto ou indireto de fase sélida (RIA), imu-
noensaio de enzima direto ou indireto de fase sélida (EIA), ensaio de compe-
ticdo sanduiche (vide Stahli e outros, Methods in Enzymology 9:242-253,

1983); EIA de biotina-avidina direcionado a fase direta (vide Kirkland e ou-

tros, J. Immunol., 137:3614-3619; ensaio marcado direto de fase sélida, en-
saio sanduiche marcado diretd de fase sélida (vide Harlow e Lane, Antibodi-
es, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, 32 Ed., 2000); RIA de
marcagdo direto de fase sélida usando marcador '2°l (vide Morel e outros,
Mol. Immunol., 25(1):7-15, 1988); EIA de biotina-avidina direto de fase sélida
(Cheung e outros, Virology, 176:546-552, 1990); e RIA marcado direto (Mol-
denhaUér_e outros, Scand. J. Immunol., 32:77-82, 1990). Tipicamente, tal
ensaio envolve o uso de polipeptidio purificado ligado a uma superficie soli-

da ou células carregando qualquer um desses, um agente de teste nio-

~marcado e um composto de referéncia marcado. Inibigdo competitiva é me-

dida através de determinagdo da quantidade de marcador Iigadd a superficie '

sélida ou ceélulas na presenga do agente de teste. Geralmente o agente de

~ teste esta presente em excesso. Agentes de modulagéo identificados pelo

ensaio de competigdo incluem agentes que se ligam ao mesmo epitopo que
o composto de referéncia e agentes que se ligam a um epitopo adjacente
suficientemente proximo ao epitopo ligado pelo composto de referéncia para

~ impedimento estérico acontecer. Geralmente, quando um agente de compe-

ticdo esta presente em excesso, ele vai inibir ligacdo especifica de um com-
posto de referéncia a um polipeptidio alvo comum em pelo menos 50 ou
75%.

Os ensaios de avaliagdo podem estar ou em formatos insoltveis
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ou soldveis. Um exemplo de um ensaio insoltvel é imobilizar um fafor hos-
pedeiro de interagdo com HIV ou seu fragmento em uma matriz de fase soli-
da. A matriz de fase sélida é entdo posta em céntato com agentes de teste,
por um intervalo suficiente para permitir que os agentes de teste se liguem.
Apés lavagem de qualquer material nao-ligado da matriz de fase sdlida, a |

presenca do agente ligado a fase sélida permite identificégéo do agente. Os -

métodos podem ainda incluir a etapa de eluigdo do agente ligado a partir da

- matriz de fase sélida, deste modo isolando o agente. Alternativamente, exce-

to pela imobilizagdo do fator hospedeiro celular, os agentes de teste sdo li- -
gados a matriz sélida e o fator hospedeiro de interacao com HIV é entdo adi-
cionado. | ,

Ensaios soluveis incluem alguns dos métodos de avaliagao de
bibliotecas combinatoriais descritos acima. Sob os formatos de ensaio sdl_u_-
vel, nem os agentes de teste nem o fator hospédeiro de interagdo com HIV &
ligado a um apoio sélido. Ligacdo de um fator hoSpedeiro de interagao com
HIV ou fragmento dele a um agente de teste pode ser determinada através
de, por exemplo, mudangas em}fluorescéncia ou do fator hospedeiro de inte-
ragdo com HIV ou dos agenteé de teste, ou ambos. Fluorescéncia pode ser

~ intrinseca ou conferida marcando qualquer componente com um fluoréforo.

Em alguns ensaios de ligagdo, ou o fator hospedeiro de intera-
¢ao com HIV, o agente de teste ou uma terceira molécula (por exemplo, um

anticorpo contra o fator hospedeiro de interagao com HIV) pode ser pfovido |

como entidades marcadas, isto &, covalentemente anexadas ou ligadas a um

marcador ou grupo detectavel, ou grupo que pode ser ligado com cruzamen-
to, para facilitar identificagéo detecgao e quantificagdo do polipeptidio em
uma dada situagéo. Esses grupos detectaveis podem compreender um gru-
po de pollpeptldno detectavel, por exemplo, uma enzima ou epitopo de anti-
corpo que pode ser ensaiado. Alternativamente, o grupo detectével pode ser
selecionado de uma variedade de dutros.grupos ou marcadoreé detectaveis,

125 32p 35g) ou um grupo quimio-

tal como radiomarcadores (por exemplo,
luminescente ou fluorescente. Similarmente, o grupo detectével pode ser um

substrato, co-fator, inibidor ou ligante por afinidade.
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2. modulacdo de outras atividades de fatores hospedeiros de

interacdo com HIV

‘Ligagdo de um agente de teste a um fator hospedeiro de intera-

¢&o com HIV prové uma indicagdo de que o agente pode ser um modulador

do fator hospedeiro de interagdo com HIV. Ela também sugere que o agente

_ pode inibir infecgdo por HIV através da acao sobre o fator hospedeiro de in-

-teragao com HIV. Entdo, um agente de teste que se liga a um fator hospe-

deiro de interagao com HIV pode ser testado quanto a habilidade em modu-
lar uma atividade relacionada com infecgdo por HIV (isto é, na segunda eta-
pa de teste mostrada acima). Alternativamente, um agente de teste que se
liga a um fator hospedeiro de interagdo com HIV pdde ser examinado mais
para determinar se éle modula uma atividade biolégica (por exemplo, uma
atividade enzimatica) do fator hospedeiro de interagcdo com HIV. A existén-
cia, natureza e extensio de tal modulagdo podem ser testadas com um en-
saio de atividade. Mais freqlientemente, tais ensaios de atividade podem ser

usados independentemente para identificar agentes de teste que modulam

- as atividades de um fator hospedeiro de interagdo com HIV (isto &, sem pri-

meiro ensaiar sua habilidade em se ligar ao fator hospedeiro de interagao
com HIV). | |

Em geral, 0 método envolve adigdo de um agente de teste a
uma amostra contendo um fator hospedeiro de interagdo com HIV na pre-
senga ou auséncia de outras moléculas ou reagentes que sao 'necesskérios
para testar uma atividade bioldgica do fator hospedéiro de interacdao com -

‘ HIV. (por exemplo, atividade enzimatica se o fator hospedeiro de interagdo

com HIV for uma enzima) e determinagdo de uma alterag¢do na atividade bio-
l6gica do fator hospedeiro de interagdo com HIV. Se o fator hospedeiro de

interag@o com HIV tiver uma fung&o biolégica ou enzimatica conhecida (por

-exemplo, atividade de cinase ou atividade de protease), a atividade bioldgica

monitorada na priméira etapa de avaliagdo pode ser também a atividade bi-
oquimica ou enziméatica especifica do fator hospedeiro de interagdo com
HIV. Essas incluem cinases (por exemplo, NTRK1, CCRK, PAK7, MAP3K14,
MAPK14, TYK2 e MLK3), proteases (por exemplo, CTSO), fosfatases (por
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exemplo, LOC91443) ou outras enzimas conhecidas nas Tabelas 2-4 (por
exemplo, NMT1, ALDH3A1, PDE1B e CAT). Qualquer uma dessas molécu-
las pode ser empregadé na primeira etapa de évaliagéd. Métodos para ava-
liacdo das atividades enzimaticas dessas moléculas sdo bem-conhecidos e -

~ rotineiramente praticados na técnica. Os substratos a serem usados na ava-

liagdo podem ser uma molécula conhecida ser enzimaticamente modificada
pela enzima (por eXemplo, uma cinase) ou uma molécula que pode ser fa-
cilmente identificada a partir de substratos candidatos para urha dada classe
de enzimas. " | |

Em uma modalidade exemplar, o fator hdspedeiro de interagao
com HIV empregado na avaliagdo é a cinase MLKS3, e os agentes de teste

sao primeiro avaliados quanto a habilidade em modular a atividade de cinase =

MLK3 em autofosforilagdo ou fosforilagdo de um substrato. Efeito dos cdm-
postos de teste sobre a atividade de cinase MLK3 pode ser examinado atra-
vés da monitoragdo da autofosforilagdo de MLK3 na presenga dos compos-
tos usando métodos conforme descrito em, por exemplo, Gallo e outros, J.
Biol. Chem., 269:15092-100, 1994; Leung e outros, J. Biol. Chem.,
273:32408-15, 1998; Zhang e dutros, J. Biol. Chem., 276:45598-603, 2001 e

~ Durkin e outros, Biochemistry 43:16348;55, 2004. Compostos inibindo a ati-

vidade de cinase MLK3 podem também ser identificados através do monito-
ramento da fosforilagdo de um substrato por MLK3 na presenga de um com-

posto de teste. Por exemplo, os compostos podem ser examinados quanto a -

éfeito sobre fosforilagao de MLK3 de golgin-160 em um ensaio in vitro con-

forme descrito em, por exemplo, Cha e outros, J. Cell Sci., 117:751-60,

- 2004.

Muitos outros ensaios para monitoramento de étividades de pro-
teina cinase sdo também descritos na técnica. Esses incluem ensaios rela-
tados em, por exemplo, Chedid e outros, J. Immunol., 147:867-73, 1991;
Kontny e outros, Eur. J. Pharmacol;, 227:333-8, 1992; Wang e butros, Onco-
gene 13:2639-47, 1996; Murakami e outros, Oncogene, 14:2435-44, 1997;
Pyrzynska e outros, J. Neurochem. 74:42-51, 2000; Berry e outros, Biochem.
Pharmacol., 62:581-91, 2001; Cai e outros, Chin. Med. J. (Engl.), 114:248-
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52, 2001. Qualquer um desses métodos pode ser empregado e modificado
para ensaiar efeito modulador de um agente de teste em um fator hospedei-

ro de interacdo com HIV que é uma cinase, por exemplo, NTRK1, CCRK,

PAK7, MAP3K14, MAPK14, TYK2 e MLK3. Ainda, muitos substratos de ci-

nase estdo disponiveis na técnica. Vide, por exemplo, www.endobioscien-

~ ces.com; e www.proteinkinase.de. Ainda, um substrato adequado de uma

_cinase pode ser avaliado em formato de alto rendimento. Por exemplo, subs-

tratos de uma cinase podem ser identificados usando o ensaio de cinase
luminescente Kinase-Glo® (Promega) ou outros estojds de avaliagdo de
substrato de cinase (por exemplo, desenvolvidos pela Cell Signalihg Techno-
logy, Beverly, Massachusetts). '

Em adigdo a ensaios para avaliagdo de agentes que modulam

 atividades enzimaticas ou outras biolégicas de um fator hospedeiro de inte-

ragao com HIV, o ensaio de atividade também compreende avaliagéo in vitro
e avaliagdo in vivo quanto a alteragdes no nivel de expressao do fator hos-

pedeiro de interagdo com HIV. Modulacédo de expressao de um fator hospe-

- deiro de interagdo com HIV pode ser examinada em um sistema baseado

em célula através de transfecgdo transiente ou estavel de um vetor de ex-
pressdo em linhagens de célula culturadas. Por exemplo, os compostos de
teste podem ser ensaiados quanto a habilidade em inibir expressdo de um

“gene-repérter (por exemplo, gene de luciferase) sob o controle de um ele-

mento regulador de transcrigao (por exemplo, seqiiéncia promotora) de um °

fator hospedeiro de interagdao com HIV. Genes codificando os fatores hospe-

7 deiros de interagéo com HIV mostrados nas Tabelas 2-4 foram’ todos carac-

terizados na técnica. Elementos reguladores de transcricdo tal como se-
quéncias pfomotoras de muitos desses genes foram todos delineados.

Vetor de ensaio carregando o elemento regulador de transcri¢gao

.que é operavelmente ligado ao gene-repdrter pode ser transferido para qual-

quer linhagem de célula de mamifero para ensaios de atividade de promotor.

~ Genes-reporter tipicamente codificam polipeptideos com uma atividade en-

zimatica facilmente ensaiada que esta naturalmente ausente da célula hos-

pedeira. Polipeptideos-repdrter tipicos para promotores eucariéticos incluem,
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por exemplo, cloranfenicol acetiltransferase (CAT), luciferase de vaga-lume
ou Renilla, beta-galactosidase, beta-glucuronidase, fosfatase alcalina e pro-
teina fluorescente verde (GFP). Vetores expressando um gene-iepérter sob
o controle de um elemento regulador de transcrigdo de um fator hospedeiro -
de interagcdo com HIV podem ser preparados usando apenas técnicas roti-
neiramente praticadas e métodos de biologia molecular (vide, por exemplo,
Sambrook e outros, supra; Brent eoutros, supra). Em adicdo a um gene-
reporter, o vetor pode também compreender elementos necessarios para
propagagdo ou manutengdo na célula hospedeira, e elementos tal como se-
qliéncias de poliadenilagdo e terminadores transcripcionais. Vetores de en-
saio exemplares incluem séries de vetores pGL3 (Promega, Mad'ison, WI;

“Patente U.S. N2 5.670.356), que incluem uma sequéncia poliligante 5’ de um -

gene de luciferase. Métodos gerais de ensaio de cultura celular,fransfecc}éo
e gene-repdrter foram descritos na técnica, por exemplo, Sambrook e outros,
supra, e Transfection Guide, Promega Corporation, Madison, WI (1998).
Qualquer linhagem de célula de mamifero prontamente transfectavel pode
ser usada para avaliar a expressdo do gene-repdrter a partir do \}etor, por
exemplo, células HCT116, HEK 293, MCF-7 e HepG2. |

VI. Teste de Compostos de Modulacdo quanto a Atividade Inibi-

dora sobre Infeccao por HIV

Para identificar novos inibidores de infecgéo por HIV, compostos
que modulam um fafor hospedeiro de interacdo com HIV conforme acima_
descrito s&o tipicamente testados mais para confirmar seu efeito inibidor so-
bre 'infecgéo por HIV. Tipicamente, os compostos sao avaliados quanto a
habilidade em modular uma atividade que é indicativa de infeccdo por HIV
ou replicagao de HIV. A avaliagao é realizada na p'reseng.a do fator hospe- -
deiro dé interagao com HIV sobre o qual os compostos de modulag:éo agem.
O fator hospedeiro de interagao com HIV contra o qual os agentes de modu-
lagdo sdo identificados na primeira etapa de avaliagédo pode ser ou expresso
endogenamente pela célula ou expresso a partir do segundo vetdr de ex-
pressdo. De preferéncia, esta e'tapa de avaliagdo é realizada in vivo usando
células que expressam endogenamente o fator hospedeiro de interagao com
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HIV. Como um controle, efeito dos compostos de modulagdo sobre uma cé-
lula que ndo expressa o fator hospedeiro de interagdo corh HIV pode ser
também examinado. Por exemplo, se o fator hospedeiro de interagcdo com
HIV (por exemplo, codificado por um gene de camuhdongo) usado na primei-

ra etapa de avaliagdo ndo for endogenamente expresso pela linhagem celu-

lar (por exemplo, uma linhagem de célula humana), um segundo vetor ex-

pressando o polipeptidio pode ser introduzido na célula. Comparando uma
atividade relacionada com infecgdo por HIV na presenga ou auséncia de um
composto de modulagao, atividades dos compostos sobre infec¢ao por HIV
podem ser identificadas.

“Muitos ensalos e métodos estdo disponiveis para examinar ativi-
dade de inibicao de HIV dos compostos Isto geralmente envolve teste dos
compostos quanto a habilidade em inibir replicagao viral de HIV in vitro ou
uma ativvidade bioquimica que é indicativa de infecgdo por HIV. Em alguns
métodos, atividade inibidora potencial dos compostos de modulagao sobre
infeccdo por HIV pode ser testada examinando seu efeito sobre infecgao por
HIV de uma célula culturada in vitro, usando métodos rotineiramente pratica-
dos na técnica. Por exemplo, os compostos podem ser testados em infecgao
por-'HIV de uma cultura de macréfago primaria conforme descrito em Seddiki
e outros, AIDS Res. Hum. Retroviruses., 15:381-90, 1999. Eles podem ser

. também examinados em infec¢do por HIV de outras linhagens de célula T e

de célula de mondcito conforme relatado em Fuijii e outros, J. Vet. Med. Sci.,
66:115-21, 2004. Sistemas in vitro adicionais para monitoramento de infec-

- ¢ao por HIV foram descritos na técnica. Vide, por exemplo, Li é outros, Pedi-

atr. Res., 54:282-8, 2003; Steinberg e outros, Virol. 193:524-7, 1993; Hansen
eoutros, Antiviral Res., 16:233-42, 1991; e Piedimonte e outros, AIDS Res.
Hum. Retroviruses,. 6:251-60, 1990.

Nesses ensaios, infecgao por HIV das células pode ser monito-
rada morfologicamente, por exemplo, através de um ensaio de efeito citopa-
tico microscdpico (vide, por exemplo, Fuijii e outros, J. Vet. Med. Sci., 66:115-
21, 2004). Ela pode ser também avaliada enzimaticamente, por exemplo,

ensaiando atividade de transcriptase reversa (RT) de HIV no sobrenadante
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de cultura celular. Tais ensaios sao descritos na técnica, por exemplo, Rey-
nolds e outros, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 100:1615-20, 2003; e Li e outros,
Pediatr. Res., 54:282-8, 2003. Outros ensaios monitoram infngéo por HIV

através da quantificagdo do acimulo de acidos nucléicos virais ou antigenos

~ virais. Por exemplo, Winters e outros (PCR Methods Appl., 1:257-62, 1992)

descreveram um método que ensaia RNA e DNA de gag de HIV de culturas
de células infectadas com HIV. Vanitharani e outros descrevem um ensaio
de infecgao por HIV que mede a produgao de antigeno p24 :vi}ral (Viro/ogy,
289:334-42, 2001). Replicagéo viral pode ser também monitorada in vitro por
um ensaio ELISA de antigeno p24, conforme descrito em, por exemplo,
Chargelegﬁe e outros, J. Virol. Methods. 38(3):323-32, 1992; e Klein e ou-

“tros, J. Virol Methods., 1Q7(2):169-75, 2003. Todos esses ensaios podem ser -

empregados e modificados para avaliar a atividade‘ anti-HIV dos composfos
de modulagao da presente invengao. |

Em alguns métodos, efeito de inibigdo potencial de compostos
de modulagdo sobre infecgbes por HIV pode ser examinado em células re-
porter engenheiradas que séo permissivas para replicagéo de HIV. Nessas
células, infecgao e replidagéo-de HIV sdo monitoradas através do exame da
expressao de um gene-reporter sob o controle de um elemento regulador de
transcri¢cao de HIV, por exemplo, HIV-LTR. Um exemplo de tais células € a
célula reporter de HIV Hela-T4-BGal. Conforme ilustrado nos. Exemplos a-
baixo, a célula repérter HeLa-T4-BGal pode ser infectada com HIV-Ilib apés_

ser tratada com um compost_o de modulagao. Infecctividade do virus a partir

das células tratadas com composto, conforme monitorado através da medi-
¢do da atividade de B-galactosidasé, pode ser comparada com aquela de
células-controle que nao foram tratadas com o composto. Um titulo de virus
reduzidd ou reducdo em infectividade de células tratadas corh o] éomposto
de modulagao confirmaria que 0 composto -pode na verdade inibir infeccao
por HIV ou repllcagao viral. ' '

Em adigéo as células HeLa-T4-BGaI exemplificadas aqUi, muitos
ensaios de reporter similares foram também descritos na técnica. Por exem-
plo, Gervaix e outros (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94:4653-8, 1997) desen-
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volveram uma linhagem de célula T estavel expressando um plasmideo codi-
ficando uma proteina verde-fluorescente humanizada (GFP) sob. o controle

de um promotor LTR de HIV-1. Quando da infecgdo por HIV-I, um aumento

de 100- a 1.000 vezes de fluorescéncia de células infectadas pode ser ob-

servado conforme comparado com células nao-infectadas. Qualquer um

desses sistemas de ensaio pode ser empregado na presente invengao para

-monitorar efeitos dos compostos de modUIagéo sobre a infecgdo por HIV em

tempo real. Esses sistemas in vitro permitem também quantificagao de célu-
las infectadas ao longo do tempo e determinagao de susceptibilidadé_ aos
compostos. |

Em alguns outros métodos, efeito dos cbmpostos de modulagdo
sobre replicagao dé HIV pode' ser examinado examinando produgdo de
pseudovirus HIV-1_ em uma célula tratada com os compostos. A célula pode
expressar o fator hospedeiro de interagdo com HIV endogenamente ou exo-
genamente. Por exemplo, um construto codificando o fator hospedeiro de

interagao com HIV pode ser transfectado para a célula hospedeira que nao

- expressa endogenamente o fator hospedeiro de interagdo com HIV. Confor-

me descrito em mais detalhes no Pedido de Patente Provisério US N@
60/673.623, produgcdo do pseudovirus HIV-1 pode ser obtida através da
transfecgao de uma célula produtora (pdr exemplo, uma célula 293T HEK)

-.com um plasmideo-repérter expressando o RNA psi-positivo codificando um

gene-repdrter (por exemplo, gene de luciferase), um construto de empaco-

tamento delta psi codificando todas as proteinas estruturais e a proteina re-

“guladora ou acessorio tal como Tat, Rer, Vpr e Vif e um plasml’deo de ex-

pressao envelope VSV-g. Apds infeccdo de uma célula-alvo com pseudovi-
rus no sobrenadante da célula produtora, 0 gene-repérter é expresso se-
guindo retrotranscri¢do e integragdo no genoma da célula-alvo.

Para avaliar.inibidores de replicagao.de HIV, a célula hospedeira
produtora pode ser tratada com um composto de modulagao antes da, con-
comitantemente com ou. subsequente a transfeccdo dos plasmideos de
pseudovirus. De preferéncia, o composto é administrado a célula hospedeira

antes da transfec¢do dos plasmideos de pseudovirus, e estd presente em
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todo o processo de ensaio. Titulo do pseudovirus produzido pode ser moni-
torado através de infec¢do das células-alvo com o pseudovirus no sobrena-
dante da célula produtora e ensaio de uma atividade dd repdrter (por exem-
plo, atividade de luciferase) nas células-alvo. Como um controle, atividade
reporter em células-alvo infectadas com sobrenadante de células produtoras
que ndo foram tratadas com o composto é também medida. Se o composto
de modulagéo tiver um efeito inibidor sobre o desenvolvimento do virus, cé-
lulas-alvo contatadas com o sobrenadante das células produtoras que foram
tratadas com o cdmposto terdo uma atividade de repérter reduzida com rela-
¢do as células controle.

VIil. Aplicacoes Terapéuticas

Através da inibicdo da infecgdo por HIV, compostos'de inibigéo ’
de HIV descritos acima provéem aplicagdes terapéuticas Uteis da presehte
invencgdo. Eles podem ser prontamente empregados para prevenir ou tratar
infecgbes por HIV, bem como doengas ou cdndigées associadas com infec-
¢bes por HIV (por exemplo, AIDS) em varios individuos. Ainda, compostos
conhecidos na técnica que inibem qualquer um dos fatores hospédeiro de

interagao com HIV identificados pelos presentes inventores podem ser tam-

- bém usados nas aplicagdes terapéuticas. Exemplos incluem K252a e

CEP1347 que inibem a atividade de cinase de MLK3 (Roux e outros, J. B'iol.v

. Chem., 277:49473-80, 2002).

Infecgdes por HIV que sdo condescendentes a tratamento com
os compostos de inibicdo de HIV descritos aqui compreendem mfecgao de
um individuo, particularmente um individuo humano, por qualquer um da fa-

milia HIV de retrovirus (por exemplo, HIV-l, HIV-Il ou HIV-Iil). Os compostos

“de inibicdo de HIV sao uteis para tratamento de um individuo que é um vei-

culo de qualquer membro da familia HIV de retrovirus. Eles podem ser usa-

.. dos para tratar um individuo que é diagnosticado de AIDS ativa. Os compos-

tos sdo também Uteis no tratamento ou profilaxia das condicdes relacionadas
com AIDS em tais individuos. Individuos que nao foram diagnosticados co-
mo tendo infecgéo por HIV, mas s3o acreditados estar sob risco de infeccao

por HIV, sdo também condescendentes a tratamento com os compostos de
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inibicdo de HIV da presente invencgao.

Individuos sofrendo de qualquer uma das condigdes relaciona-

das com AIDS sao adequados para tratamento com os compostos de inibi-

¢ao de HIV. Tais condi¢des incluem complexo relacionado com AIDS (ARC),
linfadenopatia generalizada progressiva (PGL), condigbes positivas de anti-
cofpo anti-HIV e condigbes HIV-positivas, condi¢des neuroldgicas relaciona-

~das com AIDS (tal como deméncia ou paraparesia tropical), sarcoma de Ka-
posi, trombocitopenia purpura e infecgdes oportunisticas associadas tal co-

mo pneumonia Pneumocystis carinii, Tuberculose micobacteriana, candidia-
se esofageal, toxoplasmose do cérebro, retinite CMV, encefalopatla relacao-

| nada com HIV, snndrome debilitadora relacionada com a HlIV, etc.

Metodos -padrao para medig&o da infecg¢do por HIV in vivo e pro-
gressao para AIDS podem ser usados paré determinar se um individuo esta
positivamente respondendo a tratamento com os compostos de inibigdo de
HIV da invengdo. Por exemplo, apds tratamento com um composto de inibi-
¢do de HIV da invengdo, uma contagem de célula T CD4* do individuo pode

- ser monitorada. Um aumento em células T CD4" indica que o individuo esta

se beneficiando da administracdo do tratamento da terapia antiviral. Este,
bem como outros'métodos' conheCidds na técnica, pode ser usado para de-
terminar o ponto ao qual os compostos:da preserite invengéo sao eficazes
no tratamento de infecgdo por HIV e AIDS em um individuo.

Os compostos de inibicdo de HIV da presente invengao podem "
ser dlretamente administrados sob condi¢des estéreis ao |nd|V|duo a ser tra-

~ tado. Os moduladores podem ser administrados sozinhos ou como o ingre- -

diente ativo de uma composigdo farmacéutica. A composigdo farmacéutica
da presente invengao pode ser também combinada com ou usada em asso-
ciagao com outros agentes terapéuticos. Em algumas aplicagdes, um primei-

ro.composto de inibigdo de HIV é usado em combinagdo com um segundo

composto de inibicdo de HIV a fim de inibir infecgao por HIV a um grau mais

- extensivo que ndo pode ser conseguido quando um composto de inibicdo de

HIV é usado individualmente. Em algumas outras aplicagdes, um composto

de inibicédo de HIV da presente invengdo pode ser usado em conjunto com
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farmacos anti-HIV conhecidos tal como AZT.

- Composi¢des farmacéuticas da presente invengéo tipicamente
compreendem pelo menos um ingrediente ativd junto com um ou mais seus
veiculos aceitaveis. Veiculos farmaceuticamente aceitdveis aumentam ou -
estabilizam a composi¢éo ou facilitam-a preparagdo da composigdo. Veicu-
los farmaceuticamente aceitaveis sdo determinados em parte pela. composi-
¢éo particular sendo administrada (pdr exemplo, acido nucléico, proteina ou
compostos moduladores), bem como pelo método particuiar uéado para ad-
ministrar a composigdo. Eles devem ser ambos farmaceuticamente e fisiolo-
gicamente aceitaveis no sentido de serem compativeis com os outros ingre-
dientes e nao prejudiciais ao individuo. Este veiculo pode tomar uma varie-
dade de formas dependendo da forma de preparagéo desejada para admi-
nistragao, por exemplo, oral, sublingual, retal, nasal, intravenosa ou parente-
ral. Por exemplo, 0 composto de inibigdo por HIV pode ser complexado com
proteinas-veiculo tal como ovalbumina ou albumina do soro antes de sua
administragédo a fim de aumentar a estabilidade ou propriedades farmacolé- ,'
gicas. | |

As compoéigées farmacéuticas podem ser preparadas em varias
formas, tal como granulos, comprimidos, pilulas, supositérios, capsulas e |
similar. A concentragdo do composto terapeuticamente ativo na formulagao
pode variar de a partir de cerca de 0,1 a 100% em peso. Formulagdes tera-
péuticas sédo preparadas através de quaisquer métodos bem-conhecidos na.

técnica de farmécia. As formulagdes farmacéuticas podem ser aplicadas a-

través de quaisquer meios eficazes que possam ser usados para tratamento.
Vide, por exemplo, Goodman & Gilman’s The Pharmacological Baseé of
Therapeutics, Hardman e outros, Eds., McGraw-Hil Profeésional (10% Ed.,
2001); Remington: The Science and Practice of Pharmacy, AGenn'aro, Ed.,
Lippincott Williams & Wilkins (20a ed., 2003); e Pharmaceutical -Dosége
Forms and DrUg Delivery Systems, Ansel e outros (eds.), Lippin}cott Williams
& Wilkins (7a ed., 1999). |

As formulagbes terapéuticas podem ser convehientemente' apre-
sentadas em forma de dosagem unitaria e administradas em uma dose tera-
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péutica adequada. Uma dose terapéutica adequada pode ser determinada
através de qualquer um dos métodos bem-conhecidos tal como estudos cli-
nicos em espécies de mamifero para determinar a dose toleravel maxima e
em individuos humanos normais para determinar dosagem segura. Exceto

sob certas circunstancias quando dosagens maiores podem ser requeridas,

a dosagem preferida de um composto de inibi¢ado de HIV geralmente se en-
-contra dentro da faixa de a partir de cerca de 0,001 a cerca de 1000 mg,

mais geralmente de a partir de cerca de 0,01 a cerca de 500 mg por dia.

A dosagem e 0 modo de administracao preferidos de um com-
posto de inibigao de HIV podem variar para individuos diferentes,‘dependen-
do de fatores que podem ser individualmente revistos pelo médico que esta
tratando, tal como a condigcao _oU condigbes a serem tratadas, a escolha de
composigao a ser administrada, incluindo o composto de inibigao de HIV par-
ticular, a idade, peso e resposta do individuo individual, a severidade dos
sintomas do individuo e a via de administracdo escolhida. Como uma regra
geral, a quantidade de um composto de inibigao de' HIV administrado é a
menor dosagém que eficazmente e confiavelmente previnel ou minimiza as
condigdes dos individuos. Deste mbdo, as faixas de dosagem acima preten-
derri prover orienfagéo e apoio ge'ralr para os presentes ensinamento, mas

nado pretendem limitar o escopo da invengéo.

'EXEMPLOS

Os exemplos que seguem s&o providos para ilustrar, mas nao '
limitar, a presente invengao.

Exemplo 1. Materiais e métodos gerais

Linhagens de célula e manutengdo: Células HeLaCD4fgal do
Dr. Michael Emerman foram obtidas através do AIDS Research and Refe-

. rence Reagent Program, Division of AID, NIAID, NIH (Kimpton, J. Virol.,

66:2232-9, 1992). As células sdao mantidas em DMEM suplementado com
10% de FBS, 1X de Penicilina/Estreptomicina/L-glutamina, 0,2 mg/mL de
G418 e 0,1 mg/mL de Higromicina B. Células Jurkat foram mantidas em
RPMI-1640 suplementado com 10% de FBS e 1X de Penicilina/Estrepto-
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micina/L-glutamina. Todos os reagentes de cultura celular foram obtidos da
Invitrogen. |

Avaliagédo de cDNA em células HeLaCD4BgaI: Retrotransfecgao
de cDNA de alto rendimento de células HeLaCD4pgal foi realizada essenci- -
almente conforme descrito em Chanda e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
100:12153-8, 2003. Resumidamente, cDNA individual 'de uma biblioteca
subgenémica compreendendo 15.000 genes (detalhes da coleta no
http://function.gnf.org), cDNA de Sport6GFP controle negﬁativ.o e plasmideo

de Sport-6-Tat controle positivo foram salpicados a 40 ng/cavidade em 55
placas de 384 cavidades opacas brancas (Greiner). Uma solugéo de 1% de
Gene Juice (Novagen) contendo 1 pg/mL de um plasmideo-repérter de HIV-
LTR-Luciferase (derivado através de amplificagdo por PCR da sequéncia de -
LTR da linhagem HxB2) em meio Opti-MEM livre de soro (Invitrogen) foi adi-
cionada a cada cavidade (10 uL) usando um aparelho Multidrop (Titertek) e
complexos foram deixados formar por 10 minutos. Células HeLaCD4fgal
(1000 células/30 ul/cavidade em DMEM/FBS a 10%) foram entdo adiciona-
das e as placas foram incubadas da noite para o dia, seguido pela adi¢do de
20 pL. de DMEm/10% de FBSvéom 200 ng/mL de p24 de HIV-lIIb (Advanced

~ Biotechnologies Inc.). Apds 72 horas, a infecgdo foi avaliada através da me-

dicdo da produgao de luciferase usando Brit Glo (Promega) e leitura no épa-
relho CLIPR (Molecular Devices). Toda a biblioteca foi ativada em duplicata.
Dados para cada cDNA foram comparados com o sinal médio da placa toda
é.expres_sos como a razao afa/mfa, que é a ativagado de vezes média (avera-
ge fold activation) (afa) dividida pelo desvio-padrao ajustado da ativagéo de
vezes (mfa). O mfa penaliza o valor para atiVagéo de vezes se o desvio-
padrao entre as réplicas for alto. Hits foram confirmados apés cultivo de ¢cD-
NA adicional através de teste no ensaio original e foram seqﬂenciados para
confirmar sua atividade (Eton Bioscience). ' |
Teste de cDNA de MLKS3 inativa em cinase: MLK3 e um mutante
inativo em cinase de MLK3 (K144R) em vetor pcDNA3.1 (Xu e oufros, Mol.
Cell. Biol., 21:4713-24, 2001) foram testados ao lado do hit de colegcdo de

MLK3 Origene em placas de 12 cavidades usando uma versdo ampliada do
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ensaio de avaliagdo. Resumidamente, 1,28 ug de cDNA/0,32 ug de LTR-
Lux/32 uL foram salpicados por cavidade seguido por 320 ul de 1% de gene
juice/Optimem e entdo 6 x 10* células HeLaCD4pgal em 1 mL de DMEM/
10% de FBS. Apds 24 horas, as culturas foram infebtadas com 90 ng p24 de
HIV-lllb, incubadas por trés dias adicionais e avaliadas quanto a niveis de
infé_cgéo usando Brite Glo (Promega) e leitura no aparelho CLIPR (Molecular
Devices). | ' -
SiRNA: siRNA de luciferase GL2 (No. de catélogo D-001100-01-

20) e siRNAs Smartpool dé PITPN. (No. de acesso NM_006224), TRIM28
‘(No. de acesso NM_005762), IFIT1 (No. de acesso NM_001548), LYZ (No.
~ de acesso NM_000239), CORO1A (No. de acesso NM_007074) e DnaJC14

(No. de acesso NM_032364) foram obtidos da Dharmacon. No caso de siR-

- NA de GL2, quantidades adicionais da mesma sequéncia foram também ob-

tidas da Qiagen. Dois siRNA contra Tat foram sintetizados e agrupados para
uso como L_Jm controle positivo para inibigdo de infecgdo por HIV. siRNA de
MLK3-1 e MLK3-2 foram criados e sintetizados e siRNA de MLK3-3 foi obti-

- do da Dharmacon (No. de catélogo D-003577-03).

Avaliagdo de siRNA em células HeLaCD4pBgal: A biblioteca de
siRNA foi direcionada contra 5000'genes‘ diferentes que tém o maior poten-

cial para serem alvos de farmaco, com cada gene representado por dois

'siRNAs diferentes. Retrotransfecgdo de siRNA de células HelLaCD4pgal foi

realizada essencialmente conforme descrito em Aza-Blanc e outros, Molecu- ‘
lar Cell 12:627-37, 2003. Resumidamente, siRNAs individuais foram salpica-

~dos a 14 ng/cavidade em placas de 384 cavidades de fundo opaco branco

ou transparente branco (Greiner) contendo uma sequéncia de siRNA por
cavidade. Uma solugdo de 2% de oligofectamina (Invitrogen) em meio Opti-
MEM livre de soro (Invitrogen) foi adicionada a cada cavidade (1_'0 ulb) e
complexos foram deixados se formar por 15-20 minutos. Todas as admihis-
tracbes a 384 cavidades foram feitas usando um aparelho Multidrop (Titer-

~ tek). Células HeLaCD4pgal (1000 células/30 pl/cavidade em Opti-MEM livre

de soro) foram entdo adicionadas e as placas foram incubadas da noite para
o dia, seguido pela adi¢éo de 20 uL de 30% de FBS/DMEM com 200 ng/mL
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de HIV-IlIb (Advanced Biotechnologies Ihc.). Apds 72 horas, infecgao foi ava-
liada através da medicdo da produgdo de beta-galactosidase usando um
volume igual de Gal Séreen (Applied Biosystem). Toda leitura da placa de
384 cavidades foi feita usando o aparelho CLIPR (Molecular Devices). Doze
réplicas foram administradas por placa de 384 cavidades e os dados foram
expressos como inibigdo percentual comparado com o siRNA de GL2 contro-
le négativo.' Citotoxidez do siRNA foi medida em 96 horas pds-transfecgéo
adicionando volume igual de uma diluigdo 1:4 de Cell Titer Glo (Promega) e
leitura de Iumineécéncia em aparelho CLIPR, com os dados novamente ex-
pressos como uma inibigdo percentual compérado,cofn GL2. ,

Validagao de siRNA através de western blot: siRNA (800 ng) foi
salpicado em 250 uL de Opti-MEM livre de soro (Invitrogen) er_h 'placas de 6
cavidades seguido pela adicdo de 250 pL de 1,5% de Lipofectamina 2000
(Invitrogen) em Opti-MEM livre de soro. As plécas foram incubadas em tem-
peratura ambiente por 20 minutos para permitir formagao de complexo. Célu-
las HeLaCD4pgal (3x105 em 1,5 mL de Opti-MEM livre de soro) foram entéo -
adicionadas e incubadas da noite para o dia seguido pela adigéo de 1 mL de
30% de FBS/DMEM. As. células fora coletadas 72 horas bés-transfécgéo a-

- traves de raspagem e lisadas em tampéo de lise de célula (Hepes a 20 mM

20

25

30

pH 7,2/KCl a 10 mM/EDTA a 1'0‘ mM/1% de Triton X-100/inibidores de prote-
ase 1X; Sigma Chemical Co.) por uma hora.em gelo. Concentragdo de prote- --
ina total do lisato foi medida usando o estojo Micro-BCA (Promega) e quan-

tidades de proteina iguais foram carregadas em 4-12% de NuPagé Bis-Tris

gel (Invitrogen) e submetidas a eletroforese conforme sugerido pelo fabrican-
te. Seguindo transferéncia para nitrocelulose, blots foram bloqueados com

5% de leite desnatado em PBST (solugdo salina tampohada com fosfato -

com 0,0S% de Tween-20) e entdo submetidos a immunoblotting com os anti-
corpos que seguem; anticorpo anti-MLK3 policlonal de coellho e antitubulina
de cabra da Santa Cruz Biotechnology, anticorpo secundario anti-coelho de
cabra conjugado com HRP da Sigma Chemical Co., anticorpo secuhdério de
burro-anticabra conjugado com HRP da Promega. Todos os anticorpos fo-
ram usados em diluicdes sugeridas pelo fabricante e forma diluidos em 5%
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de leite desnatado em PBST. As faixas foram visualizadas usando reagente
de detecgéo ECL-plus (Amersham).

' ' Transfecgdo de siRNA de células T Jurkat: Células T Jurkat fora
lavadas uma vez em PBS, ressuspensas em Opti-MEM livre de soro (Invitro-
gen) em densidade alta (2,4x10%mL) e 50 pL foram adicionados a 1 nmol de
siRNA (50 uL de 20 uM) em um cadinho de distancia de 0,2 cm. A mistura
foi submetida a eletroporagdo usando o médulo BioRad Gene Pulser Xcell
usando condi¢gdes sugeridas pelo fabricante (140V, 1000uF, declinio expo-
nencial) e entao transferida para 12 mL de RPMI suplementado com 10% de
FBS sem antibiéticos por 24 horas. Células foram entao peletizadas, células
vidveis contadas através de exclusdo de azul tripano e ressuspensas em
uma densidade de 1‘,7x106/ml_‘ em RPMI suApIementado com 10% de FBS e
1XPen/Strep/Glutamina. Para estudos de infecgdo, 300 uL de células trata-
das com siRNA foram adicionados a cavidades de uma placa de 48 cavida-
des e ou 2 ng ou 0,5 ng de HIV-lllb, correspondendo a MOls de 0,0005 e
0,000125 respectivamente com base em titulo viral provido pelo fabricante,

foi adicionado a cada cavidade. Apés trés dias adicionais, as células foram

“coletadas, lavadas 3X em PBS, lisadas e infecgéo foi medida através de E-

LISA de p24 dos Iisat'_os de célula. Para‘_,citotoxidez, 300 HL de células trata-
das com siRNA foram adicionados as cavidades de uma placa de 48 cavida-

- des e apds 3.dias viabilidade celular foi medida usando Cell Titer Glo (Pro-

mega) e leitura no CLIPR (Molecular Devices) ou usando Alamar Blue

- (TREK systems) e leitura no Acquest (LJL BiosystemS). Para determinar a
~ eficacia de siRNA, lisatos de célula foram preparados e analisados como em

estudos de validagéo de siRNA de HelaCD4pgal ‘em 72 horas pés-
eletroporagao.

Exemplo 2. |dentificacdo de novos fatores hospedeiros de inte-

racdo com HIV a partir de avaliacao de siRNA

_ Foi realizada uma avaliagcdo de siRNA subgenémico para protei-
nas hospedeiro que estdao envolvidas em infecgao por HIV através de moni-
toramento da expressdo de um gene-repérter sob o controle de promotor
LTR de HIV em células HelLaCD4Bgal (Kimpton e outros, J. Virology
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66:2232-2239, 1992). As células HeLaCD4pgal foram obtidas do Dr. Michael
Emerman através do AIDS Research and Reference Reagent Program, Divi-
sion of AIDS, NIAID, NIH As células foram transfectadas usando um proto-
colo de transfecgao reversa com siRNA contra Tat usado como um controle
positivo e foram provocadas com HIV-llIb 24 horas apds transfecgdo (Huang
e outros, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A., 101:3456-61, 2004). A infecgédo foi
deixeda prosseguir por 3 dias para permitir que os efeitos em todos os esta-
gios de infec¢do entrassem para liberar e espalhar por toda a cultura a ser
vista. Através do monitoramento da expressao do gene-reporter nas células
HeLaCD4pgal, este sistema permite que uma pessoa detecte qualquer efeito
de modulag¢ao dos siRNAs sobre infecgéo por HIV. | '
, Infecgao foi avaliada através da medigdo da quantidade de beta-
galactosidase produzida fora do promotor LTR viral usando um substrato
quimioluminescente. Toda a avaliagdo foi conduzida em duplicata e os da-
dos foram expressos como uma razdo de ativagdo de vezes média (afa) pa-
ra desvio-padréo ajustado da ativagdo de vezes (mfa), um valor que leva em
consideragao ambos o efeito de cada siRNA e o desvio evntre as réplicas.
Para aqueles genes cuja afa era menos do que 1 (inibidores de ihfecg:éo),
valores foram convertidos para ativagéo de vezes negativa.

Exemplo 3. Identificacdo e caracterizacdo de fatores hospedei-

~ ros de interacao com HIV a partir de avaliacdo de cDNA

Foi realizada uma avaliagio de alto rendimento de uma bibliote-

ca de cDNA de 15.000 genes unicos para encontrar novos fatores pro-vnrals ,

cuja expressao levaria a aumento da infecga@o por HIV-lilb. Por causa de sua
facilidade de transfecgdo, foram empregadas »células HeLeCD4BgaI para a-
vahagao e provocagao com HIV-lllb competente em replicagdo. cDNAs de
controle negativo (Sport6 -gfp) e controle positivo (Tat- Sport6) foram salpica-
dos em cavidades de placas de 384 cavidades contendo o cDNA de bibliote-
ca (um gene bor cavidade) seguido pela adicao de solugéd de reagente de
transfec¢@o contendo um construto de LTR-repérter de luciferase re»sponsivo
a Tat de HIV. As células foram adicionadas apds formagao de complexo, e,

apos 24 horas, cada cavidade foi infectada com HIV-llIb. Infecgdo foi deixa-
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da prosseguir por 3 dias para permitir que os efeitos em todos os estégioé de
infeccdo entrassem para liberar e se espalhar por toda a cultura a ser obser-
vada. Infecgado foi entdo avaliada através da medigdo da quantidade de luci-
ferase produzida atravéis do promotor LTR viral. |

A maioria das cavidades de cDNA Tat controle mostrou aumento
comparado com o controle negativo e cavidades vazias. A avaliagdo comple-

‘ta foi conduzida em duplicata e os dados foram expressos como uma razio

de ativacdo de vezes média (afa) para desvio-padrao ajustado da ativagao
de vezes (mfa), um valor que leva em consideragdo ambos o efeito de cada
cDNA e o desvio entre as réplicas. De toda a biblioteéa, 315 (2,1%) genes
aumentaram a infecgdo com uma afa.mfa 22, o limiar escolhido para acom-
panhamento. Varios genes ja cdnhecidos estao envolvidos em infecg_éo por
HIV, tal como os aumentadores S100A12, subunidade B reguladora PP2A e
exportina nuclear CRM1, foram identificados como eiufnentadores através da
avaliagdo, servindo como uma validagéo interna. Os 89 principais aumenta-
dores de infecg¢do, conforme determinado ambos através do desempenho de
avaliagao e revisdo da IiteratUra, foram escolhidos para acompanhamento.
Os hits representaram uma variedade de familias de genes com a maioria.
sendo alvos "drdggable", incluindo cinases, outras enzimas e fatores de

transcrigdo, e de cursos conhecidos ser importantes em infecgdo por HIV,

_ incluindo o curso de ubiquitina e fatores de processamento de RNA. Cada hit

de cDNA foi novamente desenvolvido em escala mini-prep e testado no en-

saio original onde 19 desses hits reconfirmaram. Esses foram entdo desen-

~ volvidos em escala maxi-prep, testados no ensaio original e sequienciados

para assegurar identidade de hit apropriada. Neste estagio, 13 hits de se-
qléncia confirmada continuaram a mostrar aumento de atividade comparado

com o controle negativo, variando de 1,7 vez a 8,8 vezes sobre controle ne-

- gativo Sport6-GFP (Tabela 1).

Em seguida a requerente investigou se os aumentadores de

- cDNA mais fortes eram essenciais para replicacao de HIV através da deple-

¢ao das proteinas enddgenas usando siRNA. Para 6 dos genes tendo de-
sempenho de ~3 vezes ou mais sobre o controle foi obtido o siRNA validado
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Smartpools e avaliados seus efeitos sobre infecgdo por HIV-lllb em células
HelLaCD4fgal. Daqueles testados, siRNA contra chaperona DnaJC14, prote-
ina induzida pbr interfer_bn com repeticoes tetratricopepﬁ’deo 1 (IFIT1) e pro-
teina alfa de transferéncia de fosfatidilinositol (PITPNo) diminuiu a replicagio
de HIV sem toxidez significante reforgando mais seu papel em infecgéo, en-
quanto os outros nao tiveram nenhum efeito sobre replicég:éo viral ou viabili-
dade celular (dados néo mostrados). Interessantemente, um dos genes que
ambos aumentou infeccdo quando superexpresso e bloqueou infecgdo
quando depletado era a proteina induzida por interferon IFIT1, que tinha sido -
mostrada ser supra-regulada em uma variedade de infecgées virais incluindo

Hepatite C (HCV) bem como infecgdo por HIV de astrécitos. Embora a fun-

' ¢ao bioldgica de IFIT1 seja desconhecida, ela foi descrita ser capaz de inte- -

ragir com fator de troca de nucleotideo guanina Rho/Rac, e entdo pode aju-

dar na ativagédo de proteinas Rho. A idéia de que HIV pode usar umé protei-
na induzida por interferon para ajudar a facilitar sua replicagao é intrigante e

merece mais estudo. Os outros dois genes com atividade du‘pla, a proteina

chaperona Dn‘aJC14 e PITPNo que € uma proteina de transporte de lipideo

envolvida em trafego em vesicula, também prometem dar mais compreen-

s&0 da biologia de virus. ' | ,

Por causa de seu papel fisiologico claro e seu alto potencial 'co-_
mo um alvo terapéutico, a requerente em seguida foca seus esforgos no
aumentador de cDNA forte cinase de linhagem mista 3 (MLK3). Esta seri-
na/treonina cinase esta envolvida na ativacao de cinases Map a.ju'sante, in-
cluindo JNK, p38 e ERK, e foi mostrada desempenhar um papel critico em
apoptose neuronal incluindo aquela mediada por gp120 de HIV. Um compos-
to inibidor de MLK3, CEP-1347, estava em teste clinico para o tratamento de
doengaé neurodegenerativas, destacando seu papel em morte de célula
neuronal e sua aplicabilidade como um alvo de farmaco (Bodner e outros,
Experimental Neurology, 188:246-53, 2004). Para discutir se a atividade de’
cinase de MLK3 era responsavel pelo aumento de infecgado visto Usando o]
cDNA, foi obtido um mutante inativo de cinase (MLKB.KI) e testados seus

efeitos sobre infecgdo por HIV. Diferente da proteina do tipo selvagem,
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MLKS Kl era incapaz de aumentar infecgdo, sugerindo que o funcionamento
de MLK3 é critico para aumento (Figura 1). Por causa de seu papel em ati-
vacao do complexo AP-1 através da ativacdo de JNK, foi tomado como hipé-
tese que MLKS poderia estar agindo aumentando é transcrigdo de HIV atra-
veés do sitio AP-1 localizado em LTR de HIV. Para este teste, MLK3 foi co-
transfectada com o construto de LTR-Iuc;iferase ou com um vetor de expres-

-s80 Tat ou um plasmideo controle para avaliar ambos efeitos dependentes

de Tat e independentes de Tat sobre a transcricao mediada_por'LTR. Ex-
pressao de MLK3 aumentou a transcrigdo dependente de Tat em aproxima-
damente 3 vezes sobre o0 controle, mas ndo teve nenhum efeito éignificante
sobre transcrigdo independente de Tat (Figura 2), sUgerindo que MLKS au-
menta a infeccado através de trahscrigéo especifica viral. ,
Considerando os dados de superexpressio, foi finélmente inves-
tigado pela requerente se siRNA contra MLK3 poderia inibir infecgdo por
HIV. Foram obtidas trés sequéncias de siRNA unicas se direcionando a
MLK3 e avaliada sua eficacia contra HIV em células HeLaCf)4Bgal e células

- Jurkat. -siRNAs de MLKS3 individuais foram transfectados em células He-

LaCD4Bgal ou eletroforados em células Jurkat. Apds 24 horas, as células
foram provocadas com HIV-Iiib. Para _células HelLaCD4fgal, infecgao foi
avaliada ap6s 3 dias adicionais através da medigcdo da beta-galactosidase

“produzida a partir LTR- Bgal reporter estavel dentro das células usando um

substrato quimioluminescente (Gal Screen). Para células Jurkat, virus de
entrada foi removido 24 horas apds infecgéo, e sobrenadantes foram coleta-

. dos apés uma adicional de 48 horas e testados quanto a niveis de p24‘atra-‘

vés de ELISA. Citotoxidez de cada siRNA foi também determinada através
do uso de Cell Titer Glo em culturas nao-infectadas paralelas. Os resultados
indicam que todos os trés siRNAs foram eficazes na deple¢do de proteina
MLK3 (Figura 3B) e -diminuiram infec¢do por HIV em aproximadamente 40%
(Figura 3A) em células HeLaCD4fgal. De acordo com seu mecanismo pro-
posto de afetar transcricdo dependente de Tat, deplég:éo de MLK3 nao teve
nenhum efeito sobre niveis de transcritos reversos ou pré-virus integrados

inicias (dados ndo mostrados). Em adi¢ao, os siRNAs de MLK3 também di-
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minuiram infecg@o por HIV-lllb de células Jurkat, embora a um gfau menor
do que visto em células HeLaCD4Bgal (Figura 3C). Andlise Western blot
‘mostrou que a quantidade de deplecdo de prdtel’na nas células Jurkat era
menor do que aquela vista nas células HeLaCD4pgal, entdo explicando o
nivel menor de inibigdo visto (Figura SD).

Tabela 1. Avaliagdo de HeLaCD4fgal de HIV-llIb: resultados gerais:

Faixa de hits | ~ -8,9 x +4,9 vezes afa.mfa
~ Fatores pré-virais (inibicdo com siRNA inibe infec¢ao):
Faixa de afa.mfa No. de hits (biblioteca total 10k) .
-8,9a-5 : _ 61 (0,6%)
-5a-3 : 280 (2,8%)
-3a-2 741 (7,41%)
Fatores antivirais (inibicdo com siRNA promove infecgao:
Faixa de afa.mfa No. de hits (biblioteca total de 10k)
+2a+3 365 (3,65%)
+3 a +4,9 - 53 (0,53%)
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Tabela 3. Fatores hospedeiros de interacdo com HIV confirmados identifica-

dos através de avaliacio com cDNA

Hitdo Gene No. de acesso | Simbolo Hitoriginal | Reconfirmagdo

' affamfa® | de vezes sobre -
controle®

Proteina alfa de transferéncia de NM_006224 PITPNo. 2,77 2,95

fosfotidilinositol ,

Dominio de ligagao extracelular NM_006691 XLKD1 2,60 2,7

contendo 1 _

Motivo tripartite - contendo 28 NM_005762 TRIM28 2,67 58

Lisozima NM_000239 LYZ 2,67 8,6

Proteina induzida por interferon NM_001548 IFIT1 4,90 35

com repeticOes de tetratrlcopeptl-

deo 1

Coronina, proteina de Ilgagao de NM_007074 CORO1A 2,90 2,92

acting, 12

Clone PP902 - AF218032 2,47 2,4

Proteina DnaJC14 NM_032364 5,70 5,5

Familia aldeido desidrogenase 3, NM_000691 ALDH3A1 2,07 1,70

membro A1 '

Dominio SET — contendo proteina 8 | AY102937 SETS 2,13 2,2

Proteina cinase ativada por mitdge- | NM_002419 MAP3K11, 4,60 8,80

no cinase cinase 11 ' MLK3

Produto de gene KIAA0Q247 NM_014734 3,90 2,01

Fosfatase de especificidade dupla NM_038481 DUSP18 2,99 2,10

Ativagdo de vezes média (afa) dividida pelo desvio-padrdo ajustado da ati-
vagao de vezes (mfa), que é responsavel por ambos o efeito de cada cDNA
e o desvio entre as réplicas.

®Controle negativo Sport6gfp, mesmo usado em avaliag3o.

Exemplo 4. Fatores hospedeiros de interacdo com HIV identifi-

cados por avaliacdo de dois hibridos de Ievedura

Uma avaliagao de dois hibridos foi reallzada para identificar no-
vos fatores de célula hospedeira de interacdo codificados em uma biblioteca

~ de cDNA de leucdcito humana. Ensaios de interagdo de proteina-proteina

em levedura foram feitos com proteinas de fusdo GAL4 e LexA. cDNA de
Vpr foi amplificado através de PCR usando iniciadores especificos de Vpr. O -

cDNA foi inserido no vetor de expresséo de LexA DBD pSLANS. pSLANS é
uma versdo modificada de pBTM116 (Bartel e outros, Biotechniques, 14:920-

924, 1993). Ele foi modificado para aceitar insertos Notl e pér gly4-ser-gly4-
ser- entre LexA e a isca. O cDNA codificando a proteina de fusdo LexA DBD -
Vpr foi transformado em linhagem de levedura L40 MATa. Os cDNAs codifi-
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cando as proteinas de fusdo Gal4 AD - leucécito de DNA foram transforma-
dos na linhagem de levedura 540 MATa. As duas linhagens de levedura fo-

ram emparceiradas e transformantes contendo ambos plasmideos foram

selecionados em meios sintéticos deficientes em THUKL, e interagbes de

proteina foram analisadas através de um ensaio de filtro de B-galactosidase.

Aproximadamente dois milhdes de transformantes dipléides fo-

ram avaliados e varios candidatos positivos foram isolados. Coldnias positi-

vas foram ensaiadas quanto a atividade de B-galactosidase usando um en-
saio de “filter lift" para confirmagéo adicional da interagdo proteina-proteina.
Os hits de avaliagdo, conforme listado na Tabela 4, foram identificados atra-
vés de sequénciamento dos clones de cDNA candidatos e comparagao com

0 banco de dados Genbank.

Tabela 4. Fatores hospedeiros de interacio com HIV identificados através de

avaliacao de dois hibridos

No. de Acesso Nome do Gene Descri¢éao ‘ ' ‘

AK026228.1 FLJ22575 cDNA de Homo sapiens. FLJ22575 fis,
clone HSI02453, altamente similar a mR-
NA de antigeno NY-REN-34 de proteina
dedo de zinco putativa de Homo sapiens

: AF155105
AC002299.1 HS Chrom 16 Clone Cromossomo de Homo sapiens 16 clone
. Bac BAC CIT987-SIKA-113A6 ~sequenC|a ge-
' 7 ‘ némica completa
AB033001 KIAA1175 mRNA de Homo sapiens para proteina

KIAA1175, cds parcial

NM_002211  ITGB1 ' Integrina de Homo sapiens, beta 1 (recep-
‘ tor de fibronectina, polipeptideo beta, anti-

- geno CD29 inclui MDF2, MSK12) (ITGB1),
variante de transcrito 1A

AF223391.1 CACNA1E Gene de subunidade 1E alfa de canal de

calcio de Homo sapiens (CACNA1E), e-
xons 7-49, e cds parcial, alternativamente

. ‘ unidos .
NM_001456 FLNA Filamina A de Homo sapiens, alfa (protei-
na de ligagdo de actina 280)
NM_003775.1 EDG6_ ‘ Receptor acoplado a proteina G 6, de dife-

renciagcao endotelial de Homo sap/ens

: ' (EDG6)
AL390127.1 DKFZp761p06121 mRNA de Homo sapiens; cDNA DKFZp
761P06121 (do clone DKFZp761P06121)
NM_016142.1 HSD17B12 Hidroxiesterdide (17-beta) desidrogenase
~ 12 de Homo sapiens (HSD17B12)
M27288.1 Oncostatina M, Gene M de oncostatina humana, exon 3
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NM_004247.1  EFTUD2 Dominio de ligagdo Tu GTP de fator de

alongamento de Homo sapiens contendo 2
‘ (EFTUD2) A
NM31951.1 PRF1 Gene de perforina humano (PRF1), cds
: , completo '
NM_012227.1 GTPBP6 Proteina de ligagao de GTP de Homo sa-

piens 6 (putativa) (GTPBP6)

E compreendido que os exemplos e modalidades descritos aqui
sdo para propdsitos ilustrativos apenas e que varias modificagdes ou mu-
danc;as a sua luz serdo sugeridas as pessoas versadas na técnica e devem
ser incluidas no espirito e escopo do presente pedido e escopo das reivindi-

cagbes apensas. Embora quaisquer métodos e materiais similares ou equi-

~valentes aqueles descritos aqui possam ser usados na pratica ou teste da

presente invengao, os métodos e materiais preferidds sao descritos.

| Todas as publicagdbes, sequéncias de GenBank, depdsitos
ATCC, patentes e pedidos de patente citados aqui sdo aqui expressando
incorporadds a titulo de referéncia em sua totalidade e para todos os propoé-

sitos.como se cada um fosse individualmente denotado.
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~ REIVINDICAGOES |

1. Método para identificagdo de um agente que inibé i_nfecgéo

por HIV, caracterizado pelo fato de que compreende: '

(a) avaliagdo de compostos ‘de teste para identificar um ou
mais compostos de modulag@o que sub-regUIem uma ativi-
dade bioldgica ou nivel de expressdo de um fator hospe-

_deiro de interagdo com HIV codificado por um polinucleoti-
deo selecionado dos membros listados nas Tabela 2-4; e .

(b) teste dos compostos de modulagdo quanto a habilidade em
inibir infecgao por HIV. '

2. Método de acordo com a reivindicagio 1, caracterizado pelo

fato de que o fator hospedeiro de interagdo com HIV é selecionado do grupo
consistindo em repetices de tetratricopeptideo 1 (IFIT1), proteina alfa de

| transferéncia de fosfatidilinositol (PITPNa) e cinase de linhagem mista 3
(MLK3). | |

‘ 3. Método de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado pelo
fato de que o fator hospedeiro de interagdo com HIV é MLK3 e os compostos

de teste sdo avaliados quanto a habilidade em inibir a atividade de cinase de:

MLK3 ou sua expressao. | |
4. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

- fato de que a habilidade em inibir infecgdo por HIV pelos compostos de mo-

dulacéo é éxafninadé através de monitoramento da expresséo de um gene-
repérter sob o cbntrole de promotor LTR de HIV em uma célula infectada por
HIV. | |
5. Método de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado pelo :
fato de que a célula é HeLa-CD4-Bgal.
| 6. Método de acordo com a reivindicagédo 4, caracterizado pelo
fato de que o gene-reporter € um gene de beta-galactosidase.
7. Método de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado pelo
fato de que a célula ¢ infectada por HIV-Ilib.
8. Método de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo
fato de que a habilidade em inibir infecgao por HIV-1 por um composto de
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modulagdo é examinada comparando a replicagdao de HIV em uma célula

permissiva a HIV engenheirada que foi contatada com o cbmposto de modu-
lagdo com replicagdo de HIV em uma célula controle que néo foi contatada
com o composto. |

9. Método de acordo com a reivindicagao 8 caracterizado pelo
fato de que a ceIu'Ia permissiva a HIV é célula de HIV HeLa—T4-BGaI. o

10. Método de acordo com a reivindicagéo 8, caracterizado pelo
fato de que a replicagdo de HIV é monitorada através de um ensaio ELISA
de antigeno p24 o'u_ um ensaio de atividéde de transcriptase re\)ersa.

11. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo
fato de que a habilidade em inibir infecgéo porv HIV pelo composto é exami-
nada através de_ comparagao de produgao de pseudovirus em uma célulé
hospedeira tratada com o composto com produgao de pseudovirus em uma
célula hospedeira controle que néo foi tratada com o composto. |

12. Método de acordo com a reivindica§:éb 11, caract'érizado pe-v
lo fato de que a célula hospedeira é célula HEK 293T. | |

13. Método de acordo com a reivindicagéo 11, caracterizado pe-
lo fato de que a célula hospedeira é transfectada com plasmideos de pseu-
dovnrus que produzem pseudovirus de HIV na célula.

14. Método de acordo com a relvmdlcagao 1, caracterizado pelo
fato de que o fator hospedeiro de interagdo com HIV é uma enzima e a ativi-
dade bioldgica e‘nsaiada é sua atividade enzimatica. ,

15. Método de acordo com a reivindicagao 13, caracterizado pe-
lo fato de que a enzima é uma cinase.

16. Método de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado pe-
lo fato de que a cinase é MLK3. |

~ 17. Composicdo farmacéutica para inibigdo de infecgdo por HIV

em um individuo, caracterizada pelo fato de que compreende pelo menos

um composto que inibe uma atividade bioldgica ou expressdo de um fator
hospedeiro de interagao com HIV codificado por um polinucleotl’ded selecio-
nado dos membros listados nas Tabelas 2 a 4, em combina¢gdo com um ou

mais veiculos farmaceuticamente aceitaveis.
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, 18. Uso de uma quantidade eficaz de um composto que inibe
uma atividade biol6gica ou expressdo de um fator hospedeiro de interagéo
com HIV codificado pdr um polinucleotideo selecionado dos membros lista-
dos nas Tabelas 2 a 4, caracte_rizado pelo faté de que é para a fabricagao de
uma composi¢do farmacéutica para inibicéo de infecgéo por H‘IV em um indi-
viduo. v

19. Uso de acordo'com a reivindicagdo 18, caracterizado pelo
fato de que o fator hoSpedeiro de interacdo com HIV é selecionado do grupo

' consistindo em repeticdes de tetratricopeptideo 1 (IFIT1), proteina alfa de

transferéncia de fosfatidilinositol (PITPNo) e cinase de linhagem mista 3

" (MLKB3).

20. Uso de acordo com a reivindicagéo 18, caracterizado pelo
fato de que o fator hospedeiro de interagdo com HIV é MLK3 e o composto

inibe a atividade de cinase de MLK1. -

21. Uso de acordo com a reivindicacdo 18, caracterizado pelo

fato de que o composto € K252a ou CEP1347.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "METODO PARA IDENTIFICAGAO DE UM.A_GENTE
QUE INIBE INFECGAO POR HIV, COMPOSICAO FARMACEUTICA PARA
INIBIGAO DE INFECGAO POR HIV EM UM INDIVIDUO, BEM COMO USO
DO REFERIDO AGENTE".
A presente invengédo refere-se a novos fatores hospedeiros de

interacdo com HIV. A invencdo também prové métodos de uso dos fatores

hospedeiros de interagdo com HIV para avaliar compostos que inibem infec-
¢ao por HIV. Os métodos compreendem primeiro avaliagdo de compostos de
teste para moduladores de um fator hospedeiro de interagdo com HIV descri-

to aqui e entdo avaliagdo adicional dos compostos de modulagéo identifica-
. dos quanto & habilidade em inibir infecgdo por HIV. A invengédo prové ainda
métodos e composigdes farmacéuticas para tratamento de doengas e condi-

¢Oes associadas com infecgcao por HIV.
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