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RESUMO
“Proteinas CRSP (proteinas segregadas ricas em cisteinas),

moléculas de acido nucleico que as codificam e suas
utilizacgdes”
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Sdo revelados polipéptidos, proteinas e moléculas de
dcido nucleico de CRSP (Proteinas Segregadas Ricas em
cisteinas). Em adigdo as proteinas CRSP de comprimento
completo isoladas, a invencao proporciona ainda proteinas de
fusao de CRSP 1isoladas, péptidos antigénicos e anticorpos
anti-CRSP. A invencdo proporciona também moléculas de acido
nucleico de CRSP, vectores de expressdo recombinantes contendo
uma molécula de 4cido nucleico da  invencdo, células
hospedeiras nas gquais o0s vectores de expressao foram
introduzidos e animais transgénicos ndoc humanos nos quais um
gene de CRSP foli introduzido ou corrompido. Sao igualmente
proporcionados métodos de diagnodstico, de rastreio e
terapéuticos que utilizam composigbes da invengao.



EP 0 975 755 /PT

DESCRICAO
“Proteinas CRSP (proteinas segregadas ricas em cisteinas),
moléculas de acido nucleico que as codificam e suas

utilizacgdes”

Antecedentes da invencgao

As proteinas segregadas desempenham um papel integral na
formacéo, diferenciacdo e manutencao das células nos
organismos multicelulares. Por exemplo, sabe-se na
especialidade que as proteinas secretdrias estdo envolvidas na
sinalizacdaoc entre células que estdao em contacto directo. Estas
moléculas de sinalizacdo segregadas sdo particularmente
importantes no desenvolvimento dos tecidos dos vertebrados
durante a embriogénese assim como na manutencdo do estado
diferenciado dos tecidos adultos. Por exemplo, as interacgdes
de inducdo que ocorrem entre camadas de células e tecidos
vizinhas no embrido em desenvolvimento estdo grandemente
dependentes da existéncia e da regulacdo de moléculas de
sinalizacac segregadas. Nas interac¢des de indugdo, 0s sinais
bioguimicos segregados por uma  populacao de células
influenciam o destino de desenvolvimento de uma segunda
populacaoc de células, tipicamente por alteragadao do destino da
segunda populacdo de células. Por exemplo, as proteinas Wnt
sdo agora reconhecidas como uma das principais familias de
moléculas de sinalizacgao importantes no desenvolvimento em
organismos que vao desde a Drosophila ao ratinho. Para uma
revisdao veja-se Cadigan, K.M. e R. DNusse (1997) Genes ¢
Development, 11:3286-3305.

E hoje igualmente bem reconhecido que importantes
familias de moléculas de sinalizag¢do possuem um papel duplo a
desempenhar tanto no desenvolvimentc de um organismo como na
promoc¢ao ou manutencao do estado diferenciado de tecidos no
animal adulto. Adicionalmente, importantes familias de
moléculas de sinalizacdo foram implicadas no controlo da
proliferacdo de células em tecido adulto maduro, por exemplo,
durante o normal turnover celular no organismo adulto assim
como na regeneragdo de tecidos activada em resultado de danocs
no tecido adulto.
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Sumario da invencdo

A presente invencdo baseia-se, pelo menos em parte, na
identificacdo de moléculas de acido nucleico que codificam uma
nova familia de proteinas segregadas, aqui referida como as
Proteinas Segregadas Ricas em cisteinas ("proteinas CRSP" ou
"CRSP", do 1inglés Cysteine-Rich Secreted Proteins). As
moléculas de CRSP da presente invencgdo sdo Uteis como agentes
moduladores na regulagao de uma variedade de processos
celulares. Assim, num aspecto, a presente inven¢do proporciona
moléculas de 4cido nucleico isoladas que codificam proteinas
CRSP ou suas por¢gdes Dbiologicamente activas, assim como
fragmentos de Acido nucleico adeguados como iniciadores ou
sondas de hibridacdo para a deteccgdo de Aacidos nucleicos que
codificam CRSP.

Numa concretizagdo, a invengdo proporciona uma molécula
de acido nucleico de CRSP tal como definida nas reivindicacgées
anexas.

Outro aspecto da invengao proporciona um  vector
compreendendo uma molécula de Acido nucleico de CRSP. Em
certas concretizagdes, o vector ¢é um vector de expressio
recombinante. Noutra concretizacdo, a invengao proporciona uma
célula hospedeira contendo um vector da invencdo. A invencéo
proporciona também um método para a producdo de uma proteina
CRSP através de cultura, num meio adequado, de uma célula
hospedeira da inveng¢do contendo um vector de expressao
recombinante de modo a produzir uma proteina CRSP.

Qutro aspecto da presente invencdo caracteriza proteinas
e polipéptidos de CRSP isolados ou recombinantes. Numa
concretizagao, uma proteina CRSP isolada possui uma sequéncia
de sinal e pelo menos um dominio rico em cisteinas,
preferivelmente uma regido rica em cisteinas, e & segregada.
Noutra concretizacdac, uma proteina CRSP isolada possui uma
sequéncia de aminocdcidos tal como definida nas reivindicaces
anexas.

As proteinas CRSP da presente invengdo, ou suas porgdes
biologicamente activas, podem estar operativamente ligadas a
um polipéptido que ndo de CRSP formando proteinas de fusdo de
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CRSP. A invencdo caracteriza ainda anticorpos que se ligam
especificamente a proteinas CRSP, tais como anticorpos
monoclcnais ou policlonais. Em adig¢do, as proteinas CRSP ou
suas por¢bes biologicamente activas podem estar incorporadas
em composicdes farmacéuticas, que opcionalmente incluem
transportadores farmaceuticamente aceitdveis.

Noutro aspecto, a presente invencdo proporciona um método
para a detecgdo de expressdao de CRSP numa amostra bioldgica
através de contacto da amostra bioldgica com um agente capaz
de detectar uma molécula de acido nucleico, uma proteina ou um
polipéptido de CRSP, de modo gue a presenca de uma molécula de
dcido nucleico, uma proteina ou um polipéptido de CRSP ¢&
detectada na amostra bioldgica.

Noutro aspecto, a presente invencgado proporciona um método
para a detecgdo da presenca de actividade de CRSP numa amostra
bioldgica através de contacto da amostra bioldgica com um
agente capaz de detectar um indicador de actividade de CRSP de
modo que a presencga de actividade de CRSP ¢é detectada na
amostra bioldgica.

Noutro aspecto, a invencgdo proporciona um método para a
modulacao da actividade de CRSP compreendendc o contacto da
célula com um agente que modula a actividade de CRSP de modo
que a actividade de CRSP na c¢élula ¢ modulada. Numa
concretizagdo, © agente inibe a actividade de CRSP., Noutra
concretizagdo, © agente estimula a actividade de CRSP. Numa
concretizacgao, 0 agente ¢é um anticorpc que se 1liga
especificamente a uma proteina CRSP. Noutra concretizacdo, o
agente modula a expressdo de CRSP através da modulacdo da
transcrigcao de um gene de CRSP ou da tradugao de um ARNm de
CRSP. Ainda noutra concretizagac, o agente é uma molécula de
dcido nucleico possuindo uma sequéncia nucleotidica que ¢é
anti-sentido relativamente a cadeia de codificacdo de um ARNm
de CRSP ou um gene de CRSP.

Os métodos Dbaseados na presente invengédo podem ser
utilizados para tratar um individuo possuindo uma desordem
caracterizada por uma expressdo ou actividade aberrantes de
uma proteina CRSP ou um A4cido nucleico de CRSP, por
administracdo ao individuo de um agente que é¢ um modulador de
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CRSP. Numa concretizacdo, o modulador de CRSP é uma proteina
CRSP. Noutra concretizacdao o modulador de CRSP é uma molécula
de 4cido nucleico de CRSP. Ainda noutra concretizacdo, o
modulador de CRSP é um péptido, um peptidomimético ou outra
molécula pequena. Numa concretizacdoc preferida, a desordem
caracterizada por expressdo aberrante de proteina CRSP ou
acido nucleico de CRSP é uma desordem de desenvolvimento, de
diferenciacdo ou de proliferacgdo.

A presente inven¢do proporciona também um ensaio de
diagnéstico para a identifica¢do da presenga ou auséncia de
uma alteracdo genética caracterizada por pelo menos uma de (i)
modificacdo aberrante ou mutacac de um gene que codifica uma
proteina CRSP; (1i1i) ma-regulacdo do referido gene; e (iii)
modificacgaoc pds-tradugdo aberrante de uma proteina CRSP, em
que uma forma de tipo selvagem do referido gene codifica uma
proteina com uma actividade de CRSP.

Noutro aspecto, a invencgdo proporciona um método para a
identificagdo de um composto que se liga a, ou modula a
actividade de, uma proteina  CRSP, proporcionandce  uma
composicao indicadora compreendendo  uma  proteina CRSP
possuindo actividade de CRSP, colocando em contacto a
composicao indicadora com um composto de teste e determinando
0 efeito do composto de teste sobre a actividade de CRSP na
composicao indicadora para identificar um composto gue modula
a actividade de uma proteina CRSP,

Outras caracteristicas e vantagens da invencado serido
evidentes & partir da seguinte descrig¢do detalhada e das

reivindicacdes.

Breve Descrigdo dos Desenhos

A Figura 1 representa a sequéncia de ADNc e a sequéncia
de aminodcidos prevista de CRSP-1 humana. A sequéncia
nucleotidica corresponde aos &cidos nucleicos 1 a 2479 de
SEQ ID NO:1. A sequéncia de aminocacidos corresponde aos
aminodcidos 1 a 350 de SEQ ID NO:2.

A Figura 2 representa a sequéncia de ADNc e a sequéncia
de aminodcidos prevista de CRSP-2 humana. A sequéncia
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nucleotidica corresponde aos Aacidos nucleicos 1 a 848 de
SEQ ID NO:4. A sequéncia de aminocdcidos corresponde aos
aminocdcidos 1 a 224 de SEQ ID NO:5.

A Figura 3 representa a sequéncia de ADNcC e a sequéncia
de aminodcidos prevista de CRSP-3 humana. A sequéncia
nucleotidica corresponde aos 4acidos nucleicos 1 a 1529 de
SEQ ID NO:7. A sequéncia de aminocadcidos corresponde aos
aminodcidos 1 a 266 de SEQ ID NO:8.

A Figura 4 representa a sequéncia de ADNcC e a sequéncia
de aminodcidos ©prevista de CRSP-4 humana. A sequéncia
nucleotidica corresponde aos A4acidos nucleicos 1 a 702 de
SEQ ID NO:10. A sequéncia de amincdcidos corresponde aos
amincdcidos 1 a 179 de SEQ ID NO:11.

A Figura 5 representa a sequéncia de ADNc e a sequéncia
de aminocacidos prevista de CRSP-like-N humana. A sequéncia
nucleotidica corresponde aos 4dcidos nucleicos 1 a 928 de
SEQ ID NO:13. A sequéncia de amincdcidos corresponde aos
aminodcidos 1 a 242 de SEQ ID NO:14.

A Figura 6 representa as sequéncias de aminodcidos de
CRSP-1 humana, CRSP-2 humana, CRSP-3 humana e CRSP-4 humana,
assim como a sequéncia de consenso gerada a partir do
alinhamento destas sequéncias. A figura detalha a relagao
entre as proteinas CRSP da presente invencgéo.

A Figura 7 é um diagrama esquemdtico que representa a
relacdo entre as proteinas CRSP da presente invencdo. A figura
representa os dominios bioldgico e funcional das CRSP humanas.
Os péptidos de sinal estdo indicados por caixas a cheio. Os
dominios ricos em cisteinas da regido rica em cisteinas de
CRSP estdo representados como CRD-1 e CRD-2.

A Figura 8 representa a sequéncia de ADNC e a sequéncia
de aminodcidos prevista de CRSP-1 murina. A sequéncia
nucleotidica corresponde aos 4dcidos nucleicos 1 a 928 de
SEQ ID NO:16. A sequéncia de aminocdcidos corresponde aos
aminodcidos 1 a 349 de SEQ ID NO:17.
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A Figura 9 ¢ um diagrama esquemdtico que representa a
relacdo entre a sequéncia nucleotidica de CRSP-1 e as de RIG e
RIG-1like 7-1 (N.°° de acesso U32331 e AF034208,
respectivamente).

Descrigcdo Detalhada da Invencdo

A presente invencdo baseia-se na identificacdo de novas
moléculas, aqui referidas como proteina CRSP e moléculas de
dcido nucleico de CRSP, que constituem uma familia de
moléculas possuindo certas caracteristicas estruturais e
funcionais conservadas. O termo "familia", gquando referido a
proteina e a moléculas de 4cido nucleico da invengéao,
significa duas ou mais proteinas ou moléculas de Aacido
nucleico possuindo um dominic estrutural comum e possuindo
suficiente homologia de  sequéncia nucleotidica ou de
aminodcidos como aqui definido. Os membros desta familia podem
ser de ocorréncia natural e podem ser da mesma espécie ou de
espécies diferentes. Por exemplo, uma familia pode conter uma
primeira proteina de origem Thumana, assim como outras
proteinas, distintas, de origem humana, ou alternativamente,
pode conter homélogos de origem nadc humana. Os membros de uma
familia podem também possulr caracteristicas funcionais
comuns.

Numa concretizagdo, um membro da familia CRSP ¢
identificado com base na presenga de pelo menos um "dominio
rico em cisteinas" na proteina ou na correspondente molécula
de 4cido nucleico. Tal como aqui definido, um "dominio rico em
cisteinas" refere-se a uma porgdo de uma proteina CRSP (e.g.,
CRSP-1) que ¢é rica em residuos de cisteina, i.e., pelo menos
cerca de 6, 7, 8§, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
ou 20 aminodcidos sdo residuos de cisteina. Preferivelmente,
unm "dominio rico em cisteinas" é um dominio de proteina
possuindo uma sequéncia de aminodcidos de cerca de 30-100
amincdcidos, preferivelmente cerca de 35-95 aminodcidos, mais
preferivelmente cerca de 40-90 aminoacidos, mais
preferivelmente <cerca de 45-85 aminodcidos, ainda mais
preferivelmente cerca de 50-80 aminocdcidos, e ainda mais
preferivelmente cerca de 55-75, 60-70, ou 65 aminocdcidos, dos
quais pelo menos cerca de 3-20, preferivelmente cerca de 5-15,
ou mais preferivelmente cerca de 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
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14, 15, 16, 17, 18, 19, ou 20 aminodcidos sdo residuos de
cisteina.

Umn dominio rico em cisteinas preferido possui pelo menos
cerca de 10, pelo menos cerca de 15, 16, 17, 18, 19, ou
preferivelmente 20 residuocs de cisteina localizados na mesma
posicédc relativa de aminodcido que os residuos de cisteina na
CRSP-1 humana possuindo SEQ ID NO:2. Por exemplo, como
mostrado na Figura 6, a CRSP-2 possul pelc menos cerca de
10 residuos de cisteina localizados na mesma posig¢do relativa
de aminocdcido que os residuos de cisteina na CRSP-1 humana
possuindo SEQ ID NO:2 (e.g., cysl5l em CRSP-2, SEQ ID NO:5,
estda localizado na mesma posicdo relativa de aminodcido que
cys214 em CRSP-1, SEQ ID NO:2; cyslb6 em CRSP-2, SEQ ID NO:5,
estd localizado na mesma posigdo relativa de aminoacido que
cys219 em  CRSP-1, SEQ ID NO:2; e cysl57 em  CRSP-2,
SEQ ID NC:5, estd localizado na mesma posicdo relativa de
aminodcido gue cys220 em CRSP-1, SEQ ID NO:2). Similarmente,
como mostrado na Figura 6, a CRSP-3 possul pelo menos cerca de
10 residuos de cisteina localizados na mesma posigdo relativa
de amincdcido que os residuos de cisteina na CRSP-1 humana
possuindo SEQ ID NO:2. Como também mostrado na Figura 6, a
CRSP-4 possui pelc menos cerca de 10 residuocs de cisteina
localizados na mesma posicdo relativa de aminocacido que os
residuos de cisteina na CRSP-1 humana possuindoc SEQ ID NO:2.

Uma proteina CRSP preferida da presente invengdo é uma
proteina  humana (e.qg., codificada  por uma sequéncia
nucleotidica correspondente a um gene humanc de ocorréncia
natural). Por exemplo, numa concretizacdo, uma proteina CRSP-1
(CRSP-1 humana) contém um primeiro dominio rico em cisteinas
contendo cerca dos aminodcidos 147-195 de SEQ ID NO:2,
possuindo 10 residuos de cisteina, e um segundo dominio rico
em cisteinas contendo cerca dos aminodcidos 201-284 de
SEQ ID NO:2, possuindo 10 residucs de cisteina (as posicdes
dos residuos de cisteina estdo representadas na Figura 6).
Noutra concretizagdo, uma proteina CRSP-2 (CRSP-2 humana)
contém um primeiro dominioc rico em cisteinas contendo cerca
dos amincdcidos 41-90 de SEQ ID NO:5, possuindo 10 residuos de
cisteina, e um segundo dominio rico em cisteinas contendo
cerca dos amincacidos 41-218 de SEQ ID NO:5, possuindo 10
residucs de cisteina (as posigbes dos residuos de cisteina
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estdo representadas na Figura 6). Noutra concretizacdo, uma
proteina CRSP-3 (CRSP-3 humana) contém um primeiro dominio
rico em cisteinas contendo cerca dos aminodcidos 85-138 de
SEQ ID NC:8, possuindo 10 residuos de cisteina, e um segundo
dominio rico em cisteinas contendo cerca dos aminoacidos 182-
263 de SEQ ID NO:8, possuindo 10 residuos de cisteina (as
posicdes dos residuos de <cisteina estdo representadas na
Figura 6). Noutra concretizacdo, uma proteina CRSP-4 (CRSP-4
humana) contém um primeiro dominio rico em cisteinas contendo
cerca dos aminodcidos 1-47 de SEQ ID NO:11, possuindo 8
residuos de cisteina, e um segundo dominio rico em cisteinas
contendo cerca dos aminodcidos 96-176 de SEQ ID NO:11,
possuindo 10 residuos de cisteina (as posicgdes dos residuos de
cisteina estdo representadas na Figura 6).

As proteinas CRSP preferidas possuem mais de um dominio
rico em c¢isteinas, mals preferivelmente possuem pelo menos
dois dominios ricos em cisteinas e, assim, possuem uma regido
rica em cisteinas. Tal como agquili se wutiliza, a expressao
"regido rica em cisteinas" refere-se a um dominio de proteina
que inclui pelo menos dois dominiocs ricos em cisteinas e
possul uma sequéncia de aminodcidos de cerca de 120-200,
preferivelmente cerca de 130-180, mails preferivelmente cerca
de 140-180 residuos de aminodcido, e ainda mais
preferivelmente pelo menos cerca de 135-175 aminodcidos dos
quais pelo menos cerca de 10-30, preferivelmente cerca de 15-
20, e mais preferivelmente cerca de 16, 17, 18, ou 19 dos
aminodcidos sdo residuos de cisteina. Numa concretizacio
preferida, uma regido rica em cisteinas estd localizada na
regido C-terminal de uma proteina CRSP. Por exemplo, numa
concretizacdo, uma proteina CRSP-1 contém uma regido rica em
cisteinas contendo cerca  dos aminoacidos 147-284 de
SEQ ID NO:2, possuindo 20 residuos de cisteina nas posigdes
indicadas na Figura 6. Noutra concretizag¢do, uma proteina
CRSP-2 contém uma regido rica em cisteinas contendo cerca dos
aminodcidos 41-218 de SEQ ID NO:5, possuindo 20 residuos de
cisteina nas posigdes indicadas na Figura 6. Noutra
concretizacao, uma proteina CRSP-3 contém uma regido rica em
cisteinas contendo cerca dos aminodcidos 85-263 de
SEQ ID NO:8, possuindo 20 residuos de cisteina nas posicgdes
indicadas na Figura 6. Noutra concretizacgdo, uma proteina
CRSP-4 contém uma regido rica em cisteinas contendo cerca dos
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aminodcidos 1-176 de SEQ ID NO:2, possuindo 18 residuos de
cisteina nas posig¢bes indicadas na Figura 6.

Noutra concretizacao, em adigao aos dominios ricos em
cisteinas, a regido rica em cisteinas contém uma regido
espagadora que separa 0s primeiro e segundo dominios ricos em
cisteinas. Tal como aqui se utiliza, a "regiaoc espacadora"
refere-se a residuos de aminocdcido que estdo localizados entre
0s primeiro e segundo dominios ricos em cisteinas de uma
regido rica em cisteinas e inclui residuos de aminocdcido
localizados em posig¢do C-terminal relativamente ao primeiro
dominico rico em <cisteinas e ©N-terminal relativamente ao
segundc dominio rico em cisteinas. Tal como aqui definido, uma
"regido espacgadora"™ refere-se a um dominio de proteina de
cerca de 5-70 aminodcidos, preferivelmente cerca de 10-65
amincdcidos, mais preferivelmente cerca de 15-60 aminodcidos,
ainda mais preferivelmente cerca de 20-55 aminocacidos, e ainda
mais preferivelmente cerca de 25-50, 30-45 ou 35-40
aminodcidos. Por exemplo, a proteina CRSP-1 contém uma regido
espacadora de cerca dos aminodcidos 196-200 de SEQ ID NO:2; a
proteina CRSP-2 contém uma regidoc espacadora de cerca dos
aminodcidos 91-137 de SEQ ID NO:5; a proteina CRSP-3 contém
uma regildo espagadora de cerca dos aminodcidos 139-181 de
SEQ ID NC:8; e a proteina CRSP-4 contém uma regido espacgadora
de cerca dos aminodcidos 48-95 de SEQ ID NO:11.

Noutra concretizagdao da invencao, a proteina CRSP possui
pelo menos um dominio rico em cisteinas, preferivelmente uma
regido rica em cisteinas, e uma sequéncia de sinal. Tal como
aqui se utiliza, uma "sequéncia de sinal" refere-se a um
péptidc contendo cerca de 20 aminocdcidos que ocorre no
terminal N de proteinas de membrana integrais e secretdrias e
que contém um grande numero de residuos de aminodcido
hidréfobos. Por exemplo, uma sequéncia de sinal contém pelo
menos cerca de 14-28 residuos de aminocdcido, preferivelmente
cerca de 16-26 residuos de aminodcido, mais preferivelmente
cerca de 18-24 residuos de amincdcido, e mais preferivelmente
cerca de 20-22 residuos de aminodcido, e possuli pelo menos
cerca de 40-70%, preferivelmente cerca de 50-65%, e mais
preferivelmente cerca de 55-60% residuos de aminodcido
hidrdfobos (e.qg., Alanina, Valina, Leucina, Isocleucina,
Fenilalanina, Tirosina, Triptofano ou Prolina). Esta
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"sequéncia de sinal”, também referida na especialidade por
"péptido de sinal", serve para dirigir uma proteina contendo
uma destas sequéncias para uma bicamada lipidica. Por exemplo,
numa concretizagdo, uma proteina CRSP-1 contém uma sequéncia
de sinal de cerca dos aminodcidos 1-23 de SEQ ID NO:2. Noutra
concretizacdo, uma proteina CRSP-2 contém uma sequéncia de
sinal de cerca dos aminodcidos 1-19 de SEQ ID NO:5. Noutra
concretizacdo, uma proteina CRSP-3 contém uma sequéncia de
sinal de cerca dos aminoacidos 1-20 de SEQ ID NO:8.

As proteinas CRSP da presente invengdo podem ser
utilizadas para identificar membros adicionais da familia
CRSP. Por exemplo, uma proteina possuindo homologia com CRSP-1
foi identificada utilizando a sequéncia nucleotidica que
codifica a regido N-terminal uUnica de CRSP-1 para rastrear uma
base de dados de sequéncias de proteinas. Esta proteina,
referida aqui como "CRSP-like-N" estd representada na
Figura 5. A sequéncia nucleotidica de CR3P-1like-N
(SEQ ID NO:13) codifica uma proteina possuindo 242 aminodcidos
(SEQ ID NO:14). A sequéncia nucleotidica de CRSP-like-N inclui
uma regido a 5' nao traduzida contendo os nucledtidos 1-74 de
SEQ ID NO:13, uma regido codificante contendo os nucledtidos
75-800 de SEQ ID NO:13 (correspondentes aos nucledtidos 1-726
de SEQ ID NO:15), e uma regido a 3' ndo traduzida contendo os
nucledtidos 801-928 de SEQ ID NO:13.

Deste modo, uma concretizagao da invengao caracteriza uma
proteina CRSP possuindo pelo menocs um dominio rico em
cisteinas, preferivelmente pelo menos uma regido rica em
cisteinas. Outra concretizagdo caracteriza uma proteina CRSP
possuindoc pelo menos uma regido rica em cisteinas, em gue a
regidao rica em cisteinas inclui pelo menos um dominio rico em
cisteinas. Outra concretizagdo caracteriza uma proteina CRSP
possuindo pelo menos uma regido rica em cisteinas, em gue a
regido rica em cisteinas inclui peloc menos dois dominios ricos
em cisteinas. QOutra concretizagdo caracteriza uma proteina
possuindo 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95 ou 99% de
homologia com um dominio rico em cisteinas de uma proteina
CRSP da invenc¢ao (e.g., CRSP-1, CRSP-2, CRSP-3 ou CRSP-4).

Ainda outra concretizacdoc da invencdo caracteriza uma
proteina CRSP possuindo pelo menos um dominio rico em
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cisteinas, preferivelmente pelo menos uma regido rica em
cisteinas e um péptido de sinal. Outra concretizacao
caracteriza uma proteina CRSP possuindo pelo menos um dominio
rico em cisteinas, preferivelmente pelo menos uma regido rica
em cisteinas e um péptido de sinal, em que & regido rica em
cisteinas inclui pelo menos dois dominios ricos em cisteinas.
Outra concretizagdo caracteriza uma proteina CRSP possuindo
pelo menos um dominio rico em cisteinas, preferivelmente pelo
menos uma regido rica em cisteinas e um péptido de sinal, em
que a regido rica em cisteinas inclui pelo menos dois dominios
ricos em cisteinas e um espacgador.

As moléculas de CRSP preferidas da presente 1nvencao
estdo definidas nas reivindicagbes anexas. Tal como aqui se
utiliza, a expressao "suficientemente homdloga" refere-se a
uma primeira sequéncia nucleotidica ou de aminodcidos que
contém um numero suficiente ou minimo de residuos de
aminodcido ou nucledtidos idénticos ou equivalentes (e.g., um
residuo de aminodcido que possul uma cadeia lateral similar) a
uma segunda sequéncia nucleotidica ou de aminodcidos, de modo
que a primeira e a segunda seguéncias nuclecotidicas ou de
amincdcidos partilham dominios estruturais comuns e/ou uma
actividade funcional comum. Por exemplo, as sequéncias
nucleotidicas ou de aminocacidos que partilham dominios
estruturais comuns, possuem pelo menos cerca de 40% de
homologia, preferivelmente 50% de homologia, mais
preferivelmente 60%-70% de homologia ao longo das sequéncias
de aminodcidos dos dominios e contém pelo menos um,
preferivelmente dois, mais preferivelmente trés, e ainda mais
preferivelmente quatro, cinco ou seis dominiocs estruturais,
Sao aqui definidas como suficientemente homdlogas.
Adicionalmente, as sequéncias nucleotidicas ou de aminodcidos
que partilham pelo menos 40%, preferivelmente 50%, mais
preferivelmente 60, 70, ou 80% de homologia e partilham uma
actividade funcional comum sao aqui definidas Como
suficientemente homdélogas.

Tal como aqui se utilizam indiferentemente, uma
"actividade de CRSP", Tactividade bioldgica de CRSP" ou
"actividade funcional de CRSP", referem-se a uma actividade
exercida por uma proteina, um polipéptidc ou uma molécula de
dcido nucleico de CRSP, sobre uma célula responsiva a CRSP,
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determinada in vivo ou in vitro, de acordo com técnicas
standard. Numa concretizacdo, uma actividade de CRSP ¢é uma
actividade directa, tal como uma associacdo com uma molécula
alvo de CRSP, Tal como aqui se utiliza, uma "molécula alvo" é
uma molécula com a gual uma proteina CRSP se liga ou interage
na natureza, de tal modo que é conseguida uma fungao mediada
por CRSP. Uma molécula alvo de CRSP pode ser uma molécula que
ndo uma CRSP ou uma proteina ou um polipéptido de CRSP da
presente 1invengac. Numa concretizagaoc exemplificativa, uma
molécula alvo de CRSP é uma proteina ligada & membrana (e.g.,
um receptor de superficie celular ou "receptor de CRSP") ou
uma forma modificada de uma destas proteinas que fol alterada
para cque a proteina ficasse soluvel (e.g., produzida
recombinantemente de modo a que a proteina ndo expresse um
dominic de ligagdo a membrana). Noutra concretizagdo, um alvo
de CRSP ¢é uma segunda molécula de proteina soltuvel (e.g., um
"parceiro de ligagao de CRSP" ou "substrato de CRSP"). Nesta
concretizacdo exemplificativa, um parceiro de ligacdo de CRSP
pode ser uma segunda proteina soltvel que nao uma CRSP, ou uma
segunda molécula de proteina CRSP da presente invencgdo.
Alternativamente, wuma actividade de CRSP ¢ uma actividade
indirecta, tal como uma actividade de sinalizac¢do celular
mediada por interacgdo da proteina CRSP com uma segunda
proteina (e.g., um receptor de CRSP). Tal comoc aqui se
utiliza, a expressao "receptor de CRSP" refere-se a uma
proteina ou um complexo de proteina, a que uma proteina CRSP,
e.g., CRSP humana, se pode ligar. Um receptor pode ser um
receptor de superficie celular, e.g., um receptor de uma
hormona nuclear. Os receptores de CRSP podem ser isolados por
métodos conhecidos na especialidade e estdo adicionalmente
aqui descritos. A interacgdo de uma proteina CRSP com um
receptor de CRSP pode resultar na transdu¢ao de um sinal da
superficie celular para o nucleo. O sinal transduzido pode ser
um aumento do calcio intracelular, um aumento do
fosfatidilinositol ou outra molécula, e pode resultar, e.g.,
na fosforilacao de proteinas especificas, numa modulacdo da
transcricdo génica e guaisquer das outras actividades
bioldgicas agui definidas.

Numa concretizagdo preferida, uma actividade de CRSP ¢é
pelo menos uma ou mais das seguintes actividades: (1)
interaccdo de uma proteina CRSP com, e/ou ligacdo a, uma
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segunda molécula, (e.g., uma proteina, tal como um receptor de
CRSP, uma forma soluvel de um receptor de CRSP, um receptor
para um membro da familia wnt de proteinas de sinalizagdo, ou
uma molécula de sinalizagao que nao CRSP); (ii) interaccao de
uma proteina CRSP com uma proteina intracelular por via de um
receptor de CRSP 1ligado a membranas; (i1ii) formag¢do de
complexos entre uma proteina CRSP soluvel e um segundo
parceiro de ligacdo de CRSP soluvel (e.g., uma molécula que
nac uma proteina CRSP ou uma segunda molécula de proteina
CRSP); (iv) interacgdo com outras proteinas extracelulares
(e.g., regulacdo de adesao celular dependente de wnt a
componentes da matriz extracelular); (v) ligagao a, e
eliminacdo de, uma molécula indesejdvel (e.g., uma actividade
de desintoxicacdo ou funcgdo de defesa); e/ou (vi) uma
actividade enzimdtica. Em ainda outra concretizacgdo preferida,
uma actividade de CRSP é pelo menos uma ou mais das seguintes
actividades: (1) modulacdo da transdugao de sinais celulares,
quer In vitro quer in vivo (e.g., antagonismo da actividade de
membros da familia wnt de proteinas segregadas ou supressdc da
transducdo de sinal dependente de wnt); (2) regulagdo da
comunicagac entre células (e.g., regulagao de interacgdes
célula-célula dependentes de wnt); (3) regulacdo da expressao
de genes cuja expressdo é modulada por ligagdo de CRSP (e.g.,
CRSP-1) a um receptor; (4) regulacdo da transcricao de genes
numa célula envolvida no desenvolvimento ou na diferenciacéo,
quer 1in vitro quer in vivo (e.g., indugdc de diferenciacio
celular); (5) regulacao da transcrigac de genes numa célula
envolvida no desenvolvimento ou na diferenciagdo, em que pelo
Menos um gene codifica uma  proteina especifica da
diferenciacao; (6) regulacdo da transcricdo de genes numa
célula envolvida no desenvolvimento ou na diferenciacdo, em
que pelo menos um gene codifica uma segunda proteina
segregada; (7) regulagdo da transcrigdo de genes numa célula
envolvida no desenvolvimento ou na diferenciac¢do, em que pelo
menos um gene codifica uma molécula de transdugcdo de sinal;
(8) regulacao da proliferacdo celular, quer in vitro quer 1in
vivo (e.g., inducdo de proliferacdo celular ou inibigdo da
proliferacdo como no caso de supressao da tumorigénese (e.qg.,
supressao da formag¢do de (glioblastomas)); (9) formacdo e
manuten¢ao de arranjos espaciais ordenados de tecidos
diferenciados em vertebrados, tanto adultos como embriondrios
(e.g., inducdo da formacdo da cabeca durante o desenvolvimento
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dos vertebrados ou manutenc¢dao das células progenitoras
hematopoiéticas); (10) modulacdao da morte celular, tal como a
estimulacdo da sobrevivéncia das células; (11) regulacdo da
migragdo celular; e/ou (12) modulagdo imunitdria.

Como aqui referido, "proteinas especificas da
diferenciacdo" incluem proteinas envolvidas na transicdo de
uma célula do fendtipo indiferenciado para o diferenciado. Por
exemplo, estas proteinas podem ser proteinas estruturais
especificas da diferenciag¢dao ou factores de transcrigdo
especificos da diferenciagdo. Estas proteinas especificas da
diferenciacdo sdao geralmente expressas em niveis mais elevados
em células que estdo a fazer a transicdo do fendtipo
indiferenciado para o diferenciado (e.qg., durante 0
desenvolvimento embriondrio ou durante a regeneracdo do tecido
maduro no animal adulto), ou sao expressas em niveis
superiores em células completamente diferenciadas ou
terminalmente diferenciadas em comparacdc com as  suas
contrapartidas indiferenciadas. Igualmente, COomo aqui
referido, "genes especificos da diferenciacao" incluem
moléculas de acido nucleico que codificam  proteinas
especificas da diferenciagao.

Deste modo, outra concretizacdo da invencgdo caracteriza
proteinas e polipéptidos de CRSP isolados possuindo uma
actividade de CRSP. As proteinas CRSP preferidas possuem pelo
menos uma regido rica em cisteinas e uma actividade de CRSP,
Noutra concretizacdo preferida, a proteina CRSP possui pelo
menos uma regido rica em cisteinas, em que a regido rica em
cisteinas compreende pelc menos um dominio rico em cisteinas,
e uma actividade de CRSP. Noutra concretizagédoc preferida, a
proteina CRSP possul pelo menos uma regido rica em cisteinas,
em que & regido rica em cisteinas compreende pelo menos dois
dominics ricos em cisteinas, e uma actividade de CRSP. Em
ainda outra concretizacdo preferida, uma proteina CRSP
compreende ainda uma sequéncia de sinal. Ainda noutra
concretizacgdo preferida, uma proteina CRSP possui uma regido
rica em cisteinas, uma actividade de CRSP, e uma sequéncia de
aminodcidos tal como definida nas reivindicacgées anexas.

O ADNc da CRSP-1 humana, que tem aproximadamente
2479 nucledétidos de comprimento, codifica uma proteina que tem
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aproximadamente 350 residuos de amincacido de comprimento. A
proteina CRSP humana contém uma sequéncia de sinal N-terminal
e uma regido rica em cisteinas compreendendo dois dominios
ricos em cisteinas. Uma regido rica em cisteinas da CRSP pode
ser encontrada pelo menos, por exemplo, a cerca dos
aminodcidos 147-284 de SEQ ID NO:2. A regido rica em cisteinas
de CRSP-1 compreende um primeiro dominio rico em cisteinas a
cerca dos aminodcidos 147-195 de SEQ ID NO:2 e um segundo
dominic rico em cisteinas a cerca dos aminodcidos 201-284 de
SEQ ID NO:2. A proteina CRSP-1 humana ¢ uma proteina segregada
que contém ainda uma sequéncia de sinal a cerca dos
aminodcidos 1-23 de SEQ ID NO:2. A previsdo deste péptido de
sinal pode ser feita, por exemplo, utilizando o algoritmo de
computador SIGNALP (Henrik, et al. (1997) Protein Engineering
10:1-6).

O ADNc da CRSP-2Z Thumana, que tem aproximadamente
848 nucledtidos de comprimento, codifica uma proteina que tem
aproximadamente 224 residuos de aminodcido de comprimento. A
proteina CRSP humana contém uma sequéncia de sinal N-terminal
e uma regidac rica em cisteinas compreendendo dois dominios
ricos em cisteinas. Uma regido rica em cisteinas de CRSP pode
ser encontrada pelo menos, por exemplo, a cerca dos
aminodcidos 41-218 de SEQ ID NO:5. A regido rica em cisteinas
de CRSP-2 compreende um primeiro dominio rico em cisteinas a
cerca dos aminocdcidos 41-90 de SEQ ID NO:5 e um segundo
dominic rico em cisteinas a cerca dos aminodcidos 138-218 de
SEQ ID NO:5. A proteina CRSP-2 humana é uma proteina segregada
que contém ainda uma sequéncia de sinal a cerca dos
aminodcidos 1-19 de SEQ ID NO:5.

O ADNc da CRSP-3 humana, que tem aproximadamente
1529 nucledtidos de comprimento, codifica uma proteina que tem
aproximadamente 266 residuos de aminocdcido de comprimento. A
proteina CRSP humana contém uma sequéncia de sinal N-terminal
e uma regidoc rica em cisteinas compreendendo dois dominios
ricos em cisteinas. Uma regido rica em cisteinas de CRSP pode
ser encontrada pelo menos, por exemplo, a cerca dos
aminodcidos 85-263 de SEQ ID N0O:8. A regido rica em cisteinas
de CRSP-3 compreende um primeiro dominio rico em cisteinas a
cerca dos aminodcidos 85-138 de SEQ ID NO:8 e um segundo
dominic rico em cisteinas a cerca dos aminodcidos 182-263 de
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SEQ ID NC:2. A proteina CRSP-3 humana ¢ uma proteina segregada
que contém ainda uma sequéncia de sinal a cerca dos
aminoacidos 1-20 de SEQ ID NO:8.

O ADNc da CRSP-4 humana, que tem aproximadamente
702 nucledtidos de comprimento, codifica uma proteina que tem
aproximadamente 179 residuos de amincacido de comprimento. A
proteina CRSP humana contém uma regido rica em cisteinas
compreendendo dois dominios ricos em cisteinas. Uma regiao
rica em cisteinas de CRSP pode ser encontrada pelo menos, por
exemplo, a cerca dos aminoacidos 1-176 de SEQ ID NO:11. A
regido rica em cisteinas de CRSP-4 compreende um primeiro
dominio rico em cisteinas a cerca dos aminodcidos 1-47 de
SEQ ID NO:11 e um segundo dominio rico em cisteinas a cerca
dos aminoacidos 96-176 de SEQ ID NO:11.

Varios aspectos da invengdo estdo descritos com mais
detalhes nas subsecgdes que se seguem:

I. Moléculas de Acido Nucleico Isoladas

Um aspecto da invencdo refere-se a moléculas de 4cido
nucleico isoladas que codificam proteinas CRSP ou suas porgdes
biologicamente activas, assim como fragmentos de acido
nucleico suficientes para utilizacdo como sondas de hibridacéo
para identificar &cidos nucleicos que codificam CRSP (e.g.,
ARNm de CRSP) e fragmentos para utilizacao como iniciadores de
PCR para a amplificagdo ou mutagdo de moléculas de 4acido
nucleico de CRSP. Tal como aqui se utiliza, a expressdo
"molécula de acido nucleico™ inclui moléculas de ADN (e.g.,
ADNc ou ADN gendémico) e moléculas de ARN (e.g., ARNm) e
andlogos do ADN ou ARN gerados utilizando andlogos
nucleotidicos. A molécula de A&cido nucleico pode ser de cadeia
simples ou de cadeia dupla, mas preferivelmente ¢ ADN de
cadeia dupla.

Uma molécula de &cido nucleico "isolada" € uma molécula
que estd separada de outras moléculas de 4acido nucleico que
estdo presentes na fonte natural do Aacido nucleico.
Preferivelmente, um acido nucleico "isolado" estd isento de
sequéncias que flanqueiam naturalmente o Acido nucleico (i.e.,
sequéncias localizadas nas extremidades 5' e 3' do é&cido
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nucleico) no ADN gendmico do organismo do gqual o acido
nucleico é derivado. Por exemplo, em varias concretizacgbes, a
molécula de Aacido nucleico de CRSP isolada pode conter menos
de cerca de 5 kb, 4kb, 3kb, 2kb, 1 kb, 0,5 kb ou 0,1 kb de
sequéncias nucleotidicas que flanqueiam naturalmente a
molécula de dcido nucleico no ADN gendmico da célula da gual o
acido nucleico é derivado. Adicionalmente, uma molécula de
dcido nucleico "isolada", tal como uma molécula de ADNc, pode
estar substancialmente isenta de outro material celular, ou
meio de cultura quando produzido por técnicas recombinantes,
ou substancialmente isenta de precursores quimicos ou outros
quimicos quando sintetizada quimicamente.

Uma molécula de &cido nucleico da presente invencgdo,
e.g., uma molécula de &cido nucleico possuindo a sequéncia
nucleotidica tal como definida nas reivindicag¢des anexas, pode
ser isolada utilizando técnicas standard de biologia molecular
e a 1nformagdo sobre a sequéncia aqui proporcionada.
Utilizando a totalidade ou uma porcdo da sequéncia de 4acido
nucleico de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:7, ou
SEQ ID N0O:10, ou a sequéncia nucleotidica da insercaoc de ADN
do plasmideo depositado na ATCC com o Numero de Acesso 98634,
a sequéncia nucleotidica da inserg¢dao de ADN do plasmideo
depositado na ATCC com o Numero de Acesso 98633, ou a
sequéncia nucleotidica da insergdo de ADN do plasmideo
depositado na ATCC com o Numero de Acesso 98452 como sonda de
hibridacédo, podem ser isoladas moléculas de acido nucleico de
CRSP utilizando técnicas standard de hibridacdo e clonagem
(e.g., como descrito em Sambroock, J., Fritsh, E.F., e
Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2nd, ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Ccld Spring Harbor, NY, 1989).

Adicionalmente, uma molécula de acido nucleico abrangendo
a totalidade ou uma por¢do de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:4,
SEQ ID NO:7 ou SEQ ID NO:10 ou a sequéncia nucleotidica da
insercdo de ADN do plasmideo depositado na ATCC com o Numero
de Acesso 98634, a sequéncia nucleotidica da insercao de ADN
do plasmideo depositado na ATCC com o Numero de Acesso 98633,
ou a sequéncia nucleotidica da insergao de ADN do plasmideo
depositado na ATCC com © Numero de Acesso 98452, pode ser
isolada através da reacgao em cadeia com polimerase (PCR)
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utilizando iniciadores oligonucleotidicos sintéticos
desenhadocs com base na sequéncia de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:4,
SEQ ID NO:7 ou SEQ ID NO:10 ou na sequéncia nucleotidica da
insergao de ADN do plasmidec depcsitado na ATCC com o Numero
de Acesso 98634, na sequéncia nucleotidica da inserc¢dao de ADN
do plasmideo depositadc na ATCC com o Numero de Acesso 98633,
ou na sequéncia nucleotidica da inserc¢do de ADN do plasmideo
depositado na ATCC com o Numero de Acesso 98452.

Um A&cido nucleico da invengdo pode ser amplificado
utilizando ADNc, ARNm ou alternativamente, ADN gendmico, como
molde, e iniciadores oligonucleotidicos apropriados de acordo
com técnicas de amplificagdo por PCR standard. 0O 4acido
nucleico assim amplificado pode ser clonado num vector
apropriado e caracterizado por andlise da sequéncia de ADN,
Adicionalmente, podem preparar-se oligonucledtidos
correspondentes a sequéncias nucleotidicas de CRSP através de
técnicas de sintese standard, e.g., utilizando um sintetizador
automdtico de ADN.

Numa concretizacdao preferida, uma molécula de 4cido
nucleico isolada da invencao compreende uma sequéncia
nucleotidica tal como definida nas reivindicacgfes.

A sequéncia de SEQ ID NO:1 corresponde ao ADNc da CRSP-1
humana. Este ADNc compreende sequéncias que codificam a
proteina CRSP-1 humana (i.e., "a regidao codificante", dos
nucledtidos 38-1087), assim como sequéncias nao traduzidas a
5' (nucledtidos 1 a 37) e sequéncias ndo traduzidas a 3!
(nucledtidos 1088 a 2479). Alternativamente, a molécula de
dcido nucleico pode compreender apenas a regido codificante de
SEQ ID NO:1, (e.g., nucledtidos 38 a 1087, correspondentes a
SEQ ID NO:3). Um plasmideo contendo a seguéncia nucleotidica
de comprimento completo que codifica CRSP-1 fol depositada na
American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, Virginia,
E.U.A. 20110-2209 em 11 de Junho, 1997 e foi-lhe atribuido o
Numero de Acesso 98452. Um plasmidec contendo a seguéncia
nucleotidica de comprimento completo que codifica CRSP-1 foi
depositado na American Type Culture Collection  (ATCC),
Manassas, Virginia, E.U.A. 20110-2209 em 16 de Janeiro, 1998 e
foi-lhe atribuido o Numero de Acesso 98634.
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A sequéncia de SEQ ID NO:4 corresponde ao ADNc da CRSP-2
humana. Este ADNc compreende sequéncias que codificam a
proteina CRSP-2 humana (i.e., "a regido codificante", dos
nucledtidos 126-796), assim como sequéncias nao traduzidas a
5" (nucledétidos 1 a 125) e sequéncias nao traduzidas a 3!
(nucledtidos 797 a 848). Alternativamente, a molécula de acido
nucleico pode compreender apenas a regido codificante de
SEQ ID NO:4 (e.g., nucledtidos 126 a 796, correspondentes a
SEQ ID NO:6).

A SEQ ID NO:7 corresponde ac ADNc da CRSP-3 humana. Este
ADNc compreende sequéncias que codificam a proteina CRSP-3
humana (i.e., "a regido codificante", dos nucledtidos 93-890),
assim como sequéncias ndo traduzidas a 5' (nucledtidos 1 a 92)
e sequéncias nao traduzidas a 3' (nucledtidos 891 a 1529).
Alternativamente, a molécula de acido nucleico pode
compreender apenas a regiao codificante de SEQ ID NO:7 (e.qg.,
nucledtidos 93 a 890 correspondentes a SEQ ID NO:9). Um
plasmidec contendo a sequéncia nucleotidica de comprimento
completo que codifica CRSP-3 fol depositado na American Type
Culture Collection (ATCC), Manassas, Virginia, E.U.A. 20110-
2209, em 16 de Janeiro, 1998 e foi-lhe atribuido o Namero de
Acesso 98633.

A sequéncia de SEQ ID NO:10 corresponde ao ADNc da CRSP-4
humana. Este ADNc compreende sequéncias que codificam a
proteina CRSP-4 humana (i.e., "a regidao codificante", dos
nucledtidos 1-537), assim como sequéncias ndo traduzidas a 3!
(nucledtidos 538 a 702). Alternativamente, a molécula de acido
nucleico pode compreender apenas a regido codificante de
SEQ ID NO:10 (e.g., nucledtidos 1 a 537, correspondentes a
SEQ ID NO:12).

Noutra concretizagdo preferida, wuma molécula de 4cido
nucleico isolada da invencdo compreende uma molécula de acido
nucleico gue ¢é um complemento da sequéncia nucleotidica
reivindicada. Uma molécula de 4&cido nucleico que ¢é
complementar a sequéncia nucleica reivindicada é uma molécula
que ¢é suficientemente complementar a sequéncia nucleotidica
reivindicada de modo a que possa hibridar com a sequéncia
nucleotidica reivindicada e desse mocdo formar uma duplex
estdvel.
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As moléculas de acido nucleico isoladas Uteis compreendem
uma sequéncia nucleotidica que é pelo menos cerca de 30-35%,
preferivelmente cerca de 40-45%; mals preferivelmente cerca de
50-55%, ainda mais preferivelmente cerca de 60-65%, e ainda
mais preferivelmente pelo menos cerca de 70-75%, 80-85%, 90-
95% ou mais, homéloga as sequéncias nucleotidicas
reivindicadas, ou uma porcaoc de qualquer destas sequéncias
nucleotidicas.

Adicionalmente, uma molécula de Acido nucleico util pode
compreender apenas uma por¢ao da sequéncia de Aacido nucleico
de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:10, da
sequéncia nucleotidica da insercdo de ADN do plasmideo
depositado na ATCC com o Numero de Acesso 98634, da sequéncia
nucleotidica da inserg¢do de ADN do plasmideo depositado na
ATCC com o Namero de Acesso 98633, ou da sequéncia
nucleotidica da inserg¢do de ADN do plasmideo depositado na
ATCC com o Numero de Acesso 98452, por exemplo um fragmento
que pode ser utilizado como sonda ou iniciador ou um fragmento
que codifica uma porcgdo biologicamente activa de uma proteina
CRSP. A sequéncia nucleotidica determinada a partir da
clonagem dos genes da CRSP humana permite a criag¢do de sondas
e iniciadores desenhados para utilizagdo na identificagdo e/ou
clonagem de homdlogos de CRSP em outros tipos de células,
e.qg., de outros tecidos, assim como homdlogos de CRSP de
outros mamiferos. A sonda/iniciador tipicamente compreendem um
oligonucledtido substancialmente purificado. O oligonucledtido
tipicamente compreende uma regido de sequéncia nucleotidica
que hibrida sob condig¢des rigorosas com pelo menos cerca de
12, preferivelmente cerca de 25, mais preferivelmente cerca de
40, 50 ou 75 nucledtidos consecutivos de uma sequéncia de
sentido directo de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:7,
SEQ ID NO:10, da sequéncia nucleotidica da insercadoc de ADN do
plasmideo depositado na ATCC com o Numero de Acesso 98634, da
sequéncia nucleotidica da insercdo de ADN do plasmideo
depositado na ATCC com o Numero de Acesso 98633, ou da
sequéncia nucleotidica da insergdo de ADN do plasmideo
depositado na ATCC com o Numero de Acesso 98452, de uma
sequéncia anti-sentido de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:4,
SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:10, da seqguéncia nucleotidica da
insercdao de ADN do plasmideo depositado na ATCC com o Numero
de Acesso 98634, da sequéncia nucleotidica da insercdao de ADN



EP 0 975 755 /PT
21

do plasmideo depositado na ATCC com o Numero de Acessc 98633,
ou da sequéncia nucleotidica da insercdoc de ADN do plasmideo
depositado na ATCC com o Numero de Acesso 98452, ou de um
mutante de ocorréncia natural de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:4,
SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:10, da sequéncia nuclectidica da
insercdo de ADN do plasmideo depositado na ATCC com o Numero
de Acesso 98634, da sequéncia nucleotidica da insercao de ADN
do plasmideo depositadc na ATCC com o Numero de Acesso 98633,
ou da sequéncia nucleotidica da inserc¢do de ADN do plasmideo
depositado na ATCC com o Numero de Acesso 98452, Numa
concretizagdo exemplificativa, uma molécula de acido nucleico
util compreende uma sequéncia nucleotidica gque hibrida sob
condig¢Bes de hibridacdo rigorosas com uma molécula de acido
nucleico compreendendo os nucledtidos 470-2479 de SEQ ID NO:1
ou com uma molécula de &cido nucleico compreendendo 0©s
nucledtidos 1-475 de SEQ ID NO:4.

As sondas baseadas na sequéncia nucleotidica da CRSP
humana podem ser utilizadas para detectar transcritos ou
sequéncias gendmicas que codificam as mesmas proteinas ou
proteinas homdlogas. Por exemplo os iniciadores baseados no
dcido nucleico representado em SEQ ID NO:1 ou 3 podem ser
utilizados em reacgdes PCR para clonar homdélogos de CRSP
(e.g., homélogos de CRSP-1). Numa concretizacdo preferida da
invencdo, os homdlogos de CRSP sdo clonados por amplificacéo
por PCR (e.qg., RT-PCR) utilizando iniciadores que hibridam com
uma porgao da sequéncia nucleotidica que codifica o dominio
rico em cisteinas da CRSP. Do mesmo modo, as sondas baseadas
nas sequéncias de CRSP em questdc podem ser utilizadas para
detectar transcritos ou sequéncias gendmicas que codificam as
mesmas proteinas ou proteinas homdlogas. Em concretizagdes
preferidas, a sonda compreende ainda um grupo marcador ligado,
e.g., um grupo marcador pode ser um radioisdtopo, um composto
fluorescente, uma enzima ou um cofactor de enzima. Estas
sondas podem ser utilizadas como parte de um kit de teste de
diagndéstico para a identificagdo de células ou tecidos dque
expressam erradamente uma proteina CRSP, tal como por medigdo
de um nivel de wum 4&cido nucleico que codifica CRSF numa
amostra de células de um individuo e.g., detectando os niveis
de ARNm de CRSP ou determinando se um gene de CRSP gendmico
fol mutado ou eliminado.
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Um fragmento de 4dcido nucleico que codifica uma "porcédo
biclogicamente activa de uma proteina CRSP" pode ser preparado
por isclamento de uma porcdo de uma seguéncia definida nas
reivindicacgdes anexas, que codifica um polipéptido possuindo
uma actividade bioldgica de CRSP (as actividades biocldgicas
das proteinas CRSP foram previamente descritas), expressdo da
porcdo codificada da proteina CRSP (e.g., PpPor expressao
recombinante in vitro) e avaliacdc da actividade da porcdo
codificada da proteina CRSP.

A invengdo abrange ainda moléculas de 4acido nucleico que
diferem da sequéncia nucleotidica apresentada em SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:10, da sequéncia
nucleotidica da inserc¢do de ADN do plasmideo depositado na
ATCC com o Numero de Acesso 98634, da sequéncia nucleotidica
da insergdo de ADN do plasmidec depositado na ATCC com o©
Numero de Acesso 98633, ou da sequéncia nucleotidica da
insercao de ADN do plasmideo depositado na ATCC com o Numero
de Acesso 98452, devido a degenerescéncia do cdédigo genético e
assim codificam as mesmas proteinas CRSP que as que sao
codificadas pela sequéncia nucleotidica definida nas
reivindicagdes anexas. Noutra concretizagdo, uma molécula de
dcido nucleico isolada da invengdo possui uma sequéncia
nucleotidica que codifica uma proteina possuindo uma sequéncia
de aminodcidos definida nas reivindicacbdes anexas.

Em adicdo as sequéncias nucleotidicas de CRSP humana
apresentadas nas reivindicagdes, ©0s peritos na especialidade
entenderdo que podem existir polimorfismos das sequéncias de
ADN que conduzem a alteragdes nas sequéncias de aminodcidos
das proteinas CRSP numa populacdo (e.g., a populacgdo humana).
Este polimorfismo genético nos genes de CRSP pode existir
entre individuos numa populacdo devido a variacgdo alélica
natural. Tal como aqui se utilizam, os termos "gene" e "gene
recombinante" referem-se a moléculas de 4dcido nucleico
compreendendo um quadro de leitura aberto que codifica uma
proteina CRSP, preferivelmente uma proteina CRSP de mamifero.
Estas variacgbes alélicas naturais podem tipicamente resultar
numa varidncia de 1-5% na sequéncia nucleotidica de um gene de
CRSP. Qualquer uma e todas estas variac¢des de nucledtidos e
resultantes polimorfismos de aminodcidos nos genes de CRSP que
sdo o resultado de variacdo alélica natural e que nado alteram
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a actividade funcional de uma proteina CRSP devem entender-se
no dmbito da invencédo.

Adicionalmente, as moléculas de 4acido nucleico que
codificam proteinas CRSP de outras espécies, e que portanto
possuem uma sequéncia nucleotidica que difere da sequéncia de
acido nucleico humana, devem entender-se no admbito da
invencdo. Por exemplo, foil identificado um ADNc de CRSP-1
murina com base na sequéncia nucleotidica da CRSP-1 humana. A
sequéncia nucleotidica da CRSP-1 murina (SEQ ID NO:16)
codifica uma proteina CRSP-1 possuindo 349 aminodcidos. As
sequéncias de nucledtidos e de aminocdcidos da CRSP-1 murina
estdao representadas na Figura 8. A regido codificante da CRSP-
1 murina estd representada em SEQ ID NO:18.

Moléculas de Acido nucleico correspondentes a variantes
alélicas naturais e homdélogos dos ADNc de CRSP da invengado
podem ser isoladas com base na sua homologia com o©s acidos
nucleicos da CRSP humana aqui revelados utilizando o ADNc
humano, ou uma sua porgac, como sonda de hibridagdo de acordo
com técnicas standard de  hibridacao sob condigdes de
hibridagdo rigorosas. 0Os exemplos de tecidos e/ou bibliotecas
adequados para isolamento dos 4&cidos nucleicos em questéo
incluem timo, ndédulos linfaticos e tecido inflamatdrio. O ADNc
que codifica uma proteina CRSP (e.g., uma proteina CRSP-1)
pode ser obtido por isclamento de ARNm total de uma célula,
e.g., uma célula de vertebrado, uma célula de mamifero ou uma
célula humana, incluindo c¢élulas embriondrias. Os ADNc de
cadeia dupla podem entdao ser preparados a partir do ARNm
total, e subsequentemente inseridos num vector plasmidico ou
bacteriofdgico adequados utilizando qualquer uma de varias das
técnicas conhecidas. O gene que codifica uma proteina CRSP-1
pode também ser clonado utilizando técnicas de reacgaoc em
cadeia com polimerase estabelecidas, de acordo com a
informagdo sobre a sequéncia nucleotidica proporcionada pela
invencdo. O 4cido nucleico da invencdo pode ser ADN ou ARN ou
seus analogos.

Assim, uma molécula de &cido nucleico isolada util tem
pelo menos 15 nucledtidos de comprimento e hibrida sob
condi¢des rigorosas com a molécula de &cido nucleico
compreendendo a sequéncia nucleotidica de SEQ ID NO:1,
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SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:10, a sequéncia
nucleotidica da dinsercdo de ADN do plasmideo depositado na
ATCC com o Numero de Acesso 98634, a seguéncia nucleotidica da
insergao de ADN do plasmidec depcsitado na ATCC com o Numero
de Acesso 98633, ou a sequéncia nucleotidica da insercao de
ADN do plasmideo depositado na ATCC com o Numero de Acesso
98452. Noutra concretizacgdo, o acido nucleico tem pelo menos
30, 50, 100, 250 ou 500 nucledtidos de comprimentoc. Tal como
aqui se utiliza, a expressao "hibrida sob condig¢bes rigorosas"
pretende descrever condicdes para hibridacido e lavagem sob as
quals as sequéncias nucleotidicas pelo menos 60% homdlogas
umas das outras tipicamente permanecem hibridadas umas com as
outras. Preferivelmente, as condicdes sado tais gue sequéncias
pelo menos cerca de 70%, mais preferivelmente pelo menos cerca
de 80%, ainda mais preferivelmente pelo menos cerca de 85% ou
90% homélogas umas das outras, tipicamente permanecem
hibridadas umas com as outras. Estas condi¢des rigorosas sao
conhecidas dos peritos na especialidade e podem  ser
encontradas em Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Um exemplc nao
limitante, preferido, de condig¢des de hibridacao rigorosas sao
hibridagdo em cloreto de sédio/citrato de sdédio (SSC) 6x a
cerca de 45°C, seguida de uma ou mais lavagens com S$S5C 0, 2x,
SDS a 0,1% a 50-65°C. Preferivelmente, uma molécula de &acido
nucleico isolada da invencdo que hibrida sob condigdes
rigorosas com a sequéncia de SEQ ID NO:1 corresponde a uma
molécula de 4acido nucleico de ocorréncia natural. Tal como
aqui se utiliza, uma molécula de acido nucleico "de ocorréncia
natural" refere-se a uma molécula de ARN ou ADN pcssuindo uma
sequéncia nucleotidica que ocorre na natureza (e.g., codifica
uma proteina natural).

Em adig¢do a variantes alélicas de ocorréncia natural das
sequéncias de CRSP que podem existir na populacdo, o perito na
especialidade notara ainda que ©podem ser introduzidas
alteracdes por mutagcdc nas sequéncias nucleotidicas de
SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:10, na
sequéncia nucleotidica da insergédo de ADN do plasmideo
depositado na ATCC com o Numero de Acesso 98634, na sequéncia
nucleotidica da inserg¢do de ADN do plasmideo depositado na
ATCC com o Numero de Acesso 98633, ou na sequéncia
nucleotidica da dinsercdo de ADN do plasmideo depositado na
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ATCC com © Numero de Acesso 98452, gue conduzem a alteracdes
na sequéncia de aminodcidos das proteinas CRSP codificadas,
sem alteracdo da capacidade funcional das proteinas CRSP. Por
exenmplo, substituigdes de nucledtidos que conduzem a
substitui¢des de aminodcidos (particularmente substituicdes
conservativas de aminodcidos) em residuos de aminoacido "ndo
essenciais" podem ser feitas na sequéncia de SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:10, na sequéncia
nucleotidica da inserg¢do de ADN do plasmideo depositado na
ATCC com o Numero de Acesso 98634, na sequéncia nucleotidica
da insergdo de ADN do plasmidec depositado na ATCC com o©
Numero de Acesso 98633, ou na sequéncia nucleotidica da
insercao de ADN do plasmideo depositado na ATCC com o Numero
de Acesso 98452. Um residuo de amincdcido "ndo essencial" & um
residuo que pode ser alterado relativamente a sequéncia de
CRSP de tipo selvagem (e.g., a sequéncia de SEQ ID NO:2,
SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:8 ou SEQ ID NO:11) sem alteracao da
actividade Dbioldégica, engquanto um residuo de aminoacido
"essencial"™ ¢ necessadrio para a actividade bioldgica. Por
exemplo, os residuos de aminodcido que sdo conservados entre
as proteinas CRSP da presente inveng¢ao (e.g., residuos de
cisteina dentro dos dominios ricos em cisteinas), prevéem-se
particularmente insusceptiveis de alteracdo. Adicionalmente,
0s residuos de aminocacido que sdo conservados entre a proteina
CRSP e outras proteinas possuindo dominios ricos em cisteinas
provavelmente sdo insusceptiveis de alteracgao.

Deste modo, a invencgdo refere-se a moléculas de acido
nucleico que codificam proteinas CRSP que contém alteragdes em
residuos de amincacido que ndo sdo essenciais para a
actividade. Estas proteinas CRSP diferem na sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:8 ou
SEQ ID NO:11, mas retém a actividade bioldgica. Uma molécula
de 4acido nucleico isolada Util compreende uma sequéncia
nucleotidica que codifica uma proteina, em que a proteina
compreende uma sequéncia de aminodcidos pelo menos cerca de
60% homélcga a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:2,
SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:8, ou SEQ ID NO:11. Uma proteina util
codificada pela molécula de Acido nucleico é pelo menos cerca
de 65-70% homdloga a SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:8 ou
SEQ ID NO:11, mais preferivelmente pelo menos cerca de 75-80%
homéloga a SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:b, SEQ ID NO:8 ou
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SEQ ID NO:11, ainda mais preferivelmente pelo menos cerca de
85-90% homdéloga a SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:8 ou
SEQ ID NO:11, e mals preferivelmente pelc menos cerca de 95%
homdloga a SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:b, SEQ ID NO:8 ou
SEQ ID NO:11.

Uma molécula de dcido nucleico isolada que codifica uma
proteina CRSP homdéloga a proteina de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:5,
SEQ ID NO:8 ou SEQ ID NO:11, pode ser criada por introducao de
uma ou mais substituigdes, adig¢des ou delecgdes de nucledtidos
na sequéncia nucleotidica de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:4,
SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:10, na sequéncia nucleotidica da
insercao de ADN do plasmideo depositado na ATCC com o Numero
de Acesso 98634, na sequéncia nucleotidica da insercdo de ADN
do plasmideo depositado na ATCC com o Numero de Acesso 98633,
ou na sequéncia nucleotidica da inser¢do de ADN do plasmideo
depositado na ATCC com o Numero de Acesso 98452, de modo a que
sejam introduzidas uma ou mais substituic¢bes, adig¢bdes ou
delegbes de aminodcidos na proteina codificada. As mutacgdes
podem ser introduzidas em SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:4,
SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:10, na sequéncia nucleotidica da
insercdo de ADN do plasmideo depositado na ATCC com o Numero
de Acesso 98634, na sequéncia nucleotidica da inserc¢dao de ADN
do plasmideo depositado na ATCC com o Numero de Acessc 98633,
ou na sequéncia nucleotidica da inserg¢do de ADN do plasmideo
depositado na ATCC com o Numero de Acesso 98452, por técnicas
standard, tais como mutagénese dirigida a um local e
mutagénese mediada por PCR. Preferivelmente, sdao feitas
substituig¢des conservativas de aminodcidos num ou mais
residuos de aminodcido ndo essenciails previstos. Uma
"substituicdo conservativa de aminodcidos"™ é uma substituicdo
em que o residuo de aminodcido ¢ substituido por um residuc de
amincdcido possuindo uma cadeia lateral similar. As familias
de residuos de aminodcido possuindo cadeias laterais similares
foram definidas na especialidade. Estas familias incluem
aminodcidos com cadeias laterals bdasicas (e.g., lisina,
arginina, histidina), cadeias laterais 4&cidas (e.g., acido
aspartico, 4&cido glutdmico), cadeias laterais polares nao
carregadas (e.g., glicina, asparagina, glutamina, serina,
treonina, tirosina, cisteina), cadeias laterais ndo polares
(e.qg., alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, triptofano), cadeias laterais
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ramificadas em beta (e.g., treonina, wvalina, 1isoleucina) e
cadeias laterais aromdticas (e.g., tirosina, fenilalanina,
triptofano, histidina). Assim, um residuo de aminocdcido nao
essencial previsto numa proteina CRSP (e.g., um que ndo estd
localizado num dominio rico em cisteinas) ¢é preferivelmente
substituido por outro residuo de aminocdcido da mesma familia
de cadeias laterais. Alternativamente, noutra concretizacao,
as mutagbes podem ser introduzidas aleatoriamente ao longo da
totalidade ou de parte de uma sequéncia de codificacdo de
CRSP, tal como por mutagénese de saturagdo, e 0s mutantes
resultantes podem ser rastreados guanto a actividade bioldgica
de CRSP para i1dentificar os mutantes que retém a actividade.
Apds a mutagénese de SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:7,
SEQ ID N0O:10, da sequéncia nucleotidica da insercdo de ADN do
plasmideo depositado na ATCC com o Numero de Acesso 98634, da
sequéncia nucleotidica da insergdao de ADN do plasmideo
depositado na ATCC com o Nuamero de Acesso 98633, ou da
sequéncia nucleotidica da insercdao de ADN do plasmideo
depositado na ATCC com o Numero de Acesso 98452, a proteina
codificada pode ser expressa de forma recombinante e a
actividade da proteina pode ser determinada.

Uma proteina CRSP mutante pode ser ensaiada quanto ao
cdlcio intracelular, um aumento de fosfatidilinositol ou outra
molécula, e pode resultar, e.g., em fosforilacgdo de proteinas
especificas, uma modulag¢do da transcrigdao génica e qualquer
das outras actividades bioldgicas atras estabelecidas.

Uma proteina CRSP mutante pode também ser ensalada quanto
a capacidade de (1) modular a transducdo de sinal celular,
quer 1in vitro quer in vivo; (2) regular a comunicagdo entre
células; (3) regular a expressao de genes cuja expressao ¢
modulada por ligagdo de CRSP (e.g., CRSP-1) a um receptor; (4)
regular a transcrig¢do génica numa célula envolvida no
desenvolvimento ou na diferenciagao, guer in vitro guer 1in
vivo; (5) regular a proliferacdo celular, quer in vitro guer
in vivo; (6) formar e/ou manter arranjos espaciais ordenados
de tecidos diferenciados em vertebrados; (7) modular a morte
celular (e.g. sobrevivéncia celular); (8) regular a migragao
celular; e/ou (9) modular a funcdo do sistema imunitario.
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Em adicdo as moléculas de Aacido nucleico que codificam
proteinas CRSP atrds descritas, a 1invencgdo refere-se a
moléculas de &acido nucleico 1isoladas gque sdo anti-sentido
relativamente as mesmas. Um 4cido nucleico "anti-sentido”
compreende uma sequéncia nucleotidica que é complementar a um
dcido nucleico "de sentido directo" que codifica uma proteina,
e.g., complementar a cadeia de codificag¢édo de uma molécula de
ADNc de cadeia dupla ou complementar a uma sequéncia de ARNm.
Deste modo, um &acido nucleico anti-sentido pode ligar—-se por
ligagdes de hidrogénio a um &cido nucleico de sentido directo.
0O 4cido nucleico anti-sentido pode ser complementar a uma
cadeia de codificacdo de CRSP completa, ou a apenas uma sua
porgcdo. Numa concretizacdo, uma molécula de Aacido nucleico
anti-sentido ¢é anti-sentido relativamente a uma "regido
codificante™ da cadeia de codificagac de uma sequéncia
nucleotidica que codifica CRSP. A expressao "regido
codificante" refere-se a regido da sequéncia nucleotidica
compreendendo codbes que sdao traduzidos em residuos de
aminodcido (e.g., a regido codificante da CRSP-1 humana
corresponde a SEQ ID NO:3, a regido codificante da CRSP-2
humana corresponde a SEQ ID NO:6, a regido codificante da
CRSP-3 humana corresponde a SEQ ID NO:9, a regidoc codificante
da CRSP-4 humana corresponde a SEQ ID NO:12 e a regido
codificante da CRSP-1like-N humana corresponde a SEQ ID NO:15).
Noutra concretizacdo, a molécula de 4&cido nucleico anti-
sentidec ¢ anti-sentido relativamente a uma "regido nao
codificante™ da <cadeia de codificagdao de uma sequéncia
nucleotidica que codifica CRSP. A expressdao "regido nao
codificante" refere-se a sequéncias a 5' e a 3' que flangueiam
a regido codificante que ndo sdo traduzidas em aminoacidos
(i.e., também referidas como regides ndo traduzidas a 5' e a
3').

Dadas as sequéncias das cadeias de codificagaoc dque
codificam CRSP agui reveladas (e.g., SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:6,
SEQ ID NO:9 ou SEQ ID NO:12), podem ser desenhados &cidos
nucleicos anti-sentido de acordo com as regras de
emparelhamento de bases de Watson e Crick. A molécula de acido
nucleico anti-sentido pode ser complementar a toda a regido
codificante do ARNm de CRSP, mas mals preferivelmente ¢é um
oligonucledétido gue é anti-sentido apenas relativamente a uma
por¢céo da regido codificante ou ndo codificante do ARNm de
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CRSP. Por exemplo, o oligonucledtido anti-sentido pode ser
complementar a regido que rodeia o local de inicio da traducgédo
do ARNm de CRSP. Um oligonucledtido anti-sentido pode ter, por
exemplo, cerca de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ou 50
nucledtidos de comprimento. Um Acido nucleico anti-sentido
pode ser construido utilizando sintese quimica e reacgdes de
ligacdo enzimaticas utilizando procedimentos conhecidos na
especialidade. Por exemplo, um A4cidoc nucleico anti-sentido
(e.g., um oligonucledétido anti-sentido) pode ser quimicamente
sintetizado utilizando nucledtidos de ocorréncia natural ou
nucledétidos modificados de varias maneiras, desenhados para
aumentar a estabilidade bioldgica das moléculas ou para
aumentar a estabilidade fisica da duplex formada entre o0s
dcidos nucleicos anti-sentido e de sentido directo, e.g.,
podem ser utilizados derivados fosforoticato e nucledtidos
substituidos com acridina. Os exemplos de nucledtidos
modificados que podem ser utilizados para gerar o 4acido
nucleico anti-sentido incluem 5-fluorouracilo, 5S5-bromouracilo,
5-clorouracilo, 5-iodouracilo, hipoxantina, xantina, 4—
acetilcitosina, 5-(carboxi-hidroxilmetil)uracilo,
5-carboximetilaminometil-2-ticuridina,

5-carboximetilaminometiluracilo, di-hidrouracilo, beta-D-
galactosilqueosinag, inosina, N6-isopenteniladenina,
l-metilguanina, l-metilinosina, 2,2-dimetilguanina,
2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina,
5-metilcitosina, Né-adenina, 7-metilguanina,
S5-metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo,
beta-D-manosilqueocsing, 5'-metoxicarboximetiluracilo,
5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, acido
uracil-5-oxiacético (v), wibutoxosina, pseudouracilo,

queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo,
4-tiouracilo, 5-metiluracilo, éster metilico do acido uracil-
5-oxiacético, acido uracil-5-oxiacético (v), 5-metil-2-
tiouracilo, 3-(3-amino-3-N-Z-carboxipropil)uracilo, (acp3)w, e
2,6-diaminopurina. Alternativamente, o 4acido nucleico anti-
sentido pode ser produzido biologicamente utilizando um vector
de expressdc no qual foi subclonado um &cido nucleico numa
orientacao anti-sentido (i.e., o ARN transcrito a partir do
dcido nucleico inserido estard numa orientagdo anti-sentido
relativamente a um Acido nucleicc alvo de interesse,
adicionalmente descrito na subseccao que se segue).



EP 0 975 755 /PT
30

As moléculas de dcido nucleico anti-sentido sdao
tipicamente administradas a um individuo ou geradas in situ de
modo a que hibridem com, ou se liguem, ao ARNm celular e/ou ao
ADN genémico que codifica uma proteina CRSP, para desse modo
inibir a expressdao da proteina, e.g., por inibicdo da
transcrigdo e/ou da tradugdo. A hibridacdo pcde ser por
complementaridade convencional de nucledtidos para formar uma
diplex estdvel, ou, por exemplo, no caso de uma molécula de
dcido nucleico anti-sentido que se liga a duplices de ADN,
através de interac¢des especificas no sulco principal da
hélice dupla. Um exemplo de uma via de administracdo de
moléculas de &cido nucleico anti-sentido inclui a injeccédo
directa num local de um tecido. Alternativamente, as moléculas
de 4cido nucleico anti-sentido podem ser modificadas para
atingir células seleccionadas e depois administradas
sistemicamente. Por exemplo, para administragdo sistémica, as
moléculas anti-sentido podem ser modificadas de modo a que se
liguem especificamente a receptores ou antigéniocs expressos na
superficie de uma célula seleccicnada, e.g., por ligacdo das
moléculas de Acido nucleico anti-sentido a péptidos ou
anticorpos gque se ligam a receptores ou antigénios de
superficie celular. As moléculas de Aacido nucleico anti-
sentido podem também ser entregues a células utilizando os
vectores aqui descritos. Para atingir concentracgdes
intracelulares suficientes das moléculas anti-sentido,
preferem-se construgdes de vectores em que a molécula de acido
nucleico anti-sentido é colocada sob o controlo de um promotor
pol II ou pol III forte.

A molécula de Acido nucleico anti-sentido pode ser uma
molécula de dcido nucleico o—anomérica. Uma molécula de Aacido
nucleico o-anomérica  forma  hibridos de cadeia dupla
especificos com ARN complementar em gue, ao contrdrio das
usuais unidades pB, as cadeias correm paralelas umas as outras
(Gaultier et al., (1987) Nucleic Acids. Res. 15:6625-6641). A
molécula de acido nucleico anti-sentido pode também
compreender um 2'-o-metilribonucledétido (Inoue et al. (1987)
Nucleic Acids Res. 15:6131-6148) ou um andlogo quimérico de
ARN-ADN (Inoue et al. (1987) FEBS Lett. 215:327-330).

Ainda noutra concretizacdo, um Aacido nucleico anti-
sentido da invengdo é uma ribozima. As ribozimas sdao moléculas
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de ARN cataliticas com actividade de ribonuclease que sao
capazes de clivar um 4&cido nucleico de cadeia simples, tal
como um ARNm, com o qual tém uma regido complementar. Assim,
as ribozimas (e.g., ribozimas *“cabeca de martelo” (descritas
em Haselhoff e Gerlach (1988) Nature 334:585-591)) podem ser
utilizadas para clivar cataliticamente transcritos de ARNm de
CRSP para desse modo inibir a traducao do ARNm de CRSP. Unma
ribozima possuindo especificidade para com um Acido nucleico
que codifica CRSP pode ser desenhada com base na sequéncia
nucleotidica de um ADNc de CRSP aqui revelado (i.e.,
SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:10, a
sequéncia nucleotidica da insergdo de ADN do plasmideo
depositado na ATCC com o Numero de Acesso 98634 ou a sequéncia
nucleotidica da inserc¢do de ADN do plasmideo depositado na
ATCC com o Numero de Acesso 98633). Por exemplo, pode ser
construido um derivado de um ARN de Tetrahymena L-19 IVS em
que a sequéncia nucleotidica do local activo é complementar a
sequéncia nucleotidica a clivar num ARNm que codifica CRSP.
Veja-se, e.g., Cech et al. Patente U.S. 4 987 071; e Cech et
al. Patente U.S. 5 116 742. Alternativamente, pode ser
utilizado ARNm de CRSP para seleccionar um ARN catalitico
possuindo uma actividade de ribonuclease especifica, a partir
de um conjunto de moléculas de ARN. Veja-se, e.g., Bartel, D.
e Szostak, J.W. (1993) Science 261:1411-1418.

Alternativamente, a expressdao do gene de CRSP pode ser
inibida direccionando sequéncias nucleotidicas complementares
para a regido reguladora da CRSP (e.g., © promotor e/ou
potenciadores de CRSP) rpara formar estruturas helicoidais
triplas que impedem a transcrig¢do do gene de CRSP em células
alvo. Veja-se genericamente, Helene, C. (1991) Anticancer Drug
Des. 6(6):569-84; Helene, C. et al. (1992) Ann N.Y. Acad. Sci.
660:27-36; e Maher, L.J. (1992) Bioassays 14(12):807-15.

As moléculas de 4acido nucleico de CRSP da presente
invencdo podem ser modificadas na porc¢ao de bases, na porc¢ao
de aglcares ou no esqueleto de fosfatos para melhorar, e.g., a
estabilidade, a hibridacdo ou a sclubilidade da molécula. Por
exemplo, o esqueleto de desoxirribose-fosfatos das moléculas
de 4acido nucleico pode ser modificado para gerar Acidos
nucleicos peptidicos (veja-se Hyrup B. et al. (1996)
Bioorganic & Medicinal Chemistry 4(1): 5-23). Tal como agui se
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utilizam, as expressdes "&dcidos nucleicos peptidicos"™ ou "PNA"
referem-se a mimicas de &cidos nucleicos, e.g., mimicas de
ADN, em que o esqueleto de desoxirribose-fosfatos esta
substituido por um esqueleto de pseudopéptidos e apenas as
quatro nucleobases naturais sdao retidas. Mostrou-se que o
esqueleto neutro dos PNA permite a hibridacdo especifica com
ADN e ARN sob condicgbes de baixa forca idnica. A sintese de
oligdémercs de PNA pode ser realizada utilizando protococlos
standard de sintese peptidica em fase sélida como descrito em
Hyrup B. et al. (1996) supra; Perry-O'Keefe et al. PNAS 93:
14670-675.

Os PNA de moléculas de acido nucleico de CRSP podem ser
utilizados em aplicagbes terapéuticas e de diagndstico. Por
exemplo, os PNA podem ser utilizados como agentes anti-sentido
ou antigénicos para modulagdo especifica da sequéncia da
expressao génica através de, por exemplo, induc¢do da paragem
da transcricdo ou da traducao ou inibicado da replicacao. Os
PNA de moléculas de 4&cido nucleico de CRSP podem também ser
utilizados na andlise de mutacgdes de um Unico par de bases num
gene, (e.g., por fixacédo de PCR dirigida por PNA); como
'enzimas de restricdo artificiais' quando utilizados em
combina¢ao com outras enzimas, (e.g., nucleases S1 (Hyrup B.
(1996) supra)); ou Como sondas ou iniciadores para
sequenciacdo de ADN ou hibridacdo (Hyrup B. et al. (1996)
supra; Perry-0O'Keefe supra).

Os PNA de CRSP podem ser modificados, (e.g., para
aumentar a sua estabilidade ou assimilacgdo celular), através
da fixacdo de grupos lipdéfilos ou outros grupos auxiliares ao
PNA, através da formagdo de quimeras PNA-ADN, ou por
utilizagdo de lipossomas ou outras técnicas de entrega de
farmacos conhecidas na especialidade. Por exemplo, podem ser
geradas quimeras PNA-ADN de moléculas de 4acido nucleico de
CRSP que pcdem combinar as propriedades vantajosas do PNA e do
ADN. Estas quimeras permitem que enzimas de reconhecimento de
ADN, (e.g., ARNAse H e ADN-polimerases), interagem com a
porgdo de ADN enquanto a porgadoc PNA proporcionara elevada
afinidade de 1ligagdo e especificidade. As quimeras PNA-ADN
podem ser ligadas utilizando 1ligantes de comprimentos
apropriados seleccionados em termos de empilhamento de bases,
numero de ligagbdes entre as nucleobases e orientagdo (Hyrup B.
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(1996) supra). A sintese de quimeras PNA-ADN pode ser
realizada como descrito em Hyrup B. (1996) supra e Finn P.J,
et al. (1996) Nucleic Acids Res. 24 (17): 3357-63. Por
exemplo, uma cadeia de ADN pode ser sintetizada num suporte
s6lido wutilizando a quimica standard de acoplamento de
fosforamidito e podem ser utilizados andalogos nucleosidicos
modificados, e.qg., 5'—(4-metoxitritil)amino-5'-desoxi-
timidina-fosforamidito, entre o PNA e a extremidade 5' do ADN
(Mag, M. et al. (1989) Nucleic Acid Res. 17: 5973-88). Os
mondémeros de PNA sdo entdo acoplados por passos para produzir
uma molécula quimérica com um segmento de PNA a 5' e um
segmento de ADN a 3' (Finn P.J. et al. (1996) supra).
Alternativamente, as moléculas quiméricas podem ser
sintetizadas com um segmento de ADN & 5' e um segmento de PNA
a 3' (Peterser, K.H. et al. (1975) Bioorganic Med. Chem. Lett.
5: 1119-11124).

O oligonucledtido pode incluir outros grupos ligados tais
como péptidos (e.g., para direccionamento a receptores da
célula hospedeira in vivo), ou agentes que facilitam o
transporte através da membrana celular (veja-se, e.g.,
Letsinger et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. US. 86:6553-
6556; Lemaitre et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
84:648-652; Publicacdo PCT WwW088/09810, publicado em 15 de
Dezembro, 1988) ou a barreira hematocencefdlica (veja-se, e.g.,
a Publicagdo PCT WO089/10134, publicado em 25 de Abril, 1988).
Em adig¢ao, o©s oligonucledtidos podem ser modificados com
agentes de clivagem desencadeada por hibridacdao (veja-se,
e.g., Krol et al. (1988) BioTechniques 6:958-976) ou agentes
intercalantes. (Veja-se, e.g., Zon (1988) Pharm. Res. 5:539-
549). Para este fim, o oligonucledtido pode ser conjugado com
outra molécula, (e.g., um péptido, um agente de reticulacgao
desencadeada por hibridacdo, um agente de transporte ou um
agente de clivagem desencadeada por hibridacgdo).

II. Proteinas CRSP Isoladas e Anticorpos Anti-CRSP

Um aspecto da invengdo refere-se a proteinas CRSP
isoladas, e suas por¢des biologicamente activas, assim como
fragmentos polipeptidicos, adequados para utilizag¢do como
imuncgénios para criar anticorpos anti-CRSP. Numa
concretizacgao, proteinas CRSP nativas podem ser iscladas a
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partir de fontes de células ou tecidos através de um esqguema
de purificacdo apropriado utilizando técnicas standard de
purificagdo de proteinas. Noutra concretizagdo, as proteinas
CRSP séo produzidas por técnicas de ADN recombinante. Em
alternativa & expressdo recombinante, uma proteina ou um
polipéptido de CRSP podem ser sintetizados quimicamente
utilizando técnicas standard de sintese peptidica.

Uma proteina "isolada" ou "purificada™ ou uma sua porgao
biologicamente activa, estd substancialmente isenta de
material celular ou outras proteinas contaminantes da fonte de
células ou tecidos da qual a proteina CRSP deriva, ou esta
substancialmente 1senta de precursores quimicos ou outros
quimicos quando sintetizada quimicamente. A expressao
"substancialmente isenta de material celular" inclui
preparag¢des de proteina CRSP em que a proteina estd separada
de componentes celulares das células das quais ¢ isolada ou
produzida recombinantemente. Numa concretizagdo, a expressao
"substancialmente isenta de material celular" inclui
preparag¢des de proteina CRSP possuindo mencs de cerca de 30%
(em peso seco) de proteina que nao CRSP (também referida aqui
como "proteina contaminante"), mais preferivelmente mencs de
cerca de 20% de proteina gue nao CRSP, ainda mais
preferivelmente menos de cerca de 10% de proteina gque nao
CRSP, e o mals preferivelmente menos de cerca de 5% de
proteina que ndo CRSP. Quando a proteina CRSP ou a sua porgaoc
biologicamente activa ¢é produzida recombinantemente, esta
também preferivelmente substancialmente 1senta de meio de
cultura, i.e., o0 meio de cultura representa menos de cerca de
20%, mails preferivelmente menos de cerca de 10%, e o0 mais
preferivelmente menos de cerca de 5% do volume da preparacao
de proteina.

A  expressac "substancialmente isento de precursores
quimicos ou outros quimicos" inclui preparacgdes de
proteina CRSP em gue a proteina estd separada de precursores
quimicos ou outros quimicos que estdo envolvidos na sintese da
proteina. Numa concretizacdo, a expressao "substancialmente
isento de precursores quimicos ou outros quimicos"™ inclui
preparagdes de proteina CRSP possuindo mencs de cerca de 30%
(em peso seco) de precursores guimicos ou gquimicos gque nao
CRSP, mais preferivelmente menos de cerca de 20% de
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precursores quimicos ou quimicos que ndc CRSP, ainda mais
preferivelmente menos de cerca de 10% de precursores quimicos
ou guimicos que ndo CRSP, e o mais preferivelmente menos de
cerca de 5% de precursores guimicos ou quimicos que nao CRSP.

As porgdes bioclogicamente activas de uma proteina CRSP
incluem péptidos compreendendo sequéncias de aminoacidos
suficientemente homdlogas a, ou derivadas da seguéncia de
aminodcidos da proteina CRSP, e.g., a sequéncia de aminodcidos
apresentada em SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:8 ou SEQ ID
NO:11, que incluem menos aminodcidos do que as proteinas CRSP
de comprimento completo, e exibem pelo menos uma actividade de
uma proteina CRSP. Tipicamente, as porgdes bioclogicamente
activas compreendem um dominic ou motivo com pelo menos uma
actividade da proteina CRSP. Uma porg¢ao biologicamente activa
de uma proteina CRSP pode ser um polipéptido que tem, por
exemplo, 10, 25, 50, 100 ou mais aminodcidos de comprimento.

Numa concretizacdo, uma porgao biologicamente activa de
uma proteina CRSP compreende pelo menos uma regido rica em
cisteinas. Noutra concretizacgdo, uma porcao bioclogicamente
activa de uma proteina CRSP compreende pelo menos uma regido
rica em cisteinas, em que a regido rica em cisteinas inclui
pelo menos um dominio rico em cisteinas. Em ainda outra
concretizacdo, uma porg¢do bioclogicamente activa de uma
proteina CRSP compreende pelo menos uma sequéncia de sinal.

Numa concretizag¢do alternativa, uma porc¢ao biologicamente
activa de uma proteina CRSP compreende uma sequéncia de
aminodcidos de CRSP a que falta uma sequéncia de sinal.

Deve entender-se que uma porgao biologicamente activa
preferida de wuma proteina CRSP da presente inveng¢do pode
conter pelo mencs um dos dominios estruturais acima
identificados. Uma por¢ao biologicamente activa mais preferida
de uma proteina CRSP pode conter pelo menos dols dos dominios
estruturais atrds identificados. Uma porcdo biologicamente
activa ainda mais preferida de uma proteina CRSP pode conter
pelo menos trés dos dominios estruturais atrds identificados.
Uma por¢do bioclogicamente activa particularmente preferida de
uma proteina CRSP da presente invencdo pode conter pelo mencs
quatro dos dominios estruturais atrds identificados.
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Adicionalmente, outras porgdes biologicamente activas, em
que outras regibdes da proteina estdao eliminadas, podem ser
preparadas por técnicas recombinantes e avaliadas quanto a uma
ou mais das actividades funcionais de uma proteina CRSP
nativa.

A proteina CRSP da invencao possui uma seguéncia de
aminodcidos tal como apresentada nas reivindicacg8es anexas.

Para determinar a percentagem de homologia de duas
sequéncias de aminodcidos ou de dois 4acidos nucleicos, as
sequéncias sao alinhadas para fins de comparagdo 6ptima (e.g.,
podem ser introduzidos hiatos na sequéncia de uma primeira
sequéncia de aminodcides ou de 4acido nucleico para um
alinhamento déptimo com uma segunda sequéncia de amincdcidos ou
de 4cido nucleico). Os residuos de aminocdcido ou de
nucledétidos nas correspondentes posigdes de aminodcido ou
posigdes de nucledtido sdo entdo comparadas. Quando uma
posicdo na primeira sequéncia estd ocupada pelo mesmo residuo
de aminodcido ou nucledtido que a posicdo correspondente na
segunda seguéncia, entao as moléculas séo homdlogas nessa
posicdo (i.e., tal como aqui se utiliza, "homologia™ de
aminodcidos ou Acido nucleico € eguivalente a "identidade" de
aminodcidos ou 4cido nucleico). A percentagem de homologia
entre as duas sequéncias ¢ uma funcdo do numero de posigdes
idénticas partilhadas pelas sequéncias (i.e., % de homologia =
n,° de posig¢Bes idénticas/n.° total de posigdes x 100). A
determinag¢do da percentagem de homologia entre duas sequéncias
pode ser realizada utilizando wum algoritmo matemdtico. Um
exemplo preferido, ndoc limitante, de um algoritmo matemdtico
utilizado para a comparag¢do de duas sequéncias ¢ o algoritmo
de Karlin e Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87:2264-68, como modificado em Karlin e Altschul (1993) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-77. Este algoritmo esta
incorporadoc nos programas NBLAST e XBLAST de Altschul, et al.
(1990) J. Mol. Biol. 215:403-10. Os rastreios de nucledtidos
BLAST podem ser realizados com O programa NBLAST, pontuagdo =
100, comprimento = 12 para obter sequéncias nucleotidicas
homélogas a moléculas de acido nucleico de CRSP da invengéo.
Os rastreios de proteinas BLAST podem ser realizados com ©
programa XBLAST, pontuagao = 50, comprimento = 3 para obter
sequéncias de aminodcidos homdélogas as moléculas de proteina
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CRSP da invencdo. Para obter alinhamentos com hiatos para fins
de comparacao, pode utilizar-se o Gapped BLAST como descrito
em Altschul et al., (1997) Nuceic Acids Research 25(17):3389-
3402, Quando se utilizam os programas BLAST e Gapped BLAST,
podem-se utilizar os parametros por defeito dos respectivos
programas (e.qg., XBLAST e NBLAST) . Veja-se
http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Outro exemplo preferido, néao
limitante, de um algoritmo matematico wutilizado para a
comparagao de sequéncias é o algoritmc de Myers e Miller,
CABIOS (1989). Este algoritmo estd incorporado no programa
ALIGN (versao 2.0) que faz parte do pacote de software de
alinhamento de sequéncias GCG. Quando se utiliza o programa
ALIGN para comparacdo de sequéncias de aminocacidos, pode
utilizar-se wuma tabela de residuos ponderal PAM120, uma
penalizacac por comprimento de hiatos de 12 e uma penalizagao
por hiatcs de 4.

A invencdo pode ser utilizada para proporcionar proteinas
CRSP quiméricas ou de fusdo. Tal como agui se utiliza, uma
"proteina quimérica" ou "proteina de fusao" de CRSP
compreendem um polipéptido de CRSP operativamente ligado a um
polipéptido que ndo CRSP. Um "polipéptido de CRSP" refere-se a
um polipéptido possuindo uma sequéncia de aminoacidos
correspondente a CRSP, enquanto um "polipéptido que nao CRSP"
refere-se a um polipéptido possuindo uma sequéncia de
aminodcidos correspondente a uma proteina gqgue ndo ¢
substancialmente homdéloga a proteina CRSP, e.g., uma proteina
que ¢é diferente da proteina CRSP e que ¢ derivada do mesmo
organismo ou de um organismo diferente. Numa proteina de fusdo
de CRSP o polipéptido de CRSP pode corresponder a totalidade
ou a uma porgdo de uma proteina CRSP. Uma proteina de fusdo de
CRSP compreende pelo menos uma por¢ao bioclogicamente activa de
uma proteina CRSP. Outra proteina de fusdo de CRSP compreende
pelo menos duas por¢des biologicamente activas de uma proteina
CRSP. Qutra proteina de fusao de CRSP compreende pelo menos
trés porcgdes biclogicamente activas de uma proteina CRSP. Na
proteina de fusdo, a expressdc "operativamente ligado"
pretende indicar que o polipéptido de CRSP e o polipéptido que
ndo CRSP estdo fundidos em enquadramento um em relagdo ao
outro. O polipéptido que nao de CRSP pode ser fundido com o
terminal N ou o terminal C do polipéptido de CRSP.
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Por exemplo, uma proteina de fusdo ¢ uma proteina de
fusdo GST-CRSP em que as sequéncias de CRSP estao fundidas ao
terminal C das sequéncias de GST. Estas proteinas de fuséo
podem facilitar a purificacac de CRSP recombinantes.,

Outra proteina de fusdo ¢ uma proteina CRSP contendo uma
sequéncia de sinal heterdlocga no seu terminal N. Por exemplo,
a sequéncia de sinal da CRSP nativa (i.e., cerca dos
aminodcidos 1 a 23 de SEQ ID NO:2) pode ser removida e
substituida por uma sequéncia de sinal de outra proteina. Em
certas células hospedeiras (e.g., células hospedeiras de
mamifero), a expressdo e/ou secregdo de CRSP pode ser
aumentada através da utilizacdao de uma sequéncia de sinal
heterdloga.

Ainda outra proteina de fusdo é uma proteina de fusao
CRSP-imunoglobulina em que as sequéncias de CRSP compreendendo
principalmente as regides ricas em cisteinas de CRSP estado
fundidas com seqguéncias derivadas de um membro da familia de
proteinas imunoglobulinas. Foram também preparados derivados
soluveis de glicoproteinas da superficie celular na
superfamilia de genes de imunoglobulinas gue consistem num
dominio extracelular da glicoproteina da superficie celular
fundido c¢com wuma regido constante (Fc¢) de imunoglobulina
(veja-se e.g., Capon, D.J. et al. (1989) Nature 337:525-531 e
Capon Patentes U.S. 5 116 964 e 5 428 130 [construgbes CD4-
IgGl]; Linsley, P.S. et al. (1991) J. Exp. Med. 173:721-730
[uma construgdao CD28-IgGl e uma constru¢do B7-1-IgGl]; e
Linsley, P.S. et al. (1991) J. Exp. Med. 174:561-569 e Patente
U.S. 5 434 131 [uma CTLA4-IgGl]). Estas proteinas de fusao
provaram-se Uteis para a modulacdo de interaccgdes receptor-
ligando. Prepararam-se derivados soltveis de proteinas de
superficie celular das ©proteinas da superfamilia dos
receptores do factor de necrose tumoral (INPR) consistindo num
dominio extracelular do receptor de superficie celular fundido
com uma regiao constante (Fc) de imunoglobulina (Veja-se por
exemplo Moreland et al. (1997) N. Engl. J. Med. 337(3):141-
147; wvan der Poll et al. (1997) Blood 89(10):3727-3734; e
Ammann et al. (1997) J. Clin. Invest. 99(7):1699-1703.)

As proteinas de fusdo CRSP-imunoglobulina podem ser
incorporadas em composicbes farmacéuticas e administradas a um
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individuo para inibir uma interac¢do entre um ligando de CRSP
e um receptor de CRSP na superficie de uma célula, para desse
modo suprimir a transdugdo de sinal mediada por CRSP in vivo,
As proteinas de fusao CRSP-imuncglobulina podem ser utilizadas
para afectar a biodisponibilidade de um receptor cognato de
CRSP. A inibig¢do da interacg¢do ligando de CRSP/CRSP pode ser
terapeuticamente util tanto para o tratamento de desordens de
diferenciacdo ou proliferacdo, como para a modulacdo (e.g.,
promocao ou 1inibigao) de respostas de desenvolvimento, adesao
celular e/ou destino celular. Adicionalmente, as proteinas de
fusdc CRSP-imunoglobulina da inveng¢do podem ser utilizadas
como imunogénios para produzir anticorpos anti-CRSP  num
individuo, para purificar ligandos de CRSP e em ensaios de
rastreio para identificar moléculas que inibem a interacgdo de
CRSP com um ligando de CRSP.

Preferivelmente, uma proteina quimérica ou de fusdo de
CRSP ¢ produzida por técnicas standard de ADN recombinante.
Por exemplo, fragmentos de ADN que codificam para as
diferentes sequéncias polipeptidicas sdo ligados mutuamente em
enquadramento de acordo com técnicas convencionais, por
exemplo empregando terminais de extremidade 1lisas ou
extremidades escalonadas para ligac¢do, digestao com enzimas de
restricao para proporcionar terminais apropriados,
preenchimento de extremidades coesivas conforme apropriado,
tratamento com fosfatase alcalina para evitar unides
indesejaveis e ligagdo enzimatica. O gene da fusdo pode ser
sintetizado por técnicas convencionais incluindo
sintetizadores automaticos de ADN. Alternativamente, pode-se
realizar a amplificacdo por PCR de fragmentos de genes
utilizando iniciadores de ancoragem gque dao origem a
extremidades protuberantes complementares entre dois
fragmentos de genes consecutivos que podem subsequentemente
ser hibridados e re-amplificados para gerar uma sequéncia de
gene quimérica (veja-se, por exemplo, Current Protocols 1in
Molecular Biology, eds. Ausubel et al. John Wiley & Sons:
1992). Adicionalmente, estdo disponiveis no comércio muitos
vectores de expressdo que codificam jad uma porcdo de fusao
(e.g., um polipéptido GST). Um A4&cido nucleico que codifica
CRSP pode ser clonado num desses vectores de expressdo de modo
a que a porcgdo de fusdo figue 1ligada em enquadramento a
proteina CRSP.
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A presente invencdo refere-se também a variantes das
proteinas CRSP que funcionam quer comc agonistas (miméticos)
de CRSP quer como antagonistas de CRSP. As variantes das
proteinas CRSP podem ser geradas por mutagénese, e.g., nutagao
pontual discreta ou truncagem de uma proteina CRSP. Un
agonista das proteinas CRSP pode reter substancialmente as
mesmas, ou um subconjunto, das actividades bioldgicas da forma
de ocorréncia natural de uma proteina CRSP. Um antagonista de
uma proteina CRSP pode inibir uma ou mais das actividades da
forma de ocorréncia natural da proteina CRSP através de, por
exemplo, ligagdo competitiva, a um membro a Jjusante ou a
montante, de uma cascata de sinalizag¢do celular que inclui a
proteina CRSP. Assim, os efeitos bioldgicos especificos podem
ser eliciados por tratamentoc com uma variante de funcgdo
limitada. Numa concretizacgao, o tratamento de um individuo com
uma variante possuindo um  subconjunto das actividades
bioldégicas da forma de ocorréncia natural da proteina possui
menos efeitos secunddrios num individuo do que o tratamento
com a forma de ocorréncia natural da proteina CRSP.

As variantes de uma proteina CRSP que funcionam quer como
agonistas (miméticos) de CRSP quer como antagonistas de CRSP,
podem ser identificadas através de rastreio de bibliotecas
combinatérias de mutantes, e.g., mutantes de truncagem, de uma
proteina CRSP quanto a actividade agonista ou antagonista da
proteina CRSP. Numa concretizagao, ¢ gerada uma biblioteca
diversificada de variantes de CRSP por mutagénese combinatdria
ao nivel do &cido nucleico e é codificada por uma biblioteca
diversificada de genes. Uma Dbiblioteca diversificada de
variantes de CRSP pode ser produzida através de, por exemplo,
ligacdc enzimdtica de uma mistura de oligonucledtidos
sintéticos a sequéncias génicas de modo a gue um conjunto
degenerado de potenciais sequéncias de CRSP seja expressavel
na forma de polipéptidos individuais, ou alternativamente, na
forma de um conjunto de proteinas de fusdoc maiores (e.g., para
exibicdo sobre fagos) contendo o conjunto de seqguéncias de
CRSP. Existem varios métodos que se podem wutilizar para
produzir bibliotecas de potenciais variantes de CRSP a partir
de wuma sequéncia oligonucleotidica degenerada. A sintese
quimica de uma sequéncia de genes degenerada pode ser
realizada num sintetizador automatico de ADN, e o0 gene
sintético pode ser entdo ligado a um vector de expressao
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apropriado. A utilizacdo de um conjunto degenerado de genes
permite proporcionar, numa s6 mistura, todas as sequéncias que
codificam o conjunto desejado de potenciais sequéncias de
CRSP., Os métodos para a sintese de oligonucledtidos
degenerados sdo conhecidos na especialidade (veja-se, e.qg.,
Narang, S.A. (1983) Tetrahedron 39:3; Itakura et al. (1984)
Annu. Rev. Biochem 53:323; Itakura et al. (1984) Science
198:1056; Ike et al. (1983) Nucleic Acid Res. 11:477.

Em adicdo, bibliotecas de fragmentos de uma seguéncia de
codificagdao de uma proteina CRSP podem ser utilizadas para
gerar uma populacdo diversificada de fragmentos de CRSP para
rastreio e subsequente selecgdo de variantes de uma proteina
CRSP. Numa concretizacdo, uma Dbiblioteca de fragmentos de
sequéncias de codificacgédo pode ser gerada por tratamento de um
fragmento de PCR de cadeia dupla de uma sequéncia de
codificagdo de CRSP com uma nuclease sob condigdes em que
ocorrem cortes (¥“nicking”) apenas cerca de uma Vvez por
molécula, desnaturagdo do ADN de cadeia dupla, renaturacao do
ADN para formar ADN de cadeia dupla que pode incluir pares de
sentido directo/anti-sentido de diferentes produtos cortados
(“nicked”), remogdo das porgdes em cadeia simples das duplices
novamente formadas por tratamento com nuclease SI, e ligacdo
da Dbiblioteca de fragmentos resultante a um vector de
expressdo. Através deste método, pode ser derivada uma
biblioteca de expressdo que codifica fragmentos N-terminais,
C-terminais e internos de varios tamanhos da proteina CRSP,

Sdo conhecidas na especialidade varias técnicas para ©
rastreio de produtos génicos de Dbibliotecas combinatérias
preparadas por mutagdes pontuals ou truncagem, e para rastreio
de biblictecas de ADNc quanto a produtos génicos possuindo uma
propriedade seleccionada. Estas técnicas sdo adaptdveis para
um rdpido rastreio das bibliotecas de genes geradas através da
mutagénese combinatéria de proteinas CRSP. As técnicas mais
amplamente utilizadas, que sdo susceptiveis de andlise de
elevado rendimento, para rastreio de grandes bibliotecas de
genes, incluem tipicamente a clonagem da biblioteca de genes
em vectores de expressdo replicaveis, transformacdo de células
apropriadas com a biblioteca de vectores resultante e
expressac dos genes combinatérios sob condigbes em que a
deteccao de uma actividade desejada facilita o isolamento do
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vector que codifica o gene cujo produto foil detectado. A
mutagénese por montagem recursiva (Recrusive Ensemble
Mutagenisis - REM), uma nova técnica que aumenta a frequéncia
de mutantes funcionais nas bibliotecas, pode ser utilizada em
combinagdo com 0s ensaios de rastreio para identificar
variantes de CRSP (Arkin e Yourvan (1992) PNAS 89:7811-7815;
Delgrave et al., (1993) Protein Engineering 6(3):327-331).

Os ensaios baseados em células podem ser explorados para
analisar uma biblioteca de CRSP diversificada. Por exemplo,
uma biblioteca de vectores de expressao pode ser transfectada
numa linha c¢elular gque normalmente responde a um ligando
particular de uma maneira dependente de CRSP. As células
transfectadas sdo entdo colocadas em contacto com o ligando e
o efeito da expressao do mutante sobre a sinalizacgao pelo
ligando pode ser detectado, e.g., medindo qualquer de varias
respostas de células imunitdrias. O ADN plasmidico pode entéo
ser recuperado das células que pontuam para inibicao, ou
alternativamente, potenciacdo da inducdo de ligandos, e 0s
clones individuais podem ser adicionalmente caracterizados.

Uma proteina CRSP isolada, ou uma sua por¢do ou um Seu
fragmento, podem ser utilizados como imunogénios para gerar
anticorpos que se ligam a CRSP utilizando técnicas standard
para a prepara¢do de anticorpos policlonais e monoclonais.
Pode ser utilizada uma proteina CRSP de comprimento completo
ou, alternativamente, a 1invencao proporciona fragmentos
peptidicos  antigénicos de  CRSP para utilizagdo  como
imunogénios. O péptido antigénico de CRSP compreende pelo
menos 8 residuos de aminodcido e abrange um epitopo de CRSP de
modo a que um anticorpo criado contra o péptido forme um
complexo imunitdrio especifico com CRSP. Preferivelmente, o
péptido antigénico compreende pelo menos 10 residuos de
amincdcido, mais preferivelmente pelo menos 15 residuos de
aminodcido, ainda mais preferivelmente pelo menos 20 residuos
de aminodcido, e o mais preferivelmente pelo menos 30 residuos
de aminodcido.

Os epitopos preferidos abrangidos pelo péptido antigénico
sdo regides de CRSP que estdo localizadas sobre a superficie
da proteina, e.g., regifes hidrodéfilas.
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Tipicamente ¢ utilizado um imunogénio de CRSP para
preparar anticorpos por imunizacdo de um individuo adequado,
(e.g., coelho, <cabra, ratinhc ou outro mamifero) com o
imunogénio, Um preparagdo imunogénica apropriada pode conter,
por exemplo, proteina CRSP expressa recombinantemente ou um
polipéptido de CRSP sintetizado quimicamente. A preparacaoc
pode ainda incluir um adjuvante, tal como adjuvante completo
ou 1incompleto de Freund, ou um agente 1munoestimulante
similar. A dimunizagdao de um individuo adequado com uma
prepara¢dao imunogénica de CRSP induz uma resposta de
anticorpos policlonais anti-CRSP.

Deste modo, outro aspecto da invencao refere-se a
anticorpos anti-CRSP. O termo "anticorpo", tal como aqui se
utiliza, refere-se a moléculas de imunoglobulina e a porgdes
imunologicamente activas de moléculas de imunoglobulina, i.e.,
moléculas que contém um local de ligagdo ao antigénio que liga
especificamente (imunorreage com) um antigénio, tal como CRSP.
Os exemplos de porgdes imunologicamente activas de moléculas
de imunoglobulina incluem fragmentos F(ab) e F(ab'), que podem
ser gerados através do tratamento do anticorpo com uma enzima
tal Como pepsina. A invengao proporciona anticorpos
policlonais e monoclonais que se ligam a CRSP. As expressdes
"anticorpo monoclonal™ ou "composigao de anticorpos
monoclonais", tal como aqui se utilizam, referem-se a uma
populacdac de moléculas de anticorpo gque contém apenas uma
espécie de um local de ligagao ao antigénio capaz de
imunorreagir com um epitopo particular de CRSP. Uma composigido
de anticorpos monoclonais apresenta portanto tipicamente uma
unica afinidade de 1ligagcdo para com uma proteina CRSP
particular com a qual imunorreage.

Os anticorpos policlonais anti-CRSP podem ser preparados
como descrito atrds por imunizagdo de um individuo adequado
com um imunogénio de CRSP. O titulo de anticorpo anti-CRSP no
individuo imunizado pode ser monitorado ao longo do tempo por
técnicas standard, tal como com um ensalo imunossorvente com
enzima ligada  (ELISA) utilizando CRSP imobilizada. Se
desejado, as moléculas de anticorpo dirigido contra CRSP podem
ser 1soladas a partir do mamifero (e.g., do sangue) e
adicionalmente purificadas por técnicas bem conhecidas, tais
como cromatografia em proteina A, para obter a fracgdo de IgG.
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Num momento apropriado apés a imunizacdo, e.g., quando 0s
titulos de anticorpo anti-CRSP sao os mals elevados, podem-se
obter células produtoras do anticorpo a partir do individuo e
utilizd-las para preparar anticorpos monoclonais por técnicas
standard, tals como a técnica do hibridoma, originalmente
descrita por Kohler e Milstein (1975) Nature 256:495-497)
(veja-se também, Brown et al. (1981) J. Immunol. 127:539-46;
Brown et al. (1980) J. Biol. Chem. .255:4980-83; Yeh et al.
(1976) PNAS 76:2927-31; e Yeh et al. (1982) Int. J. Cancer
29:269-75), a mais recente técnica de hibridoma de células B
humanas (Kozbor et al. (1983) Immunol Today 4:72), a técnica
do hibridoma de EBV (Cole et al. (1985), Monoclonal Antibodies
and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96) ou técnicas
de triomas. A tecnologia para a produgdo de hibridomas de
anticorpos monoclonais é bem conhecida (veja-se genericamente
R.H. Kenneth, em Monoclonal Antibodies: A New Dimension In
Biological Analyses, Plenum Publishing Corp., New York, New
York (1980); E.A. Lerner (1981) Yale J. Biol. Med., 54:387-
402; M.L. Gefter et al. (1977) Somatic Cell Genet. 3:231-36).
Resumidamente, funde-se uma linha celular imortal (tipicamente
um mieloma) com linfdédcitos (tipicamente esplendcitos) de um
mamifero imunizado com um imunogénio de CRSP como descrito
atrds, e rastreiam-se 0s sobrenadantes da cultura das células
de hibridoma resultantes para identificar um hibridoma que
produz um anticorpo monoclonal que se liga a CRSP.

Qualguer um dos muitos protocolos bem conhecidos
utilizados para a fusdo de linfdcitos e 1linhas celulares
imortalizadas pode ser aplicado para fins de gerar um
anticorpc monoclonal anti-CRSP (veja-se, e.g., G. Galfre et
al. (1977) Nature 266:55052; Gefter et al. Somatic Cell
Genet., supracitado; Lerner, Yale J Biol. Med., supracitado;
Kenneth, Monocional Antibodies, supracitado). Adicionalmente,
as pessoas competentes na matéria notardo gque existem muitas
variacbes destes métodos que também poderdo ser Uteis.
Tipicamente, a linha celular imortal (e.g., uma linha celular
de mieloma) ¢ derivada da mesma espécie de mamifero que os
linfécitos. Por exemplo, podem ser preparados hibridomas de
murino por fusdo de linfdécitos de um ratinho imunizado com uma
preparag¢dao 1imunogénica da presente invengdo com uma linha
celular de ratinho imortalizada. As linhas celulares imortais
preferidas sdo as linhas celulares de mieloma de ratinho que



EP 0 975 755 /PT
45

sdo sensiveis a um meio de cultura contendo hipoxantina,
aminopterina e timidina ("meio HAT"). ©Pode utilizar-se
qualquer uma de varias linhas celulares de mieloma como
parceiro de fusao de acordo com técnicas standard, e.g., as
linhas de mieloma P3-NS1/1-Ag4-1, P3-x63-Ag8.653 ou Sp2/0-
Agl4d. Estas linhas de mieloma estdo disponiveis na ATCC.
Tipicamente, células de mieloma de ratinho sensiveis a HAT sao
fundidas com esplendcitos de ratinho utilizando
polietilenoglicol ("PEG"). As células de hibridoma resultantes
da fusdo sdo entdo seleccionadas utilizando meio HAT, que mata
as células de mieloma ndo fundidas e fundidas de modo nao
produtivo (os esplendcitos ndo fundidos morrem apds varios
dias porque ndc sao transformados). As células de hibridoma
que produzem um anticorpo monoclonal da invencdo @ séo
detectadas por rastreio dos sobrenadantes da cultura do
hibridoma guanto a anticorpos que se ligam a CRSP, e.g.,
utilizando um ensaio ELISA standard.

Em alternativa a preparacdo de hibridomas gque segregam
anticorpos monoclonais, um anticorpo monoclonal anti-CRSP pode
ser identificado e isolado através do rastreio de uma
biblioteca combinatéria de  imunoglobulinas recombinantes
(e.g., uma biblioteca de exibicdc de anticorpos sobre fagos)
com CR3P, para desse modo 1isolar membros da biblioteca de
imunoglobulinas que se ligam a CRSP. Estdoc disponiveis
comercialmente kits para a criacdo e rastreio de bibliotecas
de exibicao sobre fagos (e.g., 0 Recombinant Phage Antibody
System da Pharmacia, N.° de Catdlogo 27-9400-0 1; e o SurfZaP
Phage Display Kit da Stratagene, N.° de Catdlogo 240612).
Adicionalmente, exemplos de metodos e reagentes
particularmente susceptiveis de wutilizacdoc na criagdo e
pesquisa de bibliotecas de exibigao de anticorpos podem ser
encontrados em, por exemplo, Ladner et al. Patente U.S.
5 223 409; Kang et al. Publicacao Internacional PCT
WO 92/18619; Dower et al. Publicacao Internacional PCT
WO 91/17271; Winter et al. Publicacdo Internacional PCT
WO 92/20791; Markland et al. Publicacdo Internacional PCT
WO 92/15679; Breitling et al. Publicagdo Internacional PCT
WO 93/01288; McCafferty et al. Publicacdo Internacional PCT
WO 92/01047; Garrard et al. Publicacdo Internacional PCT
WO 92/09690; Ladner et al. Publicacdo Internacional PCT
WO 90/02809; Fuchs et al. (1991) Bio/Technology 9:1370-1372;
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Hay et al. (1992) Hum. Antibod. Hybridomas 3:81-80; Huse et
al. (1989) Science 246:1275-1281; Griffiths et al. (1993)
EMBO J 12:725-734; Hawkins et al. (1992) J. Mol. Biol,.
226:889-896; Clarkson et al. (1991) Nature 352:624-628; Gram
et al. (1992) PNAS 89:3576-3580; Garrad et al. (1991)
Bio/Technology 9:1373-1377; Hoogenboom et al. (1991) Nuc. Acid
Res. 19:4133-4137; Barbas et al. (1991) PNAS 88:7978-7982; e
McCafferty et al. Nature (1990) 348:552-554.

Adicionalmente, anticorpos anti-CRSP recombinantes, tais
como  anticorpos  monoclonais quiméricos e humanizados,
compreendendo tanto por¢des humanas como nao humanas, que
podem ser criados utilizando técnicas standard de ADN
recombinante, estdo dentro do é&mbito da invencdo. Estes
anticorpos monoclonais quiméricos e humanizados podem ser
produzidos por técnicas de ADN recombinante conhecidas na
especialidade, por exemplo utilizando métodos descritos em
Robinson et al. Pedido Internacional PCT/US86/02269; Akira, et
al. Pedido de Patente Eurcpeia 184 187; Taniguchi, M., Pedido
de Patente Europeia 171 496; Morrison et al. Pedido de Patente
Europeia 173 494; Neuberger et al. Publicag¢ao Internacional
PCT WO 86/01533; Cabilly et al. Patente U.S. 4 816 567;
Cabilly et al. Pedido de Patente Europeia 125 023; Better et
al. (1988) Science 240:1041-1043; ©Liu et al. (1987) PNAS
84:3439-3443; Liu et al. (1987) J. Immunol. 139:3521-3526; Sun
et al. (1987) PNAS 84:214-218; Nishimura et al. (1987) Canc.
Res, 47:999-1005; Wood et al. (1985) Nature 314:446-449; e
Shaw et al. (1988) J Natl. Cancer Inst. 80:1553-1559);
Morriscn, S.L. (1985) Science 229:1202-1207; 0i et al. (1986)
BioTechniques 4:214; Winter Patente U.S. 5 225 539; Jones et
al. (1986) Nature 321:552-525; Verhoeyan et al. (1988) Science
239:1534; e Beidler et al. (1988) J Immunol. 141:4053-4060.

Pode utilizar-se um anticorpo anti-CRSP (e.g., anticorpo
monoclecnal) para isolar CRSP por técnicas standard, tals como
cromatografia de afinidade ou imunoprecipitagao. Um anticorpo
anti-CRSP pode facilitar a purificacdo de CRSP natural a
partir de <células e de CRSP produzida recombinantemente
expressa em c¢élulas hospedeiras. Adicionalmente, pode
utilizar-se um anticorpo anti-CRSP para detectar proteina CRSP
(e.g., num lisado celular ou sobrenadante celular) de modo a
avaliar a abundéncia e o padrdo de expressdo da proteina CRSP.
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Os anticorpos anti-CRSP podem ser utilizados como diagndstico
para monitorar os niveis de proteina em tecidos como parte de
um procedimento de testes clinicos, e.g., para, por exemplo,
determinar a eficiéncia de um determinado regime de
tratamento. A detecgdo pode ser facilitada por acoplamento
(i.e., ligacdo fisica) do anticorpo a uma substéncia
detectdvel. 0s exemplos de substdncias detectaveis incluem
vdrias enzimas, grupcs prostéticos, materiais fluorescentes,
materiais luminescentes, materiais bioluminescentes e
materiais radiocactivos. 0s exemplos de enzimas adeguadas
incluem peroxidase de rabano, fosfatase alcalina,
f-galactosidase ou acetilcolinesterase; 0os exemplos de
complexos de grupos prostéticos adequados incluem
estreptavidina/biotina e avidina/biotina; os exemplos de
materiais fluorescentes adequados incluem  umbeliferona,
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
diclorotriazinilaminofluoresceina, cloreto de dansilo ou
ficoeritrina; um exemplo de um material luminescente incluil
luminol; os exemplos de materiais bioluminescentes incluem
luciferase, luciferina e aequorina, e os exemplos de material
radioactive adequados incluem '4°1, '“'I, *°S ou °H.

III. Vectores de Expressio e Células Hospedeiras Recombinantes

Outro aspecto da invencao refere-se a vectores,
preferivelmente vectores de expressao, contendo um &cido
nucleico que codifica CRSP (ou uma sua porg¢ao). Tal como aqui
se utiliza, o termo "vector" refere-se a uma molécula de Aacido
nucleico capaz de transportar outro acido nucleico ao qual foi
ligado. Um tipo de vector é um "plasmideo”, que se refere a um
ADN circular de cadeia dupla ao qual podem ser ligados
segmentos de ADN adicionais. Outro tipo de vector é um vector
viral, em que segmentos de ADN adicionais podem ser ligados ao
genoma viral. Certos vectores sao capazes de replicacdo
auténoma numa célula hospedeira na gqual sdo introduzidas
(e.g., vectores bacterianos possuindo uma origem de replicacao
bacteriana e vectores epissdémicos de mamiferc). Qutros
vectores (e.g., vectores nao epissémicos de mamifero) sao
integrados no genoma de uma célula hospedeira por introdugao
na célula hospedeira, e desse modo sao replicados juntamente
com O genoma do hospedeiro. Adicionalmente, certos vectores
sao capazes de dirigir a expressdo de genes aos quails estao
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operativamente ligados. Estes vectores sdo aqui referidos como
"vectores de expressdo". Em geral, o©s vectores de expressao de
utilidade em técnicas de ADN recombinante estdo frequentemente
na forma de plasmideos. No presente fasciculo, "plasmideo" e
"vector"™ podem ser utilizados indiferentemente pois @ ©
plasmideo é a forma de wvector mais wvulgarmente utilizada.
Contudo, pretende-se incluir na invenc¢do essas outras formas
de vectores de expressdao, tals como vectores virals (e.g.,
retrovirus defectivos na replicacao, adenovirus e virus adeno-
associados), que servem fun¢gdes equivalentes.

Os vectores de expressdo recombinantes da invencao
compreendem um Acido nucleico da invencdo numa forma adequada
para expressdo do Adcido nucleico numa célula hospedeira, o que
significa que o0s vectores de expressac recombinantes incluem
uma ou mais sequéncias reguladoras, seleccionadas com base nas
células hospedeiras a utilizar para a expressdo, gue estido
operativamente ligadas a sequéncia de 4cido nucleico a
expressar. Num vector de expressao recombinante,
"operativamente ligado" significa que a sequéncia nucleotidica
de interesse estd ligada a sequéncia(s) reguladora(s) de uma
maneira gque permite a expressdo da sequéncia nucleotidica
(e.g., num sistema de transcrig¢do/tradugdo in vitro cu numa
célula hospedeira quando o vector é introduzido na célula
hospedeira). Na expressdo "segquéncia reguladora" pretende-se
incluir promotores, potenciadores e outros elementos de
controlo da expressao (e.g., sinais de poliadenilacao). Estas
sequéncias reguladoras estdo descritas, por exemplo, enm
Goeddel; Gene Expression Technology: Methods 1in Enzymology
185, Academic Press, San Diego, CA (1990). As sequéncias
reguladoras incluem  aquelas que dirigem a expressao
constitutiva de uma sequéncia nucleotidica em muitos tipos de
células hospedeiras e aquelas que dirigem a expressdao da
sequéncia nuclectidica  apenas em determinadas células
hospedeiras (e.g., sequéncias reguladoras especificas de
tecidos). Os peritos na especialidade notardo que o desenho do
vector de expressdo pode depender de factores como a escolha
da célula hospedeira a transformar, o nivel de expressao de
proteina desejado, etc. Os vectores de expressac da invencgao
podem ser introduzidos em células hospedeiras para desse modo
produzir proteinas ou péptidos, 1ncluindo proteinas ou
péptidos de fusdo, codificados por dcidos nucleicos como aqui
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descrito (e.g., proteinas CRSP, formas mutantes de CRSP,
proteinas de fusdo, etc.).

Os vectores de expressdao recombinantes da invengao podem
ser desenhados para expressdao de CRSP em células procariotas
ou eucariotas. Por exemplo, a CRSP pode ser expressa em
células Dbacterianas tais como E. coli, células de insecto
(utilizando vectores de expressdo de baculovirus) células de
levedura ou células de mamifero. As c¢élulas hospedeiras
adequadas estdao adicionalmente discutidas em Goeddel, Gene
Expression Technology: Methods 1in Enzymology 185, Academic
Press, San Diego, CA (1990). Alternativamente, o vector de
expressdc recombinante pode ser transcrito e traduzido in
vitro, por exemplo utilizando sequéncias reguladoras do
promoteor de T7 e polimerase de T7.

A expressdo de proteinas em procarictas é mais
frequentemente realizada em E. coli com vectores contendo
promotores constitutivos ou indutiveis que dirigem a expressao
quer de proteinas de fusdo quer de proteinas que ndo de fuséo.
Os vectores de fusdo adicionam um ntimero de amincdcidos a uma
proteina nele codificada, wusualmente no terminal amino da
proteina recombinante. Estes vectores de fusdo servem
tipicamente trés finalidades: 1) aumentar a expressao de
proteina recombinante; 2) aumentar a solubilidade da proteina
recombinante; e 3) auxiliar a purificacdao da proteina
recombinante actuando como ligando em purificagao de
afinidade. Freguentemente, em vectores de expressao de fusao,
é introduzido um local de clivagem proteolitica na jung¢do da
por¢cdo de fusao e da proteina recombinante para permitir a
separacdo da proteina recombinante da porcdo de fusdo
subsequentemente a purificagdo da proteina de fusdo. Estas
enzimas, e suas sequéncias de reconhecimento cognatas, incluem
Factor Xa, trombina e enteroquinase. Os vectores de expressao
de fusao tipicos incluem pGEX (Pharmacia Bictech Inc; Smith,
D.B. e Johnson, K.S. (1988) Gene 67:31-40), pMAL (New England
Biclabs, Beverly, MA) e pRITS5 (Pharmacia, Piscataway, NJ) que
fundem glutationa-S-transferase (GST), proteina de ligacac a
maltose E, ou proteina A, respectivamente, a proteina
recombinante alvo.
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As proteinas de fusdo purificadas podem ser utilizadas em
ensaios a actividade de CRSP, em ligacdo ao ligando de CRSP
(e.g., ensaios directos ou ensaios competitivos descritos
adiante com detalhes), para gerar anticorpos especificos para
proteinas CRSP, como exemplos. Numa concretizagdo preferida,
uma fusdo de CRSP expressa num vector de expressdac retroviral
da presente invencdo pode ser utilizada para infectar células
de medula dssea gque sao subsequentemente transplantada em
beneficidrios irradiados. A patoclogia do individuo
beneficidrio ¢é entdo examinada depois de passado um tempo
suficiente (e.g seis (6) semanas).

Os exemplos de vectores de expressac de E. coli, que nao
de fusdo, indutiveis, adequados, incluem pTrc (Amann et al.,
(1988) Gene 69:301-315) e ©pET1ld (Studier et al., Gene
Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic
Press, San Diego, California (1990) 60-89). A expressao do
gene alvo a partir do vector pTrc assenta na transcricao pela
ARN-polimerase do hospedeiro a partir de um promotor de fusdo
trp-lac hibrido. A expressdo do gene alvo a partir do vector
PET11d assenta na transcrig¢do a partir de um promotor de fusao
gnl0-lac de T7 mediada por uma ARN-polimerase viral
co-expressa (gnl de T7). Esta polimerase viral é fornecida por
estirpes hospedeiras BL21(DE3) ou HMS174(DE3) a partir de um
profago A residente portador de um gene gnl de T7 sob o
controlo da transcrigdo do promotor lacUV 5.

Uma estratégia para maximizar a expressdac da proteina
recombinante em E. coli consiste em expressar a proteina numa
bactéria hospedeira com uma capacidade deficitdria para clivar
proteoliticamente a proteina recombinante (Gottesman, S., Gene
Expression Technology: Methods 1in Enzymology 185, Academic
Press, San Diego, California (1990) 119-128). Outra estratégia
consiste em alterar a sequéncia de 4cido nucleico do &cido
nucleico a inserir num vector de expressdo de modo a que 0S
coddes individuais para cada aminodcido sejam aqueles que séo
preferencialmente utilizados em E. coli (Wada et al., (1992)
Nucleic Acids Res. 20:2111-2118). Esta alteracao de sequéncias
de 4cido nucleico da invengdo pode ser realizada através de
técnicas standard de sintese de ADN.
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Noutra concretizacdo, o vector de expressdao de CRSP é um
vector de expressdao de levedura. Os exemplos de vectores para
a expressdo na levedura S. cerivisae incluem pYepSecl
(Baldari, et al., (1987) Embo J 6:229-234), pMFa (Kurjan e
Herskowitz, (1982) Cell 30:933-943), pJRY88 (Schultz et al.,
(1987) Gene 54:113-123), pYESZ (Invitrogen Ccrporation, San
Diego, CA), e picZ (InVitrogen Corp, San Diego, CA).

Alternativamente, a CRSP pode ser expressa em células de
insecto utilizando vectores de expressdao de baculovirus. Os
vectores de Dbaculovirus disponiveis para a expressao de
proteinas em células de insecto de cultura (e.g., células Sf9)
incluem a série pAc (Smith et al. (1983) Mol. Cell Biol.
3:2156-2165) e a série pvVL (Lucklow e Summers (1989) Virology
170:31-39).

Ainda noutra concretizacgdo, um dcido nucleico da invencédo
¢ expresso em células de mamifero utilizando um wvector de
expressac de mamifero. Os exemplos de vectores de expressac de
mamifero incluem pCDM8 (Seed, B. (1987) Nature 329:840) e
pMI2PC (Kaufman et al. (1987) EMBO J. 6:187-195). OQuando
utilizado em células de mamifero, as funcgdes de controlo do
vector de expressdao sao frequentemente proporcionadas por
elementos reguladores virais. Por exemplo, 0©0Ss promotores
vulgarmente utilizados sdo derivados de polioma, Adenovirus 2,
citomegalovirus e Virus Simio 40. Para outros sistemas de
expressao adequados tanto para células procariotas como
eucariotas, vejam-se o0s capitulos 16 e 17 de Sambrook, J.,
Fritsh, E. F., e Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual. 2nd, ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989.

Noutra concretizagdo, o vector de expressao de mamifero
recombinante é capaz de dirigir a expressdo do acido nucleico
preferencialmente num tipo de célula particular (e.qg.,
elementos reguladores especificos de tecidos sdao utilizados
para expressar o 4acido nucleico). Os elementos reguladores
especificos de tecidos sao conhecidos na especialidade. Os
exemplos ndo limitantes de promotores especificos de tecidos
adequados 1incluem o promotor da albumina (especifico do
figado; Pinkert et al. (1987) Genes Dev. 1:268-2717),
promotcres especificos de linfdides (Calame e Eaton (1988)
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Adv. Immunol. 43:235-275), em particular promotores de
receptores de células T (Winoto e Baltimore (1989) EMBO J.
§:729-733) e d1munoglobulinas (Banerji et al. (1983) Cell
33:729-740; Queen e Baltimore (1983) Cell 33:741-748),
promotores especificos de neurdnios (e.g., o promotor do
neurofilamento; Byrne e Ruddle (1989) PNAS 86:5473-5477),
promotores especificos do pancreas (Edlund et al. (1985)
Science 230:912-916), e promotores especificos da glandula
mamdria (e.g., promotor do soro do leite; Patente U.S.
4 873 316 e Publicacdo de Pedido de Patente Europeia 264 166).
Os promotores regulados pelo desenvolvimento estdo também
abrangidos, por exemplo, o0s promotores hox murinos (Kessel e
Gruss (1990) Science 249:374-379) e 0 promotor da
a-fetoproteina (Campes e Tilghman (1989) Genes Dev. 3:537-
546) .

A invengdo proporciona ainda um vector de expressao
recombinante compreendendo uma molécula de ADN da invengdo
clonada no vector de expressdo numa orientacdo anti-sentido.
Ou seja, a molécula de ADN estd operativamente ligada a uma
sequéncia reguladora de uma maneira que permite a expressao
(por transcricdo da molécula de ADN) de uma molécula de ARN
que ¢é anti-sentido relativamente ao ARNm de CRSP. Podem ser
escolhidas sequéncias reguladoras operativamente ligadas a um
dcido nucleico clonado na orientagdo anti-sentido que dirigem
a expressao continua da molécula de ARN anti-sentido numa
variedade de tipos de células, por exemplo promotores virais
e/ou potenciadores, ou podem ser escolhidas sequéncias
reguladoras que dirigem &a expressao constitutiva, especifica
do tecido ou do tipo de célula, do ARN anti-sentido. O vector
de expressdo anti-sentido pode estar na forma de um plasmideo
recombinante, um fagemideo ou um virus atenuado em que sao
produzidos acidos nucleicos anti-sentido sob o controlo de uma
regido reguladora altamente eficiente, cuja actividade pode
ser determinada pelo tipo de célula nc qual o vector &
introduzido. Para uma discussdao da regulacdo da expressao
génica utilizando genes anti-sentido, veja-se Weintraub, H. et
al., Antisense RNA as a molecular tool for genetic analysis,
Reviews — Trends in Genetics, Vol. 1 (1) 1986.

Outro aspecto da invencdo refere-se a células hospedeiras
nas quais foi introduzido um vector de expressdo recombinante
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da 1nvengdo. As expressdes "célula hospedeira™ e "célula
hospedeira recombinante" sao utilizadas aqui indiferentemente.
Entenda-se que estas expressdes se referem ndo apenas a célula
particular em guestdo mas também a progénie ou progénie
potencial dessa célula. Como podem ocorrer certas modificagdes
nas gerag¢gdes que se sucedem devido a mutagdo ou a influéncias
ambientais, esta progénie pode, de facto, nado ser idéntica a
célula progenitora, mas estdo ainda incluidas no ambito da
expressao como aqui utilizada.

Uma célula hospedeira pode ser qualquer célula procariota
ou eucariota. Por exemplo, a proteina CRSP pode ser expressa
em células bacterianas tais como E. coli, células de insecto,
células de levedura ou células de mamifero (tais como células
de ovario de hamster chinés (CHO) ou células COS). OQutras
células hospedeiras adequadas sao conhecidas dos peritos na
especialidade.

O ADN do vector pode ser introduzido em células
procariotas ou eucariotas através de técnicas convencionais de
transformacgao ou transfecgao. Tal como aqui se utilizam, com
0s termos "transformacdo" e "transfecgado" pretende-se referir
uma variedade de técnicas reconhecidas na especialidade para a
introdugdo de &acido nucleico estranho (e.g., ADN) numa célula
hospedeira, incluindo a co-precipitacdo com fosfato de cédlcio
ou cloreto de calcio, a transfeccgdo mediada por DEAE-dextrano,
a lipofecgdo ou a electroporagao. Os métodos adequados para a
transformacdo ou transfecgdao de células hospedeiras podem ser
encontrados em Sambroock, et al. (Molecular Cloning: A
Laboratory Manual. 2nd, ed., Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY,
1989), e outros manuais de laboratdrio.

Para a transfecgdo estdavel de células de mamifero,
sabe-se gue, dependendo do vector de expressdo e da técnica de
transfecgao utilizados, apenas uma pequena fraccgdo de células
pode 1ntegrar o ADN estranho no seu genoma. De modo a
identificar e seleccionar esses integrantes, € geralmente
introduzido um gene que codifica um marcador seleccionavel
(e.g., resisténcia a antibidticos) nas c¢élulas hospedeiras,
juntamente com O gene de interesse. Os marcadores
selecciondveis preferidos incluem aqueles que conferem
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resisténcia a farmacos, tais como G418, higromicina e
metotrexato. O Acido nucleico que codifica um marcador
selecciondvel pode ser introduzido numa célula hospedeira no
mesmo vector que o que codifica a CRSP ou pode ser introduzido
num vector separado. As células estavelmente transfectadas com
o 4dcido nucleico introduzido podem ser identificadas por
selecgdo por farmacos (e.g., células gue incorporaram © gene
marcador selecciondvel sobreviverdo, enquanto as outras
células morrem) .

Uma célula hospedeira da inveng¢do, tal como uma célula
hospedeira procariota ou eucariota em cultura, pode ser
utilizada para produzir (i.e., expressar) a proteina CRSP.
Deste modo, a 1invencdo proporciona ainda métodos para a
producgao de proteina CRSP utilizando as células hospedeiras da
inveng¢do. Numa concretizagdo, o método compreende a cultura da
célula hospedeira da inven¢ao (na qual foi introduzido um
vector de expressdo recombinante que codifica CRSP) num meio
adequado de modo a que a proteina CRSP seja produzida. Noutra
concretizacgao, o método compreende ainda o isolamento da CRSP
a partir dec meio ou da célula hospedeira.

As células hospedeiras da inveng¢do podem também ser
utilizadas para produzir animais transgénicos ndo humanos. Por
exemplo, numa concretizacdo, uma célula hospedeira da invencéo
¢ um od6cito fertilizado ndo humano ou uma célula estaminal
embriondria ndo humana nos quais foram introduzidas sequéncias
que codificam CRSP. Estas células hospedeiras podem entdo ser
utilizadas para criar animais transgénicos ndo humanos em que
as sequéncias de CRSP exd6genas foram introduzidas no seu
genoma ou animais recombinantes homélogos em que as sequéncias
de CRSP endoégenas foram alteradas. Estes animais sao uteis
para estudos da fungdo e/ou da actividade da CRSP e para a
identificacgdo e/ou avaliacdo de moduladores da actividade de
CRSP. Tal como aqui se utiliza, um "animal transgénico" & um
animal nao humano, preferivelmente um mamifero, mais
preferivelmente um roedor tal como um rato ou um ratinho, emnm
que uma ou mais das células do animal incluem um transgene.
Outros exemplos de animais transgénicos incluem primatas nao
humanos, ovelhas, c¢des, vacas, cabras, galinhas, anfibios,
etc. Um transgene é ADN exdgeno que estd integrado no genoma
de uma célula a partir da qual um animal transgénico se
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desenvolve e que permanece no genoma do animal maduro,
dirigindc deste modo a expressao de um produto génico
codificado num ou mais tipos de células ou tecidos do animal
transgénico., Tal como aqgui se utiliza, um "animal homdlogo
recombinante” ¢ um animal ndo humano, preferivelmente um
mamifero, mais preferivelmente um ratinho, em que um gene de
CRSP enddégeno foi alterado por recombinagdc homéloga entre o
gene enddgeno e uma molécula de ADN exdgena introduzida numa
célula do animal, e.g., uma célula embriondria do animal,
antes do desenvolvimentos do animal.

Um animal transgénico nao humano da invencdo pode ser
criado introduzindo &cido nucleico gque codifica CRSP nos
prontclecs masculinos de um odcito fertilizado, e.g., por
micro-injecg¢do, infecgao retroviral e permitindo que o odcito
se desenvolva num animal hospedeiro fémea pseudo-gravida. A
sequéncia de ADNc de CRSP humana da invencdo pode ser
introduzida na forma de um transgene no genoma de um animal
ndao humano. Alternativamente, um homélogo nac humanc de um
gene de CRSP humana, tal como um gene de CRSP de ratinho, pode
ser isolado com base na hibridacéao com o ADNc de CRSP humana
(adicionalmente descrita na subseccdo I anterior) e pode ser
utilizado como transgene. Podem também ser incluidos no
transgene sequéncias intrdnicas e sinais de poliadenilacgdo
para aumentar a eficiéncia da expressdoc do transgene. Uma ou
mais sequéncias reguladoras especificas de tecidos podem ser
operativamente ligadas ao transgene de CRSP para dirigir a
expressdao da CRSP proteina para células particulares. Os
métodos para criar animais transgénicos ndo humanos por via de
manipulacdo de embrides e micro-injecgado, particularmente
animais tais como ratinhos, tornaram-se convencionais na
especialidade e estao descritos, por exemplo, nas Patentes
U.S. 4 736 866 e 4 870 009, ambas de Leder et al., na Patente
U.S. 4 873 191 de Wagner et al., e em Hogan, B., Manipulating
the Mouse Embryo, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y., 1986). Utilizam-se métodos similares para
a producdo de outros animais transgénicos ndo humanos. Um
animal fundador transgénico ndo humano pode ser identificado
com base na presenca do transgene de CRSP no seu genoma &/ou
na expressdo do ARNm de CRSP em tecidos ou células dos
animais. Um animal fundador transgénico ndc humano pode entao
ser utilizado para criar mais animais portadores do transgene.
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Adicionalmente, os animais transgénicos ndo humanos portadores
de um transgene que codifica CRSP podem ainda ser procriados
com outros animais transgénicos ndo humanos portadores de
outros transgenes.

Para criar um animal ndo humano recombinante homdlogo,
prepara-se um vector dque contém pelo mencs uma por¢cdo de um
gene de CRSP no qual foil introduzida uma delec¢do, adic¢do ou
substituicao para assim alterar, e.qg., corromper
funcionalmente, o gene de CRSP. O gene de CRSP pode ser um
gene humano (e.g., © ADNc de SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:6,
SEQ ID NC:9 ou SEQ ID NO:12), mas mais preferivelmente, ¢ um
homélogo nao humano de um gene de CRSP humana. Por exemplo, um
gene de CRSP de ratinho de SEQ ID NO:16 pode ser utilizado
para construilr um vector de recombinacdo homdloga adequado
para alterar um gene de CRSP enddgeno no genoma do ratinho.
Numa concretizagdo preferida, o vector ¢é desenhado de modo a
que, apds recombinagdo homéloga, o gene de CRSP enddgeno seja

funcionalmente corrompido (i.e., deixe de codificar uma
proteina funcional; também  referido como um  vector
"knockout"). Alternativamente, o vector pode ser desenhado de

modo a que, apds recombinagdo homdéloga, o gene de CRSP
enddgeno seja mutado ou de outro modo alterado mas codifique
ainda a proteina funcional (e.g., a regido reguladora a
montante pode ser alterada para desse modo alterar a expressao
da proteina CRSP enddgena). No vector de recombinagao
homdéloga, a porcdo alterada do gene de CRSP esta flangueada
nas suas extremidades 5' e 3' por acido nucleico adicional do
gene de CRSP para permitir que ocorra recombina¢do homéloga
entre o gene de CRSP exdgeno transportado pelo vector e um
gene de CRSP enddgeno numa célula estaminal embriondria néo
humana. O dcido nucleico de CRSP flangueador adicional tem um
comprimento suficiente para uma recombinagdo homdloga bem
sucedida com o gene enddgeno. Tipicamente, sdo incluidas no
vector varias quilcbases de ADN flangqueador (em ambas as
extremidades, 5' e 3') (veja-se e.g., Thomas, K.R. e Capecchi,
M.R. (1987) Cell 51:503 para uma descrigcdo de vectores de
recombinacdo homdéloga). O vector ¢ introduzido numa linha de
células estaminais embriondrias ndo humanas (e.g., por
electroporacgdo) e as células em que o gene de CRSP introduzido
sofreu recombinacdao homdloga com o gene de CRSP enddgenc sao
seleccionadas (veja-se e.g., Li, E. et al., (1992) Cell
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69:915). As células seleccionadas sao entdao injectadas num
blastocisto de um animal nao humano (e.g., um ratinho) para
formar quimeras de agregagdo (veja-se e.g., Bradley, A. em
Teratocarcinomas and Embryonic Stem (Cells A Practical
Approach, E.J. Robertson, ed. (IRL, Oxford, 1987) pp. 113-152.
Um embrido quimérico ndo humano pode entdo ser implantado num
animal hospedeiro ndo humano fémea pseudo-grdvida adequada e ©
embridoc ¢ levado a termo. A progénie portadora do ADN
homologamente recombinado nas suas células germinais pode ser
utilizada para criar animais em que todas as células do animal
contém o ADN homologamente recombinado por transmissdo de
linha germinal do transgene. 0Os métodos para a construgdo de
vectores de recombinagdo homéloga e animais recombinantes
homélogos estdo descritos adicionalmente em Bradley, A. (1991)
Current Opinion 1in Biotechnology 2:823-829 e na Publicagao
Internacional PCT com os N°°.: WO 90/11354 de Le Mouellec et
al.; WO 91/01140 de Smithies et al; WO 92/0968 de Zijlstra et
al.; e WO 93/04169 de Berns et al.

Noutra concretizacdo, podem ser produzidos animais
transgénicos ndao humanos que contém sistemas seleccionados que
permitem a expressdo regulada do transgene. Um exemplo de um
destes sistemas é o sistema de recombinase cre/loxP do
bacteridéfago Pl. Para uma descrigdo do sistema de recombinase
cre/loxP, veja-se, e.g., Lakso et al. (1992) PNAS 89:6232-
6236. Outro exemplo de um sistema de recombinase € o sistema
de recombinase FLP de Saccharomyces cerevisiae (0'Gorman et
al. (1991) Science 251:1351-1355. Se for utilizado um sistema
de recombinase cre/loxP para regular a expressdo do transgene,
sd0 necessdarios animais contendo transgenes que codificam
tanto a recombinase Cre como uma proteina seleccionada. Estes
animais podem ser proporcionados através da construgao de
animais transgénicos "duplos" naoc humanos, e.g., acasalando
dois animais transgénicos ndo humanos, um contendo um
transgene que codifica uma proteina seleccionada e o© outro
contendo um transgene que codifica uma recombinase.

Clones dos animais transgénicos nao humanos aqui
descritos podem também ser produzidos de acordo com os métodos
descritos em Wilmut, I. et al. (1997) Nature 385:810-813. Em
resumo, uma célula, e.g., uma célula somatica, do animal
transgénico, pode ser isolada e induzida para sair do ciclo de
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crescimento e entrar em fase Gy. A célula quiescente pode
entdao ser fundida, e.g., através da utilizagdo de pulsos
eléctricos, com um odcito enucleado ndo humano de um animal da
mesma espécie da qual é isclada a célula gquiescente. 0O odécito
ndac humano reconstruido ¢é depois cultivado de modo a
desenvolver-se em mérula ou blastécito e depois é transferido
para o animal hospedeiro fémea pseudo-gravida. A descendéncia
nascida deste animal hospedeirc fémea serd um clone do animal
do qual a célula, e.g., a célula somdtica, ¢ isolada.

IV. Composicbes Farmacéuticas

As moléculas de &cido nucleico de CRSP, as proteinas CRSP
e 0s anticorpos anti-CRSP (aqui também referidos como
"compostos activos") da invengao podem ser incorporados em
composi¢les farmacéuticas adequadas para administracdo. Estas
composicBes tipicamente compreendem a molécula de acido
nucleico, a proteina ou o anticorpo e um transportador
farmaceuticamente aceitdvel. Tal como aqui se utiliza, na
expressao "transportador farmaceuticamente aceitavel"
pretende-se incluir qualquer um e todos entre solventes, meios
de dispersado, revestimentos, agentes antibacterianos e
antifungicos, agentes de retardamento da absorcao e
isoténicos, e semelhantes, compativeis com a administracao
farmacéutica. A wutilizacdo destes meios e agentes para
substdncias farmaceuticamente activas é Dbem conhecida na
especialidade. Excepto no caso de qualquer meio ou agente
convencional ser incompativel com © composto activo, a sua
utilizacdo nas composigdes estd contemplada. Compostos activos
suplementares podem também ser incorporados nas composigdes.

Uma composicao farmacéutica da invencao é formulada para
ser compativel com a via de administra¢do a que se destina. Os
exemplos de vias de administrag¢ac incluem administracao
parentérica, e.g., intravenosa, intradérmica, subcutdnea, oral
(e.g., inalacdo), transdérmica (tdépica), transmucosa e rectal.
As solugdes ou suspensdes utilizadas para aplicacéao
parentérica, intradérmica ou subcutdnea podem incluir os
seguintes componentes: um diluente estéril tal como Agua para
injecg¢do, solugdo salina, o¢leos fixados, polietilenoglicdis,
glicerina, propilenoglicol ou outros solventes sintéticos;
agentes antibacterianos tais como &lcool benzilico ou
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metilparabenos; antioxidantes tais como d4cido ascdérbico ou
bissulfito de sdédio; agentes quelantes tais como 4&cido
etilenodiaminotetra-acético; tampdes tais como acetatos,
citratos ou fosfatos e agentes para o ajuste de tonicidade
tais como cloreto de sédio ou dextrose. O pH pode ser ajustado
com acidos ou bases, tals como acido cloridrico ou hidréxido
de sédio. A preparagdo parentérica pcde ser encerrada em
ampolas, seringas descartdveis ou frascos de doses multiplas
feitos de vidro ou pléstico.

As composigbes farmacéuticas adequadas para utilizacgao
injectdvel incluem solugdes aquosas estéreis (quando soluveis
em Agua) ou dispersdes e pds estéreis para a preparacgao
extempordnea de solucgbes ou dispersfes injectdvels estéreis.
Para administragao intravenosa, o©os transportadores adeguados
incluem sclug¢do salina fisioldgica, &gua bacteriostatica,
Cremophor EL  (BASF, Parsippany, NJ) ou sclucdo salina
tamponada com fosfato (PBS). Em todos 0s casos, a composicdo
tem que ser estéril e deve ser fluida na medida em que seja
facil a sua aplicacgdo por seringa. Tem gue ser estdavel sob as
condigbes de fabrico e armazenagem e tem que ser conservada
contra a ac¢ao de contaminacado por microorganismos tais como
bactérias e fungos. O transportador pode ser um solvente ou um
meio de dispersdo contendo, por exemplo, Agua, etanol, poliol
(por exemplo, glicerol, propilenoglicol e polietilenoglicol
liquido, e semelhantes), e suas misturas adequadas. A fluidez
correcta pode ser mantida, por exemplo, pela utilizag¢ao de um
revestimento tal como lecitina, pela manutengdo da dimensdo de
particula necessaria no caso de dispersdo e pela utilizagdc de
tensioactivos. A prevencao da accadc de microorganismos pode
ser conseguida através de varios agentes antibacterianos e
antiftingicos, por exemplo, parabenos, clorobutanol, fenol,
dcido ascdédrbico, timerosal, e semelhantes. Em muitos casos,
serd preferivel incluir na composicdo agentes isotdnicos, por
exemplo, acgucares, polidlcoois tais como manitcol, sorbitol,
cloreto de sédio. A absorgcdao prolongada das composicdes
injectdveis pode ser conseguida incluindo na composic¢do um
agente que retarda a absorc¢do, por exemplo, monoestearato de
aluminio e gelatina.

As solucgdes injectdveils estéreis podem ser preparadas por
incorporacdao do composto activo (e.g., uma proteina CRSP ou um
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anticorpo anti-CRSP) na quantidade necessadria, num solvente
apropriado, com um ingredientes ou uma combinagcao de
ingredientes atrds enumerados, conforme necessadrio, seguida
por esterilizagdao por filtracdo. Genericamente, as dispersdes
sdo preparadas por incorporag¢ao do composto activo num veiculo
estéril que contém um meio de dispersdc basico e os outros
ingredientes necessarios dos atras enumerados. No caso de pds
estéreis para a preparacdo de solugdes injectdveis estéreis,
os métodos de preparacdo preferidos sdo a secagem sob vacuo e
a criodessecagem que originam um pd do ingrediente active mais
qualquer ingrediente adicional desejado a partir de uma sua
solucdo previamente esterilizada por filtracgdo.

As composigbes orals d1ncluem geralmente um diluente
inerte ou um transportador edivel. Podem ser encerradas em
cdpsulas de gelatina ou prensadas em comprimidos. Para fins de
administracdo terapéutica oral, o composto activo pode ser
incorporado com excipientes e utilizado na forma de
comprimidos, trociscos ou cépsulas. As composicdes orais podem
também ser preparadas utilizando um transportador fluido para
utilizacgdo como colutdrio, em que o composto no transportador
fluido ¢é aplicado oralmente e Dbochechado e expectorado ou
deglutido. Podemn ser incluidos agentes de ligacgao
farmaceuticamente compativeis, e/ou materiais adjuvantes, como
parte da composigdo. Os comprimidos, pilulas, cépsulas,
trociscos e semelhantes, podem conter gqualguer um dos
seguintes ingredientes, ou compostos de natureza similar: um
aglutinante tal como celulose microcristalina, goma adragante
ou gelatina; um excipiente tal como amido ou lactose, um
agente desintegrante tal como 4&cido alginico, Primogel ou
amido de milho; um lubrificante tal como estearato de magnésio
ou Sterotes; um deslizante tal como didxido de silicio
coloidal; um agente edulcorante tal como sacarose ou sacarina;
ou um agente aromatizante tal comc horteld-pimenta, salicilato
de metilo ou aroma de laranja.

Para administragcdo por inalacdao, ©s compostos Sao
entregues na forma de uma pulverizacgao de aerossol a partir de
um recipiente ou dispensador pressurizados que contém um
propulsor adequado, e.g., um gas tal como didxido de carbcno,
ou um nebulizador.
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A administracdo sistémica pode também ser por meios
transmucosos ou transdérmicos, Para administracdo transmucosa
ou transdérmica, utilizam-se na formulacdo penetrantes
apropriados para a barreira a permear. Estes penetrantes sao
geralmente conhecidos na arte, e incluem, por exemplo, para
administragdao transmucosa, detergentes, sals Dbiliares e
derivados de 4cido fusidico. A administracdo transmucosa pode
ser conseguida através da utilizacdo de pulverizagdes nasais
ou supositdrios. Para administragao transdérmica, os compostos
activos sao formulados em unguentos, pomadas, géis ou cremes
como é geralmente conhecido na especialidade.

Os compostos podem também ser preparados na forma de
supositdérios (e.g., com bases convencionais para supositdrios
tais como manteiga de cacau e outros glicéridos) ou enemas de
retengdo para entrega rectal.

Numa concretizacao, o0s compostos activos sdo preparados
com transportadores que 1rdao proteger o composto contra a
rdpida eliminagdo pelo corpo, tal como uma formulagdo de
libertacao controlada, incluindo implantes e sistemas de
entrega microencapsulados. Podem utilizar-se polimeros
biocompativeis, biodegradaveis, tais como etileno-acetato de
vinilo, polianidridos, dcido poliglicélico, colagénio,
poliortoésteres e 4cido polildctico. 0s métodos para
preparacaoc destas formulacgdes serdo evidentes para o0s peritos
na especialidade. Os materiais podem também ser obtidos
comercialmente de Alza Corporation e Nova Pharmaceuticals,
Inc. Podem também ser utilizadas suspensfes lipossodmicas
(incluindo 1lipossomas direccionados para células infectadas
com anticorpos monoclonais para antigénios virais) como
transportadores farmaceuticamente aceitdveis. Estas podem ser
preparadas de acordo com métodos conhecidos dos peritos na
especialidade, por exemplo, como descrito na Patente
U.S. 4 522 811.

E especialmente vantajoso formular composicBes orais ou
parentéricas na forma de dosagem unitdria para facilidade de
administracdo e uniformidade de dosagem. Forma de dosagem
unitdria, como agui se utiliza, refere-se a unidades
fisicamente discretas adequadas como dosagens unitdrias para o
individuo a tratar; cada unidade contendo uma gquantidade
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predeterminada de composto activo calculada para produzir o
efeito terapéutico desejado em associagdao com o transportador
farmacéutico requerido. As especificagdes para as formas de
dosagem unitdria da invengdo sao ditadas por, e directamente
dependentes, das caracteristicas unicas do composto activo e
do efeitc terapéutico particular a conseguir, e das limitagdes
inerentes na especialidade da preparacao de composicdes com
esse composto activo para o tratamento de individuos.

A toxicidade e a eficdcia terapéutica destes compostos
podem  ser determinadas por procedimentos farmacéuticos
standard em culturas celulares ou animais experimentais, e.g.,
para determinacdo da LD50 (a dose letal para 50% da populacao)
e a ED50 (a dose terapeuticamente eficaz em 50% da populacgdo).
A razdo de doses entre os efeitos tdéxico e terapéutico é o
indice terapéutico e pode ser expresso como a razdo LD50/EDS0.
Sao preferidos os compostos que exibem indices terapéuticos
elevados. Embora se possam utilizar compostos que exibem
efeitos secunddrios tdxicos, deve ter-se o cuidado de desenhar
um sistema de entrega que direccione esses compostos para o
local do tecido afectado de modo a minimizar potenciais danos
em células nao infectadas e, desse modo, reduzir os efeitos
secundarios.

Os resultados obtidos a partir dos ensaios de culturas
celulares e estudos em animais podem ser wutilizados na
formulacao de uma gama de dosagem para utilizagdo em seres
humanos. A dosagem destes compostos assenta preferivelmente
numa gama de concentragdes circulantes que inclui a EDSO com
pouca ou nenhuma toxicidade. A dosagem pode variar dentro
desta gama dependendo da forma de dosagem empregue e da via de
administracgao utilizada. Para qualqguer composto utilizado no
método da invencao, a dose terapeuticamente eficaz pode ser
estimada 1nicialmente a partir de ensaios de culturas
celulares. Uma dose pode ser formulada em modelos animails para
se conseguir uma gama de concentracdes plasmdticas circulantes
que inclui a IC50 (i.e., a concentracgdo do composto de teste
que atinge uma inibicdo semi-maxima dos sintomas) como
determinadec em cultura celular. Esta informag¢do pode ser
utilizada para determinar mais precisamente as doses Uteis em
seres humanos. 0Os nivels no plasma podem ser medidos, por
exemplo, por cromatografia liquida de alta resolucgédo.
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As moléculas de 4cido nucleico da invencdo podem ser
inseridas em vectores e utilizadas como vectores de terapia
génica. Os vectores de terapia génica podem ser entregues a um
individuo por, por exemplo, injecgao intravenocsa,
administracao local (veja-se a Patente U.S. 5 328 470) ou por
injecgdo estereotdctica (veja-se e.g., Chen et al. (1994) PNAS
91:3054-3057). A preparacao farmacéutica do vector de terapia
génica pode incluir o vector de terapia génica num diluente
aceitdavel, ou pode compreender uma matriz de libertagdo lenta
em que o veiculo de entrega dos genes estd implantado.
Alternativamente, quando o vector de entrega de genes completo
pode ser produzido intacto a partir de células recombinantes,
e.g., vectores retrovirals, a preparacdao farmacéutica pode
incluir uma ou mais células gque produzem o sistema de entrega
de genes.

As composicdes farmacéuticas podem ser incluidas num
recipiente, uma embalagem ou um dispensador, Jjuntamente com

instru¢des para administracao.

V. Utilizagbes e Métodos da Invengdo

As moléculas da presente invencao (e.g., moléculas de
acido nucleico, proteinas, homdlogos de proteinas e
anticorpos, aqui descritos) podem ser utilizadas num ou mais
dos seguintes métodos: a) ensaios de rastreio; Db) medicina

preditiva (e.g., ensaios de diagnéstico, ensaios de
prognoéstico, ensaios clinicos de monitoracao e
farmacogenética); e c) métodos de tratamento (e.qg.,
terapéuticos e profilacticos). Tal como aqui descrito, uma

proteina CRSP da invencdo possui uma ou mais das seguintes
actividades: calcio intracelular, um aumento de
fosfatidilinositol ou outra molécula, e pode resultar, e.g.,
em fosforilagdo de proteinas especificas, uma modulacdo da
transcrigdao génica e qualgquer das outras actividades
bicldégicas aqui estabelecidas.

Numa concretizacao preferida, uma actividade de CRSP ¢
pelo menos uma ou mails das seguintes actividades: (1)
interacgdo de uma proteina CRSP com, e/ou ligagdo a, uma
segunda molécula, (e.g., uma proteina, tal como um receptor de
CRSP (e.g., CRSP-1), uma forma soluvel de um receptor de CRSP,
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um receptor para um membro da familia wnt de proteinas de
sinalizacadaoc, ou uma molécula de sinalizagcdo que nac uma CRSP);
(ii) interaccdo de wuma proteina CRSP com uma proteina
intracelular por via de um receptor de CRSP ligado a membrana;
(iii) formagdo de um complexo entre uma proteina CRSP soluvel
e um segundo parceiro de ligagdo de CRSP soluvel (e.g., uma
molécula que naoc uma proteina CRSP ou uma segunda molécula de
proteina CRSP); (iv) interaccéo com outras proteinas
extracelulares (e.g., regulacao da adesao celular dependente
de wnt a componentes da matriz extracelular); (v) ligacédo a, e
eliminagdo de, uma molécula indesejavel (e.g., uma actividade
desintoxicante ou funcdo de defesa); e/ou (vi) uma actividade
enzimdtica, e pode assim ser utilizada em, por exemplo, (1)
modulagdo da transducdoc de sinais celulares, quer in vitro
quer in vivo (e.g., antagonismo da actividade de membros da
familia wnt de proteinas segregadas ou supressdo da transdugdo
de sinal dependente de wnt); (2) regulagdo da comunicagao
entre células (e.g., regulacadao de interacgbes célula-célula
dependentes de wnt); (3) regulagcédo da expressdo de genes cuja
expressao é modulada por ligacdo de CRSP (e.g., CRSP-1) a um
receptor; (4) regulagdo da transcrigdao génica numa célula
envolvida no desenvolvimento ou diferenciag¢do, quer in vitro
quer in vivo (e.g., 1indugdo de diferenciagao celular); (5)
regulacdc da transcrigcdo génica numa célula envolvida no
desenvolvimento ou diferenciagdo, em gue pelo menos um gene
codifica uma proteina especifica da diferenciacac; (6)
regulagcao da transcrigdo génica numa célula envolvida no
desenvolvimento ou na diferenciagdo, em que peloc menos um gene
codifica uma segunda proteina segregada; (7) regulacdao da
transcrigdo génica numa célula envolvida no desenvolvimento ou
na diferenciacdo, em que pelo mencs um gene codifica uma
molécula de transdugao de sinal; (8) regulagado da proliferacao
celular, quer in vitro quer 1in vivo (e.g., induc¢ao da
proliferacao celular ou inibi¢do da proliferag¢do como no caso
da supressao da tumorigénese (e.g., supressdac da formacgdo de
glioblastomas)); (9) formacdo e manutengdo de arranjos
espaciais ordenados de tecidos diferenciados em vertebrados,
tanto adultos como embriondrios (e.g., inducéo da formacdo da
cabeca durante o desenvolvimento dos vertebrados ou manutenc¢ido
de c¢élulas progenitoras hematopoiéticas); (10) modulagaoc da
morte celular, tal como estimulacdo da sobrevivéncia celular;
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(11) regulacdo da migracdo celular; e/ou (12) modulacédo

imunitaria.

De acordo com uma concretizacdo, a presente invengdo
envolve um método de utilizacao (e.q., um ensaio de
diagndéstico, um ensaio de progndéstico ou um método de
tratamento profildctico/terapéutico) em que € utilizada uma
molécula da presente invencdo (e.g., uma proteina CRSP, um
dcido nucleico de CRSP ou um modulador de CRSP), por exemplo,
para diagnosticar, prognosticar e/ou tratar uma doenga e/ou
condigdo em que estd indicada qualquer das actividades atrés
mencionadas (i.e., actividades (1)-(vi) e (1)y-(12) no
paragrafc anterior). Noutra concretizacdo, a presente invengio
envolve um método de utilizacdo (e.g., um ensaio de
diagndstico, um ensaio de prognéstico ou o fabrico de um
medicamento para um método de tratamento
profildctico/terapéutico) em que € utilizada uma molécula da
presente invencdo (e.g. uma proteina CRSP, um acido nucleico
de CRSP ou um modulador de CRSP), por exemplo, no fabrico de
um medicamento para o diagndstico, progndstico e/ou tratamento
de individuos, preferivelmente um individuo humano, em gque
qualquer das actividades atras mencionadas esta
patologicamente perturbada. Numa concretizacdo preferida, o0s
métodos de utilizacdo (e.g., ensaios de diagndstico, ensaios
de progndstico ou fabrico de medicamentos para métodos de
tratamento profildcticos/terapéuticos) envolvem a producdo de
um medicamento para administracgao a um individuo,
preferivelmente um individuo humano, de uma molécula da
presente invengidc (e.g., uma proteina CRSP, um acido nucleico
de CRSP ou um modulador de CRSP) para o diagnéstico,
progndstico e/ou tratamento terapéutico. Noutra concretizacdo,
0s métodos de wutilizagédo (e.g., ensaios de diagndstico,
ensaios de progndstico ou fabrico de medicamentos para métodos
de tratamento profilacticos/terapéuticos) envolvem a produgio
de um medicamento para administracdo a um individuo humano de
uma molécula da presente invencaoc (e.g., uma proteina CRSP, um
dcido nucleico de CRSP ou um modulador de CRSP).

Outras concretizacdes da invencdo referem-se & utilizacdo
de moléculas de dcido nucleico isoladas da invengdo que podem
ser utilizadas, por exemplo, para expressar uma proteina CRSP
(e.g., por via de um vector de expressao recombinante numa
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célula hospedeira em aplicacgbes de terapia génica), para
detectar ARNm de CRSP (e.g., numa amostra bioldgica) ou uma
alteragbes genética num gene de CRSP, e para modular a
actividade de CRSP, como descrito adiciconalmente adiante. Em
adicdo, as proteinas CRSP podem ser utilizadas para rastrear
fadrmacos ou compostos que modulam a actividade de CRSP assim
como para tratar desordens caracterizadas por producao
insuficiente ou excessiva de proteina CRSP ou produgdo de
formas da proteina CRSP que possuem actividade diminuida ou
aberrante em comparac¢do com a proteina CRSP de tipo selvagem
(e.g., desordens de desenvolvimento ou doeng¢as proliferativas
tais como cancro, assim como doencas, condicdes ou desordens
caracterizadas por diferenciacdo e/ou sobrevivéncia celulares
andémalas, uma estrutura extracelular andmala ou uma anomalia
num mecanismo de defesa). Adicionalmente, os anticorpos anti-
CRSP da invencdo podem ser utilizados para detectar e isolar
proteinas CRSP, regular a biodisponibilidade de proteinas
CRSP, e modular a actividade de CRSP. A expressdao "uma
actividade aberrante", aplicada a uma actividade de uma
proteina tal como CRSP (e.g., CRSP-1), refere-se a uma
actividade que difere da actividade da proteina de tipo
selvagem ou nativa ou que difere da actividade da proteina num
individuo sauddvel. Uma actividade de uma proteina pode ser
aberrante porque ¢é mais forte do que a actividade da sua
contrapartida nativa. Alternativamente, uma actividade pode
ser aberrante por ser mais fraca ou estar ausente
relativamente a actividade da sua contrapartida nativa. Uma
actividade aberrante pode também ser uma alteragdo numa
actividade. Por exemplo uma proteina aberrante pode interagir
com uma proteina diferente relativamente a sua contrapartida
nativa. Uma célula pode ter uma actividade aberrante de CRSP
(e.g., CRSP-1) devido a super-expressao ou sub-expressao do
gene que codifica a CRSP.

A. Ensaios de Rastreio:

A invenc¢do proporciona um método (também referido aqui
como um "ensalio de rastreio") para a i1dentificacao de
moduladores, i.e., compostos de teste ou candidatos ou agentes
(e.qg., péptidos, peptidomiméticos, moléculas peguenas ou
outros fdrmacos) que se ligam a proteinas CRSP ou possuem um
efeito estimulador ou inibidor sobre, por exemplo, a expressao
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de CR3P ou a actividade de CRSP. 0Os moduladores podem incluir,
por exemplo, agonistas de CRSP e/ou antagonistas de CRSP. Com
o termo "agonista", tal como aqui se utiliza, pretende-se
referir um agente que imita ou supra-regula (e.g. potencia ou
suplementa) a bicactividade de uma CRSP (e.g., CRSP-1). Um
agonista de CRSP pode ser um composto que imita a
bicactividade de uma proteina CRSP, tal como transducdo de um
sinal a partir de um receptor de CRSP, por, e.g., 1interaccéao
com um receptor de CRSP-1. Um agonista de CRSP pode também ser
um composto que supra-regula a expressao de um gene de CRSP.
Um agonista de CRSP pode também ser um composto que modula a
expressdo ou a actividade de uma proteina que estd localizada
a Jjusante de um receptor de CRSP, desse modo 1imitando ou
aumentando o efeito da ligacdo de CRSP a um receptor de CRSP.

"Antagonista", como aqui se utiliza, pretende referir um
agente que 1inibe, diminul ou suprime a Dbioactividade de uma
CRSP (e.g., CRSP-1). Um antagonista pode ser um composto que
diminui a sinalizacdo de uma proteina CRSP, e.g., um composto
que € capaz de se ligar a CRSP-1 ou a um receptor de CRSP-1.
Um antagonista de CRSP preferido inibe a interac¢ao entre uma
proteina CRSP e outra molécula, tal como um receptor de CRSP.
Alternativamente, um antagonista de CRSP pode ser um composto
que infra-regula a expressao a um gene de CRSP. Um antagonista
de CRSP pode também ser um composto que modula a expressdo ou
a actividade de uma proteina que estd localizada a jusante de
um receptor de CRSP, desse modo antagonizando o© efeito da
ligagdo de CRSP a um receptor de CRSP.

Numa concretizacdo, a invengao proporciona ensaios para o
rastreio de compostos de teste ou candidatos que se ligam a,
ou modulam a actividade de, uma proteina ou polipéptido de
CRSP ou uma sua por¢do Dbioclogicamente activa. Noutra
concretizagao, a invengao proporciona ensaios para o rastreio
de compostos de teste ou candidatos que se ligam a, ou modulam
a actividade de, um receptor de CRSP. 0Os compostos de teste da
presente inveng¢do podem ser obtidos utilizando gualquer uma
das numerosas abordagens em métodos de bibliotecas
combinatdérias conhecidos na especialidade, incluindo:
bibliotecas bioldgicas; bibliotecas em fase de solugdaoc ou em
fase sdlida paralela espacialmente abordaveis; métodos de
bibliotecas sintéticas que requerem desenrclamento; o método
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da Dbiblioteca ‘'uma conta, um composto'; e métodos de
bibliotecas sintéticas utilizando selecg¢do por cromatografia
de afinidade. A abordagem de Dbibliotecas biocldgicas esta
limitada a bibliotecas peptidicas, enquanto as outras quatro
abordagens sdo aplicdveis a Dbibliotecas de compostos
peptidicos, oligoméricos naoc peptidicos ou de molécula
pequena, (Lam, K.S. (1997) Anticancer Drug Des. 12:145).

Os exemplos de métodos para a sintese de bibliotecas
moleculares podem ser encontrados na especialidade, por
exemplo em: DeWitt et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
90:6909; Erb et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
91:11422; zuckermann et al. (1994). J Med. Chem. 37:2678; Cho
et al. (1993) Science 261:1303; Carrell et al. (1994) Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 33:2059; Carell et al. (1994) Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 33:2061; e em Gallop et al. (1994) J Med.
Chem. 37:1233.

As Dbibliotecas de compostos podem ser apresentadas em
solugdoc (e.g., Houghten (1992) BioTechniques 13:412-421), ou
sobre contas (Lam (1991) Nature 354:82-84), chips (Fodor
(1993) Nature 364:555-556), bactérias (Ladner USP 5 223 409),
esporos (Ladner USP '409), plasmideos (Cull et al. (1992) Proc
Natl Acad Sci USA 89:1865-1869) ou sobre fagos (Scott e Smith
(1990) Science 249:386-390); (Devlin (1990) Science 249:404-
406); (Cwirla et al. (1990) Proc. Natl. Acad Sci. 87:6378-
6382); (Felici (1991) J Mol. Biol. 222:301-310); (Ladner
supra.).

Numa concretizacdo, um ensaio é um ensaio a base de
células em gque uma célula que expressa um receptor de CRSP
sobre a superficie celular ¢ colocado em contacto com um
composto de teste e a capacidade do composto de teste para se
ligar a um receptor de CRSP ¢ determinada. A célula, por
exemplo, pode ser de origem mamifera ou uma célula de
levedura. A determinacdo da capacidade do composto de teste
para se ligar a um receptor de CRSP pode ser realizada, por
exemplo, por acoplamento do composto de teste com um
radioisdtopo ou um marcador enzimdtico de modo a que a ligacdo
do composto de teste ao receptor de CRSP possa ser determinada
por deteccdo do composto marcado num complexo. Por exemplo, 0S

2R
compostos de teste podem ser marcados com 125I, *°s, Y“c ou 3H,



EP 0 975 755 /PT
69

directa ou indirectamente, e o radioisétopo pode ser detectado
por contagem directa da radiocemissdao ou por contagem de
cintilagBes. Alternativamente, os compostos de teste podem ser
marcados enzimaticamente com, por exemplo, peroxidase de
rdbano, fosfatase alcalina ou luciferase, e o marcador
enzimdtico pode ser detectado por determinagdo da conversdo de
um substrato apropriado, em produto.

Estd também no ambito da presente invencdo determinar a
capacidade de um composto de teste para interagir com um
receptor de CRSP sem a marcagdao de nenhum dos intervenientes.
Por exemplo, pode utilizar-se um microfisidmetro para detectar
a interaccao de um composto de teste com um receptor de CRSP
sem a marcagdo, nem do composto de teste nem do receptor.
McConnell, H.M. et al. (1992) Science 257:1906-1912. Tal como
aqui se utiliza, um "microfisidmetro"™ (e.g., Cytosensor ) & um
instrumento analitico que mede a taxa a que uma célula
acidifica o seu ambiente utilizando um sensor poteciométrico
aborddvel por luz (LAPS). As alteragbes nesta taxa de
acidificacdo podem ser utilizadas como um indicador da
interaccao entre o ligando e o receptor.

Numa concretizagao preferida, o ensaio compreende o
contacto de uma célula que expressa um receptor de CRSP sobre
a superficie celular com uma proteina CRSP ou uma sua porgao
biclogicamente activa, para formar uma mistura de ensaio, o0
contacto da mistura de ensaio com um composto de teste, e a
determinacédo da capacidade do composto de teste para interagir
com um receptor de CRSP, em que a determinagao da capacidade
do composto de teste para interagir com um receptor de CRSP
compreende a determinacdo da capacidade do composto de teste
para se ligar preferencialmente ao receptor de CRSP en
comparacao com a capacidade da CRSP, ou de uma sua por¢ao
bioclogicamente activa, se ligar ao receptor.

Noutra concretizacdo, um ensaio é um ensaio a Dbase de
células compreendendo o contacto de uma célula que expressa
uma molécula alvo de CRSP com um composto de teste e a
determinacédo da capacidade do composto de teste para modular
(e.g. estimular ou inibir) a actividade da molécula alvo de
CRSP. A determinacao da capacidade do composto de teste para
modular a actividade de uma molécula alvo de CRSP pode ser
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conseguida, por exemplo, por determinacdo da capacidade da
proteina CRSP se ligar a, ou interagir com, a molécula alvo de
CRSP.

A determinac¢do da capacidade da proteina CRSP se ligar ou
interagir com uma molécula alvo de CRSP pode ser realizada
através de um dos métodos atrds descritos para a determinacio
da ligacgéo directa. Numa concretizagdo  preferida, a
determinac¢do da capacidade da proteina CRSP se ligar a, ou
interagir com, uma molécula alvo de CRSP, pode ser realizada
por determinacdo da actividade da molécula alvo. Por exemplo,
a actividade da molécula alvo pode ser determinada por
deteccao da inducdo de um segundo mensageiro celular do alvo

(i.e. ca”*

intracelular, diacilglicerol, 1IP;, etc.), deteccdo
da actividade catalitica/enzimdtica do alvo para um substrato
apropriado, detec¢do da indu¢do de um gene repdrter
(compreendendo um elemento regulador responsivo a CRSP
operativamente ligado a um A&cido nucleico que codifica um
marcador detectdvel, e.g., luciferase), ou deteccdo de uma
resposta celular, por exemplo, desenvolvimento, diferenciacdo

ou taxa de proliferacgao.

Ainda noutra concretizacao, um ensaio da presente
invencdao é um ensaioc 1isentc de células em que uma proteina
CRSP ou uma sua porcdo bioclogicamente activa é colocada em
contacto com um composto de teste e a capacidade do composto
de teste para se ligar a proteina CRSP ou a uma sua porg¢ao
biologicamente activa ¢ determinada. A ligagdo do composto de
teste a proteina CRSP pode ser determinada quer directa quer
indirectamente como  atras descrito. Numa concretizacao
preferida, o ensaio inclui o contacto da proteina CRSP ou de
uma sua porg¢ao biologicamente activa com um composto conhecido
que se liga a CRSP para formar uma mistura de ensaio, o
contacto da mistura de ensaio com um composto de teste, e a
determinacdo da capacidade do composto de teste para interagir
com uma proteina CRSP, em que a determinacdo da capacidade do
composto de teste para interagir com uma proteina CRSP
compreende a determinacao da capacidade do composto de teste
para se ligar preferencialmente a CRSP ou a uma sua porg¢ao
biclogicamente activa em comparac¢do com o composto conhecido.
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Noutra concretizacao, o ensaio ¢ um ensaio isento de
células em gque uma proteina CRSP ou uma Ssua pPoOrgao
biologicamente activa é colocada em contacto com um composto
de teste e a capacidade do composto de teste para modular
(e.qg., estimular ou inibir) a actividade da proteina CRSP ou
da sua porgao Dbiologicamente activa ¢ determinada. A
determinacdo da capacidade do composto de teste para modular a
actividade de uma proteina CRSP pode ser realizada, por
exemplo, por determinag¢do da capacidade da proteina CRSP se
ligar a uma molécula alvo de CRSP através de um dos métodos
atrds descritos para a determinagdo da ligacdo directa. A
determinagao da capacidade da proteina CRSP se ligar a uma
molécula alvo de CRSP pode também ser realizada utilizando uma
tecnologia tal como a Andlise de Interacc¢do Biomolecular (BIA)
em tempo real. Sjolander, S. e Urbaniczky, C. (1991) Anal.
Chem. 63:2338-2345 e Szabo et al. (1995) Curr. Opin. Struct.
Biol. 5:699-705. Tal como agui se wutiliza, "BIA" ¢é uma
tecnologia para o estudo de interacgbdes bicespecificas em
tempo real, sem marcacdo de qualquer dos intervenientes (e.g.,
BIAcore ). Podem utilizar-se alteracBes na ressonancia
plasménica de superficie (SPR) de fendmeno optico como uma
indicacdo de reacgdes em tempo real entre moléculas
bioldgicas.

Numa concretizacéo alternativa, a determinacdo da
capacidade do composto de teste para modular a actividade de
uma proteina CRSP pode ser conseguida por determinagdc da
capacidade da proteina CRSP para adicionalmente modular a
actividade de uma molécula alvo de CRSP. Por exemplo, a
actividade catalitica/enzimiatica da molécula alvo sobre um
substrato apropriado pode ser determinada como anteriormente
descrito.

Ainda noutra concretizacgdo, © ensaio isento de células
envolve o contacto de uma proteina CRSP ou uma sua porgao
biologicamente activa com um composto conhecido que se liga a
proteina CRSP para formar uma mistura de ensaio, o contacto da
mistura de ensaio com um composto de teste, e a determinacao
da capacidade do composto de teste para interagir com a
proteina CRSP, em que a determinag¢do da capacidade do composto
de teste para interagir com a proteina CRSP compreende a
determinag¢do da capacidade da proteina CRSP para se ligar
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preferencialmente a, ou modular a actividade de, uma molécula
alvo de CRSP.

Em muitos programas de rastreio de fédrmacos que testam
bibliotecas de compostos e extractos naturais, sdo desejdveis
ensalios de alto rendimento para maximizar o numero de
compostos avaliados num determinado periodo de tempo. Ensaios
que sdo realizados em sistemas isentos de células, tais como
0s que podem ser derivados com proteinas purificadas ou semi-
purificadas, sdo frequentemente preferidos c¢omo rastreios
"primdrios" na medida em que podem ser gerados para permitir
um desenvolvimento rdpido e uma relativamente fdcil deteccgédo
de uma alteragdo num alvo molecular que ¢é mediada por um
composto de teste. Adicionalmente, os efeitos de toxicidade
celular e/ou biodisponibilidade do composto de teste, podem
ser geralmente ignorados no sistema in vitro, sendo em vez
disso o© ensaio focado principalmente nc efeito do farmaco
sobre o alvo molecular como pode ser manifesto numa alteracao
de afinidade de ligacdo com elementos a montante ou a jusante.
Deste modo, num ensalo de rastreic exemplificativo da presente
invengdo, o composto de interesse é colocado em contacto com
uma proteina CRSP (e.g., CRSP-1) ou um parceiro de ligacgdo de
CRSP (e.g., CRSP-1), e.g., um receptor. O receptor pode ser
soluvel ou o receptor pode estar presente na superficie de uma
célula. A mistura do composto e da proteina CRSP ou do
parceiro de ligagdo de CRSP é entdo adicionada uma composigao
contendo um parceiro de ligagao de CRSP ou uma proteina CRSP,
respectivamente. A detecgdo e a quantificagdo de complexos de
proteinas CRSP e parceiros de ligagdo de CRSP proporcionam um
meio para determinacdo da eficacia de um composto na inibicdo
(ou potenciacdo) da formacdo de complexos entre CRSP e um
parceiro de ligagdo. A eficacia do composto pode ser avaliada
gerando curvas de resposta & dose a partir de resultados
obtidos utilizando varias concentragdes do composto de teste.
Adicionalmente, pode também ser realizado um ensalo de
controlo para proporcionar uma linha de base para comparacao.
No ensaio de controlo, o polipéptido de CRSP isclado e
purificado ou o parceiro de ligagéo sao adicionados a uma
composicao contendo o parceiro de ligag¢do de CRSP ou o
polipéptido de CRSP, e ¢ quantificada a formagdo de um
complexo na auséncia do composto de teste.
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Os ensaios isentos de células da presente invengdo sao
susceptiveis de utilizacgdo de ambas as formas, soltivel e/ou
ligada a membranas, das proteinas isoladas (e.g. proteinas
CRSP ou suas por¢des biologicamente activas ou moléculas alvo
de CRSP). No caso de ensalos isentos de células em que se
utiliza uma forma ligada & membrana de uma proteina isolada
(e.g., uma molécula alvo de CRSP ou um receptor) pode ser
desejdvel utilizar um agente solubilizante de modo a que a
forma ligada a membrana da proteina isolada se mantenha em
solucdo. Os exemplos destes agentes solubilizantes incluem
detergentes nao idénicos tais como n-octilglucdsido,

n-dodecilglucésido, n-dodecilmaltdsido, octanoil-N-
metilglucamida, decanoil-N-metilglucamida, Triton® X-100,
Triton® X-114, Thesit®, Isotridecilpoli (éter de
etilenoglicol),, 3-[{3-colamidopropil)dimetilaminio] -1-
propancssulfonato (CHAPS), 3-1(3-
colamidopropil)dimetilaminio]-2-hidroxi-1-propanossulfonato
(CHAPSQ) ou N-dodecil=N,N-dimetil-3-aménio-1-
propanossulfonato.

Em mais do que uma concretizacao dos métodos de ensaio da
presente invengdo anteriores, pode ser desejavel imobilizar a
CRSP ou a sua molécula alvo para facilitar a separacado das
formas complexadas das ndo complexadas de uma ou ambas as
proteinas, assim como para acomodar a automatizacdo do ensaio.
A ligacao de um composto de teste a uma proteina CRSP, ou a
interacgao de uma proteina CRSP com uma molécula alvo na
presenga e auséncia de um composto candidato, podem ser
realizadas em qualquer vaso adequadc para conter os reagentes.
Os exemplos destes vasos incluem placas de microtitulo, tubos
de ensaic e tubos de microcentrifuga. Numa concretizagdo, pode
ser proporcionada uma proteina de fusdao que adiciona um
dominio que permite que uma ou ambas as proteinas se liguem &
matriz. Por exemplo, proteinas de fusdao glutationa-S-
transferase/CRSP ou proteinas de fusao glutationa-5-
transferase/alvo podem ser adsorvidas em contas de glutationa-
Sepharose (Sigma Chemical, St. Louis, MO) ou placas de
microtitulo derivatizadas com glutationa, que sao depois
combinadas com o composto de teste ou o composto de teste e a
proteina CRSP ou a proteina alvo ndo adsorvida, e a mistura é
incubada sob condigdes que conduzem a formagdo do complexo
(e.g., em condigdes fisioldgicas relativamente ao sal e ao
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pH) . Apds a incubagdo, as contas ou o0s pogos da placa de
microtitulo sdo lavados para remover quaisquer componentes nao
ligados, a matriz é imobilizada no caso de contas, o complexo
¢ determinado directa ou indirectamente, por exemplo, como
descrito atrds. Alternativamente, o0s complexos podem ser
dissociados da matriz, e o nivel de 1ligagdo de CRSP ou
actividade determinados utilizando técnicas standard.

Outras técnicas para a imobiliza¢do de proteinas sobre
matrizes podem também ser utilizadas nos ensaios de rastreio
da invencdo. Por exemplo, guer uma proteina CRSP quer uma
molécula alvo de CRSP podem ser imobilizadas utilizando
conjugacao de biotina e estreptavidina. A proteina CRSP ou as
moléculas alvo biotiniladas podem ser preparadas a partir de
biotina-NHS (N-hidroxi-succinimida) utilizando técnicas bem
conhecidas na especialidade (e.g., kit de biotinilag¢do, Pierce
Chemicals, Rockford, IL), e imcobilizadas nos pog¢os de placas
de 96 pocos revestidos com estreptavidina (Pierce Chemical).
Alternativamente, anticorpos reactivos com proteina CRSP ou
moléculas alvo mas que nao interferem com a ligagdo da
proteina CRSP a sua molécula alvo podem ser derivatizadas nos
pogos da placa, e o alvo ou proteina CRSP ndo ligados
aprisionados nos pogos por conjugagac com o anticorpo. Os
métodos para detectar estes complexos, em adigcdo aos atras
descritos para os complexos imobilizados em GST, incluem
imunodetecgao de complexos utilizando anticorpos reactivos com
a proteina CRSP ou a molécula alvo, assim como ensaios com
enzima ligada que assentam na detecgdo de uma actividade
enzimdtica associada a proteina CRSP ou a molécula alvo.

Noutra concretizacao, sao identificados moduladores da
expressac de CRSP num método em que uma célula é colocada em
contacto com um composto candidato e é determinada a expressao
de ARNm ou proteina de CRSP na célula. O nivel de expressao do
ARNm ou proteina de CRSP na presenca do composto candidato €
comparado com o nivel de expressac de ARNm ou proteina de CRSP
na auséncia do composto candidato. O composto candidato pode
entao ser identificado como modulador da expressaoc de CRSP com
base nesta comparac¢do. Por exemplo, quando a expressdo do ARNm
ou proteina de CRSP é maior (maior de maneira estatisticamente
significativa) na presenca do composto candidato do gue na sua
auséncia, o composto candidato é identificado como estimulador
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da expressdo de ARNm ou proteina CRSP. Alternativamente,
quando a expressaoc de ARNm ou proteina de CRSP ¢ inferior
(inferior de maneira estatisticamente significativa) na
presenca do composto candidatc do gque na sua auséncia, o
composto candidato é identificado como inibidor da expressao
de ARNm ou proteina de CRSP. O nivel de expressao de ARNm ou
proteina de CRSP nas células pode ser determinado por métodos
aqui descritos para detecgdo de ARNm ou proteina CRSP.

Ainda noutro aspecto da invencado, as proteinas CRSP podem
ser utilizadas como "proteinas i1sco" num ensalic de dois
hibridos ou ensaio trés hibridos (veja-se, e.g., Patente U.S.
5 283 317, Zervos et al. (1993) Cell 72:223-232; Madura et al.
(1993) J. Biol. Chem. 268:12046-12054; Bartel et al. (1993)
BioTechniques 14:920-924; Iwabuchi et al. (1993) Oncogene
8:1693-1696; e Brent WO094/10300), para identificar outras
proteinas, que se ligam a, ou interagem com, CRSP ("proteinas
de ligacdo a CRSP" ou "CRSP-pb") e modulam a actividade de
CRSP. Estas proteinas de ligagdo a CRSP estdao também
provavelmente envolvidas na ©propagacdao de sinais pelas
proteinas CRSP como, por exemplo, elementos a jusante de uma
via de sinalizac¢do mediada por CRSP. Alternativamente, estas
proteinas de 1ligagdo a CRSP sdao provavelmente moléculas de
superficie celular associadas a células que ndo expressam
CRSP, em que estas proteinas de 1ligagdo a CRSP estéo
envolvidas na transducao de sinal.

O sistema de dois hibridos baseia-se na natureza modular
da maioria dos <factores de transcrig¢dao, gue consistem em
dominiocs separaveis de 1ligagdo a ADN e de activacgéao.
Resumidamente, o ensaio utiliza duas construgdes diferentes de
ADN. Numa construgdo, o gene que codifica para uma proteina
CRSP é fundido com um gene que codifica o dominio de ligagao a
ADN de um factor de transcrig¢do conhecido (e.g., GAL-4). Na
outra construgdoc, uma sequéncia de ADN, a partir de uma
biblioteca de sequéncias de ADN, que codifica uma proteina nao
identificada ("preza" ou "amostra") é fundida com um gene Jque
codifica para o dominio de activacado do factor de transcricgao
conhecido. Se as proteinas "isco" e "preza" forem capazes de
interagir, in vivo, formando um complexo dependente de CRSP,
os dominios de ligacdo a ADN e de activagdao do factor de
transcricdo sd&o colocados em estreita proximidade. Esta
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proximidade permite a transcricdc de um gene repodrter (e.g.,
Lacz) que estd operativamente ligado a um local regulador da
transcrigdo responsivo ao factor de transcrigcdo. A exXpressao
do gene repdrter pode ser detectada e as coldénias de células
contendo o factor de transcrigdo funcional podem ser isoladas
e utilizadas para obter o gene clcnado que codifica a proteina
que interage com a proteina CRSP.

A presente invengao refere-se ainda a novos agentes
identificados pelos ensaios de rastreio atrds descritos e a
processos para a produgdo desses agentes por utilizagdo desses
ensaios. Deste modo, numa concretizacgao, a presente invenc¢ao
inclui um composto ou agente obteniveis por um método
compreendendo o©os passos de qualquer um dos supramencionados
ensaios de rastreio (e.g., ensaio a base de células ou ensaios
isentos de c¢élulas). Por exemplo, numa concretizacao, a
invencdo inclui um composto ou agente obteniveis por um método
compreendendo o contacto de uma célula gque expressa uma
molécula alvo de CRSP com um composto de teste e a
determinacdo da capacidade do composto de teste para se ligar
a, ou modular a actividade da molécula alvo de CRSP. Noutra
concretizagdo, a invengdo inclui um composto ou agente
obteniveis por método compreendendo © contacto de uma célula
que expressa uma molécula alvo de CRSP com uma proteina CRSP
ou uma sua porg¢ao biologicamente activa, para formar uma
mistura de ensaio, o contacto da mistura de ensaio com um
composto de teste, e a determinacao da capacidade do composto
de teste para interagir com, ou modular a actividade da
molécula alvo de CRSP. Noutra concretizacdo, a invengdo inclui
um composto ou agente obteniveils por um método compreendendo o
contacto de uma proteina CRSP ou uma sua por¢do biologicamente
activa com um composto de teste e a determinagao da capacidade
do composto de teste para se ligar a, ou modular (e.g.,
estimular ou inibir) a actividade da proteina CRSP ou da sua
por¢ao biologicamente activa. Em ainda outra concretizacdo, a
presente invencdo inclui um composto ou agente obteniveis por
um métodc compreendendo o contacto de uma proteina CRSP ou uma
sua porc¢ac biclogicamente activa com um composto conhecido que
liga a proteina CRSP para formar uma mistura de ensaio, o
contacto da mistura de ensaio com um composto de teste, e a
determinacao da capacidade do composto de teste para interagir
com, ou modular a actividade da proteina CRSP.
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Deste modo, estd dentro do admbito da presente invencio
utilizar ainda um agente identificado como aqui descrito num
modelo animal apropriado. Por exemplo, um agente identificado
como aqui descrito (e.g., um agente modulador de CRSP, uma
molécula de 4dcido nucleico de CRSP anti-sentido, um anticorpo
especifico de CRSP ou um parceiro de ligagdo de CRSP) pode ser
utilizado num modelo animal para determinar a eficacia, a
toxicidade ou efeitos secunddrios do tratamento com esse
agente. Alternativamente, um agente identificado como aqui
descrito pode ser utilizado num modelo animal para determinar
0 mecanismo de acgdo de um tal agente.

O presente 1invento também se refere a utilizagdes de
novos agentes identificados pelos ensaios de rastreio atrés
descritos para diagnésticos, prognésticos e tratamentcs como
aqui descrito. Desse modo, estd dentro do admbito da presente
inven¢do a utiliza¢do destes agentes no desenho, formulacgao,
sintese, fabrico e/ou produgdoc de um farmaco ou de uma
composigao farmacéutica para utilizagdo em diagnédstico,
prognéstico ou tratamento, tal como aqui descrito. Por
exemplo, numa concretizag¢do, a presente invencdo inclui um
método de sintese ou produgdo de um farmaco ou de uma
composicdo farmacéutica por referéncia a estrutura e/ou
propriedades de um compostc obtenivel por um dos ensaios de
rastreio atrds descritos. Por exemplo, um fadrmaco ou uma
composigdo farmacéutica podem ser sintetizados com base na
estrutura e/ou nas propriedades de um composto obtido por um
método em que uma célula que expressa uma molécula alvo de
CRSP estd em contacto com um composto de teste e é determinada
a capacidade do composto de teste para se ligar a, ou modular
a actividade da molécula alvo de CRSP. Noutra concretizacao
exemplificativa, a presente inven¢do inclui um método de
sintese ou produgdo de um farmaco ou de uma composicgio
farmacéutica com base na estrutura e/ou nas propriedades de um
composto obtenivel por um método em que uma proteina CRSP ou
uma sua porgdo biologicamente activa estd em contacto com um
composto de teste e é determinada a capacidade do composto de
teste para se ligar a, ou modular (e.g., estimular ou inibir)
a actividade da proteina CRSP ou da sua porc¢ao biologicamente

activa.
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B. Ensaios de Detecgao

Porgbes ou fragmentos das sequéncias de ADNc aqui
identificadas (e as correspondentes sequéncias de genes
completos) podem ser utilizadas de numerosas maneiras como
reagentes polinucleotidicos. Por exemplo, estas sequéncias
podem ser utilizadas para: (i) mapear ©s seus respectivos
genes num cromossoma; e, assim, localizar regibdes de genes
associadas a doencga genética; (ii) identificar um individuo a
partir de wuma amostra Dbioldgica diminuta (tipificacdo de
tecidos); e (iii) auxiliar na identificac¢do forense de uma
amostra Dbioldégica. Estas aplicagdes estdao descritas nas
subsec¢des que se seguem,

1. Mapeamento de Cromossomas

Uma vez isolada a sequéncia (ou uma porg¢ao da sequéncia)
de um gene, esta sequéncia pode ser utilizada para mapear a
localizacac do gene num cromossoma. Este processo ¢ denominado
mapeamento de cromossomas. Deste modo, porc¢des ou fragmentos
das sequéncias nucleotidicas de CRSP, agui descritas, podem
ser utilizadas para mapear a localizacdo dos genes de CRSP num
cromossoma. O mapeamento das sequéncias de CRSP em cromossomas
€ um importante primeiro passo na correlacao destas sequéncias
com genes associados a doencga.

Resumidamente, o0s genes de CRSP podem ser mapeados em
cromossomas preparando iniciadores de PCR (preferivelmente com
15-25 pb de comprimento) a partir das sequéncias nuclectidicas
de CRSP. Pode utilizar-se andlise em computador das sequéncias
de CRSP para prever iniciadores que ndo se estendam a mais do
que um exao no ADN gendémico complicando assim o processo de
amplificag¢do. Estes iniciadores podem entdo ser utilizados
para o rastreio por PCR de hibridos de c¢élulas somaticas
contendo cromossomas humanos individuais. Apenas os hibridos
contendo © gene humano correspondente as sequéncias de CRSP
originard um fragmento amplificado.

Os hibridos de células somdticas sdo preparados fundindo
células scmdticas de diferentes mamiferos (e.g., células
humanas e de ratinho). Como os hibridos de células humanas e
de ratinho crescem e dividem-se, entdo perdem gradualmente o0s
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cromossomas humanos por ordem aleatdéria, mas retém o0s
cromossomas de ratinho. Utilizando meios em que as células de
ratinho ndo podem crescer, porque lhes falta uma enzima
particular, mas as células humanas podem, o cromossoma humano
que contém o gene que ccdifica a enzima necessaria sera
retido. Utilizando varios meios, podem ser estabelecidos
painéis de linhas de células hibridas. Cada linha celular num
painel contém ou um Unico cromossoma humano ou um pequeno
numero de cromossomas humanos, e um conjunto completo de
cromossomas de ratinho, permitindo o féacil mapeamento de genes
individuais nos cromossomas humanos especificos. (D'Eustachio
P. et al. (1983) Science 220:919-924). Os hibridos de células
somdticas contendo apenas fragmentos de cromossomas humanos
podem também ser produzidos utilizando cromossomas humanocs com
translocagdes e delecgdes.

O mapeamento por PCR de hibridos de células somaticas é
um procedimento rapido para atribuir uma determinada sequéncia
a um determinado cromossoma. Podem ser atribuidas trés ou mais
sequéncias por dia utilizando um unico ciclizador térmico.
Utilizando as sequéncias nucleotidicas de CRSP para desenhar
iniciadores oligonucleotidicos, a sub-localizac¢do pode ser
conseguida com painéis de fragmentos de Cromossomas
especificos. Qutras estratégias de mapeamento que podem ser
similarmente utilizadas para mapear uma sequéncia 9o, 1p, ou
lv no seu cromossoma incluem hibridacao in situ (descrita em
Fan, Y. et al. (1990) PNAS, 87:6223-27), pré-rastreio com
cromossomas marcados separados por fluxo e pré-selecgdao por
hibridac¢do a bibliotecas de ADNc especificos de cromossomas.

A hibridagdo in situ com fluorescéncia (FISH) de uma
sequéncia de ADN a uma extensao cromossémica em metafase pode
ainda ser utilizada para proporcionar uma localizacdo
cromossémica precisa num sé passo. As extensdes cromossdmicas
podem ser efectuadas utilizando c¢élulas cuja divisdao foi
bloqueada em metafase por um produto quimico tal como
colcemida que corrompe © fuso mitdtico. Os cromossomas podem
ser tratados sucintamente com tripsina, e depols corados com
Giemsa. Desenvolve-se um padrdo bandas c¢laras e escuras em
cada cromossoma, de modo que 0s cromossomas podem ser
identificados individualmente. A técnica FISH pode ser
utilizada com uma sequéncia de ADN tao curta quanto 500 ou



EP 0 975 755 /PT
80

600 bases. Contudo, clones maiores que 1000 Dbases tém uma
maior probabilidade de se ligarem a uma unica localizacao
cromossémica com intensidade de sinal suficiente para uma
deteccgao simples. Preferivelmente 1000 bases, e mais
preferivelmente 2000 bases serdo suficientes para se obter
bons resultados num periodo de tempo razodvel. Para uma
revisao desta técnica, veja-se Verma et al., Human
Chromossomes: A Manual of Basic Techniques (Pergamon Press,
New York 1988).

Reagentes para o mapeamento de cromossomas podem ser
utilizados individualmente para marcar um Unico cromossoma ou
um uUnico 1local nesse cromossoma, ou podem ser utilizados
painéis de reagentes para marcar miltiplos locais e/ou
miltiplos cromossomas. Os reagentes correspondentes a regides
ndo codificantes dos genes realmente envolvidos sao preferidos
para fins de mapeamento. As sequéncias de codificacdo tém
maior probabilidade de serem conservadas nas familias de
genes, aumentando assim a probabilidade de hibridac¢des
cruzadas durante o mapeamento cromossémico.

Uma  vez mapeada  uma sequéncia  numa localizacgao
cromossoémica precisa, a posigdo fisica da sequéncia no
cromossoma pode ser correlacionada com dados do mapa genético.
(Estes dados sao encontrados, por exemplo, em V. McKusick,
Mendelian Inheritance in Man, dispconivel on-line através da
Biblioteca Johns Hopkins University Welch Medical Library). A
relagdao entre um gene e uma doenga, mapeado na mesma regldo
cromossémica, pode ser entdo identificada através de andlise
de ligacdo (co-heranca de genes fisicamente adjacentes),
descritos, por exemplo, em Egeland, J. et al. (1987) Nature,
325:783-787.

Adicionalmente, podem ser determinadas diferengas nas
sequéncias de ADN entre individuos afectados e nao afectados
com uma doenca associada com o gene de CRSP. Se for observada
uma mutacdc em algum ou todos dos individuos afectados mas néo
o for em nenhum individuo naoc afectado, entdac a mutacao ¢é
provavelmente o agente causador da doen¢a particular. A
comparacdo de i1individuos afectados e nao afectados envolve
geralmente ©observar ©primeiro alteragdes estruturais nos
cromossomas, tals como delegdes ou translocagdes que sao
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visiveis a partir de extensdes cromossémicas (“Chromosome
Spreads”) ou detectdveis utilizando PCR baseada nessa
sequéncia de ADN. Finalmente, pode ser realizada a
sequenciag¢do completa de genes de varios individuos para
confirmar a preseng¢a de uma mutacdo e para distinguir mutacgdes
de polimorfismos.

2. Tipificacdo de Tecidos

As sequéncias de CRSP da presente invencdo podem também
ser wutilizadas para identificar individuos a partir de
amostras bioldgicas diminutas. O exército dos Estados Unidos,
por exemplo, esta a considerar a utilizacdo de polimorfismo de
comprimentc de fragmentos de restricéo (RFLP) para a
identificacgao do seu pesscal. Nesta técnica, o ADN gendmico de
um individuo é digerido com uma ou mais enzimas de restricdo,
e sondado num Southern blot para se obterem bandas unicas para
identificacdo. Este método nao sofre das correntes limitacdes
das chapas de identificacdo ("Dog Tags") que podem ser
perdidas, trocadas ou furtadas, tornando dificil a
identificagdo positiva. As sequéncias da presente invenc¢do sao
uteis como marcadores adicionais de ADN para RFLP (descrito na
Patente U.S. b5 272 057).

Adicionalmente, as sequéncias da presente invencdo podem
ser utilizadas para proporcionar uma técnica alternativa que
determina a verdadeira sequéncia de ADN base-por-base de
por¢des seleccionadas do genoma de um individuo. Assim, as
sequéncias nucleotidicas de CRSP aqui descritas podem ser
utilizadas para preparar dois iniciadores de PCR a partir das
extremidades 5' e 3' das seguéncias. Estes iniciadores podem
entdo ser utilizados para amplificar o ADN de um individuo e
subsequentemente sequencid-lo.

Painéis de sequéncias de ADN correspondentes de
individuos, ©preparados desta maneira, podem proporcionar
identificagfes unicas de individuos, poils cada individuo tera
um conjunto uUnico dessas sequéncias de ADN devido a diferengas
alélicas. As sequéncias da presente invengdo podem ser
utilizadas para obter estas sequéncias de identificacdo a
partir de individuos e de tecidos. As sequéncias nucleotidicas
de CRSP da invencdo representam unicamente porc¢des do genoma
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humano. Ocorre variacdo alélica em algum grau nas regides
codificantes destas sequéncias, e num maior grau nas regides
ndo codificantes. Estima-se que a variacdo alélica entre
individuos humanos ocorre com uma frequéncia de cerca de uma
vez por cada 500 bases. Cada uma das sequéncias aquil descritas
pode, em algum grau, ser utilizada comc um padraoc contra o
qual o ADN de um individuo pode ser comparado para fins de
identificagdo. Como ocorrem maiores numeros de polimorfismos
nas regifes nao codificantes, sdo necessdrias menos sequéncias
para diferenciar individuos. As sequéncias ndo codificantes de
SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:7 ou SEQ ID NO:10, podem
proporcionar confortavelmente a identificag¢do positiva de
individuos com um painel de talvez 10 a 1000 iniciadores dque
originam, cada um, uma sequéncia ndo codificante amplificada
de 100 bases. Se forem utilizadas sequéncias codificantes
previstas, tais como em SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:9,
ou SEQ ID NO:12, um numero mais apropriado de iniciadores para
a identificacdo positiva de individuos serd de 500-2000.

Se for wutilizado um painel de reagentes a partir de
sequéncias nucleotidicas de CRSP aqui descritas para gerar uma
base de dados de identificagdo tnica para um individuo, esses
mesmos reagentes podem mails tarde ser utilizados para
identificar tecidos desse individuo. Utilizando a base de
dados de identificacdo tunica, a identificacgdo positiva do
individuo, morto ou vivo, pode ser realizada a partir de
amostras de tecidos extremamente pequenas.

3. Utilizagdo de Sequéncias Parciais de CRSP em Biologia
Forense

As técnicas de identificacdo a base de ADN também podem
ser utilizadas em biologia forense. A biologia forense é um
campo clentifico que emprega a tipificagcdo genética de
vestigios bioldgicos encontrados num local de crime como um
meio para a identificacao positiva, por exemplo, de um
perpetrador de um crime. Para fazer uma tal identificacgdo,
pode ser utilizada tecnologia de PCR para amplificar
sequéncias de ADN tomadas de amostras bioldgicas mnuito
pequenas tais como tecidos, e.g., cabelo ou pele, ou fluidos
corporais, e.g., sangue, saliva ou sémen encontrados num local
de crime. A sequéncia amplificada pode entdo ser comparada com
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um padrdo, permitindo desse modo a identificacdo da origem da
amostra biocldgica.

As sequéncias da presente invencdc podem ser utilizadas
para proporcionar reagentes polinuclectidicos, e.qg.,
iniciadores de PCR, direccionados para loci especificos no
genoma  humano, que podem aumentar a fiabilidade de
identificagbes forenses a base de ADN, por exemplo,
proporcionando outro "marcador de identificagao"™ (i.e. outra
sequéncia de ADN que é tUnica para um individuo particular).
Tal como atras mencionado, a actual informagdo de sequéncias
base pode ser utilizada ©para identificacdo como uma
alternativa exacta a padrdes formados por fragmentos gerados
através de enzimas de restrigdo. As sequéncias direccionadas
para regides nao codificantes das sequéncias nucleotidicas da
inven¢do sdo particularmente apropriadas para esta utilizacgdo
pois ocorrem maiores numeros de polimorfismos nas regides nao
codificantes, tornando mais facil a diferenciacao de
individuos utilizando esta técnica. Os exemplos de reagentes
polinucleotidicos incluem as sequéncias nucleotidicas de CRSP
ou suas porgdbes e.g., Ifragmentos derivados de regibes nao
codificantes de sequéncias nucleotidicas da invencao,
possuindo um comprimento de pelo Menos 20 bases,
preferivelmente pelo menos 30 bases.

As sequéncias nucleotidicas de CRSP aqui descritas podem
ainda ser utilizadas para proporcionar reagentes
polinucleotidicos, e.g., sondas marcadas ou marcaveis que
podem ser utilizadas, por exemplo, numa técnica de hibridacgao
in situ, para identificar um tecido especifico, e.g., tecido
cerebral. Isto pode ser muito 1Util em casos onde um
patologista forense ¢ confrontado com um tecido de origem
desconhecida. Painéis destas sondas de CRSP podem ser
utilizados para identificar tecidos por espécies e/ou por tipo
de o6rgao.

De uma maneira semelhante, estes reagentes, €.9.,
iniciadores ou sondas de CRSP, podem ser utilizados para
rastrear culturas de tecidos quanto a contaminacao (i.e.
rastrear a presenga de uma mistura de diferentes tipos de
células numa cultura).
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C. Medicina Preditiva:

A presente invencdo também se refere ao campo da medicina
preditiva na qual séo utilizados ensaios de diagnédstico,
ensalos de prognéstico e ensaios clinicos de monitoracdo para
fins de progndstico (preditivos) para desse modo tratar um
profilacticamente um individuo. Deste modo, um aspecto da
presente invencdo refere-se a ensaios de diagnédstico para a
determinacdo da proteina e/ou expressdao de Aacido nucleico de
CRSP, assim como da actividade de CRSP, no contexto de uma
amostra bioldgica (e.g., sangue, soro, células, tecido) para
desse modo determinar se um individuo estd afectado com uma
doenca ou desordem, ou estd em risco de desenvolver uma
desordem, associadas com a expressao ou actividade aberrantes
de CRSP, tais como proliferacao, diferenciacao e/ou
sobrevivéncia celulares aberrantes, resultando por exemplo
numa doeng¢a neurodegenerativa ou cancro. A inven¢ao também
proporciona ensaiocs de progndéstico (ou preditivos) para
determinar se um individuo estd em risco de desenvolver uma
desordem asscociada a proteina, expressao de acido nucleico ou
actividade de CRSP. Por exemplo, mutagdes num gene de CRSP
podem ser ensaiadas numa amostra biocldgica. Estes ensaios
podem ser utilizados para fins de progndéstico ou preditivos
para desse modo tratar profilacticamente um individuc antes do
inicio de uma desordem caracterizada por, ou associada a,
proteina, expressdo acido nucleico ou actividade de CRSP.

Outra utilizacdo da invencgdo refere-se a monitoracdo da
influéncia de agentes (e.g., farmacos, compostos) sobre a

expressao ou a actividade de CRSP em ensailos clinicos.

Estes e outros agentes sao descritos com mais detalhes
nas secc¢des que se seguem.

1. Ensaios de Diagnéstico

Um método exemplificativo para a detecgdo da presenga ou
auséncia de proteina ou Aacido nucleico de CRSP numa amostra
bioldgica envolve a obten¢do de uma amostra bioldgica a partir
de um individuo de teste e o contacto da amostra bioldgica com
um composto ou um agente capazes de detectar a proteina ou o
dcido nucleico (e.g., ARNm, ADN gendmico) de CRSP que
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codificam proteina CRSP de modo a que a presencga de proteina
ou &cido nucleico de CRSP seja detectada na amostra bioldgica.
Um agente preferido para a detecgdo de ARNm ou ADN gendmico de
CRSP & ume sonda de acido nucleico marcada capaz de hibridar
com ARNm ou ADN gendmico de CRSP. A sonda de 4dcido nucleico
pode ser, por exemplo, um Acido nucleico de CRSP de
comprimento completo, tal como um acido nucleico da invencgéo,
ou uma sua porcdo, tal como um oligonucledtido com pelo menos
15, 30, 50, 100, 250 ou 500 nucledtidos de comprimento e
suficiente para  hibridar especificamente sob condigdes
rigorosas com ARNm ou ADN genémico de CRSP. Outras sondas
adequadas para utilizag¢do nos ensaios de diagnéstico da
invencdo estao aqui descritos.

Um agente preferido para a detecgdo da proteina CRSP & um
anticorpo capaz de se ligar a proteina CRSP, preferivelmente
um anticorpo com um marcador detectdvel. Os anticorpos podem
ser policlonais, ou mais preferivelmente, monoclonais. Podem
utilizar-se um anticorpo intacto, ou um seu fragmento (e.g.,
Fab ou F(ab');). No termo "marcado", em relacdo a sonda ou ao
anticorpo, pretende-se abranger a marcacgdo directa da sonda ou
do anticorpo por acoplamento (i.e., ligagdoc fisica) de uma
substidncia detectdvel a sonda ou ao anticorpo, assim como a
marcacao indirecta da sonda ou do anticorpo por reactividade
com outro reagente que é marcado directamente. Os exemplos de
marcacdo indirecta incluem a deteccgdo de um anticorpo primario
utilizando um anticorpo secunddrio marcado com fluorescéncia e
marcando por fim uma sonda de ADN com biotina de modo a que
possa ser detectada com estreptavidina marcada com
fluorescéncia. No termo "amostra bioldgica" pretendem-se
incluir tecidos, células e fluidos bioldégicos isolados de um
individuo, assim como tecidos, células e fluidos presentes num
individuo. Ou seja, o método de detecgdo da invencao pode ser
utilizadoc para detectar ARNm, proteina ou ADN gendmico de CRSP
numa amostra bioldégica in vitro assim como in vivo. Por
exemplo, as técnicas in vitro para a detecgdo de ARNm de CRSP
incluem hibridacbes de Northern e hibridagbBes in situ. As
técnicas in vitro para a detecgao de proteina CRSP incluem
ensaios imunossorventes com enzimas ligadas (ELISA), Western
blots, imunoprecipitagdes e imunofluorescéncia. As técnicas in
vitro para a detecgcdo de ADN gendmico de CRSP incluem
hibridac¢8es de Southern. Adicionalmente, as técnicas in vivo
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para a deteccdo de proteina CRSP incluem a introdugdo num
individuo de um anticorpo anti-CRSP marcado. Por exemplo, o
anticorpo pode ser marcado com um marcador radicactivo cuja
presenca e localizacdao num individuo pode ser detectada por
técnicas standard de imagética.

Numa concretizacdo, a amostra bioldgica contém moléculas
de proteina do individuo de teste. Alternativamente, a amostra
bioldgica pode conter moléculas de ARNm do individuo de teste
ou moléculas de ADN gendmico do individuo de teste. Uma
amostra bioldgica preferida é uma amostra de soro isoclada de
um individuo por meios convencionais.

Noutra concretizacdo, os métodos envolvem adicionalmente
a obtencdo de uma amostra bioldgica de controlo de um
individuo de controlo, © contacto da amostra de controlo com
um composto ou um agente capazes de detectar proteina, ARNm,
ou ADN gendémico de CRSP, de modo a que a presenca de proteina,
ARNm ou ADN gendtmico de CRSP seja detectada na amostra
bioldégica, e a comparacgdo da presenca de proteina, ARNm ou ADN
gendmico de CRSP na amostra de controlo com a presenga de
proteina, ARNm ou ADN gendmico de CRSP na amostra de teste.

A 1nvengdo também abrange kits para a deteccdo da
presenca de CRSP numa amostra bioldgica. Por exemplo, o© kit
pode compreender um composto ou agente marcados capazes de
detectar proteina ou ARNm de CRSP numa amostra bioldgica;
meios para a determinagdac da quantidade de CRSP na amostra; e
meios para a comparacdo da quantidade de CRSP na amostra com
um padrao. O composto ou agente podem ser embalados num
receptdculo adequado. O kit pode ainda compreender instrugdes
para a utilizacdo do kit para detectar proteina ou &acido
nucleico de CRSP.

2. Ensaios de Prognéstico

Os métodos de diagndstico aqui descritos  podem
adicionalmente ser wutilizados para identificar individuos
possuindo, ou em risco de desenvolver, uma doen¢a ou desordem
associadas com a expressdao ou actividade aberrantes de CRSP.
Por exemplo, 0s ensaios aqui descritos, tais como 0s ensaios
de diagndéstico anteriores ou os ensalos seguintes, podem ser
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utilizados para identificar um individuc possuindo, ou em
risco de desenvolver, uma desordem associada a proteina,
expressdo de acido nucleico ou actividade de CRSP tal como uma
desordem proliferativa, uma descordem da diferenciacao ou do
desenvolvimento, uma desordem hematopoiética, assim como
doencas, condicdes ou desordens caracterizadas por
sobrevivéncia celular andmala, estrutura extracelular andmala
ou uma anomalia num mecanismo de defesa. Alternativamente, o0s
ensaios de progndstico podem ser utilizados para identificar
um individuo possuindo, ou em risco de desenvolver, uma doenca
de diferenciag¢do ou proliferativa (e.g., cancro). Assim, a
presente invencdo proporciona um métodc para a identificacao
de uma doenca ou desordem associadas com expressao ou
actividade de CRSP aberrantes em que uma amostra de teste é
obtida a partir de um individuo e a proteina ou o 4&cido
nucleico de CRSP (e.g., ARNm, ADN gendmico) sao detectados, em
que a presenca de proteina ou Adcido nucleico de CRSP constitui
um diagnéstico para um individuo possuindo, ou em risco de
desenvolver, uma doenc¢a ou desordem associadas com expressao
ou actividade de CRSP aberrantes. Tal como agqui se utiliza,
uma "amostra de teste" refere-se a uma amostra bioldgica
obtida de um individuo de interesse. Por exemplo, uma amostra
de teste pode ser um fluido bioldgico (e.g., soro), uma
amostra celular ou um tecido.

Adicionalmente, os ensaios de progndstico aqui descritos
podem ser wutilizados para determinar se um individuc pode
receber a administracdo de um agente (e.g., um agonista,
antagonista, peptidomimético, proteina, péptido, acido
nucleico, molécula pequena ou outro farmaco candidato) para
tratar uma doenga ou uma desordem asscociadas com expressdo ou
actividade aberrantes de CRSP. Por exemplo, estes métodos
podem ser utilizados para determinar se um individuo pode ser
eficazmente tratado com um agente para uma desordem, tal como
uma desordem proliferativa, uma desordem da diferenciacdo ou
do desenvolvimento, uma desordem hematopoiética, assim como
desordens caracterizadas por sobrevivéncia celular andmala,
uma estrutura extracelular andmala, ou uma anomalia num
mecanismo de defesa. Alternativamente, estes métodos podem ser
utilizados para determinar se um individuo pode @ ser
eficazmente tratado com um agente para uma doenc¢ca de
diferenciacao ou proliferativa (e.g., cancro). Assim, a
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presente invencgdoc propcorciona métodos para determinar se um
individuo pode ser eficazmente tratado com um agente para uma
desordem associada com expressdac ou actividade aberrantes de
CRSP em que ¢é obtida uma amostra de teste e a proteina ou a
expressdo de A4acido nucleico ou a actividade de CRSP séo
detectadas (e.g., em que a abundidncia da proteina ou da
expressdo de acido nucleico ou da actividade de CRSP constitui
um diagndstico para um individuo que pode receber a
administracao do agente para tratar uma desordem asscociada com
expressdo ou actividade aberrantes de CRSP.)

Os métodos da invencgdo podem também ser utilizados para
detectar alteracgdes genéticas num gene de CRSP, desse modo
determinando se um individuo com © gene alterado estd em risco
de uma desordem caracterizada por desenvolvimento aberrante,
diferenciacdo celular aberrante, proliferacédo celular
aberrante ou uma resposta hematopoiética aberrante. Em
concretizagbes preferidas, os métodos incluem a detecgdo, numa
amostra de células do individuo, da presenga ou auséncia de
uma alteragdo genética caracterizada por pelo menos uma
alteracac que afecta a integridade de um gene que codifica uma
proteina CRSP, ou a expressdao errada do gene de CRSP. Por
exemplo, estas alteragdes genéticas podem ser detectadas
avaliando a existéncia de pelo menos uma de 1) uma delecdo de
um ou mais nucledtidos de um gene de CRSP; 2) uma adicdo de um
ou mais nucledtidos a um gene de CRSP; 3) uma substituigdo de
um ou mais nucledtidos de um gene de CRSP, 4) um arranjo
cromossémico de um gene de CRSP; 5) uma alteracdo no nivel de
um transcrito de ARN mensageiro de um gene de CRSP, 6)
modificacdo aberrante de um gene de CRSP, tal como do padrao
de metilagdo do ADN gendmico, 7) a presenca de padrdo de
splicing gue nao o de tipo selvagem de um transcrito de ARN
mensageiro de um gene de CRSP, 8) um nivel que ndo o de tipo
selvagem de uma proteina CRSP, 9) perda alélica de um gene de
CRSP, e 10) modificacdoc pds-traducdc inapropriada de uma
proteina CRSP. Como aqui descrito, existe um grande numero de
técnicas de ensaio conhecidas na especialidade gue podem ser
utilizadas para detectar alterag¢des num gene de CRSP. Uma
amostra bioldégica preferida é uma amostra de tecido ou soro
isolada de um individuo por meios convencionais.
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Em certas concretizacgdes, a deteccdo da alteracdo envolve
a utilizacdo de uma sonda/iniciador numa reacc¢do em cadeia com
polimerase (PCR) (veja-se, e.g., Patentes U.S. 4 683 195 e
4 683 202), tal como PCR de ancoragem ou PCR-RACE, ou,
alternativamente, numa reacgdo de ligagdo em cadeia (LCR)
(veja-se, e.g., Landegran et al. (1988) Science 241:1077-1080;
e Nakazawa et al. (1994) PNAS 91:360-364), podendo esta Ultima
ser particularmente Util para a detecgdo de mutagBes pontuais
no gene de CRSP (veja-se Abravaya et al. (1995) Nucleic Acids
Res., 23:675-682). Este método pode incluir os passos de
recolha de uma amostra de células de um paciente, isolamento
de 4acido nucleico (e.g., gendémico, ARNm ou ambos) das células
da amostra, contacto da amostra de &acido nucleico com um ou
mais iniciadores que hibridam especificamente com um gene de
CRSP sob condigbes tals que ocorra a hibridagcao e a
amplifica¢do do gene de CRSP (se presente), e detec¢do da
presenca ou auséncia de um produto de amplificacdoc, ou
deteccao do tamanho do produto de amplificacdo e comparacao do
comprimento com uma amostra de controlo. Prevé-se que a PCR
e/ou a LCR possam ser desejdvels para utilizacdo como passo de
amplifica¢do preliminar em conjunto com quaisquer das técnicas
utilizadas para a deteccdo de mutagdes aqui descritas.

Os métodos de amplificacao alternativos incluem:
replicacdo auto-sustentada de sequéncias (Guatelli, J.C. et
al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878), sistema
de amplificagao transcricional (Kwoh, D.Y. et al., 1989, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86:1173-1177), Q-Beta Replicase (Lizardi,
P.M. et al., 1988, Bio/Technology 6:1197), ou gqualquer outro
método de amplificacdo de acido nucleico, seguidos da deteccido
das moléculas amplificadas utilizando técnicas bem conhecidas
dos peritos na especialidade. Estes esquemas de detecgao sao
especialmente Uteis para a detecgdo de moléculas de A&acido
nucleico se estas moléculas estiverem presentes em numeros
muito pequenos.

Numa concretizacdo alternativa, as mutagdes num gene de
CRSP de uma amostra de células podem ser identificadas através
de alteracgdes em padrdes de clivagem por enzimas de restric¢do.
Por exemplo, o ADN da amostra e de controlo ¢é isolado,
amplificado (opcionalmente), digerido com uma ou mais
endonucleases de restricdo, e as dimensdes do comprimento dos
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fragmentos sdo determinadas por electroforese em gel e
comparadas. As diferencas nas dimensdes do comprimento dos
fragmentcs entre o ADN da amostra e de controlc indicam
mutagdes no ADN da amostra. Adicionalmente, a utilizacao de
ribozimas especificas da sequéncia (veja-se, por exemplo,
Patente U.S. 5 498 531) pode ser utilizada para classificar a
presenca de mutacdes especificas por desenvolvimento ou perda
de um local de clivagem para ribozima.

Noutras concretizacgdes, as mutagdes genéticas na CRSP
podem ser identificadas por hibridacgdo de 4dcidos nucleicos da
amostra e de controlo, e.g., ADN ou ARN, com conjuntos de alta
densidade contendo centenas ou milhares de sondas
oligonucleotidicas (Cronin, M.T. et al. (1996) Human Mutation
7. 244-255; Kozal, M.J. et al. (1996) Nature Medicine 2: 753-
759). Por exemplo, as mutagdes genéticas na CRSP podem ser
identificadas em dois conjuntos dimensionais contendo sondas
de ADN gerados por luz como descrito em Cronin, M.T. et al.
supra. Resumidamente, um primeiro conjunto de hibridacdo de
sondas pode ser utilizado para varrer longos trechos de ADN
numa amostra e num controlo para identificar alteragdes de
bases entre as sequéncias fazendo conjuntos lineares de sondas
de sobreposicgao sequenciais. Este passo permite a
identificacdo de mutacdes pontuais. Este passo é seguido por
um segundo conjunto de hibridacao que permite a caracterizacdo
de mutagdes especificas utilizando conjuntos mais pequenos e
especializados de sondas complementares a todas as variantes
ou mutagdes detectadas. Cada conjunto de mutagac € composto
por conjuntos de sondas paralelas, um complementar com O gene
de tipo selvagem e o outro complementar com o gene mutante.

Em ainda outra concretizagao, qualquer uma de uma
variedade de reacc¢des de sequenciac¢do conhecidas na
especialidade pode ser utilizada para sequenciar directamente
0 gene de CRSP e detectar mutagdes por comparagdaoc da sequéncia
da CRSP da amostra com a correspondente sequéncia de tipo
selvagem (controlo). Os exemplos de reacgdes de sequenciacao
incluem as que sao baseadas em técnicas desenvolvidas por
Maxim e Gilbert ((1977) PNAS 74:560) ou Sanger ((1977) PNAS
74:5463). Estd igualmente contemplado que possa ser utilizado
qualgquer um de uma variedade de procedimentos de sequenciacdao
automdtica aquando da realizacdo dos ensaios de diagndstico
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((1995) BioTechniques 19:448), incluindo sequenciacaoc por
espectrometria de massa (veja-se, e.g., Publicacao
Internacional PCT WO 94/16101; Cohen et al. (1996) Adv.
Chromatogr. 36:127-162; e Griffin et al. (1993) Appl. Biochem,
Biotechnol. 38:147-159).

Outros métodos para a detecgaoc de mutagbes no gene da
CRSP incluem métodos em gque a protecgdo contra agentes de
clivagem ¢ utilizada para detectar bases mal emparelhadas em
ARN/ARN ou heteroduplices ARN/ADN (Myers et al. (1985) Science
230:1242). Em geral, a técnica de "clivagem de erros de
emparelhamento" inicia-se proporcionando heteroduplices
formadas por hibridacao de ARN ou ADN (marcado) contendo a
sequéncia de CRSP de tipo selvagem com ARN ou ADN
potencialmente mutante obtideo de uma amostra de tecido. Os
duplices de cadeia dupla sdo tratados com um agente que cliva
regifes de cadeia simples do duplex tails como as que irao
existir devido a erros de emparelhamento de bases entre as
cadeias de controlo e da amostra. Por exemplo, os duplices de
ARN/ADN podem ser tratados com ARNase e os hibridos ADN/ADN
tratados com nuclease S1 para digerir enzimaticamente as
regides com erros de emparelhamento. Noutras concretizagdes,
ambos os duplices de ADN/ADN ou de ARN/ADN podem ser tratados
com hidroxilamina ou tetrdéxido de o6smio e com piperidina para
digerir regides com erros de emparelhamento. Apds a digestdo
das regldes com erros de emparelhamento, o material resultante
¢ entdao separado por tamanhos sobre géis de poliacrilamida
desnaturantes para determinar o local da mutag¢dao. Veja-se, por
exemplo, Cotton et al. (1988) Proc. Natl Acad Sci USA 85:4397;
Saleeba et al. (1992) Methods Enzymol. 217:286-295. Numa
concretizacédo preferida, o ADN ou ARN de controlo podem ser
marcados para detecgao.

Ainda noutra concretizagdo, a reacgdc de clivagem de
erros de emparelhamento emprega uma ou mals proteinas que
reconhecem pares de bases mal emparelhadas em ADN de cadeia
dupla (as denominadas enzimas de "reparacdo de erros de
emparelhamento no ADN") em sistemas definidos para a detecgdo
e mapeamento de mutag¢des pontuais em ADNc de CRSP obtidos de
amostras de células. Por exemplo, a enzima mutY de E. coll
cliva A em erros de emparelhamento G/A e a timidina-ADN-
glicosilase de células Hela cliva T em erros de emparelhamento



EP 0 975 755 /PT
92

G/T (Hsu et al. (1994) Carcinogenesis 15:1657-1662). De acordo
com uma concretizacdo exemplificativa, uma sonda baseada numa
sequéncia de CRSP, e.g., uma sequéncia de CRSP de tipo
selvagem, ¢ hibridada com um ADNc ou outro produto de ADN de
uma célula ou células de teste. O duplex ¢é tratado com uma
enzima de reparagdo de erros de emparelhamento nc ADN, e 0s
produtos de clivagem, se existirem, podem ser detectados a
partir de protocolos de electroforese ou semelhantes. Veja-se,
por exemplo, Patente U.S. 5 459 039.

Noutras concretizagdes, utilizar-se-ao alteragdes na
mobilidade electroforética para identificar mutagdes em genes
de CRSP. Por exemplo, pode utilizar-se o polimorfismo de
conformacdc de cadelas simples (SSCP) para detectar diferencgas
na mobilidade electroforética entre acidos nucleicos mutantes
e de tipo selvagem (Orita et al. (1989) Proc Natl. Acad. Sci
USA: 86:2766, veja-se também Cotton (1993) Mutat Res 285:125-
144; e Hayashi (1992) Genet Anal Tech Appl 9:73-79).
Fragmentos de ADN em cadeia simples de 4acidos nucleicos de
CRSP da amostra e de controlo serdo desnaturados e deixados
renaturar. A estrutura secunddria de 4acidos nucleicos de
cadeia simples wvaria de acordo com a sequéncia, a alteracgdo
resultante na mobilidade electroforética permite a deteccgdo
mesmo de uma Unica alteracdo de base. 0Os fragmentos de ADN
podem ser marcados ou detectados com sondas marcadas. A
sensibilidade do ensaio pode ser aumentada utilizando ARN (em
vez de ADN), em que & estrutura secunddria & mais sensivel a
uma alteragdo na sequéncia. Numa concretizagdo preferida, o
método em questdo utiliza a andlise de heteroduplices para
separar moléculas de heteroduplices de cadeia dupla com base
nas alteragbes na mobilidade electroforética (Keen et al.
(1991) Trends Genet 7:5).

Em ainda outra concretizac¢do © movimento de fragmentos
mutantes ou de tipo selvagem em géis de poliacrilamida
contendo um gradiente de desnaturante, ¢ ensalado utilizando
electroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) (Myers
et al. (1985) Nature 313:495). Quando se utiliza DGGE como
método de andlise, o ADN serd modificado para assegurar que
nao desnatura completamente, por exemplo por adigdo de um
grampo GC de aproximadamente 40 pb de ADN rico em GC de
elevado ponto de fusdo, por PCR. Noutra concretizacdao,
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utiliza-se um gradiente de temperaturas em vez de um gradiente
desnaturante para identificar diferencas na mobilidade de ADN
de controlo e da amostra (Rosenbaum e Reissner (1987) Biophys
Chem 265:12753).

Os exemplos de outras técnicas para deteccdo de mutagdes
pontuais incluem, mas nao se lhes limitam, Thibridacao
selectiva de oligonucledétidos, amplificacdo selectiva ou
extensao selectiva de 1iniciadores. Por exemplo, podem
preparar-se iniciadores oligonucleotidicos em que a mutagao
conhecida é colocada centralmente e depois hibridam-se com ADN
alvo sob condicgdes que permitem a hibridacdo apenas se for

encontrada uma correspondéncia perfeita (Saiki et al. (1986)
Nature 324:163); Saiki et al. (1989) Proc. Natl Acad. Sci USA
86:6230). Estes oligonucledtidos especificos de alelocs sao

hibridados com ADN alvo amplificado por PCR ou um numero de
diferentes mutag¢des quando os oligonucledtidos sdo ligados a
membrana de hibridacao e hibridados com ADN alvo marcado.

Alternativamente, a tecnclogia de amplificacédo especifica
de alelos, que depende da amplificagao selectiva por PCR, pode
ser wutilizada em conjunto com a presente invencdo. Os
oligonucledtidos utilizados como iniciadores para a
amplificacdo especifica podem possuir a mutagdo de interesse
no centro da molécula (de modo a que a amplificacdo dependa da
hibridacdao diferencial) (Gibbs et al. (1989) Nucleic Acids
Res, 17:2437-2448) ou no extremo da extremidade 3’ de um
iniciador onde, sob condig¢des apropriadas, o0s erros de
emparelhamento possam evitar, ou reduzir, o alongamento com
polimerase (Prossner (1993) Tibtech 11:238). Em adic¢do, pode
ser desejdvel introduzir um novo local de restrigdo na regido
da mutagdo para criar uma detecgdo a base de clivagem
(Gasparini et al. (1992) Mol. Cell Probes 6:1). Antecipa-se
que em certas concretizacdes a amplificacdo possa também ser
realizada utilizando ligase Taq para a amplificag¢do (Barany
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci USA 88:189). Nestes casos, a
ligacdo ocorrerd apenas se houver uma correspondéncia perfeita
na extremidade 3' da sequéncia a 5' que torna possivel
detectar a presenga de uma mutac¢do conhecida num local
especifico procurando a presenga ou auséncia de amplificacgdo.
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Os métodos aqui descritos podem ser realizados, por
exemplo, utilizando kits de diagnéstico  pré-embalados
compreendendo pelo mencs uma sonda de dcido nucleico ou um
anticorpo reagente aqui descritos, que podem ser
convenientemente utilizados, e.qg., em estabelecimentos
clinicos para diagnosticar pacientes que apresentam sintomas
ou histéria familiar de uma doenca ou enfermidade que envolva
um gene de CRSP.

Adicionalmente, qualquer tipo de célula ou tecido em que
a CRSP ¢ expressa podem ser utilizados nos ensaios de

prognéstico aqui descritos.

3. Monitoracdo de Efeitos Durante Ensaios Clinicos

A monitoragdo da influéncia de agentes (e.qg., farmacos,
compostos) sobre a expressac ou actividade de CRSP (e.g.,
modulacao da transdugcdo de sinais celulares, regulacdo da
transcricdo de genes numa célula envolvida no desenvolvimento
ou diferenciacdo, regulacgdo da proliferagdo celular) pode ser
aplicada ndo apenas em rastreio basico de fdrmacos, mas também
em ensaios c¢linicos. Por exemplo, a eficdcia de um agente
determinada por um ensaio de pesquisa como agqui descrito para
aumentar a expressao de um gene de CRSP, o0s niveis de proteina
ou supra-regular a actividade de CRSP, pode ser monitorada em
ensaios clinicos de individuos que apresentam uma expressao
diminuida de genes de CRSP, de niveis de proteina, ou
actividade de CRSP supra-regulada. Alternativamente, a
eficdcia de um agente determinada por um ensaio de pesquisa
para diminuir a expressdao de um gene de CRSP, o0s niveis de
proteina, ou infra-regular a actividade de CRSP, pode ser
monitorada em ensaios c¢linicos de individuos que apresentam
uma expressao aumentada de genes de CRSP, de niveis de
proteina, ou actividade de CRSP supra-regulada. Nestes ensaios
clinicos, a expressao ou actividade de CRSP e,
preferivelmente, outros genes que foram implicados, por
exemplo, numa desordem proliferativa, podem ser utilizadas
como "read out" ou marcadores do fendtipo de uma célula
particular.

Por exemplo, e ndo como limitacgdo, genes, incluindo os de
CRSP, gqgue sao modulados em células por tratamento com um
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agente (e.g., composto, farmaco ou molécula pequena) gue
modula a actividade de CRSP (e.g., identificados num ensaic de
pesquisa como aqui descritc) podem ser identificados. Assim,
para estudar 0 efeito de agentes sobre desordens
proliferativas, desordens do desenvolvimento ou de
diferenciacdo, desordens hematopociéticas assim como desordens
caracterizadas por diferenciacdo e/ou sobrevivéncia celulares
andémalas, uma estrutura extracelular andmala ou uma anomalia
num mecanismo de defesa, por exemplo, num ensaio clinico,
podem ser isoladas c¢élulas e o ARN preparado e analisado
quanto aos niveis de expressdao de CRSP e outros genes
implicadocs na desordem proliferativa, desordem do
desenvolvimento ou de diferenciacao, desordem hematopoiética
assim como desordens caracterizadas por diferenciacdc e/ou
sobrevivéncia celulares andmalas, uma estrutura extracelular
andémala, ou uma anomalia num mecanismo de defesa,
respectivamente. 0Os niveis de expressdao dos genes (i.e., ©
padrdo de expressdaoc génica) podem ser quantificados por
andlise Northern blot ou RT-PCR, como aqui descrito, ou
alternativamente medindo a quantidade de proteina produzida,
por um dos métodos aqui descritos, ou medindo os niveis de
actividade de CRSP ou outros genes. Desta maneira, o padrdo de
expressac génica pode servir como marcador, indicador da
resposta fisiolégica das células ac agente. Deste modo, este
estado de resposta pode ser determinado antes, e em vAariocs
pontos durante o tratamento do individuo com o agente.

A presente invencdo pode ser utilizada como base para um
método para monitoragdo da eficacia de tratamento de um
individuo com um agente (e.qg., agonista, antagonista,
peptidomimético, proteina, péptido, 4dcido nucleico, molécula
pequena, ou outro fdrmaco candidato identificado pelos ensaios
de rastreio aqui descritos) compreendendo os passcs de (i)
obtencdo de uma amostra pré-administrag¢do de um individuo
antes da administracdo do agente, (ii) deteccdo do nivel de
expressac de uma proteina, um ARNm ou um ADN gendémico de CRSP
na amostra pré-administracdo; (iii) obtencdo de uma ou mais
amostras pds-administracao do individuo; (iv) deteccao do
nivel de expressdo ou da actividade da proteina, ARNm ou ADN
gendtmico de CRSP nas amostras poéds-—-administragdo; (v)
comparacado do nivel de expressac ou da actividade da proteina,
ARNm ou ADN gentémico de CRSP na amostra pré-administracdo com
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a proteina, ARNm ou ADN gendmicoc de CRSP na amostra ou
amostras pos—administracdo; e (vi) alteracdo da administracao
do agente ao individuo em concordéncia. Por exemplo, pode ser
desejavel uma administragdc aumentada do agente para aumentar
a expressdo ou a actividade de CRSP para niveis superiores aos
detectados, 1i.e., para aumentar a eficdcia do agente.
Alternativamente, pode ser desejavel uma administracédo
diminuida do agente para diminuir a expressdo ou a actividade
de CRSP para niveis inferiores aos detectados, 1i.e. para
diminuir a eficdcia do agente. De acordo com esta
concretizagao, a expressdo ou a actividade de CRSP podem ser
utilizadas como um indicador da eficdcia de um agente, mesmo
na auséncia de uma resposta fenotipica observavel.

C. Métodos de Tratamento:

A presente inven¢ao pode ser utilizada como base para
métodos de tratamento, tanto profildcticos como terapéuticos,
de um individuo em risco de (ou susceptivel a) uma desordem ou
possuindo uma desordem associada a expressac ou actividade
aberrantes de CRSP. Em relacgao a métodos de tratamento, tanto
profildcticos como terapéuticos, estes tratamentos podem ser
especificamente desenhados ou modificados, com base em
conhecimentos obtidos no campo da farmacogendmica.
"Farmacogendémica™, como aqui se utiliza, refere-se a aplicacédo
de tecnologias gendmicas tais como sequenciacdo de genes,
genética estatistica e anadlise da expressadao de genes para
farmacos em desenvolvimento c¢linico e no mercado. Mais
especificamente, 0 termo refere-se ao estudo de como ©s genes
de um paciente determinam a sua resposta a um farmaco (e.g.,
"fendétipo de resposta a um farmaco" ou "gendtipo de resposta a
um farmaco" de um paciente.) Assim, a invencgdo proporciona a
base de métodos para o desenho de um tratamento profildctico
ou terapéutico de um individuo com as moléculas de CRSP da
presente invencao ou com moduladores de CRSP de acordo com o
genotipo de resposta ao fadrmaco do individuo. A
farmacogendémica permite que um clinico ou um médico direccione
0s tratamentos profildticos ou terapéuticos para ©s pacientes
que irdo mais beneficiar do tratamento e evite o tratamento de
pacientes que sofrerao efeitos secundérios toxicos
relacionados com o farmaco.
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1. Métodos Profilicticos

Num aspecto, a 1invencdo proporciona o fabrico de um
medicamento para a prevengdo num individuo, de uma doenga ou
condig¢do associadas a uma expressdo ou actividade aberrantes
de CR3P. O medicamento inclui um agente que modula a expressao
de CRSP ou pelo menos uma actividade de CRSP. Os individuos em
risco de uma doenca que ¢é causada ou para que contribuem a
expressac ou actividade aberrantes de CRSP, podem ser
identificados, por exemplo, através de qualquer um ou uma
combinacdo de ensaios de diagndstico ou prognéstico aqui
descritos. A administracdo de um agente profilactico pode
ocorrer antes da manifestacgdo de sintomas caracteristicos da
aberrancia da CRSP, de modo que uma doenga ou uma desordem s&do
evitadas ou, alternativamente, retardadas na sua progressao.
Dependendo do tipo de aberrédncia da CRSP, por exemplo, pode
ser utilizado um agente agonista de CRSP ou antagonista de
CRSP para o tratamento do individuo. O agente apropriado pode
ser determinado com base em ensaios de rastreio aqui
descritos. 0Os métodos profildcticos sdo adicionalmente
discutidcos nas subsecgdes que se seguem.

2, Métodos Terapéuticos

Outro aspecto da invengao proporciona o fabrico de um
medicamentc para a modulacdo da expressdo ou actividade de
CRSP para fins terapéuticos. 0O método modulador da inveng¢ao
envolve o contacto de uma célula com um agente que modula uma
ou mais das actividades da proteina CRSP, actividade associada
a célula. Um agente gue modula a actividade da proteina CRSP
pode ser um agente como aqui descrito, tal como um &cido
nucleico ou uma proteina, uma molécula de ocorréncia natural
alvo de uma proteina CRSP, um péptido, um peptidomimético de
CRSP ou outra molécula pequena. Numa concretizacdo, o agente
estimula uma ou mails actividades da proteina CRSP. Os exemplos
destes agentes estimuladores incluem proteina CRSP activa e
uma molécula de 4cido nucleicc que codifica CRSP que foi
introduzida na célula. Noutra concretizagadao, o agente inibe
uma ou mais actividades da proteina CRSP. Os exemplos destes
agentes inibidores incluem moléculas de acido nucleico de CRSP
anti-sentido e anticorpos anti-CRSP. Estes métodos moduladcres
podem ser realizados in vitro (e.g., por cultura da célula com
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o) agente) ou, alternativamente, in vivo, (e.qg, por
administracdo do agente a um individuo). Como tal, a presente
invencdo proporciona o© fabrico de medicamentos para o
tratamento de um individuo afectado com uma doenga ou desordem
caracterizadas por uma expressdc ou actividade aberrantes de
uma proteina ou de uma molécula de 4dcido nucleico de CRSP.
Numa concretizacdo, o medicamento inclui um agente (e.g., um
agente identificado por um ensaio de rastreio agui descrito),
ou uma combinagao de agentes gue modulam (e.g., supra-regulam
ou infra-regulam) a expressdo ou a actividade de CRSP. Uma
proteina ou uma molécula de acido nucleico de CRSP podem ser
administradas como terapia para compensar uma expressac ou
actividade reduzidas ou aberrantes de CRSP.

A estimulacdo da actividade de CRSP ¢ desejavel em
situagdes em que a CRSP estd anormalmente infra-regulada e/ou
em gque uma actividade de CRSP aumentada tem probabilidade de
ter um efeito Dbenéfico. Do mesmo modo, a inibicdo da
actividade de CRSP ¢ desejdvel em situacgbes em que a CRSP estd
anormalmente supra-regulada e/ou em que uma actividade de CRSP
diminuida tem probabilidade de ter wum efeito benéfico. Um
exemplo de uma tal situa¢do é gquando um individuo tem uma
desordem caracterizada por desenvolvimento ou diferenciacgdo
celular aberrantes. Outro exemplo de uma tal situacdo é gquando
o0 individuo tem uma doenca proliferativa (e.g., cancro) ou uma
desordem caracterizada por uma resposta hematopoiética
aberrante, Ainda outro exemplo de uma tal situagdo é quando é
desejdvel conseguir regeneragdo de tecidos num individuo
(e.g., quando um individuo sofreu danos cerebrais ou na medula
espinal e é desejdvel regenerar tecido neuronal de uma maneira
regulada.)

Deste modo, numa concretizacdo, a docenca é uma doenga
caracterizada por uma proliferacao, diferenciagdo e/ou
sobrevivéncia celulares andmalas. Por exemplo, a doenga pode
ser uma doen¢a hiper- ou hipoprcliferativa. A invengdo também
proporcicna o fabrico de um medicamento para o tratamento de
doencas caracterizadas por uma proliferacao, diferenciacgao
e/ou sobrevivéncia celulares andmalas num individuo, que néo
sdo caracterizadas por uma actividade de CRSP antémala (e.q.,
actividade de CRSP-1). De facto, como a CRSP ¢é provavelmente
capaz de modular o estado proliferativo de uma célula (i.e., ©
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estado de proliferacdo, diferenciacdo e ou sobrevivéncia de
uma célula), a CRSP pode regular a doenga em que o estado
proliferativo andmalo de uma célula resulta de um defeito
outro gue nao uma actividade de CRSP andmala.

As doencgas hiperproliferativas que podem ser tratadas com
terapéuticos de CRSP (e.qg., CRSP-1) incluem doencas
neopldsicas e hiperpldsicas, tais como vdrias formas de
cancros e leucemias, e desordens fibroproliferativas. QOutras
doencas hiperproliferativas que podem ser tratadas ou
prevenidas com o0s terapéuticos de CRSP em questdo (e.g.
terapéuticos de CRSP-1) incluem condigbes malignas, condigdes
pré-malignas e condi¢des benignas. A condigdo a tratar ou
prevenir pode ser um tumor sélido, tal como um tumor gue surge
num tecido epitelial. Assim, o tratamento de um tal cancro
pode  compreender a administragdoc ao individuo de um
terapéutico de CRSP que diminui a interac¢do da CRSP com um
receptor de CRSP. Outros cancros que podem ser tratados ou
prevenidos com uma proteina CRSP incluem sarcomas e
carcinomas, e.g., cancro do pulmdo, cancro do c¢cdlon, da
prdstata, da mama, dos ovarios, do esdéfago, cancro do pulmao,
melanoma, seminoma e adenocarcinoma escamoso. Tumores sélidos
adicionais no ambito da invengdc incluem aqueles que podem ser
encontrados num livro de texto de medicina.

A condigdo a tratar ou prevenir pode também ser um tumor
soluvel, tal como leucemia, crédnica ou aguda, incluindo
leucemia mielogencsa crénica ou aguda, leucemia linfocitica
crénica ou aguda, leucemia promielocitica, leucemia
monocitica, leucemia mielomonocitica e eritroleucemia. Ainda
outras desordens proliferativas gue podem ser tratadas com um
terapéutico de CRSP da invencado incluem doenca de cadeia
pesada, mieloma multiplo, linfoma, e.g., linfoma de Hodgkin e
linfoma ndo de Hodgkin, e macroglobulemia de Waldenstroem.

As doencas ou condic¢des caracterizadas por um  tumor
s6lido ou soluvel podem ser tratadas por administracdo de um
terapéutico de CRSP, local ou sistemicamente, de modo a que a
proliferagdo celular aberrante seja inibida ou diminuida. Os
métodos para administracdo dos compostos da invengao sao
adicionalmente descritos adiante.
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A invencdo também proporcicna o fabrico de um medicamento
para a prevengdo da formagdo e/ou do desenvolvimento de
tumores. Por exemplo, © desenvolvimento de um tumcr pode ser
precedido pela presenga de uma lesdao especifica, tal como uma
lesdo  pré-neopléasica, e.g., hiperplasia, metaplasia e
displasia, que podem ser detectadas, e.g., por métodos
citoldégicos. Estas lesdes podem ser encontradas, e.g., em
tecido epitelial. Assim, a invencdoc proporcicna o fabrico de
um medicamento para 1inibigcdc da progressao de uma tal lesao
para uma lesdo neopldsica. 0 individuo possuindo uma lesdo
pré-neoplasica pode receber a administragdo de uma quantidade
de um terapéutico de CRSP-1 suficiente para inibir a
progressdo da lesdo pré-neoplasica para uma lesédc neopldsica.

A invengao também proporciona o fabrico de um medicamento
para o tratamento ou preveng¢do de doengas ou condi¢des em que
se deseja a proliferagdo de células. Por exemplo, podem ser
utilizados terapéuticos de CRSP para estimular a reparacao de
tecidos ou a cura de feridas, tal como apés cirurgia ou para
estimular a cura de tecidos de queimaduras. Outras doengas em
que a proliferagdo de células ¢é desejada sao as doengas
hipoproliferativas, i.e., doengas caracterizadas por uma
proliferag¢do anormalmente baixa de certas células.

Ainda noutra concretizacgdo, a invengao proporciona o
fabrico de um medicamento para o tratamento ou prevencao de
doencas ou condig¢des caracterizadas por diferenciagao celular
aberrante. Deste modo, métodos para estimulacgéao da
diferenciagdo celular em condi¢des caracterizadas por uma
inibic¢do da diferenciacdo celular normal que pode ou nao ser
acompanhada por proliferacdo excessiva. Alternativamente, o0s
terapéuticos de CRSP podem ser utilizados para inibir a
diferenciagao de células especificas.

Num método preferido, a célula com proliferacdo e/ou
diferenciacdo aberrantes ¢ uma célula presente no sistema
nervoso. Um papel da CRSP no sistema nervoso € sugerido, pelo
menos em parte, do facto de a CRSP-1 humana ser expressa em
cérebro humano fetal. Deste modo, a inven¢do proporciona o
fabrico de um medicamento para o tratamento de doengas ou
condig¢Bes associadas ao sistema nervoso central ou periférico.
Por exemplo, a 1invencao proporciona o fabrico de um
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medicamento para o tratamento de 1lesdes do sistema nervoso
associadas a uma proliferacdo, diferenciacdoc ou sobrevivéncia
aberrantes de quaisquer das seguintes células: neurdnios,
células de Schwann, células gliais e outros tipes de células
neurais. As desordens do sistema nervoso incluem, mas nado se
lhes limitam: 1lesbGes na medula espinal, lesdes cerebrais,
lesbes associadas a cirurgia, lesbes 1isquémicas, lesdes
malignas, lesdes infecciosas, lesbes degenerativas (doenca de
Parkinson, doenca de Alzheimer, coreia de Huntington,
esclerose lateral amiotrdéfica), doencas desmielinizantes
(esclerose multipla, mielopatia associada a imunodeficiéncia
humana, mielopatia transversa, leucoencefalcopatia multifocal
progressiva, mielinolise pontina), lesBes de neurdnios
motores, atrofia muscular espinal progressiva, palsia bulbar
progressiva, esclerose lateral primdria, atrofia muscular
infantil e juvenil, paralisia bulbar progressiva da inféncia
(sindrome de Fazio-Londe), poliomielite e neurcpatia
motossensorial hereditdria (doenca de Charcot-Marie-Tooth).

Noutra concretizacgdo, a invencdo proporciona o fabrico de
um medicamento para aumentar a sobrevivéncia e/ou estimular a
proliferagdo e/ou a diferenciacdo de células e tecidos in
vitro. Numa concretizacao preferida, os terapéuticos de CRSP
sdo utilizados para promover a regeneracdo e/ou reparacdo de
tecidos (e.g., para tratar lesbes nervosas). Por exemplo,
tecidos de um individuo podem ser obtidos e crescidos in vitro
na presen¢ga de um terapéutico de CRSP, de modo a gque as
células do tecido sejam estimuladas a proliferar e/ou
diferenciar-se. O tecido pode entao ser readministrado ao
individuo.

Entre as abordagens que podem ser utilizadas para
melhorar sintomas de doencas que envolvem uma actividade de
CRSP aberrante e/ou uma proliferagdo, diferenciagdo e/ou
sobrevivéncia celulares andmalas, estao, por exemplo, as
moléculas anti-sentido, de ribozima e de hélice tripla aqui
descritas. Os exemplos de compostos adequados 1incluem o©s
antagonistas, agonistas ou homélogos descritos atrdas em
detalhe.

Ainda outro terapéutico de CRSP consiste num primeiro
péptido compreendendo um péptido de CRSP capaz de se ligar a
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um receptor de CRSP, e um segundo péptido que ¢é citotdxico.
Estes terapéuticos podem ser utilizados para especificamente
atingir e lisar células gue expressam OU Super—-expressam um
receptor para a CRSP.

3. Farmacogendmica

As moléculas de CRSP da presente invengdo, assim como
agentes ou moduladores que tém um efeito estimulador ou
inibidor sobre a actividade de CRSP (e.g., expressdo de genes
de CRSP) como identificados por um ensaio de rastreio aqui
descrito, podem ser administrados a individuos para tratar
(profilactica ou terapeuticamente) desordens (e.g., desordens
proliferativas ou de desenvolvimento) associadas com uma
actividade de CRSP aberrante. Em conjunto com este tratamento,
pode ser considerada a farmacogendmica (i.e., o estudo da
relagdao entre o gendtipo de um individuo e a resposta desse
individuo a um composto ou fadrmaco estranhos). As diferengas
no metabolismo de terapéuticos pode levar a uma toxicidade
grave ou a uma falha terapéutica por alteracdo da relacgdo
entre a dose e a concentragdo sanguinea do farmaco
farmacologicamente activo. Assim, um médico ou um clinico
podem considerar a aplicagao do conhecimento obtido em estudos
de farmacogendémica relevantes para determinar se devem
administrar uma molécula de CRSP ou um moduladcr de CRSP,
assim como no desenho do regime de dosagem e/ou terapéutico de
tratamento com uma molécula de CRSP ou um modulador de CRSP.

A farmacogentémica lida com variag®es hereditarias
clinicamente significativas na resposta a farmacos devido a
uma disposicdo alterada do fdrmaco e acgdo andmala em pessoas
afectadas. Veja-se e.g., Eichelbaum, M., Clin Exp Pharmacol
Paysiol, 1996, 23(10-11): 983-985 e Linder, M.W., Ciin Chem,
1997, 43(2):254-266. Em geral, podem-se diferenciar dois tipos
de condicdes farmacogenéticas. As condicdes genéticas
transmitidas na forma de um unico factor que altera o modo
como os fdrmacos actuam no corpo (acgdo alterada do farmaco)
ou condi¢des genéticas transmitidas na forma de factores
tnicos que alteram o modo como O corpo actua sobre os fdrmacos
(metabolismo alterado do farmaco) . Estas condicgdes
farmacogenéticas podem ocorrer quer na forma de defeitos
genéticos raros quer na forma de polimorfismos de ocorréncia



EP 0 975 755 /PT
103

natural. Por exemplo, uma deficiéncia em glucose-6-fosfato-
desidrogenase (G6PD) ¢ uma enzimapatia hereditdria comum em
que a principal complicagdo clinica é a hemdlise apds a
ingestdo de farmaccs oxidantes (antimaldricos, sulfonamidas,
analgésicos, nitrofuranos) e o consumo de favas.

Uma abordagem farmacogendémica para identificar genes que
prevéem a resposta ao farmaco, conhecida como "uma associacgéo
ampla ao genoma", assenta principalmente num mapa de alta
resolugdo do genoma humano consistindo nos marcadores
relacionados c¢com o gene ja conhecidos (e.g., um mapa de
marcadecres génicos "bialélicos" que consiste em 60 000-
100 000 locais polimérficos ou variaveis no genoma humano,
cada um com duas variantes.) Este mapa genético de alta
resolugac pode ser comparado com um mapa do genoma de cada um
de um numero estatisticamente significativo de pacientes que
fazem parte de um ensaio de Fase II/III do fdarmaco para
identificar marcadores associados com uma resposta ou efeito
secundario particulares observados do farmaco.
Alternativamente, este mapa de alta resolucdo pode ser gerado
a partir de wuma combinagcdo de alguns dez milhdes de
polimorfismos nucleotidicos simples (SNP) conhecidos no genoma
humano. Tal como aqui se utiliza, um "SNP" ¢é uma alteracido
comum que ocorre numa Unica base nucleotidica num trecho de
ADN. Por exemplo, um SNP pode ocorrer uma vez em cada 1000
bases de ADN. Um SNP pode estar envolvido num processo de
doenca, contudo, a vasta maioria pode nao estar associada a
doengas. Dado um mapa genético baseado na ocorréncia destes
SNP, os individuos podem ser agrupados em categorias genéticas
dependendo de um padrao particular de SNP no seu genoma
individual. Desta maneira, os regimes de tratamento podem ser
desenhados para grupos de individuos geneticamente similares,
tendo em conta tragos gue podem ser comuns entre esses
individuos geneticamente similares.

Alternativamente, um método denominado a "abordagem do
gene candidato", pode ser utilizado para identificar genes que
prevéem a resposta a fédrmacos. De acordo com este método, se
um gene que codifica um alvo do farmaco é conhecido (e.g., uma
proteina CRSP ou um receptor de CRSP da presente invenc¢do),
todas as wvariantes comuns desse gene podem ser muito
facilmente identificadas na populagdo e pode-se determinar se
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possuir uma versdo do gene versus outra estd associado com uma
resposta particular a um farmaco.

Como concretizagao ilustrativa, a actividade de enzimas
metabolizantes do farmaco é um determinante principal tanto da
intensidade como da duracgdo de accdo do fadrmaco. A descoberta
de polimorfismos genéticos de enzimas metabolizantes de
farmacos (e.g., N-acetiltransferase 2 (NAT 2) e citocromc P450
enzimas CYP2D6 e CYP2Cl9) proporcicnou uma explicag¢ac para o
porqué de alguns pacientes ndc obterem os efeitos esperados do
fdrmacc ou apresentarem uma resposta exagerada ao farmaco e
uma grave toxicidade apds tomarem a dose padrdo e segura de um
farmaco. Estes polimorfismos sdo expressos em dois fendtipos
na populacdo, o metabolizador extensivo (EM) e o metabolizador
fraco (PM). A prevaléncia de PM é diferente entre diferentes
populac¢des. Por exemplo, o gene que codifica para CYP2D6 ¢é
altamente polimérfico e foram identificadas varias mutagBes em
PM, todas conduzindo & auséncia de CYP2D6 funcional. Os
metabolizadores fracos de CYP2D6 e CYP2Cl19 sofrem nmuito
frequentemente uma resposta exagerada ao farmaco e efeitos
secunddrios quando recebem as doses padrdao. Se um metabolito
for a por¢do terapeuticamente activa, o© PM nao apresenta
qualquer resposta terapéutica, como demonstrado para o efeito
analgésico de codeina mediado pelo seu metabolito formado por
CYP2D6, morfina. ©No outro extremo estdo o0s denominados
metabolizadores wultra-rdpidos gqgue ndoc respondem a doses
padréo. Recentemente, a base molecular do metabolismo ultra-
rapido foil identificada como sendo devida a amplificacdo do
gene de CYP2D6.

Alternativamente, um método dencminado o "tracgado do
perfil de expressao génica" (“gene expression profiling”),
pode ser wutilizado para identificar genes que prevéem a
resposta a fdrmacos. Por exemplo, a expressdo génica de um
animal que toma um fdrmaco (e.g., uma molécula de CRSP ou um
modulador de CRSP da presente invencdo) pode dar uma indicacgao
de se as vias génicas relacionadas com toxicidade foram
“ligadas”.

A informa¢do gerada a partir de mais do gque uma das
abordagens farmacogendédmicas anteriores pode ser utilizada para
determinar os regimes de dosagem e tratamento apropriados para
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0 tratamento profildctico ou terapéutico de um individuo. Este
conhecimento, quando aplicado ao doseamento ou selecgao do
farmaco, ©pode evitar reacgbes adversas ou a falha da
terapéutica e assim aumentar a eficiéncia terapéutica ou
profildctica aquando do tratamento de um individuo com uma
molécula de CRSP ou um modulador de CRSP, tal como um
modulador identificado por um dos ensaios de rastreio
exemplificativos aqui descritos.

L presente invencado é ainda ilustrada pelos exemplos que
se seguem que nao deverdo ser entendidos como limitantes.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Isolamento E Caracterizagdo de ADNc de CRSP-1

Humana

Neste exemplo, é descrito o isolamento e a caracterizacao
do gene que codifica CRSP-1 humana (também referida como
"CRISPY-1" ou "TANGO 59").

Isolamento do ADNc de CRSP-1 humana
A invencdo  baseia-se, pelo  menos em parte, na

identificagdao de um gene humano que codifica uma proteina
segregada, referida aqui como Proteina-1 Segregada Rica em
cisteinas (CRSP-1). Isolou-se um ADNc parcial utilizando um
método da sequéncia de sinal Trap. Esta metodologia tira
vantagem do facto de moléculas como a CRSP possuirem uma
sequéncia de sinal amino terminal que dirige certas proteinas
segregadas e ligadas a membranas através do aparelho de
secrecao celular.

Resumidamente, preparou-se uma biblioteca de ADNc
iniciada aleatoriamente utilizando ARNm preparado a partir de
tecido cerebral fetal humano (Clontech, Palo Alto CA)
utilizando o kit Stratagene-ZAP-ADNc Sintese’, (n.° de
catdlogo 20041). Ligou-se o ADNc ao vector de expressdo de
mamifero pTrap adjacente a um ADNc que codifica fosfatase
alcalina placentdria a que falta um sinal de secregdo. Os
plasmidecs foram transformados em E. c¢oli e o ADN foi
preparadc utilizando o kit de purificacdo de ADN Wizard
(Promega). O ADN foi transfectado em células COS-7 com
Lipofectamine” (Gibco-BRL). Apdés 48 horas de incubacéoc,
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ensailaram-se ©s sobrenadantes das células COS guanto a
fosfatase alcalina num contador de cintilacdo Wallac Micro-
Beta utilizando o kit Phospha-Light™ (Tropix Inc., n.° de
Catdlogo BP300). Os ADN plasmidicos individuais que foram
positivos no ensaio de secrecdo de Fosfatase alcalina das
células COS foram adicionalmente analisados por sequenciagio
do ADN utilizando procedimentos standard.

Utilizando wum ADN¢ parcial isolado através do método
atrds descrito, clonou-se um ADNc de comprimento completo que
codifica a CRSP-1 humana. A sequéncia nucleotidica que
codifica a proteina CRSP-1 humana de comprimento completo esta
apresentada na Figura 1 e definida em SEQ ID NO:1. A proteina
de comprimento completo codificada por este &cido nucleico é
constituida por cerca de 350 aminocdcidos e possul a sequéncia
de aminodcidos apresentada na Figura 1 e definida em
SEQ ID NO:2. A porgdo de «codificagao (quadro de leitura
aberto) de SEQ ID NO:1 estd definida em SEQ ID NO:3.

Andlise de CRSP-1 Humana
A determinac¢ac do perfil de hidrofobicidade da CRSP-1
humana possuindo a sequéncia de aminocdcidos definida em

SEQ ID NO:2 indicou a presenca de uma regido hidrdfoba desde
cerca do aminocacido 1 até cerca do aminodcido 23 de
SEQ ID NO:2. A andlise adicional da sequéncia de aminodcidos
de SEQ ID NO:2 utilizando programas de previsdo de péptidos de
sinal previu a presenga de um péptido de sinal desde cerca do
aminodcido 1 até cerca do amincacido 19, 21 ou 23 de
SEQ ID NO:2. Deste modo, a proteina CRSP-1 madura inclui cerca
de 327, 329 ou 331 aminodcidos que se estendem desde cerca do
aminodcido 20, 22 ou 24 até cerca do aminodcido 350 de
SEQ ID NO:2. A presencga da sequéncia de sinal, em adigdo ao
facto de a CRSP-1 ter sido identificada utilizando um sistema
de sequéncias de sinal Trap, indica que a CRSP-1 ¢é uma
proteina segregada. Adicionalmente, a previsdao de um tal
péptido de sinal e local de clivagem do péptido de sinal pode
ser feita, por exemplo, utilizando o algoritmc de computador
SIGNALP (Henrik, et al. (1997) Protein Engineering 10:1-6).

Adicionalmente, gquando o ADNc gue codifica a CRSP-1
humana foi expresso em células bacterianas com um marcador
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FLAG C-terminal, verificou-se que a proteina CRSP-1 produto
marcada com FLAG é segregada para o meio celular.

0 exame da sequéncia de ADNc representada na Figura 1
mostra que a CRSP-1 humana é particularmente rica em residuos
de c¢isteina. Como mostrado na Figura 1, a CRSP-1 contém
20 residuos de cisteina localizados entre o aminodcido 147 e o
amincdcido 284 de SEQ ID NO:2. Estes residuos de cisteina
podem possivelmente formar 10 pontes de dissulfureto.

Uma pesquisa BLAST (Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol.
215:403) das sequéncias de nucledtidos e de aminodcidos de
CRSP-1 revelou que a CRSP-1 é significativamente similar a um
ADNc de galinha que <codifica wuma ©proteina de fungdo
desconhecida possuindo o N.° de Acesso no GenBank D26311. Este
ADNc foi isolado de uma biblioteca de ADNc de cristalino de
galinha e mostrou-se que era expresso em fibras de cristalino
e epitélio de cristalino, mas ndo na retina neural nem em
células hepdticas. (Sawada et al. (1996) Int. J. Dev. Biol.
40:531). A CRSP-1 e a proteina de galinha possuem 56% de
identidade de sequéncia de aminodcidos e 72% de similaridade
de sequéncia de aminoAcidos. A similaridade de sequéncia de
amincdcidos entre a proteina de galinha e a CRSP-1 humana é
particularmente elevada no dominic rico em cisteinas de CRSP-1
que estd localizado entre os aminodcidos 147 e 284 de
SEQ ID NO:2. Em particular, os 20 residuos de cisteinas de
CRSP-1 localizados nesta regido estao presentes na proteina de
galinha (veja-se a Figura 3).

Dois genes recentemente i1dentificados num rastreio de
supressores da formagdo de glioblastoma (Ligon et al., 1997
Oncogene 14 1075-1081) também mostrou homologia significativa
com hCRSP-1. Estes genes, RIG ("Regulados em Glioblastoma™) e
RIG-1ike 7-1 (N.®® de Acesso no GenBank U32331 e AF034208,
respectivamente), foram identificados num rastreio diferencial
de ARNm regulado pela introdugdo de uma copia normal do
cromossoma 10 numa linha celular de glioblastoma portadora de
uma delecdao no cromossoma 10 que promove a tumorigénese. Um
diagrama esquemdtico que resume a relagdo entre as sequéncias
da CRSP-1 e o0s genes RIG ¢ apresentado na Figura 9. A regido
de identidade indicada entre CRSP-1, RIG e RIG-1like 7-1
compreende uma regido da UTR a 3' do ARNm da CRSP-1 humana.
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Este ADNc foi inicialmente 1solado no rastreio diferencial
descrito e subsequentemente foi utilizado para isolar
mensagens de RIG e RIG-1ike 7-1 de comprimento completo, como
representado. RIG-like 7-1 é altamente homdlogo (96,8% similar
como determinado utilizando o© programa de alinhamento de
proteinas de Lipman-Pearson, Ktuple: 2; Penalidade por Hiato:
4, Penalidade por Comprimento de Hiato: 12; e 64,7% homdlogo
utilizando o programa de alinhamento de ADN de Wilbur Lipman,
K-tuple: 3; Penalidade por Hiato: 3; Janela: 20) a CRSP-1
embora a proteina codificada falte a sequéncia de sinal
N-terminal e ndo seja portanto previsivel gque seja uma
proteina segregada. O ARNm de RIG de comprimento completo
apenas apresenta homologia com CRSP-1 na regidc do ADNc
inicial. Estes resultados associam a CRSP-1 com glioblastoma
humano e sugerem que a CRSP-1 pode ser importante na supressao
do fendtipo tumorigénico. Um papel no glioblastoma ¢é também
consistente com o elevado nivel de expressdo de ARNm de CRSP-1
observado em tecido cerebral humano. Em adicdo, a co-
localizacao dos genes de CRSP-1, RIG e RIG-like numa regido do
cromocssoma 11 (11pl5.1) implicada no desenvolvimento de
astrocitoma maligno humanc (Ligon et al. 1997 Oncogene 14
1075-1081) indica adicionalmente um papel para esses genes na
tumorigénese.

A proteina CRSP-1 humana possui também alguma
similaridade de sequéncia de amincacidos com metalotioneina,

particularmente no dominio rico em cisteinas.

Distribuicdo nos Tecidos de ARNm de CRSP-1

Este Exemplo descreve a distribuicdoc nos tecidos de ARNm
de CRSP-1, como determinado por hibridagao Northern blot.

As hibridagdes Northern blot com as vdarias amostras de
ARN foram realizadas sob condig¢des standard e lavadas sob
condig¢bes rigorosas, i.e., SSC 0,2x a 65°C. Em cada amcstra, a
sonda hibridou com wum Unico ARN de cerca de 2,5 kb. Os
resultados da hibridacdo da sonda com varias amostras de ARNm
estdo descritos adiante.

A hibridacdo de um Northern blot de multiplos tecido
fetais (MIN - Multiple Tissue Northern) da Clontech (Clontech,
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LaJdolla, CA) contendo ARN de cérebro, pulmdo, figado e rim
fetais indicou a presenga de elevados niveis de ARNm de CRSP-1
em cérebro, pulmdo fetais e niveis ligeiramente menores de
ARNm de GRSP-1 em rim fetal. Contudo, nadao se encontrou
qualquer nivel significativo de ARNm de CRSP-1 em figado
fetal.

A hibridagdo de um Northern blot de multiplos tecido
fetais humanos (MIN) da Clontech (Clontech, LaJolla, CA)
contendo ARN de coragdo, cérebro, placenta, pulmao, figado,
musculo esquelético, rim e pancreas adultos com uma sonda de
CRSP-1 humana indicou a presenca de niveils elevados de ARNm de
CRSP-1 em coracdo, niveis ligeiramente menores em cérebro, e
niveis muito menores em placenta e pulmdo. Foi também
encontrado algum ARNm CRSP-1 em musculo esquelético adulto.
Contudo, ndo se observaram niveis significativos de ARNm de
CRSP-1 em figado, rim ou péancreas adultos. De forma
interessante, o gene de galinha que € homdélogo a CRSP-1 também
ndo foi expresso em niveis detectdveis no figado (Sawada et
al. (1996) Int. J. Dev., Biol. 40:531).

Outra hibridacdo de um Northern blot de multiplos tecido
fetais humanos (MTIN) da Clontech (Clontech, LaJolla, CA)
incluindo ARN de medula espinal adulta revelou niveis elevados
de expressdao de CRSP-1 em ARNm isolado de medula espinal
adulta.

A andlise in situ revelou ainda o0s seguintes padrdes de
expressac quando sec¢gbes de tecidos foram hibridadas com
sondas de CRSP-1. O ARNm de CRSP-1 foi expresso em coracgao,
pulmdo, aorta, olho (retina e cristalino) e cérebro (cdrtex)
em embrides de ratinho de 14,5 dias. O ARNm de CRSP-1 foi
expresso em corac¢do, pulmido, olho (retina e <c¢ristalino),
cérebro (cortical) e cartilagem (pé, tragueia, laringe,
cabecga, esterno e coluna espinal) em tecidos de ratinho com
1,5 dias pds-natal. O ARNm de CRSP-1 foi expresso em cérebro
(cértex, hipocampo, tronco cerebral), coracao (apenas
auriculas), olho (retina e camada externa do cristalino) em
tecidos de ratinho adulto.
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Assim, a CRSP-1 ¢é expressa de uma maneira especifica do
tecido, com a expressdao mais forte observada em cérebro,

coracdo e medula espinal.

Resultados de Expressdo de Proteina CRSP-1

Construgdes

Prepararam-se construcgdes de expressdao para duas formas
de CRSP-1 wutilizando o vector de expressao de mamifero
pPMET-stop. A forma-1 incluia um ADNc que incorpora a sequéncia
de codificagao da proteina CRSP-1 completa de 350aa (CRSP-1
flag.long) e a forma-2 incluia a sequéncia de codificagdo da
proteina CRSP-1 inteira excepto os 18 amincacidos finais
(CRSP-1 flag.short). Uma sequéncia C-terminal que codifica o
epitopo FLAG (DYKDDDDK) foi adicicnada a ambas as formas de
CRSP-1 para facilidade de detecc¢do e purificacdo. Os ADNc de
CRSP-1flag foram gerados por PCR a partir de um molde de ADNc
de CRSP-1 de comprimento completo e foram ligados a pMET-stop
utilizando os locails de restricdo EcoRl e Sall.

Ensaio de Transfec¢do - Expressdo em Pequena Escala

As construgfes de expressdo para CRSP-1flag.long e CRSP-
1flag.short foram transfectadas em células 293T utilizando
10 pl de Lipofectamine (GIBCO/BRL) e 2 ug de ADN por pogo de
uma placa de 6 pogos de células que eram 70-80% confluentes.
Apds 5 horas a 37°C, as células foram alimentadas com 1 ml de
FCS a 20%/DMEM. Apds incubagac durante a noite a 37°C, as
células foram condicionadas em 1 ml de OptiMEM durante
48 horas a 37°C. BAmostras de sobrenadante e peletes celulares
foram solubilizadas em tampao de gel de SDS-PAGE ebuliente,
corridas num gel de SDS-PAGE a 4-20%, transferidas para uma
membrana de nylon e sondadas com ¢ anticorpo monoclonal anti-
FLAG M2. Tanto as amostras do sobrenadante como as amostras da
pelete apresentaram imunorreactividade significativa dentro de
uma gama de pesos moleculares de 40-65 kDa num filme
autorradiogrdfico utilizando um anticorpo secunddrio conjugado
com HRP e reagentes de deteccdo de ECL. Assim, ambas as formas
de CRSP-1 testadas sao segregadas por células 2937,
confirmando assim experimentalmente que a CRSP-1 é uma
proteina segregada. Deverad notar-se que o0s pesos moleculares
de ambas as formas de CRSP-1 testadas sdao maiores do que o
previsto a partir da sequéncia de aminocdcidos, sugerindo que
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as proteinas CRSP-1 segregadas por células 293T podem estar
glicosiladas. Isto € consistente com a presenca de guatro
potenciais locais para glicosilagdo ligada a N na proteina
CRSP-1,

Produgdo de Proteina CRSP-1 em Grande Escala

Para o aumento de escala da expressao da proteina CRSP-
1flag.long, placas (30 x 150mM) de células 293T a 70-80% da
confluéncia foram transfectadas com 27 pg de ADN, 100 pl de
Lipofectamine em 18 ml de OptiMEM durante 5 horas a 37°C.
Adicionaram-se 18 ml de FCS a 10%/DMEM a cada placa e
incubou-se durante a noite a 37°C. 24 horas apds o inicio da
transfeccdo, aspirou-se © sobrenadante da transfecgao e
adicionaram-se 35 ml de OptiMEM a cada placa e incubaram-se as
placas a 37°C durante 72 horas. Colheu-se o meio condicionado,
centrifugou-se a 4000 rpm durante 30 min. a 4°C, e filtrou-se
através de uma unidade de filtragdo de 0,45 microns.
Passaram-se 1100 ml através de uma coluna de afinidade anti-
FLAG M2 de 1,6 x 10 cm pré-equilibrada em tampdao PBS de pH 7,4
a um caudal de 2,0 ml por minuto. Apds lavagem com 200 ml de
tampdo PBS de pH 7,4, eluiu-se o material ligado através de um
passo de tampdo de Glicina 200 mM de pH 3,0 e colheram-se
fracgbes de 0,5 ml. Apds eluigdo, fol detectado um pico
significativo de proteina por absorvédncia a 280 nm. As
amostras correspondentes ao meio condicionado, o fluido de
passagem e as fracgdes eluidas, foram analisados por SDS-PAGE
com coloragdc com azul de Coomassie e com prata e por analise
Western blot como descrito atras. Foi detectada
imunorreactividade significativa dentro de uma gama de pesos
moleculares de 40-65 kDa em meio condicionado e nas fraccgdes
eluidas mas ndo na amostra de fluido de passagem, indicando
que a proteina CRSP-1 flag.long segregada se ligava
especificamente & coluna de afinidade e era eluida
eficientemente pelas condig¢des descritas. A coloragdo com azul
de Coomassie dos géis de SDS-PAGE sugeriu que a proteina
imunorreactiva predominante constituia >90% da proteina
presente no pico de proteina ligada e eluida. As fracgdes de
pico de proteina eluida foram reunidas e dialisadas contra
Solugao Salina Tamponada com Fosfato resultando um volume de
4 ml de proteina CRSP-1 flag.long recombinante numa
concentragdo de aproximadamente 1 mg/ml.
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Exemplo 2: Isolamento E Caracterizacdo de ADNc de CRSP-2,
CRSP-3 e CRSP—-4 Humanas

Para identificar novas proteinas relacionadas com a
CRSP-1, wutilizou-se a sequéncia de aminodcidos da CRSP-1
humana para rastrear Dbases de dados privadas e a dbEST
utilizando TBLASTN (WashUversion, 2.0, matriz de pesquisa
BLOSUM62) . Deste rastreio, identificaram-se quatro sequéncias
parciais distintas da proteina gque apresentavam homologia
significativa com a CRSP-1 humana. Estas sequéncias foram
designadas como sequéncias parciais para as novas hCRSP;
hCRSP-2, h-CRSP-3, h-CRSP-4 e h-CRSP-like-n.

A sequéncia de proteina parcial hCRSP-2 era derivada de
um Gnico clone de dbEST com o Numero de Acesso AA565546. Este
clone foi subsequentemente obtido a partir da coleccgdo IMAGE e
totalmente sequenciado para definir a totalidade da sequéncia
de hCRSP-2 representada na Figura 2.

A sequéncia de proteina parcial hCRSP-3 era derivada de
um  clone JthKb075al0 com o c¢dédigo de identificag¢do de
sequéncia jthKb075al0. Este clone foi ainda sequenciado e esta
informagdo de sequéncia fol combinada com  sequéncias
adicionais de dbEST utilizando © programa de montagem Phrap
(P. Green, U. Washington) para definir a totalidade da
sequéncia hCRSP-3 representada na Figura 3. O ADN para o clone
jthKb075al0 foi depositado na ATCC com o N.° de Acesso 98633,
A andlise Northern blot de varios tecidos utilizando uma sonda
especifica para hCRSP-3 revelou que a expressdo do ARNm de
CRSP-3 estava restringida a placenta. A expressdo do ARNm de
CRSP-3 ndo fol ainda demonstrada em outros tecidos humanos
adultos normais.

Foi recentemente descrito um homdélogo de CRSP-3 de murino
e de Xenopus denominado dkk-1 ("dickkopf", em alemdo) que se
propde codificar uma molécula de sinalizacdo segregada
(Nature, 391, 357-368). A dkk-1 ¢ descrita como um poderoso
indutor da formagdo da cabegca durante o inicio do
desenvolvimento de Xenopus, em que O seu mecanismo de ac¢io
envolve aparentemente a inibi¢cdo da familia wnt de factores
segregados.
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Dada a homologia entre CRSP-3 e dkk-1, ¢ sugerido que a
hCRSP-3 pode apresentar uma profunda actividade indutora da
cabeca durante o inicio do desenvolvimento embriondrio humano.
Adicionalmente, pensa-se que o0s mecanismos de accao de dkk-1
envolvem antagonismo de membros da familia wnt de proteinas
segregadas. A super-expressdo de proteinas wnt fol associada a
certas malignidades. Por exemplo, a activagao da expressao de
wnt—-1 por 1nserc¢do proviral de MMIV causa cancro da mama no
ratinho (veja-se Cadigan e Nusse, Genes and Dev., 1997 11
3286-3305). Portanto, pelo menos a CRSP-3, e potencialmente
outros membros da familia CRSP, podem também desempenhar um
papel na supressdo de sinalizacado de wnt no cancro.

A sequéncia de proteina parcial h-CRSP-4 era derivada de
um unico clone de dbEST com o Numero de Acesso W55979. Este
clone foi subsequentemente obtido a partir da colecgdo IMAGE e
totalmente sequenciado para definir a sequéncia de hCRSP-4
representada na Figura 4. A andlise Northern blot de varios
tecidos utilizando uma sonda especifica para hCRSP-4 revelou
que o ARNm de CRSP-4 era expresso em varios tecidos humanos
adultos. A expressao do ARNm de CRSP-4 foi maior no coragao,
cérebro, placenta, pulmdo e miusculo esquelético.

A sequéncia de proteina parcial h-CRSP-like-n era
derivada de um Unico clone de dbEST com o Numero de ACesso
AA397836. Este clone foi subsequentemente obtido a partir da
colecgdao IMAGE e totalmente sequenciado para definir a
totalidade da sequéncia de hCRSP-like-n representada na
Figura 5.

Estrutura das Proteinas da Familia CRSP

Um alinhamento das sequéncias de amincdcidos da CRSP-1
humana, CRSP-2 humana, CRSP-3 humana e CRSP-4 humana, ¢
apresentado na Figura 6. Os residuos de aminoacido que séo
conservados entre os membros da familia de CRSP humanas estio
em caixas. 0Os 20 residuos de «cisteina conservados estdo
indicados por um asterisco. Os dominios ricos em cisteinas
estdo indicados como CRD-1 e CRD-2., A estrutura de dominios
das proteinas CRSP de comprimento completo da presente
invengdo estada representada na Figura 7. A homologia de
aminodcidos e de nucledtidos entre o0s membros da familia CRSP
é como se segue nas Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1:
CRSP-1 | CRSP-2 | CRSP-3 | CRSP-4 | mdkk-1 | xdkk-1 | CLFEST
CRSP-1 100 16,0 18,6 15,1 18,5 16,5 53,0
CRSP-2 100 33,7 35,2 32,6 33,7 16,2
CRSP-3 100 33,1 80,2 53,5 17,4
CRSP-4 100 30,5 33,7 12,5
As percentagens de homologias de amincdcidos foram
determinadas utilizando o programa ALIGN, (versao 2.0) (pacote

de software GCG)

utilizando uma tabela de residuos ponderal

PAM120, uma penalidade por comprimento de hiatos de 12, e uma
penalidade por hiatos de 4.
Tabela 2:
CRSP-1 | CRSP-2 | CRSP-3 | CRSP-4 | mdkk-1 | xdkk-1 | CLFEST

CRSP-1 100 30,0 37,2 34,7 31,5 45,4 58,8
CRSP-2 100 43,0 35,9 38,8 38,4 36,7
CRSP-3 100 59,3 66,4 53,7 32,1
CRSP-4 100 38,8 38,4 36,7

As percentagens de homologias de nucledtidos foram
determinadas utilizando o programa de alinhamento de ADN
Wilbur Lipman, K-tuple: 3; Penalidade ©por hiatos: 3;
Janela: 20.
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:1:

GGCACGAGGG GGCGGCGGCT GCGGGCGCAG AGCGGAG ATG CAG CGG CTT GGG GCC 55
Met Gln Arg Leu Gly Ala
1 5
ACC CTG CTG TGC CTG CTG CTG GCG GCG GCG GTC CCC ACG GCC CCC GCG 103
Thr Leu Leu Cys Leu Leu Leu Ala Ala Ala Val Pro Thr Ala Pro Ala
10 15 20
CCC GCT CCG ACG GCG ACC TCG GCT CCA GTC AAG CCC GGC CCG GCT CTC 151
Pro Ala Pro Thr Ala Thr Ser Ala Pro Val Lys Pro Gly Pro Ala Leu
25 30 35
AGC TAC CCG CAG GAG GAG GCC ACC CTC AAT GAG ATG TTC CGC GAG GTT 195
Ser Tyr Pro Gln Glu Glu Ala Thr Leu Asn Glu Met Phe Arg Glu Val
40 45 50
GAG GAA CTG ATG GAG GAC ACG CAG CAC AAA TTG CGC AGC GCG GTG GAA 247
Glu Glu Leu Met Glu Asp Thr Gln His Lys Leu Arg Ser Ala Val Glu
55 60 65 70
GAG ATG GAG GCA GAA GAA GCT GCT GCT AARA GCA TCA TCA GAA GTG AAC 295
Glu Met Glu Ala Glu Glu Ala Ala Ala Lys Ala Ser Ser Glu Val Asn
75 80 85
CTG GCA AAC TTA CCT CCC AGC TAT CAC AAT GAG ACC BAC ACA GAC ACG 343
Leu Ala Asn Leu Pro Pro Ser Tyr His Asn Glu Thr Asn Thr Asp Thr
90 95 100
AAC GTT GGA AAT AAT ACC ATC CAT GTG CAC CGA GAA ATT CAC AAG ATA 391

Asn Val Gly Asn Asn Thr Ile His Val His Arg Glu Ile His Lys Ile
105 110 115
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ACC
Thr

TCT
Ser
135

GAG
Glu

ACC
Thr

GAG
Glu

GCC
Ala

CAG
Gln
215

TGC
Cys

CGG
Arg

GAC
Asp

AGC
Ser

GAT
Asp
295

GGC
Gly

AGC
Ser

AAC
Asn
120

GTG
val

GAC
Asp

TGC
Cys

TGC
Cys

ACC
Thr
200

CCG
Pro

ACA
Thr

CTT
Leu

CGA
Arg

CTG
Leu
280

GGG
Gly

AGC
Ser

CTG
Leu

AAC
Asn

GGA
Gly

TGT
Cys

CAG
Gln

TGT
Cys
185

AGG
Arg

GGG
Gly

ccc
Pro

CTG
Leu

TGC
Cys
265

GTG

Val

GAG
Glu

TC
Phe

ACT
Thr

CAG
Gln

GAC
Asp

GGG
Gly

CCA
Pro
170

GGA
Gly

GGC
Gly

ayie}
Leu

CTG
Leu

GAC
Asp
250

CCT
Pro

TAT
Tyr

ATC
Tle

ATG
Met

GAA
Glu
330

ACT
Thr

GAA
Glu

cce
Pro
155

TGC
Cys

GAC
Asp

AGC
Sex

TGC
Cys

ccc
Pro
235

CTC
Leu

TGT
Cys

GTG
Val

CTG
Leu

GAG
Glu
315

GAG
Glu

GGA
Gly

GAA
Glu
140

AGC
Ser

CGG
Arg

CAG
Gln

AAT
Asn

TGT
Cys
220

GTG
val

ATC
Ile

GCC
Ala

TGC
Cys

CTG
Leu
300

GAG
Glu

ATG
Met

CAA
Gln
125

GGC
Gly

ATG
Met

GGC
Gly

CTG
Leu

GGG
Gly
205

GCC
Ala

GAG
Glu

ACC
Thr

AGT
Ser

ARG
Lys
285

cce

Pro

GTG
Val

GCG
Ala

ATG
Met

AGA
Arg

TAC
Tyr

CAG
Gln

TGT
Cys
190

ACC
Thr

TTC
Phe

GGC
Gly

TGG
Trp

GeC
Gly
270

CCa

Pro

AGA
Arg

CGC
Arg

CTG
Leu

GTC
val

AGG
Arg

TGC
Cys

AGG
Arg
175

GTC
val

ATC
Ile

CAG
Gln

GAG
Glu

GAG
Glu
255

CTC
Leu

ACC
Thr

GAG
Glu

CaG
Gln

AGG
Arg
335

TTT
phe

AGC
Ser

CaG
Gln
160

ATG
Met

TGG
Trp

TGT
Cys

AGA
Arg

CTT
Leu
240

CTA
Leu

CTC
Leu

TTC
Phe

GTC
Val

GAG
Glu
320

GAG
Glu

TCA
Ser

Ccac
His
145

TTT
Phe

CTC
Leu

GGT
Gly

GAC
Asp

GGC
Gly
225

TGC

Cys

GAG
Glu

TGC
Cys

GTG
val

cce
Pro

CTG
Leu

CCT
Pro

GAG
Glu
130

GAG
Glu

GCC
Ala

TGe
Cys

CAC
His

ARC
Asn
210

CTG
Leu

CAT
His

CCT
Pro

CAG
Gln

GGG
Gly
290

GART

Asp

GAG
Glu

GCG
Ala

ACA
Thr

TGC
Cys

AGC
Ser

ACC
Thr

TGC
Cys
185

CAG
Gln

CTG
Leu

GAC
Asp

GAT
Asp

cce
Pro
278

AGC

Ser

GAG
Glu

GAC
Asp

GCT
Ala

GTT
val

ATC
Ile

TTC
Phe

CGG
Arg
180

ACC
Thr

AGG
Arg

TTC
Phe

cce
Pro

GGA
Gly
260

CAC
His

CGT
Arg

TAT
Tyr

CTG
Leu

GCC
Ala
340

ATC
Ile

ATC
Ile

CAG
Gln
165

GAC
Asp

Lys

GAC
Asp

CCT
Pro

GCC
Ala
245

GCC
Ala

AGC
Ser

GAC
Asp

GAA
Glu

GAG
Glu
325

GCC
Ala

ACA
Thr

GAC
Asp
150

TAC
Tyy

AGT
Ser

ATG
Met

TGC
Cys

GTG
Val
230

AGC
Ser

TTG
Leu

CAC
His

CAR
Gln

GTT
Val
310

AGG
Arg

GCT
Ala

439

535

583

631

679

727

775

219

867

1015

1063
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GCA CTG CTG GGA AGG GAA GAG ATT TAGATCTGGA CCAGGCTGTG GGTAGATGTG
Ala Leu Leu Gly Arg Glu Glu Ile

345

CAATAGAART

TCTTCCTACA

CATTTGTTCA

AGGCAGGGTT

CTCTACCAGT

GAGATGGAAA

CCCTGCTTTG

TTCCATGGGC

TGCATTACAT

AGCATTTTCA

TTCTCCTCGT

CACAGCTAGT

CCACTACCCC

GATTTTTCTT

TAAAAGTARA

AATGRAGACA

GTATATGACT

GGCGAGGATT

CCACGTGGAG

CGAACACTGA

TTCTTTGAGT

CTTCAACTGC

AGCTAATTTA
TCTTCTTCCC
GCTCCCCCAG
AAACTGCAGG
TGGCAGACAG
CAATGTGGAG
CARACATCARA
ATAGGTAAGC
GTGTTTATIC
TATCCAAGAT
CCATCAGGGA
GAAGACCAGA
ACACCAGCCT
TTGAGGCATG
CTACTGTTAG
ATGATATTGA
GAGCGTAGCA
ATAAATGAAA
ABRATCARAC

ACTCTACGCC

TTTAAATTAT

TAARAAAARA

350

TTTCCCCANG

AGTAAGTTTC

GCTGTTCTCC

AGCAGTTTGC

CCGTTTGTTC

TCTCCCTCTG

CCTGGCARAA

TGTGCCTTCA

ATCCAGCAGT

CAATTCCCTC

TTTCAGAGGC

GCAGTTTCAT

TGGTGCCACC

CACATCTGGA

GAACAGCAGT

CACTGTCCCT

TACAGGTTAA

TTTGCAAAAT

CGAGCAGGGC

ACTCCACAAA

GTATAAACAT

AAAMMARAAR

TGTGTGCTTT

CCCTCTGGCT

AGGCTTCACA

CACCCCTGTC

TACATGGCTT

ATTGGTTTTG

ATGCAACARA

GCTGTTGCAG

GTTGCTCAGC

TCTCAGCACA

TCAGAGACTG

CTGGTTGTGA

ARAAGTGCTC

ATTAAGGTCA

GTTCTCACAG

CTTTGGCAGT

CCTGCAGAAA

CACTTAGCAG

TGTGTGAAAC

TGATGTTTTC

AAGTTGCATT

AARRAMAAAL

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:2:

AAGCGTGGGC

TGACAGCATG

GTCTGGTGCT

CAGATTATTG

TGATAATTGT

GGGAARTGTG

TGAATTTTCC

ATGAAATGTT

TCCTACCTCT

GCCTGGGGAG

CAAGCTGCTT

CTCTAAGCTC

CCCAARAGGA

AACTAATTCT

TGTGGGGCAG

TGCATTAGTA

CAGTACTTAG

CAACTGAAGA

ATGGTTGTAA

AGGTGTCATG

TAGAAATCAA

AA

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIZ:

(&)

COMPRIMENTO:

(B) TIPO: aminodacido

(D)
(ii) TIPO DE MOLECULAZ: proteina

TOPOLOGIA:

linear

350 aminodcidos

TGACCAGGCT

AGGTGTTGTG

TGGGAGAGTC

GCTGCTTTGC

TTGAGGGGAG

GAGAAGAGTG

ACGCAGTTCT

CTGTTCACCC

GTGCCAGGGC

GGGGTCATTG

GCCCAAGTCA

AGTGCTCTCT

AGGAGAATGG

CACATCCCTC

CCGTCCTTCT

ACTTTGAAAG

GTAATTGTAG

CAATTATCAA

TATGCGACTG

GACTGTTGCC

GCATAAATCA

1117

1177

1237

1297

1357

1417

1477

1537

1597

1657

1717

1777

1837

1897

1957

2017

2077

2137
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Met

val

Lys

Glu

Leu

65

Ala

Glu

Arg

Ser

His

145

Phe

Leu

Gly

Asp

Gly
228

(xi) DESCRICAO

Gln

Pro

Pro

Met

50

Arg

Ser

Thr

Glu

Glu

130

Glu

Ala

Cys

His

Asn

210

Leu

Arg

Thr

Gly

35

Phe

Ser

Ser

Asn

Ile

115

Thr

Cys

Ser

Thr

Cys

195

Gln

Leu

Leu

Ala

20

Pro

Arg

Ala

Glu

Thr

100

His

val

Ile

Phe

Arg

180

Thr

Arg

Phe

Gly

5

Pro

Ala

Glu

val

val

85

Asp

Lys

Ile

Ile

Gln

165

Asp

Lys

Asp

Pro

Ala

Ala

Leu

val

Glu

70

Asn

Thr

Ile

Thr

Asp

150

TyY

Ser

Met

Cys

val
230

DA

Thr

Ser

Glu

55

Glu

Leu

Asn

Thr

Ser

135

Glu

Thr

Glu

Ala

Gln

215

Cys

SEQUENCIA: SEQ ID NO:2:

Leu Leu
Ala Pro
25

Tyr Pro
40

Glu Leu

Met Glu

Ala Asn

val Gly
105

Asn Asn
120

val Gly

Asp Cys

Cys Gln

Cys Cys

185

Thr Arg
200

Pro Gly

Thr Pro

Cys

10

Thr

Gln

Met

Ala

Leu

90

Asn

Gln

Asp

Gly

Pro

170

Gly

Gly

Leu

Leu

Leu

Ala

Glu

Glu

Glu

75

Pro

Asn

Thr

Glu

Pro

155

Cys

Asp

Ser

Cys

Pro
235

Leu Leu Ala

Thr

Glu

Asp

60

Glu

Pro

Thr

Gly

Glu

140

Ser

Arg

Gln

Asn

Cys

220

Val

Ser

Ala

45

Thr

Ala

Ser

Ile

Glin

125

Gly

Met

Gly

Leu

Gly

205

Ala

Glu

Ala

30

Thr

Gln

Ala

Tyr

His

110

Met

Arg

Tyr

Gln

Cys

190

Thr

Phe

Gly

Ala

15

Pro

Leu

His

Ala

His

95

Val

Val

Arg

Cys

Arg

175

val

Ile

Gln

Glu

Ala

Val

Asn

Lys

Lys

80

Asn

His

Phe

Ser

Gln

160

Met

Trp

Cys

Arg

Leu
240
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Cys

Glu

Cys

<
o
[

Pro
305

Leu

Pro

ATG
Met

GTC
Val

Lys

GAG
Glu

His

Pro

Gln

Glu

Ala

Asp

Asp

Glu

Ala

Pro

Gly
260

Leu

Ala
340

Ala
245

Ala

Ser

o
1]
e

Glu

Glu
325

Ala

Ser

Leu

His

Arg

Ala

Arg

Asp

Ser

Ser

Ala

Leu

Arg

Leu
280

Leu

Leu

Leu

Cys
265

Phe

Thr

Leu
345

Asp
250

Pro

Tyr

=

Met

Glu
330

Gly

INFORMACAO PARA SEQ ID NO:3:

120

Leu Ile

Cys Ala

Val Cys

B
0
(]
£
{l
[

Glu Glu
315

Glu Met

Arg Glu

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
1050 pares de bases
acido nucleico
simples

(A
(B
(C
(D

(ii)

(ix)

CAG
Gln

cce
Pro

Cce
Pro

ATG
Met
50

(&)

CGG
Arg

ACG
Thr

GGC
Gly
35

TTC
Phe

COMPRIMENTO:
TIPO:
TIPO DE CADEIA:

TOPOLOGIA:

NOME/CHAVE :
(B) LOCALIZACAO: 1..1050

(xi) DESCRICAO

CTT
Leu

GCC
Ala
20

cca

Pro

CGC
Arg

GGG
Gly
5

cce

Pro

GCT
Ala

GAG
Glu

GCC
Ala

GCG
Ala

CTC
Leu

GTT
val

CARACTERISTICA:
CDS

linear

TIPO DE MOLECULA: ADNcC

Thr

Ser

Lys

285

val

Ala

Glu

Trp

Gly
270

Pro

b=l
H
[te

Arg

Leu

Ile
350

Glu
255

Leu

Thr

Arg
335

DA SEQUENCIZA: SEQ ID NO:3:

ACC
Thr

cce
Pro

AGC
Sexr

GAG
Glu

CTG
Leu

GCT
Ala

TAC
Tyr
40

GAA
Glu

CTG
Leu

CCG
Pro
25

CcCG

Pro

CTG
Leu

TGC
Cys
10

ACG

Thr

CAG
Gln

ATG
Met

CTG CTG
Leu Leu

GCG ACC
Ala Thr

GAG GAG
Glu Glu

BAG GAC
Glu Asp
60

CTG
Leu

TCG
Ser

GCC
Ala
45

ACG
Thr

GCG
Ala

GCT
Ala
30

ACC

Thr

CAG
Gln

GCG
Ala
15

CCA

Pro

CTC
Leu

CAaC
His

Leu

Leu

Phe

<
[\
o

Glu
320

Glu

GCG
Ala

GTC
Val

AAT
Asn

Lys

48

96

144

192
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TTG
Leu
65

GCA
Ala

GAG
Glu

CGA
Arg

TCA
Ser

CAC
His
145

TTT
Phe

CTC
Leu

GGT
CGly

GAC
Asp

GGC
Gly
225

TGC
Cys

GAG
Glu

TGC
Cys

CGC
Arg

TCA
Ser

ACC
Thr

GAR
Glu

GAG
Glu
130

GAG

Glu

GCC
Ala

TGC
Cys

CAC
His

Asn
210

CTG

Leu

CAT
His

CCT
Pro

CAG
Gln

AGC
Ser

TCA
ser

AAC
Asn

ATT
Ile
115

ACA
Thr

TGC
Cys

AGC
Ser

ACC
Thr

TGC
Cys
195

CAG
Gln

CTG
Leu

GAC
Asp

GAT
Asp

slele
Pro
278

GCG
Ala

GAA
Glu

ACA
Thr
100

CAC
His

GTT
val

ATC
Ile

TTC
Phe

CGG
Arg
180

ACC
Thr

AGG
Arg

TTC
Phe

cce
Pro

GGA
Gly
260

CAC
His

GTG
val

GTG
vVal
85

GAC
Asp

AAG
Lys

ATC
Ile

ATC
Ile

CAG
Gln
165

GAC
Asp

Lys

GAC
Asp

CCT
Pro

GCC
Ala
245

GCC
Ala

AGC
Ser

GAA
Glu
70

BAC
Asn

ACG
Thr

ATA
Ile

ACA
Thr

GAC
Asp
150

TaC
Tyr

AGT
Ser

ATG
Met

TGC
Cys

GTG
val
230

AGC

Ser

TTG
Leu

cac
His

GAG
Glu

CTG
Leu

AAC
Asn

ACC
Thx

TCT
Ser
135

GAG
Glu

ACC
Thr

GAG
Glu

Gce
Ala

CAG
Gln
215

TGC

Cys

CGG
Arg

GAC
Asp

AGC
Ser

ATG
Met

GCA
Ala

GTT
Val

AAC
Asn
120

GTG
val

GAC
Asp

TGE
Cys

TGC
Cys

ACC
Thr
200

elaic}
Pro

ACA
Thr

CTT
Leu

CGA
Arg

CTG
Leu
280

GAG
Glu

AAC
Asn

GGA
Gly
105

AAC
Asn

GGA
Gly

TGT
Cys

CAG
Gin

TGT
Cys
185

AGG
Arg

GGG
Gly

cce
Pro

CTG
Leu

TGC
Cys
265

GTG
val

GCA
ala

TTA
Leu
20

AAT
Asn

CAG
Gln

GAC
Asp

GGG
Gly

CCA
Pro
170

GGA
Gly

GaC
Gly

CTG
Leu

CTG
Leu

GAC
Asp
250

CCT

Pro

TAT
Ty

121

GAA
Glu
75

CCT
Pro

AAT
Asn

ACT
Thr

GAA
3lu

cece
Pro
155

TGC
Cys

GAC
Asp

AGC
Ser

TGC
Cys

cce
Pro
235

CIC

Leu

TGT
Cys

GTG
Val

Glu

ccc
Pro

ACC
Thr

GGA
Gly

GAA
Glu
140

AGC
Sex

CGG
Arg

CAC
Gin

ART
Asn

TGT
Cys
220

GTG
Val

ATC
Ile

GCC
Ala

Tac
Cvs

GCT
Ala

AGC
Ser

ATC
Ile

CAA
Gln
128

GGC
Gly

ATG
Met

GGC
Gly

CTG
Leu

GGG
Gly
208

GCC
Ala

GAG
Glu

ACC
Thr

AGT
Ser

AAG
Lys
285

GCT
Ala

TAT
Tyr

CAT
His
110

ATG
Met

AGA
Axg

TAC
Tyr

CAG
Gln

TGT
cys
190

ACC
Thr

TTC
Phe

GGC
Gly

TGG
Trp

GGC
Gly
270

alale)
Pro

GCT
Ala

CAC
His
95

GTG
val

GTC
Val

AGG
Arg

TGC
Cys

AGG
Arg
175

GTC
val

ATC
Ile

CAG
Gln

GAG
Glu

GAG
Glu
255

CTC

Leu

ACC
Thy

Lys
80

AAT
Asn

CAC
His

TTT
Phe

AGC
Ser

CAG
Gln
160

ATG
Met

TGG
Trp

TGT
Cys

AGA
Arg

CTT
Leu
240

CTA

Leu

CTC
Leu

TTC
Phe

240

288

432

480

528

672

720

816

864
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GTG
vVal

CcCC
Pro
305

CTG
Leu

CcCT
Pro

(2)

GAATTCGGCA CGAGAGACGA CGTGCTGAGC TGCCAGCTTA GTGGAAGCTC TGCTCTGGGT
GGAGAGCAGC CTCGCTTTGG TGACGCACAG TGCTGGGACC CTCCAGGAGC CCCGGGATTG
AAGG ATG GTG GCG GCC GTC CTG CTG GGG CTG AGC TGG CTC TGC TCT CCC

Met Val Ala Ala Val Leu Leu Gly Leu Ser Trp Leu Cys Ser Pro
10

CTG
Leu

CTG
Leu

Asn

GGG
Gly
290

GAT
Asp

GAG
Glu

GCG
Ala

AGC CGT
Ser Arg

GAG TAT
Glu Tyr

GAC CTG
Asp Leu

GCT GCC
Ala Ala
340

GAC
Asp

GAA
Glu

GAG
Glu
325

GCC
Ala

Gln

GTT
Val
310

AGG

Arg

GCT
Ala

GAT
Asp
295

GGC
Gly

AGC
Ser

GCA
Ala

GGG
Gly

AGC
Ser

CTG
Leu

CTG
Leu

GAG
Glu

TTC
Phe

ACT
Thr

CTG
Leu
345

ATC
Ile

ATG
Met

GARA
Glu
330

GGA
Gly

INFORMACAO PARA SEQ ID NO:4:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIZ:
848 pares de bases

122

CTG
Leu

GAG
Glu
315

GAG
Glu

AGG
Arg

simples

(A) COMPRIMENTO:

(B) TIPO: &cido nucleico

(C) TIPO DE CADEIA:

(D) TOPOLOGIA: linear
(11) TIPO DE MOLECULA: ADNC
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE:
(B) LOCALIZAGCAO: 125..796

CDS

CTG
Leu
300

GAG
Glu

ATG
Met

GAA
Glu

cce
Pro

GTG
val

GCG
Ala

GAG
Glu

AGA
Arg

CGC
Arg

CTG
Leu

ATT
Ile
350

GAG
Glu

CAG
Gln

AGG
Arg
335

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:4:

1

GGA
Gly

CAT
His

ACC
Thr

GCT CTG
Ala Leu

GGG GCC
Gly Ala
35

AGA AAG
Arg Lys

GTC
val
20

CGG

Arg

TTC
Phe

S

CTG GAC TTC
Leu Asp Phe

ARG GGC TCA
Lys Gly Ser

TGC CTC CAG
Cys Leu Gln

55

AAC
Asn

CAG
Gln
40

cce
Pro

ARC
Asn
25

TGC

Cys

cGe
Arg

ATC
Ile

CTG
Leu

GAT
Asp

AGG
Arg

TCT
Ser

GAG
Glu

AGC
Ser

GAC
Asp

ARG
Lys
60

TCT
Ser

RACG
Thr
45

CCG
Pro

GCT
Ala
30

GAC

Asp

TTC
Phe

GTC
vVal

GAG
Glu
320

GAG
Glu

15

GAC
Asp

TGC
Cys

TGT
Cys

912

960

1008

1050

60

120

169

217

265
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GCT
Ala

TGC
Cys
80

GCA

Ala

GCA
Ala

Lys

AGT
Ser

CAT
His
160

TGC
Cys

CAG
Gln

AGC
Ser

CTA
Leu

(2)

ACA TGT
Thr Cys
65

CCT GGG
Pro Gly

ACC CCcA
Thr Pro

GRA GGA
Glu Gly

CCA AGT
Pro Ser
130

TGT CTG
Cys Leu
145

TTT TGG
Phe Trp

TCC AGA
Ser Arg

CGT TGC
Arg Cys

AAT CGG
Asn Arg
210

CGT
Arg

ACA
Thr

ATA
Ile

ACA
Thy
115

ATT
Ile

AGA
Arg

ACG
Thr

AGA
Arg

GAC
Asp
195

CAG
Gln

GGG
Gly

CTC
Leu

TTA
Leu
100

ACT

Thr

AAG
Lys

ACT
Thr

Lys

GGG
Gly
180

TGT

Cys

CAT
His

TTG CGG
Leu Arg
70

TGT GTG
Cys Vval
85

GAA AGG
Glu Arg

GGG CAC
Gly His

AAA TCA
Lys Ser

TTT GAC
Phe Asp
150

ATT TGT
Ile Cys
165

CAT AAA

His Lys

GGC CCT
Gly Pro

GCT CGA
Ala Arg

AGG
Arg

AAC
Asn

CAG
Gln

cca
Pro

CaA
Gln
135

TGT
Cys

AAG
Lys

GAC
Asp

GGA
Gly

TTA
Leu
215

AGG
Arg

GAT
Asp

CTT
Leu

GTC
val
120

GGC
Gly

GGC
Gly

CCA
Pro

ACT
Thr

CTA
Leu
200

AGA
Arg

TGC
Cys

GTT
val

GAT
Asp
105

CAG
Gln

AGG
Arg

cCT
Pro

GTC
Val

GCT
Ala
185

CTG

Leu

GTA
Val

123

CAG
Gln

TGT
Cys
90

GAG
Glu

GAA
Glu

ARG
Lys

GGA
Gly

CTT
Leu
170

Caa
Gln

TGT
Cys

TGC
Cys

CGA
Arg

ACT
Thr

caa
Gln

Asn

GGA
Gly

CTT
Leu
155

TTG

Leu

GCT
Ala

CGA
Arg

CAA
Gln

TAAATATTTC AAAATAAAGA AGAATCCACA TTGCAAAAAA

INFORMACAO PARA SEQ ID NO:5:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIR:

(&)
(B)
(D)

COMPRIMENTO:
TIPO:

aminodcido
TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULAZ: proteina

GAT
Asp

ACG
Thr

GAT
Asp

CAA
Gln

CAA
Gln
140

TGC
Cys

GAG
Glu

CCA
Pro

AGC
Ser

Lys
220

GCe
Ala

ATG
Met

GGC
Gly

cce
Pro
125

GAG
Glu

TGT
Cys

GGA
Gly

GAA
Glu

CARA
Gln
205

ATA
Ile

ATG
Met

GAA
Glu

ACA

Thr.

110

Lys

GGA
Gly

GCT
Ala

CAG
Gln

ATC
Ile
190

TTG

Leu

GAA
Glu

TGC
Cys

GAT
Asp
95

CAT
His

AGG
Arg

GAA
Glu

CGT
Arg

GTC
val
175

TTC

Phe

ACC
Thr

ARG
Lys

ARAAARANAA AR

224 aminodcidos

361

409

457

505

649

697

745

793

848
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124

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:5:

Met Val Ala Ala Val Leu Leu Gly Leu Ser Trp Leu Cys Ser Pro

1 5 10

Gly Ala Leu Val Leu Asp Phe Asn Asn Ile
20 25

His Gly Ala Arg Lys Gly Ser Gln Cys Leu
35 40

Thr Arg Lys Phe Cys Leu Gln Pro Arg Asp
50 55

Thr Cys Arg Gly Leu Arg Arg Arg Cys Gln
65 70

Prxo Gly Thr Leu Cys Val Asn Asp Val Cys
a5 90

Thr Pro Ile Leu Glu Arg Gln Leu Asp Glu
100 105

Glu Gly Thr Thr Gly His Pro Val Gln Glu
115 120

Pro Ser Ile Lys Lys Ser Gln Gly Arg Lys
130 135

Cys Leu Arg Thr Phe Asp Cys Gly Pro Gly
145 150

Phe Trp Thr Lys Ile Cys Lys Pro Val Leu

Ser Arg Arg Gly His Lys Asp Thr Ala Gln
180 185

Arg Cys Asp Cys Gly Pro Gly Leu Leu Cys
1385 200

Asn Arg Gln His Ala Arg Leu Arg Val Cys
210 215

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:6:

Arg

Ser

Glu

Axg

75

Thr

Gln

Asn

Gly

Leu

155

Leu

Ala

Arg

Gln

Ser

Asp

Lys

60

Asp

Thr

Asp

Gln

Gln

140

Cys

Glu

Pro

Ser

Lys
220

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIZ:

TIPO: acido nucleico

(&
(B
(C
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 1,.672

)
) TIPO DE CADEIA: simples
)

Ser

Thr

45

Pro

Ala

Met

Gly

Pro

125

Glu

Cys

Gly

Glu

Gln

205

Ile

Ala

30

Asp

Phe

Met

Glu

Thr

110

Lys

Gly

Ala

Gln

Ile

190

Leu

Glu

) COMPRIMENTOQO: 672 pares de bases

15

Asp

Cys

Cys

Cys

Asp

95

His

Arg

Glu

Arg

val

175

Phe

Thr

Lys

Leu

Leu

Asgn

Ala

Cys

80

Ala

Ala

Lys

Ser

His

160

Cys

Gln

Ser

Leu
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ATG
Met

GGA
Gly

CAT
His

ACC
Thr

ACA
Thr
65

cCcT

Pro

ACC
Thr

GAA
Glu

CCA
Pro

TGT
Cys
145

TTT
Phe

TCC
Ser

CGT
Arg

Asn

125

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:6:

GTG
val

GCT
Ala

GGG
Gly

AGA
Arg
50

TGT
Cys

GGG
Gly

cca
Pro

GGA
Gly

AGT
Ser
130

CTG
Leu

TGG
Trp

AGA
Arg

TGC
Cys

CGG
Arg
210

GCG
Ala

CTG
Leu

GCC
Ala
35

AAG
Lys

CGT
Arg

ACA
Thr

ATA
Ile

ACA
Thr
115

ATT
Ile

AGA
Arg

ACG
Thr

AGA
Arg

GAC
Asp
195

CAG
Gln

GCC
Ala

GTC
val
20

GG
Arg

TTC
Phe

[eleie]
Gly

CTC
Leu

TTA
Leu
100

ACT

Thr

AAG
Lys

ACT
Thr

Lys

GGG
Gly
180

TGT
Cys

CAT
His

GTC
val
5

CTG
Leu

AAG
Lys

TGC
Cys

TTG
Leu

TGT
Cys
85

GAA
Glu

GGG
Gly

Lys

TTT
Phe

ATT
Ile
165

CAT
His

GGC

Gly

GCT
Ala

CTG
Leu

GAC
Asp

GGC
Gly

CTC
Leu

CGG
Arg
70

GTG

Val

AGG
Arg

CAC
His

TCA
Ser

GAC
Asp
150

TGT
Cys

Lys

CCT
Pro

cGaA
Arg

CTG
Leu

TTC
Phe

TCA
Ser

CAG
Gln
55

AGG
Arg

AAC
Asn

CAG
Gln

cca
Pro

CAA
Gln
135

TGT
Cys

AAG
Lys

GAC
Asp

GGA
Gly

TTA
Leu
215

GGG CTG AGC
Gly Leu Ser

AAC
Asn

CAG
Gln
40

cce
Pro

AGG
Arg

GAT
Asp

CTT
Leu

GTC
val
120

GGC
Gly

GGC
Gly

CCA
Pro

ACT
Thr

CTA
Leu
200

AGA
Arg

AAC
Asn
25

TGC
Cys

cGe
Arg

TGC
Cys

GTT
val

GAT
Asp
105

CAG
Gln

AGG
Arg

cer
Pro

GTC
val

GCT
Ala
185

CTG
Leu

GTA
val

10

ATC
Ile

CTG
Leu

GAT
Asp

CAG
Gln

TGT
Cys
90

GAG
Glu

GAA
Glu

ARG
Lys

GGA
Gly

CTT
Leu
170

CAA
Gln

TGT
Cys

ice
cys

TGG
Trp

AGG
Arg

TCT
Ser

GAG
Glu

CGA
Arg
75

ACT
Thy

CAA
Gln

AAC
Asn

GGA
Gly

CTT
Leu
155

TTG

Leu

GCT
Ala

cGa
Arg

ChAn
Gln

CTC
Leu

AGC
Ser

GAC
Asp

AXG
Lvs
60

GAT
Asp

ACG
Thy

GAT
Asp

CAA
Gln

CAA
Gln
140

TGC

Cys

GAG
Glu

ccA
Pro

AGC
Ser

Lys
220

TGC TCT CCC

Cys

TCT
Ser

ACG
Thr
45

cee
Pro

GCC
Ala

ATG
Met

GGC
Gly

ccc
Pro
125

GAG
Glu

TGT
Cys

GGA
Gly

GAA
Glu

CaAA
Gln
205

ATA
Ile

Ser

GCT
Ala
30

GAC
Asp

TTC
Bhe

ATG
Met

GAA
Glu

ACA
Thr
110

Lys

GGA
Gly

GCT
Rla

CAG
Gln

ATC
Ile
190

TTG
Leu

GRA
Glu

Pro
15

GAC
Asp

TGC
Cys

TGT
Cys

TGC
Cys

GAT
Asp
95

CAT
His

AGG
Arg

GAA
Glu

CGT
Arg

GTC
val
175

TTC
Phe

ACC
Thr

AAG
Lys

CTG
Leu

CTG
Leu

AAT
Asn

GCT
Ala

TGC
Cys
80

GCA
Ala

GCA
Ala

AAG
Lys

AGT
Ser

CAT
His
160
TGC

Cys

CAG
Gln

AGC
Ser

CTA
Leu

48

96

144

192

240

288

336

432

480

576

624

672
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:7:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

) COMPRIMENTO: 1529 pares de bases
) TIPO: Acido nucleico

) TIPO DE CADEIA: simples

)

A
B
C
D) TOPOLOGIA: linear

(
(
(
(
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 93..890

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIZ: SEQ ID NO:7:

CCGGACGCGT GGGCGGCACG GTTTCGTGGG GACCCAGGCT TGCARAGTGA CGGTCATTTT 60

CTCTTTCTTT CTCCCTCTTG AGTCCTTCTG AG ATG ATG GCT CTG GGC GCA GCG 113
Met Met Ala Leu Gly Ala Ala
1 5
GGA GCT ACC CGG GTC TTT GTC GCG ATG GTA GCG GCG GCT CTC GGC GGC 161
Gly Ala Thr Arg Val Phe Val Ala Met Val Ala Ala Ala Leu Gly Gly
10 15 20
CAC CCT CTG CTG GGA GTG AGC GCC ACC TTG AAC TCG GTT CTC AAT TCC 209
His Pro Leu Leu Gly Val Ser Ala Thr Leu Asn Ser Val Leu Asn Ser
25 30 35
AAC GCT ATC AAG AAC CTG CCC CCA CCG CTG GGC GGC GCT GCG GGG CAC 257
Asn Ala Ile Lys Asn Leu Pro Pro Pro Leu Gly Gly Ala Ala Gly His
40 45 50 55
CCA GGC TCT GCA GTC AGC GCC GCG CCG GGA ATC CTG TAC CCG GGC GGG 305
Pro Gly Ser Ala Val Ser Ala Ala Pro Gly Ile Leu Tyr Pro Gly Gly
60 65 70
AAT AAG TAC CAG ACC ATT GAC AAC TAC CAG CCG TAC CCG TGC GCA GAG 353
Asn Lys Tyr Gln Thr Ile Asp Asn Tyr Gln Pro Tyr Pro Cys Ala Glu
75 80 85
GAC GAG GAG TGC GGC ACT GAT GAG TAC TGC GCT AGT CCC ACC CGC GGA 401

Asp Glu Glu Cys Gly Thr Asp Glu Tyr Cys Ala Ser Pro Thr Arg Gly
90 95 100
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GGG GAC GCA GGC GTG CAA ATC TGT CTC GCC TGC AGG AAG CGC CGA AAA

Gly Asp Ala
105

Gly vVal Gln Ile Cys Leu Ala Cys Arg Lys Arg Arg Lys
110 115

CGC TGC ATG CGT CAC GCT ATG TGC TGC CCC GGG AAT TAC TGC AAA AAT

Arg Cys Met
120

GGA ATA TGC
Gly Ile Cys

Arg His Ala Met Cys Cys Pro Gly Asn Tyr Cys Lys Asn
125 130 135

GTG TCT TCT GAT CAA AAT CAT TTC CGA GGA GAA ATT GAG
Val Ser Ser Asp Gln Asn His Phe Arg Gly Glu Ile Glu
140 145 150

GAA ACC ATC ACT GAAR AGC TTT GGT AAT GAT CAT AGC ACC TTG GAT GGG

Glu Thr Ile

Thr Glu Ser Phe Gly Asn Asp His Ser Thr Leu Asp Gly
155 160 165

TAT TCC AGA AGA ACC ACC TTG TCT TCA AAAR ATG TAT CAC ACC AAA GGA
Tyr Ser Arg Arg Thr Thr Leu Ser Ser Lys Met Tyr His Thr Lys Gly

170

175 180

CAA GAA GGT TCT GTT TGT CTC CGG TCA TCA GAC TGT GCC TCA GGA TTG
Gln Glu Gly Ser Val Cys Leu Arg Ser Ser Asp Cys Ala Ser Gly Leu

135

190 195

TGT TGT GCT AGA CAC TTC TGG TCC AAG ATC TGT AAA CCT GTC CTG AAA
Cys Cys Ala Arg His Phe Trp Ser Lys Ile Cys Lys Pro Val Leu Lys

200

GAA GGT CARA
Glu Gly Gin

GAA ATA TTC
Glu Ile Phe

CAG AAA GAT

G
i
£
t
[
ux
T

CAG AGA CAC
Gln Arg His
265
ATAGATGCTA
CTGTGGTTTC

GTTTCTTTAT

GGCACTTACC

205 210 215

GTG TGT ACC AAG CAT AGG AGA ARA GGC TCT CAT GGA CTA
val Cys Thr Lys His Arg Arg Lys Gly Ser His Gly Leu
220 225 230

CAG CGT TGT TAC TGT GGA GAA GGT CTG TCT TGC CGG ATA
Gln Arg Cys Tyr Cys Gly Glu Gly Leu Ser Cys Arg Ile
235 240 245

CAC CAT CAA GCC AGT AAT TCT TCT AGG CTT CAC ACT TGT

3

I
ur
jos]
jn
ur
[5]
art
L
=
3
o8}
[}
¢
[¢
X
2o
u
w
m
iad
w2
i)
2}
¥
H

[«
C
[
c
e
w
(4]

TARACCAGCT ATCCAAAATG CAGTGAACTC CTTTTATATA

TGAAAACCTT TTATGACCTT CATCAACTCA ATCCTAAGGA TATACAAGTT

AGTTAAGCAT TCCAATAACA CCTTCCAAAA ACCTGGAGTG TAAGAGCTTT

GAACTCCCC TGTGATTGCA GTAAATTACT GTATTGTAAA TTCTCAGTGT

TGTAAATGCA ATGAAACTTT TAATTATTTT TCTAAAGGTG CTGCACTGCC

TATTTTTCCT

ATTCTATATT

ACCCCATTTN

CCTAAAATGT

ATTATATTTC

ARATGKTATA

CTTGTTATGT ARATTTTTGT ACACATTGAT TGTTATCTTIG ACTGACAAAT

GAACTGAAGT AAATCATTTC AGCTTATAGT TCTTAAAAGC ATAACCCTTT

ATTCTAGAGT CNAGAACGCA AGGATCTCTT GGAATGACAA ATGATAGGTA
AACATGRAAA TACTAGCTTA TTTTCTGAAA TGTACTATCT TAATGCTTAA
CCTTTAGGCT GTGATAGTTT TTGAAATAAA ATTTAACATT TAATATCATG

AGTAGACATA AAAAAAAAAA ARAAARAADLD AGGGCGGCCG CTAGACTAG

449

497

545

593

641

689

737

785

833

930

9250

1050

1110

1170

1230

1290

1350

1410

1470

1529
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:8:

Met

val

Leu

Leu

Gly

Gln

Cys

Ala

Pro

His

145

Asp

Lys

Ser

Ile

Arg

225

Glu

Ser

128

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(&)
(B)
(D)

COMPRIMENTO:

TIPO:

TOPOLOGIA:

266 aminodcidos

aminodcido

linear

(ii) TIPO DE MOLECULAZ: proteina
(xi) DESCRICAD

Met Ala Leu Gly Ala

ala

Asn

Gly

50

Ile

Pro

Ala

Cys

Gly

130

Phe

His

Met

Asp

cys

210

Lys

Gly

Ser

Ala

Ser

35

Gly

Leu

Tyr

Ser

Arg

115

Asn

Arg

Ser

Tyr

Cys

195

Lys

Gly

Leu

Arg

Ala

20
Val
Ala
Tyr
Pro
Pro
100
Lys
Tyr

Gly

Thr

His
180
Ala
Pro
Ser

Ser

Leu
260

5

Leu

Leu

Ala

Pro

Cys

85

Thr

Arg

Cys

Glu

Leu
165

Thr

Ser

Val

His

Cys

245

His

Gly

Asn

Gly

Gly

70

Ala

Arg

Arg

Lys

Ile

150

Asp

Lys

Gly

Leu

Gly

230

Arg

Thr

DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:8:

Ala Gly Ala Thr Arg Val Phe Val Ala

Gly

Ser

His

55

Gly

Glu

Gly

Lys

Agn

135

Glu

Gly

Gly

Leu

Lys

215

Leu

Ile

Cys

His

Asn

40

Pro

Asn

Asp

Gly

Arg

120

Gly

Glu

TyY

Gln

Cys
200
Glu
Glu

Gln

Gln

Pro

25

Ala

Gly

Lys

Glu

Asp

105

Cys

Ile

Thr

Ser

Glu

185

Cys

Gly

Ile

Lys

Arg
265

10

Leu

Ile

Ser

Ty

Glu

90

Ala

Met

Cys

Ile

Arg
170

Gly

Ala

Gln

Phe

Asp

250

His

Leu

Lys

Ala

Gln

75

Cys

Gly

Arg

Val

Thr

155

Arg

Ser

Arg

val

Gln

235

His

Gly

Asn

Val

60

Thr

Gly

val

His

Ser

140

Glu

Thr

Val

His

Cys

220

Arg

His

Val

Leu

45

Ser

Ile

Thr

Gln

Ala

125

Ser

Ser

Thr

Cys

Phe

205

Thr

Cys

Gln

Ser

30

Pro

Ala

Asp

Asp

Ile

110

Met

Asp

Phe

Leu

Leu

190

Trp

Lys

Tyr

Ala

15

Ala

Pro

Ala

Asn

Glu

95

Ccys

Ccys

Gln

Gly

Ser
175

Arg

Ser

His

Cys

Ser
255

Met

Thr

Pro

Pro

Tyr

80

Tyr

Leu

Cys

Asn

Asn

160

Ser

Ser

Lys

Arg

Gly

240

Asn
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:9:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

) COMPRIMENTO: 798 pares de bases
) TIPO: Acido nucleico

) TIPO DE CADEIA: simples

)

A
B
C
D) TOPOLOGIA: linear

(
(
(
(

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAQ: 1..798

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:9:

ATG ATG GCT CTG GGC GCA GCG GGA GCT ACC CGG GTC TTT
Met Met Ala Leu Gly Ala Ala Gly Ala Thr Arg Val Phe
1 ) 10

GTA GCG GCG GCT CTC GGC GGC CAC CCT CTG CTG GGA GTG
val Ala Ala Ala Leu Gly Gly His Pro Leu Leu Gly val
20 25

TTG AAC TCG GTT CTC AAT TCC AAC GCT ATC AAG ARC CTG
Leu Asn Ser Val Leu Asn Ser Asn Ala Ile Lys Asn Leu
35 40 45

CTG GGC GGC GCT GCG GGG CAC CCA GGC TCT GCA GTC AGC
Leu Gly Gly Ala Ala Gly His Pro Gly Ser Ala vVal Ser
50 55 60

GGA ATC CTG TAC CCG GGC GGG AAT AAG TAC CAG ACC ATT
Gly Ile Leu Tyr Pro Gly Gly Asn Lys Tyr Gln Thr Ile
65 70 75

GTC
val

AGC
Ser
30

cce

Pro

GCC
Ala

GAC
Asp

GCG
Ala
15

GCC
Ala

cca
Pro

GCG
Ala

AAC
Asn

ATG
Met

ACC
Thr

[efele)
Pro

CCG
Pro

TAC
Tyr
80

48

926

144

192

240
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CAG
Gln

TGC
Cys

Gce
Ala

cee
Pro

CAT
His
145

GAT
Asp

Lys

TCA
Ser

ATC
Ile

AGA
Arg
225

GAA
Glu

TCT
Ser

(2)

[6efe}
Pro

GCT
Ala

TGC
Cys

GGG
Gly
130

TTC
Phe

CAT
Hig

ATG
Met

GAC
asp

TGT
Cys
210

Lys

GGT
Gly

TCT
Ser

TAC
Tyx

AGT
Ser

AGG
Arg
118

AAT

Asn

CGA
Arg

AGC
Ser

TAT
Tyx

TGT
Cys
195

Lys

GGC
Gly

CTG
Leu

AGG
Arg

CCG
Pro

cee
Pro
100

Lys

TAC
Tyr

GGA
Gly

ACC
Thr

CAC
His
180

GCC
Ala

CCT
Pro

TCT
Ser

TCT
Ser

CTT
Leu
260

TGC
Cys
85

ACC
Thr

sele
Arg

TGC
Cys

GAA
Glu

TTG
Leu
165

ACC
Thr

TCA
Serxr

GTC
val

CAT
His

TGC
Cys
245

CAC
His

GCAa
Ala

CGC
Arg

CGA
Arg

Lys

ATT
Ile
150

GAT
Asp

Lys

GGA
Gly

CTG
Leu

GGA
Gly
230
CGG
Arg

ACT
Thr

GAG
Glu

GGA
Gly

Lys

Asn
135

GAG
Glu

GGG
Gly

GGA
Gly

TTG
Leu

Lvs
215

CTA

Leu

ATA
Ile

TGT
Cys

GAC
Asp

GGG
Gly

CGC
Arg
120

GGA
Gly

GAA
Glu

TAT
Tyr

CAA
Gln

TGT
Cys
200

GAA
Glu

GAA
Glu

CAG
Gln

CAG
Gln

GAG
Glu

GAC
Asp
108

TGC
Cys

ATA
Ile

ACC
Thr

TCC
Ser

GAA
Glu
185

TGT

Cys

GGT
Gly

ATA
Ile

Lys

AGA
Arg
268

GAG
Glu
30

GCA
Ala

ATG
Met

TGC
Cys

ATC
Ile

AGA
Arg
170

GGT
Gly

GCT
Ala

CAA

TTC
Phe

GAT
Asp
250

CAC
His

130

TGC
Cys

GGC
Gly

CGT
Arg

GTG
Val

ACT
Thr
1558

AGA
Arg

TCT
Ser

AGA
Arg

GTG
Val

CAG
Gln
235

CAC
His

INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO:10:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIZ:

(i1)

(ix)

(B)
(B) LOCALIZAGAO: 1.

COMPRIMENTO:
TIPO: 4cido nucleico
TIPO DE CADEIZ: simples
TOPOLOGIA: linear
TIPQO DE MOLECULZ: ADNC
CARACTERISTICA:
NOME/CHAVE: CDS

.537

GGC
Gly

GTG
val

CAC
His

TCT
Ser
140

GAR
Glu

ACC
Thy

GTT
val

CAC
His

TGT
Cys
220

CaT
Arg

CAT
Hig

ACT
Thr

CAA
Gln

GCT
Ala
125

TCT
Ser

AGC
Ser

ACC
Thr

TGT
Cys

TTC
Phe
205

ACC
Thr

TGT
Cys

CAA
Gln

GAT
Asp

ATC
Ile
110

ATG
Met

GAT
Asp

TTT
Phe

TTG
Leu

CTC
Leu
190

TGG
Trp

AAG
Lys

TAC
Tyr

GCC
Ala

702 pares de bases

GAG
Glu
95

TGT
Cys

TGC
Cys

CAA
Gln

GGT
Gly

TCT
Ser
175

CGG
Arg

TCC
Ser

CAT
His

TGT
Cys

AGT
Ser
255

TAC
Tyr

CTC
Leu

TGC
Cys

Asn

RAT
Asn
160

TCA
Ser

TCA
Ser

AAG
Lys

AGG
Arg

GGA
Gly
240

AAT
Asn

288

338

384

432

480

528

576

624

672

720

768

798
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(xi) DESCRICAOD DA

GRA TTC
Glu Phe

TCA TCG

CCA GTT
Pro Vval

ACT CGG

-
+ Y

GGA TGG
Gly Trp

GGG CAT
Gly His

TTT TGC
Phe Cys

CAT CAG
His Gln
130

CTG GAA
Leu Glu
145

GTA TGG
Val Trp

GGC
Gly

GCC
Ala

ko
=
Gl

Met

ACT
Thyr

CAG
Gin

GAA
Glu

TGT
Cys
i11s
GGG
Gly

ATT
Ile

Lys

ACG
Thr

TGC

GAA
Glu

AGA

el
1]
wQ

RAT
Asn

GGA
Gly
100
GCT
Ala

GAA
Glu

TTC
Phe

GAT
Asp

AGG
Arg

CTA
Leu
85

GAC
Asp

CGT
Arg

GTC
val

CAG
Gin

GCC
Ala
165

GTT
Val

GTG
val

ATC
Ile

CGA

GGA
Gly

ccc
Pro

CAT
His

TGT
Cys

CGT
Arg
130

ACC
Thr

CAG AAA ATT TGATCACCAT

Gln Lys

GITTGTGTATT TAATGCATTA TAGCATGGTG GAAAATAAGG TTCAGATGCA GRAGAATGGC

TAAAATAAGA AACGTGATAA GAATATAGAT GATCACAAAA AAAAAARAAR AAAAGATGCG

GCCGC

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:11l:

Ile

GGG
Gly

TTC
Phe

ACC
Thr
135

TGC

Cys

TAC
Tyr

TGAGGAACAT CATCAATTGC AGACTGTGAA

131

SEQUENCIA: SEQ ID NO:10:

AGG
Arg

CCa
Pro

CTA
Leu

TGG
Trp
120

Lys

GAC
Asp

TCC
Ser

TAT TGC CAC

Tyr

CAC
His

CGA
Arg
108

ACC
Thr

CaAa
Gln

TGT
Cys

TCC
Ser

Cys
10

AAR
Lys

ACT
Thr
90

TCA
Ser

Lys

cGC
Arg

GCG
Ala

Lys
170

His

TCA
Ser

ATC
Ile

AAG
Lys

AAG
Lys
155

GCC
ala

AGT
Ser

ATG
Met

GAC
Asp

TGC
Cys

RAG
Lys
140

GGC

Gly

AGA
Arg

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIZ:
179 aminodcidos
aminodcido

(A)
(B)
(D)

COMPRIMENTO:

TIPO:
TOPOLOGIA:

linear

cce
Pro

CGC
Arg

T GGC

Gly
45

GCT
Ala

AAC

pd
0
]

TCA
ser

TGC
Cys

Lys
125

GGT
Gly

CTG
Leu

CTC
Leu

CAC
His

TCT
Ser

TCT
Ser

CAT
His

CAR
Gln
15

CAC

Glu

GTG
Val

CAT
His

TGC
Cys

GTG
Val
175

GGA
Gly

Lys

GGG
Gly

cTC
Leu

GGG
Gly

Lys
160

TGT
Cys

48

192

240

288

336

384

432

480

528

577

637

697

702
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Glu

Ser

Asp

Pro

Thr

65

Gly

Gly

Phe

His

Leu

145

Val

Gln

132

(ii) TIPO DE MOLECULAZ: proteina
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:11:

Phe

Ser

Gly

val

50

Arg

Trp

His

Cys

Gln

130

Glu

Trp

Lys

INFORMACAQ PARA SEQ ID NO:12:

Gly

Ala

Met

35

Thr

His

Gln

Cys

115

Gly

Ile

Lys

Ile

Thr

Cys

20

Cys

Glu

Arg

Asn

Gly

100

Ala

Glu

Phe

Asp

Arg
5
Met

Cys

Ser

Leu

85

Asp

Arg

Val

Gln

Ala
165

val

vVal

Pro

Ile

Arg

70

Gly

Pro

His

Cys

Arg

150

Thr

Gly Arg Tyr Cys

Cys

Ser

Leu

55

Asn

Arg

Cys

Phe

Thr

135

cys

Tyr

Arg

Thr

40

Thr

His

Pro

Leu

Trp

120

Lys

Asp

Ser

Arg

25

Arg

Pro

Gly

His

Arg

105

Thr

Gln

Cys

Ser

10

Lys

Cys

His

His

Thr

90

Ser

Lys

Arg

Ala

Lys
170

His Ser Pro His Gln

Lys Lys

Asn Asn

Ile Pro
60

Tyr Ser
75

Lys Met

Ser Asp

Ile Cys

Lys Lys
140

Lys Gly
155

Ala Arg

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A
(B
(C
(D

(i1)

(ix)

(&)

COMPRIMENTO:
TIPO:
TIPO DE CADEIA:

537 pares de bases

acido nucleico
simples

TOPOLOGIA:

linear

TIPO DE MOLECULA: ADNc

CARACTERISTICA:

NOME/CHAVE: CDS§

(B) LOCALIZACAQ: 1..537
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:12:

Arg

Gly

45

Ala

Asn

Ser

Cys

Lys

125

Gly

Leu

Leu

Cys

30

Ile

Leu

His

His

Ile

110

Pro

Ser

Ser

His

15

His

Cys

Asp

Asp

Ile

95

Glu

val

His

Cys

val
175

Gly

Arg

Ile

Gly

Leu

B8O

Lys

Gly

Gly

Lys
160

Cys
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GAA
Glu

TCA
Ser

GAT
asp

cca
Pro

ACT
Thr
65

GGA
Gly

GGG
Gly

TTT
Phe

CAT
His

CTG
Leu
145

GTA

Val

CAG
Gln

TTC
Phe

TCG
Ser

GGC
Gly

GTT
Val
50

CGG
Arg

TGG
Trp

CAT
His

TGC
Cys

CAG
Gln
130

GAA
Glu

TGG
Trp

AAR
Lys

GGC
Gly

GCC
Ala

ATG
Met
35

ACT

Thr

CAC
His

CAG
Gln

GAA
Glu

TGT
Cys
115

GGG
Gly

ATT
Ile

Lys

ATT
Ile

ACG
Thr

TGC
Cys
20

TGC
Cys

GAA
Glu

AGA
Arg

AAT
Asn

GGA
Gly
100

GCT
Ala

GAA
Glu

TTC
Phe

GAT
Asp

AGG
Arg

ATG
Met

TGC
Cys

AGC
Ser

GAT
Asp

CTA
Leu
85

GAC
Asp

CGT
Arg

GTC
Val

CAG
Gln

GCC
Ala
165

GTT
val

GTG
Val

cce
Pro

ATC
Ile

CGA
Arg
70

GGA
Gly

cee
Pro

CcAaT
His

TGT
Cys

CGT
Arg
150

ACC
Thr

GGG
Gly

TGT
Cys

AGT
Ser

TTA
Leu
55

AAC
Asn

AGA
Arg

TGC
Cys

TTC
Phe

ACC
Thr
135

TGC
Cys

TAC
Tyr

AGG
Arg

CGG
Arg

ACC
Thr
40

ACC

Thr

CAC
His

CCA
bro

CTA
Leu

TGG
Trp
120

Lys

GAC
Asp

TCC
Ser

TAT
Tyr

AGA
Arg
25

CGC
Arg

CCT
Pro

GGT
Gly

CAC
His

CGA
Arg
105

ACC

Thr

Ccan
Gln

TGT
Cys

TCC
Ser

TGC
Cys
10

Lys

TGC
Cys

CAC
His

CAT
His

ACT
Thr
S0

TCA
Ser

Lys

CGC
Arg

GCG
Ala

AAA
Lys
170

(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO:13:

133

CAC
His

AAG
Lys

AAT
Asn

ATC
Ile

TAC
Tyr
75

AAG
Lys

TCA
Ser

ATC
Ile

ARG
Lys

BAG
Lys
155

GCC
Ala

AGT
Ser

AAG
Lys

AAT
Asn

CCG
Pro
60

TCA
Ser

ATG
Met

GAC
Asp

TGC
Cys

AAG
Lys
140

GGC
Gly

AGA
Arg

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
928 pares de bases
acido nucleico
TIPO DE CADEIA:

(i1)

(ix)

(&)

COMPRIMENTO:

TIPO:

TOPOLOGIA:

NOME/CHAVE ;
(B) LOCALIZACAO: 75..800

simples

linear

TIPO DE MOLECULA: ADNc

CARACTERISTICA:
CDS

CCC CAC
Pro His

CGC TGC
Arg Cys
30

GGC ATC
Gly Ile
45

GCT CTG
Ala Leu

AAC CAT
Asn His

TCA CAT
Ser His

TGC ATT
Cys Ile
110

ARA CCA
Lys Pro
125

GGT TCT
Gly Ser

CTG TCT
Leu Ser

CTC CAT
Leu His

CAA
Gln
15

CAC
His

TGT
Cys

GAT
Asp

GAC
Asp

ATA
Ile
95

GAA
Glu

GTG
val

CAT
His

TGC
Ccys

GTG
val
175

GGA
Gly

CGA
Arg

ATC
Ile

GGT
Gly

TTG
Leu
BO

Lys

GGG
Gly

CTC
Leu

GGG
Gly

Lys
160

TGT
Cys

48

96

144

192

240

288

384

432

480

528

537
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:13:

CTCGAGGCCA AAATTCGGCA CGAGGCCGGG CTGTGGTCTA GCATAAAGGC GGAGCCCAGA 50

AGAAGGGGCG GGGT ATG GGA GAR GCC TCC CCA CCT GCC CCC GCA AGG CGG 110

Met Gly Glu Ala Ser Pro Pro Ala Pro Ala Arg Arg
1 5 10

CAT CTG CTG GIC CTG CTG CTG CTC CTC TCT ACC CTG GTG ATC CCC TCC 158

His Leu Leu Val Leu Leu Leu Leu Leu Ser Thr Leu Val Ile Pro Ser
15 20 25

GCT GCA GCT CCT ATC CAT GAT GCT GAC GCC CAA GAG AGC TCC TTG GGT 2086

Ala Ala Ala Pro Ile His Asp Ala Asp Ala Gln Glu Ser Ser Leu Gly
30 35 40

CTC ACA GGC CTC CAG AGC CTA CTC CAA GGC TTC AGC CGA CTT TTC CTG 254
Leu Thr Gly Leu Gln Ser Leu Leu Gln Gly Phe Ser Arg Leu Phe Leu
45 50 55 60

AAA GGT AAC CTG CTT CGG GGC ATA GAC AGC TTA TTC TCT GCC CCC ATG 302
Lys Gly Asn Leu Leu Arg Gly Ile Asp Ser Leu Phe Ser Ala Pro Met

65 70 75
GAC TTC CGG GGC CTC CCT GGG AAC TAC CAC AAA GAG GAG AAC CAG GAG 350

Asp Phe Arg Gly Leu Pro Gly Asn Tyr His Lys Glu Glu Asn Gln Glu
80 85 90



EP 0

CAC
His

ATG
Met

GCA
Ala
125

ccc
Pro

GAC
Asp

Lys

TGG
Trp

CGC
Axg
205

TCC

Ser

AGG
Arg

TAGCCCCCAT CAGACCCTGC CCCAAGCACC ATATGGAAAT AAAGTTCTTT CTTACATCTA

g75 755 /PT

CAG
Gln

ACC
Thr
110

TCC
Ser

AGG
arg

AGC
Ser

CTG
Leu

CTC
Leu
190

ARG

Lys

CAC
His

ccc
Pro

CTG GGG
Leu Gly
95

GAC AAC
Asp Asn

ATT CAA
Ile Gln

ATG GAG
Met Glu

TTC CAC
Phe His
160

CCA CGG
Pro Arg
175

AGC GAG
Ser Glu

GGG ACC
Gly Thr

TCC AGG
Ser Arg

TCT CGG
Ser Arg
240

AAC
Asn

AAG
Lys

CCA
Pro

GAG
Glu
145

ACA
Thr

CGG
Arg

ARG
Lys

CAC
His

CTG
Leu
225

CAG
Gln

AAC
Asn

ACA
Thr

GCG
Ala
130

BAG
Lys

GAA
Glu

AGG
Arg

CGA
Arg

AAG
Lys
210

TCC

Ser

CTG
Leu

ACC
Thr

GGA
Gly
115

GAG
Glu

GAG
Glu

CTC
Leu

TCC
Ser

CAC
His
195
GAC

Asp

cece
Pro

TAGGGGTGGG GACCGGGGAG CACCTGCCTG

CTC
Leu
100

GAG
Glu

GGG
Gly

GCC
Ala

CAT
His

CAC
His
180
CGC

Arg

GTC
val

CGA
Arg

TCC
Ser

GTG
val

AGC
Ser

CTG
Leu

ccc
Pro
165

CAG

Gln

CTG
Leu

CTA
Leu

AAG
Lys

AGC
Ser

CTG
Leu

TTC
Phe

GTA
val
150

CGG
Arg

GAT
Asp

CAG
Gln

GAA
Glu

ACC
Thr
230

135

CAC
His

ATC
Ile

GAG
Glu
135

ccc
Pro

GTG
val

GCC
Ala

GCC
Ala

GAG
Glu
215

CAC
His

AAAMAAANAA AAAAARAAAA AAAARAATTG GCGGCCGC

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:14:

CTC
Leu

TCC
Ser
1240

GGT
Gly

ATC
Ile

GCC
Ala

CTG
Leu

ATC
Ile
200

GGG
Gly

TTA
Leu

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(A) COMPRIMENTO:

(B) TIPO:
(D) TOPOLOGIA:

242 aminodcidos

aminodcido

linear

CAG
Gln
105

GAG
Glu

GAT
Asp

CAG
Gln

TTC
Phe

GAG
Glu
185

CGG
Arg

ACC
Thr

CTG
Leu

ATC
Ile

AAT
Asn

TTG
Leu

ARG
Lys

TGG
Trp
170

GGe
Gly

GAT
Asp

GAG
Glu

TAC
Tyr

GAC
Asp

GTG
val

AAG
Lys

GCC
Ala
155

ATC
Ile

GGC
Gly

GGA
Gly

AGC
Ser

ATC
Ile
235

AMG
Lys

GTG
val

GTA
val
140

ACG
Thr

ATT
Ile

CAC
His

CTC
Leu

TCC
Ser
220

CTC
Leu

542

590

638
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Met

Leu

Ile

Gln

Leu

65

Leu

Asn

Lys

Pro

Glu

145

Thr

Arg

Lys

His

Leu

225

Gln

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:15:

g75 755 /PT

(xi) DESCRICAO

Gly Glu Ala Ser

Leu

His

Ser

50

Arg

Pro

Asn

Thr

Ala

130

Glu

Arg

Arg

Lys

210

Ser

Leu

Leu

Asp

35

Leu

Gly

Gly

Thy

Gly

115

Glu

Glu

Leu

Ser

His

195

Asp

Pro

5

Leu Leu
20

Ala Asp

Leu Gln

Ile Asp

Asn Tyr
85

Leu Ser
100

Glu val

Gly Ser

His Pro
165

His Gln
180
Arg Leu

Val Leu

Arg Lys

Pro

Ser

Ala

Gly

Ser

70

His

Sexr

Leu

Phe

u val

150

Arg

Asp

Glin

Glu

Thr
230

DA

Pro

Thr

Gln

Phe

55

Leu

Lys

His

Ile

Val

Ala

Ala

Glu

215

His

136

SEQUENCIA: SEQ ID NO:14:

Ala Pro

Leu Val
25

Glu Ser
40

Ser Arg

Phe Ser

Glu Glu

Leu Gln

105

Ser Glu

Ala Phe

Leu Glu
185

Ile Arg
200

Gly Thr

Leu Leu

Ala

10

Ile

Ser

Leu

Ala

Asn

90

Ile

Asn

Leu

Glu

Tyr

Arg Arg Eis Leu Leu

Pro

Leu

Phe

Pro

75

Gln

Asp

Val

Lys

Ala

155

Ile

Gly

Gly

Ser

Ile
235

Ser

Gly

Leu

60

Met

Glu

Lys

Val

val

140

Thr

Ile

His

Leu

Ser

220

Leu

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(&)
(B)
(C)
(D)

(i1)

(ix)

(&)

(B) LOCALIZAGAO: 1.

COMPRIMENTO:

TIPO:

TIPO DE CADEIA:

726 pares de bases

acido nucleico

TOPOLOGIA: linear
TIPO DE MOLECULA: ADNC

CARACTERISTICA:
NOME/CHAVE :

CDS

.726

simples

Ala

Leu

45

Lys

Asp

His

Met

Ala

125

Pro

Asp §
&

Lys

Trp

Arg

205

Ser

Arg

Ala

30

Thr

Gly

Phe

Gln

Thr

110

Ser

Arg

Leu

Leu

190

Lys

His

Pro

15

Ala

Gly

Asn

Arg

Leu

95

Asp

Ile

Met

o
jad
13}

Pro

175

Ser

Gly

Ser

Ser

Val

Pro

Leu

Leu

Gly

Gly

Asn

Gln

Glu

Glu

Thr

Arg

Arg
240
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CTT
Leu
65

cTC
Leu

cca
Pro

GAG
Glu
145

ACA
Thr

CGG
Arg

Lys

CAC
His

CTG
Leu
225

CAG
Gln

137

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:15:

GGA
Gly

CTG
Leu

AGC
Ser
50

CGG
Arg

CCT
Pro

AAC
Asn

ACA
Thr

GCG
Ala
130

AAG
Lys

GAA
Glu

AGG
Arg

CGA
Arg

AMG
Lys
210

TCC

Ser

CcTG
Leu

GAA
Glu

CTG
Leu

Fnm

oAl
Asp
35

CTA
Leu

GGC
Gly

GGG
Gly

ACC
Thr

GGA
Gly
115

GAG
Glu

GAG
Glu

CTC
Leu

TCC
Ser

CAC
His
195
GAC

Asp

cce
Pro

aee
ala

CTC
Leu

ATA
Ile

AAC
Asn

cTC
Leu

[
(&)
Q

GAG
Glu

GGG
Gly

GCC
Ala

CAT
His

cac
His
180
CGC

Arg

GTC
val

CGA
Arg

TCC CCA CCT

Ser

CAA
Gin

GAC
Asp

TAC
TyY
85

TCC
Ser

GTG
val

AGC
Sex

CTG
Leu

cce
Pro
165

CAG
Gln

CTG
Leu

CTA
Leu

ARG
Lys

Pro

GGC
Gly

AGC
Ser
70

CAC
His

AGC
Ser

CTG
Leu

TTC
Phe

GTA
Val
150

CGG
Arg

GAT
Asp

CAG
Gln

GAA
Glu

ACC
Thr
230

Pro

ACC
Thr

Gln

TTC
Phe
55

TTA
Leu

AAD
Lys

CAC
His

ATC
Ile

GAG
Glu
135

ccc
Pro

GTG
vVal

GCC
Ala

GCC
Ala

GAG
Glu
215

CAC
Hig

GCC
Ala

AGC
Sexr

TTC
Phe

GAG
Glu

CTC
Leu

TCC
Ser
120

GGT
Gly

ATC
Ile

GCC
Ala

CTG
Leu

ATC
Ile
200

GGG
Gly

TTA
Leu

cce
Pro

CGA
Arg

TCT
Ser

GAG
Glu

GAT
Asp

CAG
Gln

TTC
Phe

GAG
Glu
185

CGG
Arg

ACC
Thr

CTG
Leu

GCA
Ala
10

ATC
Ile

CTT
Leu

GCC
Ala

AMNC
Asn
90

ATC
Ile

AAT
Asn

TTG
Leu

ARG
Lys

TGG
Trp
170

GGC
Gly

GAT
Asp

GAG
Glu

TAC
Tyr

AGG
Arg

cce
Pro

TTC
Phe

cce
Pro
75

CAG
Gln

GAC
Asp

GTG
val

AAG
Lys

GCC
Ala
155

ATC
Ile

GGC
Gly

GGA
Gly

AGC
Ser

ATC
Ile
235

CGG
Arg

TCC
Ser

Gly

CTG
Leu
60

ATG
Met

GAG
Glu

AAG
Lys

GTG
Val

GTA
Val
140

ACG
Thr

ATT
Ile

CaC
His

CTC
Leu

TCC
Ser
220

CTC
Leu

CAT
His

GCT
Ala

GAC
Asp

CAC
His

ATG
Met

GCA
Ala
125

ccc
Pro

GAC
Asp

AAG
Lys

TGG
Trp

CGC
Arg
205

TCC

Ser

AGG
Arg

CTG
Leu

GCA

GGT
Gly

TTC
Phe

CAG
Gln

ACC
Thr

[
[
o

TCC
Ser

AGG
Arg

AGC
Ser

CTG
Leu

CTC
Leu
1380

ARG

Lys

CAC
His

cce
Pro

CTG
Leu
15

GCT
Ala

AAC
Asn

CGG
Arg

CTG
Leu
95

GAC
Asp

ATT
Ile

ATG
Met

TTC
Phe

cca
Pro
175

AGC
Ser

GGG
Gly

TCC
Ser

TCT
Ser

GTC
val

CCT

CTG
Leu

GGC
Gly
80

GGG
Gly

AAC
Asn

CAA
Gln

GAG
Glu

CAC
His
160

CGG
Arg

GAG
Glu

ACC
Thr

AGG
Arg

CGG
Arg
240

48

96

192

240

288

336

432

480

528

576

€72

720

726
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:16:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

) COMPRIMENTO: 2381 pares de bases
) TIPO: Acido nucleico

) TIPO DE CADEIA: simples

)

A
B
C
D) TOPOLOGIA: linear

(
(
(
(

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 110..1156

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:16:
FGTCGACCCA CGCGTCCGCT GTGGCAGCCC AGCTACCGGT CGTGACCAGA TCCAGCTTGEC

AGCTCAGCTT TGTTCATTCG AATTGGGCGG CGGCCAGCGC GGAACAAAC ATG CAG
Met Gln
1

CGG CTC GGG GGT ATT TTG CTG TGT ACA CTG CTG GCG GCG GCG GTC cce
Arg Leu Gly Gly Ile Leu Leu Cys Thr Leu Leu Ala Ala Ala Val Pro

ACT GCT CCT GCT CCT TCC CCG ACG GTC ACT TGG ACT CCG GCG GAG CCG
Thr Ala Pro Ala Pro Ser Pro Thr Val Thr Trp Thr Pro Ala Glu Pro
20 25 30

GGC CCA GCT CTC AAC TAC CCT CAG GAG GAA GCT ACG CTC AAT GAG ATG
Gly Pro ala Leu Asn Tyr Pro Gln Glu Glu Ala Thr Leu Asn Glu Met
35 40 45 50

60

211

259
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TTT
Phe

AGT
Ser

TCT
Ser

AGC
Ser

GTT
val
115

ACA
Thr

TGT
Cys

AGC
Ser

ACC
Thr

TGC
Cys
195

CAG

Gln

CTG
Leu

CGA
Arg

GCC
Ala

GAG
Glu

ACG
Thr
100

CAC
His

GTC
val

ATC
Ile

TTC
Phe

CGA
Arg
180

ACC
Thr

AGG
Arg

TTC
Phe

cce
Pro

GGA
Gly
260

GAG
Glu

GTG
val

GTG
Val
85

GAG
Glu

AAG
Lys

ATT
Ile

ATT
Ile

AAG
Lys
165

GAC
Asp

CAA
Gln

GAT
Asp

cce
Pro

ACC
Thy
245

GCT
Ala

GTG
val

GAG
Glu
70

RAC
Asn

ACC
Thr

ATA
Ile

ACA
Thr

GAT
Asp
150

TAC

TYyr

AGT
Ser

AAG
Lys

TGC
cys

TTG
Leu

GAG
Glu
55

GAG
Glu

CTG
Leu

AGG
Arg

ACC
Thr

TCT
Ser
135

GAA
Glu

ACC
Thr

GAG
Glu

Gee
Ala

CAG
Gln
215

TGC

Cys

CAG
Gin

GAC
Asp

GAG
Glu

ATG
Met

GCA
Ala

GTG
val

AAC
Asn
120

GTA
Val

GAC
Asp

TGC
Cys

TGC
Cys

ACC
Thr
200

CcCT

Pro

ACA
Thr

CTG
Leu

CGa
Arg

CTG
Leu

GAG
Glu

AGC
Sexr

GGA
Gly
105

BAAC
Asn

GGG
Gly

TGT
Cys

CAG
Gln

TGT
Cys
185

Lys

GGC
Gly

cce
Pro

CTG
Leu

TGC
Cys
265

ATG
Met

GCG
Ala

TTA
Leu
90

AAT

Asn

CAG
Gln

GAT

Asp

GGG
Gly

Ccca
Pro
170

GGA
Gly

GGT
Gly

CTG
Leu

CTG
Leu

GAT
Asp
250

ccc
Dro

GAA
Glu

GAA
Glu
75

CCT
Pro

AAC
Asn

AGT
Ser

GAA
Glu

cce
Pro
155

TGC

Ccys

GAC
Asp

GGC
Gly

TGT
Cys

TGC
Cys

GAC
Asp
60

GAA
Glu

cce
Pro

ACA
Thr

GGA
Gly

GAA
Glu
140

ACC
Thr

CGG
Arg

CAG
Gln

AAT
Asn

TGT
Cys
220

GTG

Val

ATC
Ile

GCC
Ala

139

ACT
Thr

GCA
Ala

AAC
Asn

GTC
Val

CAG
Gln
125

GGC
Gly

AGG
Arg

GAC
Asp

CTG
Leu

GGG
Gly
205

GCC
Ala

GAG
Glu

ACC
Thr

AGT
Ser

CAG
Gln

GCT
Ala

TAT
Tyr

CAT
His
110

GTG
val

ARG
Lys

TAC
Tyr

CAG
Gln

TGT
Cys
190

ACC
Thr

TTC
Phe

GGA
Gly

TGG
Trp

GGC
Gly
270

CAC
His

GCT
ala

CAC
His
95

GTG
val

GTC
Val

AGG
Arg

TGC
Cys

CAG
Gln
175

GCC
Ala

ATC
Ile

CAA
Gln

GAG
Glu

GAA
Glu
255

CTC
Leu

Lys

Lys
80

AAT
Asn

CAC
His

TTT
Phe

AGC
Ser

CAG
Gln
160

ATG

Met

TGG
Trp

TGT
Cys

AGA
Arg

CTG
Leu
65

ACG
Thr

GAG
Glu

CAG
Gln

TCT
Ser

CAT
His
145

TTC
Phe

CTA
Leu

GGT
Gly

GAC
Asp

GGC
Gly
225

TGC
Cys

GAG
Glu

TGC
Cys

cGC
Arg

TCC
Ser

ACC
Thr

GAA
Glu

GAG
Glu
130

GAA
Glu

TCC
Ser

TGC
Cys

CAC
His

AAC
Asn
210

CTG

Leu

CAT
His

CCT
Pro

CAG
Gln

307

355

403

451

499

547

595

139

883

931
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CCA CAC AGC
Pro His Ser
275

AGC CAT GAC
Ser His Asp

GAG TAC GAA
Glu Tyr Glu

GAC CTG GAG
Asp Leu Glu
325

CCT GTG GAG
Pro Val Glu
340

CAC
His

CAC
His

GAT
Asp
310

CGG

Axg

TCR
Ser

RAGT
Ser

AGT
Ser
295

GTT
val

AGC
Ser

CTA
Leu

CTG GTG TAC ATG TGC AAG
Leu Val Tyr Met Cys Lys

280

GAG GAG AGC

285

CAG CTG CCC

Glu Glu Ser Gln Leu Pro

300

GGC TTC ATA GGG GAA GTG
Gly Phe Ile Gly Glu Val

315

CTA GCC CAG GAG ATG GCA
Leu Ala Gln Glu Met Ala

330

GGC GGA GAG GAG GAG ATT
Gly Gly Glu Glu Glu Ile

345

TCACTGGTAG ATGTGCAATA GARATGGCTA

GGAATGGCCG

CAGCTCCTTC CCAGTAGCTT

ACATTTCTTC CAGCCGCCCT GCTTCTCTGA

CAGCGGTGAG TCGTCCCTCG CTGTTGCTAG

ATTTGTTTGA AGGGAGAGGA TGGGRAGGGG

ACAGGGAGGA GGATGCCTGC CTTGCAGACG

GTCTTGCGCC GCTCCCATGGE GCTGAGGCAG

CCTCCCACAT ATTCATCCCT GTGTTTICAGC

AGCCACGCCC CCTCTTGCTC ACCACAGCCT

GCCCCATGCT CTCTCTCTCA ACCCCATACC

TGGAGGGAGT GAAATCCTTT GGTTTRATTA

GGTCAGGCTG ACTTGCATGT CCCTCTAACG

ACCGACTGCT TCAATACCTC TGARAAGCCAG

ACTTGGCT AATTGTAGE

CTTASCAACA ATGGAAAGCC TTTCTCAGTC

TGTASAGTAC AGCTGTGACA TACAGACAGA

TGACGGTTTC AGGTGCCAGG AACTATTACC

GAAAGTTGCA CACATTTGTA

ACAMACATGT GGCCCTCAAA

TTTCTCTTTG ATTTTCAATA

GCCGC

ATTTATTTTC

TTCCTCTGGC

CTTGGGAAAG

AARCGCTGTC

TGRAGTCTGC

TGGACTTGGC

TGGCTACACA

TCCTACCICA

AGGAGGGGAC

AGCCTCTGTG

TTTTCTCCTT

TTCGTAGCAG

TGCTCGGAGT

ACACCGAGAA

AGAAGGCTGG

ATTCTGTATC

CCA GCC TTC
Prc Ala Phe

AGG GAG GCC
Arg Glu Ala

GTG GGC
val Gly
290

CCG GAT
Pro Asp
305

CGC CAG GAG CTG GRA
Arg Gln Glu Leu Glu

320

TTT GAG GGG
Phe Glu Gly

335

TAGGCCCAGA

CCAGGAGTGT

TTGACAAGGT

ACAGGCATGG

TTGTTCITCA

TCATGATGGA

AAAATGTAAC

AGAGCTATGC

CTGTCAGCAC

CAGAGGGGAC

CCAGCGACAG

CAAGGCACGC

TGTGGTGGAC

GCAGTTCGTG

GAATGAAATT

GTCACAACCA

GCTGGATGTC

TATCCAGAGT

CCT GCC
Pro Ala

CCCAGCTGAG

CCCCAAGTGT

ACAGTGCAGT

CGGGTAAGGG

TGGATGGARAG

TTTGGGGGAT

CTTTGCTTTT

TGCTCTCTCS

AGCCCTTCAT

TTCTCTCAGA

TCCTTCCRAAA

CTGCCACTAA

ACTGTCTTCC

TABRATTARTT

AGCCAGGTTG

AGGCCTCAGA

TATTARAATT

TAAGCATGCC TTTCTCCTGA GTTTTAAATT ATATGTATAC

GATCATGCAC AAACCACTAC TCTTTGCTAA TTCTTGGACT

AATACAAATC CCCTTCATGC AAAAAAAAAA AAAAAGGGCG

979

1027

1075

1123

1176

1236

1296

1356

1416

1476

1536

159¢

1656

1716

1776

1836

2256

2316

2376

2381



EP 0 975 755 /PT

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:17:

Met

Val

Glu

Glu

Leu

65

Thr

Glu

Gln

Ser

e
Hi1s

145

Phe

Leu

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(&)
(B)
(D)

(i1)

(xi)

Gln

Pro

Pro

Met

Arg

Ser

Thr

Glu

Ser

Cys

Arg

Thr

Gly

35

Phe

Ser

Ser

Ser

val

115

Thr

Ser

Thr

COMPRIMENTO:
TIPO:

aminodcido

TOPOLOGIA:

linear

TIPO DE MOLECULA: proteina

349 aminodcidos

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:17:

Leu

Ala

20

Pro

Arg

Ala

Glu

Thr

100

His

val

Phe

Arg
180

Gly

5

Pro

Ala

Glu

val

val

85

Glu

Lys

Ile

Lys
165

Asp

Gly Ile Leu Leu Cys

Ala

Leu

Val

Glu

70

Asn

Thr

Ile

Thx

Asp

150

Tyr

Ser

Pro

Asn

Glu

55

Glu

Leu

Arg

Thr

Thr

Glu

Ser

Tyr

40

Glu

Met

Ala

Val

Asn

120

val

Cys

Cys

Pro

25

Pro

Leu

Glu

Ser

Gly

105

Asn

Gly

Gln

Cys
185

10

Thr

Gln

Met

Ala

Leu

90

Asn

Gln

Pro
170

Gly

Thr Leu Leu Ala Ala

val

Glu

Glu

Glu

75

Pro

Asn

Ser

Glu

Pro T

155

Cys

Asp

Thr

Glu

Asp

60

Glu

Pro

Thr

Gly

Glu

140

Arg

Gln

Trp

Ala

45

Thr

Ala

Asn

Val

Gln

125

Gly

Asp

Leu

Thr

30

Thxr

Gln

Ala

Tyx

His

110

val

Lys

Gln

Cys
190

15

Pro

Leu

His

Ala

His

35

Val

val

Arg

cys

Gln

175

Ala

Ala

Ala

Asn

Lys

Lys

80

Asn

His

Phe

Ser

GIln

160

Met

Trp
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Gly His
Asp Asn
21C

Gly Leu
225

Cys His

Glu Pro

Cys Gln

val Gly

290

Pro Asp
305

Leu Glu

Pro Ala

Cys
195
Gln

Leu

Pro

275

Ser

Glu

Asp

Pra

Thr

Arg

Phe

Pro

Gly

260

His

His

Tyr

Leu

val
340

Gln Lys

Asp Cys

Pro Val

230

Thr Ser
245

Ala Leu

Ser His

Asp His

Glu Asp
310

Glu Arg
325

Glu Ser

Ala

Gln

2158

Cys

Gln

Asp

Ser

Ser

295

Val

Ser

Leu

Thr

200

Pro

Thr

Leu

Arg

Leu

280

Glu

Gly

Leu

Gly

Lys

Gly

Pro

Leu

Cys

265

Val

Glu

Phe

Ala

Gly
345

Gly

Leu

Leu

Asp

250

Pro

Tyr

Sexr

Ile

Gln

330

Glu

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:18:

Gly

Cys

Pro

235

Leu

Cys

Met

Gln

Gly

315

Glu

Glu

Asn

Cys

220

val

Ile

Ala

Cys

Leu

300

Glu

Met

Glu

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
1047 pares de bases
PO: Acido nucleico
TIPO DE CADEIA:
TOPOLOGIA: linear

TIPO DE MOLECULA: ADNC

(&)
(B)
(C)
(D)

(i1)

(ix)

(&)

COMPRIMENTO:

TI

CARACTERISTICA:
NOME/CHAVE :
(B) LOCALIZAGAO: 1..1047

CDS

simples

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA:

ATG CAG CGG CTC
Met Gln Arg Leu

1

GTIC CCC ACT GCT
Val Pro Thr Ala

20

GGG GGT ATT TTG
Gly Gly Ile Leu

5

CCT GCT CCT TCC
Pro Ala Pro Ser

CTG
Leu

CccG
Pro
25

TGT
Cys
10

ACG
Thr

Gly

205

Ala

Glu

Thr

Ser

Lys

285

Pro

val

Ala

Ile

Thr

Phe

Gly

Trp

Gly

270

Pro

Arg

Arg

Phe

Ile

Gln

Glu

Glu

255

Leu

Ala

Glu

Gln

Glu
335

SEQ ID NO:18:

ACA CTG CTG
Thr Leu Leu

GTC ACT TGG
val Thr Trp

Cys

Arg

Leu

240

Leu

Leu

Phe

Ala

Glu

320

Gly

GCG GCG GCG
Ala Ala ala

15

ACT CCG GCG
Thr Pro Ala

30

48

96
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GAG
Glu

GAG
Glu

CTG
Leu
65

ACG
Thr

GAG
Glu

CAG
Gln

TCT
Ser

GGT
Gly

GAC
Asp

GGC
Gly
225

TGC
Cys

slefe)
Pro

ATG
Met
50

cae
Arg

TCC
Ser

ACC
Thr

GAA
Glu

GAG
Glu
130

GAA
Glu

TCC
Ser

BAC
Asn
210

CTG

Leu

CAT
His

GGC
Gly
3s

TTT
Bhe

AGT
Ser

TCT
Ser

AGC
sexr

GTT
val

ACA
Thr

TGT
Cys

AGC
Ser

TGC
Cys
195

CAG

Gln

CTG
Leu

GAC
Asp

cca
Dro

cea
Arg

oo
Cie

Ala

GAG
Glu

ACG
Thr
100

cac
His

GTC
Val

ATC
Tle

TTC
Phe

CGA

Dysr
Ary

180
ACC
Thr

AGG
Arg

TTC
Phe

ccc
Pro

GCT
Ala

GAG
Glu

GTG
val

GTG
val
85

GAG
Glu

ARG
Lys

ATT
Ile

ATT
Ile

GAT
Asp

cce
Pro

ACC
Thr
245

CTC
Leu

GTG
val

GAG
Glu
70

ARC
Asn

ACC
Thr

ATA
Ile

ACA
Thr

GAT
Asp
150

TAC
Tyr

TGC
Cys

GTG
Val
230

AGC
Ser

AAC
Asn

GAG
Glu
55

GAG
Glu

CTG
Leu

AGG
Arg

ACC
Thr

TCT
Ser
135

GAA
Glu

ACC
Thr

CAG
Gln
215

TGC

Cys

CAG
Gln

TAC
Tyxr
40

GAG
Glu

ATG
Met

GCA
Ala

GTG
val

AAC
Asn
120

GTA
Val

GAC
Asp

ACC
Thr
200

cCcT

Pro

ACA
Thr

CTG
Leu

CCT
Pro

CTG
Leu

GAG
Glu

AGC
Ser

GGA
Gly
105

AAC

Asn

GGG
Gly

TGT
Cys

CAG
Gln

GGC
Gly

cce
Pro

CTG
Leu

CAG
Gln

ATG
Met

GCG
Ala

TTA
Leu
S0

AAT

Asn

CAG
Gln

GAT
Asp

GGG
Gly

cca

GGT
Gly

CTG
Leu

CTG
Leu

GAT
Asp
250

GAG
Glu

GAA
Glu

GAA
Giu
75

CCT
Pro

AAC
Asn

AGT
Ser

GARA
Glu

cee
Pro
155

TGC
Cys

GGC
Gly

TGT
Cys

cee
Pro
235

cTC
Leu

GAA
Glu

GAC
Asp
60

GAA
Glu

cce
Pro

ACA
Thr

GGA
Gly

GAA
Glu
140

AcCC
Thr

Asn

TGT
Cys
220

GTG
val

ATC
Ile

GCT
ala
45

ACT
Thr

GCA
Ala

AAC
Asn

GTC
Val

CAG
Gln
125

GGC
Gly

AGG
Arg

GAC
Asp

GGG
Gly
205

GCC
Ala

GAG
Glu

ACC
Thr

ACG
Thr

CAG
Gln

GCT
Ala

TAT
Tyr

CAT
His
110

GTG
val

AAG
Lys

TAC
Tyr

CAG
Gln

TGT

Mg

190
ACC
Thr

TTC
Phe

GGA
Gly

TGG
Trp

CTC
Leu

CAC
His

GCT
Ala

Ccac
His

95
GTG
val

GTC
val

AGG
Arg

TGC
Cys

CAG
Gln
175

CcC

oA}

ATC
Ile

CAA
Gln

GAG
Glu

GAA
Glu
255

ART
Asn

Lys

Lys
80

AAT
Asn

CAC
His

TTT
Phe

AGC
Ser

CAG
Gln
160

ATG
Met

TGT
Cys

AGR
Arg

CTC
Leu
24C

CTG
Leu

132

240

288

338

432

480

578

624

672

720
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GAG
Glu

TGC
Cys

GTG
Val

CCG
Pro
305

CTG

Leu

[eloyy
Pro

CcCT
Pro

CAG
Gln

GGC
Gly
250

GAT
Asp

GAA
Glu

Gce
Ala

GAA
Glu

CCA
Pro
275

AGC

Ser

GAG
Glu

GAC
Asp

CCT
Pro

Lisboa,

GGA
Gly
260

Cac
His

CAT
His

TAC
Tyr

CTG
Leu

GTG
val
340

GCT
Ala

AGC
Ser

GAC
Asp

GAA
Glu

GAG
Glu
325

GAG
Glu

TTG
Leu

CAC
His

CAC
His

GAT
Asp
310

CGG

Arg

TCA
Ser

GAC
Asp

AGT
Ser

AGT
Ser
235

GTT

val

AGC
Ser

CTA
Leu

CGA
Arg

CTG
Leu
280

GAG

Glu

GGC
Gly

CTA
Leu

GGC
Gly

TGC
Cys
265

GTG
Val

GAG
Glu

TTC
Phe

GCC
Ala

GGA
Gly
345

cce
Pro

TAC
Tyr

AGC
Ser

ATA
Ile

CAG
Gln
330

GAG
Glu

TGC
Cys

ATG
Met

CAG
Gln

GGG
Gly
315

GAG

Glu

GAG
Glu

GCC
Ala

TGC
Cys

CTG
Leu
300

GAA
Glu

ATG
Met

GAG
Glu

AGT
Ser

ARG
Lys
285

ccc

Pro

GTG
val

GCA
Ala

ATT
Ile

GGC
Gly
270

cca

Pro

AGG
Arg

CcGC
Arg

TTT
Phe

CTC
Leu

GCC
Ala

GAG
Glu

CAG
Gln

GAG
Glu
335

CTA
Leu

TTC
Phe

GCC
ala

GAG
Glu
320

GGG
Gly

816

864

812

960

1008

1047
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REIVINDICACOES

1. Molécula de 4acido nucleico isolada seleccionada do

grupo gue consiste em:

a)

b)

d)

e)

um dcido nucleico compreendendo SEQ ID NO:3 ou SEQ ID NO:9;

um acide nucleico que codifica um polipéptido compreendendo
a sequéncia de aminodcidos dos residuos de aminocdcido 24-
350 de SEQ ID NO:2, ou a sequéncia de aminodcidos dos
residuos de aminodcido 21-266 de SEQ ID NO:8;

um Acido nucleico que codifica um polipéptido que
compreende uma variante alélica de ocorréncia natural da
sequéncia de aminodacidos dos residuos de aminoacido 20-224
de SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:11 ou SEQ ID NO:14, em que a
referida variante alélica de ocorréncia natural modula a
transducao de sinal celular ou a proliferacac celular, e
em que (i) o referido 4acido nucleico que codifica uma
variante alélica de ocorréncia natural da sequéncia de
amincdcidos dos residuos de aminocdcido 20-224 de
SEQ ID NO:5 hibrida com o complemento de SEQ ID NO:56 sob
condig¢bes de lavagem rigorosas, (ii) o referido 4&cido
nucleico que codifica uma variante alélica de ocorréncia
natural da sequéncia de aminocdcidos de SEQ ID NO:11
hibrida com o complemento de SEQ ID NO:12 sob condicgdes de
lavagem rigorosas, (iii) o referido 4&cido nucleico que
codifica uma variante alélica de ocorréncia natural da
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:14 hibrida com o
complemento de SEQ ID NO:15 sob condigdes de lavagem
rigorosas, em que as condig¢bes de lavagem rigorosas sao
SSC 0,2%, SDS a 0,1%, a 50-65°C;

um acido nucleico compreendendo uma sequéncia nucleotidica
que ¢ o complemente de a), b) ou ¢); e

um vector de expressao de células eucariotas recombinante
compreendendo o acido nucleico de a), b), ¢) ou d).

2. Molécula de 4&cido nucleico isolada de acordo com a

reivindicacgdo 1, em que a referida molécula de &acido nucleico

isolada compreende uma sequéncia nucleotidica seleccionada do
grupo gue consiste em SEQ ID NO:1 e SEQ ID NO:3.
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3. Molécula de 4cido nucleico isolada de acordo com a
reivindicacgdo 1, em que a referida molécula de acido nucleico
isolada compreende uma sequéncia nucleotidica seleccionada do
grupc que consiste em SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 e a sequéncia
nucleotidica da inserg¢do de ADN do plasmideoc depositado na
ATCC com o Numero de Acesso 98633.

4, Molécula de &cido nucleico isolada de acordo com a
reivindicagdo 1, em que a referida molécula de acido nucleico
isolada codifica um polipéptido compreendendo uma sequéncia de
aminodcidos seleccionada do grupo que consiste em SEQ ID NO:2,
nos residucs de aminodcido 20-350 de SEQ ID NO:2, nos residuos
de aminodcido 22-350 de SEQ ID NO:2 e nos residuos de
amincdcido 24-350 de SEQ ID NO:2.

5. Molécula de 4cido nucleico isolada de acorde com a
reivindicagdo 1, em que a referida molécula de Aacido nucleico
isolada codifica um polipéptido compreendendo uma sequéncia de
aminodcidos seleccionada do grupo que consiste em SEQ ID NO:8
e nos residuos de aminodcido 21-266 de SEQ ID NO:8.

6. Molécula de Aacido nucleico isolada de acordo com a
reivindicacao la), 1lb) ou lc), em que a referida molécula de
dcido nucleico isolada compreende ainda:

i) uma sequéncia de Aacido nucleico vector; e/ou

ii) uma sequéncia de 4cido nucleico que codifica um
polipéptido heterdlogo.

7. Molécula de Aacido nucleico isolada de acordo com a
reivindicacdo 1le), em que a referida molécula de acido
nucleico 1isolada compreende ainda uma sequéncia de 4cido
nucleico que codifica um polipéptido heterdlogo.

8. Célula hospedeira compreendendo o vector de expressao
de células eucariotas recombinante de acordo com a
reivindicacao le).

9. Célula hospedeira compreendendo um vector
compreendendo ¢ acido nucleico de acordo com gualquer uma das
reivindicagdes la), 1lb), 2, 3, 4 ou 5 em que o referido Aacido
nucleico € um acido nucleico recombinante.
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10. Polipéptido isolado seleccionado do grupo que

consiste em:

a)

c)

d)

um polipéptido compreendendo pelo menos 15 aminodcidos
contiguos de SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:11 ou
SEQ ID NO:14, polipéptido este que modula a transdug¢do de
sinal celular ou a proliferagao celular;

um  polipéptido compreendendo uma variante alélica de
ocorréncia natural da sequéncia de aminodcidos dos
residuos de amincacido 20-224 de SEQ ID NO:5, dos residuos
de aminodcido 21-266 de SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:11 ou
SEQ ID NO:14, em que a referida wvariante alélica de
ocorréncia natural modula a transdugdo de sinal celular ou
a proliferacdo celular e em que (1) a referida variante
alélica de ocorréncia natural da sequéncia de aminodcidos
dos residuos de aminodcido 20-224 de SEQ ID NO:5 ¢é
codificada por uma molécula de 4acido nucleico que hibrida
com o complemento de SEQ ID NO:6 sob condigdes de lavagem
rigorosas, (ii) a referida variante alélica de ocorréncia
natural da sequéncia de aminocacidos de SEQ ID NO:8 ¢é
codificada por uma molécula de Aacido nucleicc que hibrida
com o complemento de SEQ ID NO:9 sob condigdes de lavagem
rigorosas, (iii) a referida variante alélica de ocorréncia
natural da sequéncia de aminocacidos de SEQ ID NO:11 ¢
codificada por uma molécula de &cido nucleico que hibrida
com o complemento de SEQ ID NO:12 sob condig¢bes de lavagem
rigorosas, e (iv) a referida wvariante alélica de
ocorréncia natural da  sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO:14 é codificada por uma molécula de 4&cido
nucleico que hibrida com o complemento de SEQ ID NO:15 sob
condic¢bes de lavagem rigorosas, e em que as condigdes de
lavagem rigorosas sao SSC 0,2X, SDS a 0,1% a 50-65°C;

um polipéptido compreendendo os residuos de aminodcido 24-
350 de SEQ ID NO:2; e

um polipéptido compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
gue possul pelo mencs 80% de i1dentidade de segquéncia de
aminoacidos com a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:5,
SEQ ID NO:8 ou SEQ ID NO:11 ao longo de todo o comprimento
de SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:8 ou SEQ ID NO:11,
respectivamente, e modula a transdugao de sinal celular ou
a proliferacdo celular.
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11. Polipéptido isolado de acordo com a reivindicacdo 10,
em que o referido ©polipéptido compreende pelo menos
15 aminodcidos contiguos de SEQ ID NO:8 e em que o referido
polipéptido modula a transdugac de sinal celular ou a
proliferacao celular.

12. Polipéptido isolado de acordo com a reivindicacdo 10,
em que o referido polipéptido compreende pelo menos
20 aminodcidos <contiguos de SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:11 ou
SEQ ID NO:14 e em que o referido polipéptido modula a
transdu¢ao de sinal celular ou a proliferagao celular.

13. Polipéptido isclado de acordo com a reivindicacao 10,
em que o referido polipéptido compreende pelo menos
30 aminodcidos contiguos de SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:11 ou
SEQ ID NO:14 e em que o referido polipéptido modula a
transducao de sinal celular ou a proliferagao celular.

14. Polipéptido isclado de acordo com a reivindicacdo 10,
em que o referido polipéptido compreende pelo menos
50 aminodcidos <contiguos de SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:11 ou
SEQ ID NO:14 e em que o referido polipéptido modula a
transducao de sinal celular ou a proliferagao celular.

15. Polipéptido isolado de acordo com a reivindicagdo 10,
em que o referido polipéptido compreende pelo menos
100 amincacidos contiguos de SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:11 ou
SEQ ID NO:14 e em que o referido polipéptido modula a
transduc¢ao de sinal celular ou a proliferagao celular.

16. Polipéptido isclado de acordo com a reivindicacgdo 10,
em que o referido polipéptido compreende pelo menos
20 aminodcidos contiguos de SEQ ID NO:8 e em que o referido
polipéptido modula a transdugdoc de sinal celular ou a
proliferacao celular.

17. Polipéptido isclado de acordo com a reivindicacgdo 10,
em que o referido polipéptido compreende pelo menos
30 aminodcidos contiguos de SEQ ID NO:8 e em que o referido
polipéptido modula a transdugdoc de sinal celular ou a
proliferacao celular.
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18. Polipéptido isolado de acordo com a reivindicacao 10,
em que o referido ©polipéptido compreende pelo menos
50 aminodcidos contiguos de SEQ ID NO:8 e em que o referido
polipéptido modula a transdugac de sinal celular ou a
proliferacao celular.

19. Polipéptido isolado de acordo com a reivindicac¢do 10,
em que o referido polipéptido compreende pelo menos
100 aminoacidos contiguos de SEQ ID NO:8 e em que o referido
polipéptido modula a transdug¢do de sinal celular ou a
proliferacgdo celular.

20. Polipéptido isclado de acordo com a reivindicacdo 10,
em gque o referido polipéptido isolado compreende uma sequéncia
de aminodcidos seleccionada do grupo que consiste em
SEQ ID NO:8 e nos residuos de aminodcido 21-266 de
SEQ ID NO:8.

21. Polipéptido isclado de acordo com a reivindicacgdo 10,
em que o referido polipéptido isolado compreende uma sequéncia
de aminodcidos seleccionada do grupo que consiste  em
SEQ ID NO:2, nos residuos de aminocdcido 20-350 de SEQ ID NO:2,
nos residuos de aminodcido 22-350 de SEQ ID NO:2 e nos
residuos de aminodcido 24-350 de SEQ ID NO:2.

22. Polipéptido isolado de acordo com a reivindicagdo 10,
em que o referido polipéptido isolado compreende uma sequéncia
de aminodcidos seleccionada do grupo que consiste  em
SEQ ID NO:5, nos residuos de aminocdcido 20-224 de SEQ ID NO:5,
SEQ ID NO:11 e SEQ ID NO:14.

23. Polipéptido isolado de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 10-22 compreendendo ainda um polipéptido
heterdlogo.

24, Anticorpo ou sua porcdao imunologicamente activa que
se liga especificamente a um polipéptido seleccionado do grupo
que consiste em:

a) um polipéptido que consiste em 15 amincdcidos contiguos de
SEQ ID NO:5, SEQ ID N0:8, SEQ ID NO:11 ou SEQ ID NO:14; e

b) um polipéptido gque consiste numa variante alélica de
ocorréncia natural da seguéncia de aminodcidos dos
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residuos de aminocdcido 20-224 de SEQ ID NO:5, dos residuos
de aminodcido 21-266 de SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:11 ou
SEQ ID NO:14, em que a referida wvariante alélica de
ocorréncia natural modula a transducdo de sinal celular ou
a proliferacdo celular e em gque (1) a referida variante
alélica de ocorréncia natural da sequéncia de aminodcidos
dos residuos de aminocdcido 20-224 de SEQ ID NO:5 ¢é
codificada por uma molécula de &cido nucleico que hibrida
com o complemento de SEQ ID NO:6 sob condigdes de lavagem
rigorosas, (ii) a referida wvariante alélica de ocorréncia
natural da sequéncia de aminocdcidos dos residuos de
aminodcido 21-266 de SEQ ID NO:8 ¢é codificada por uma
molécula de Aacido nucleico gque hibrida com o complemento
de SEQ ID NO:9 sob condigbes de lavagem rigorosas, (iiil) a
referida wvariante alélica de ocorréncia natural da
sequéncia de aminocdcidos de SEQ ID NO:11 é codificada por
uma molécula de 4cido nucleico que hibrida com o
complemento de SEQ ID NO:12 sob condig¢des de lavagem
rigorosas, (i1v) a referida variante alélica de ocorréncia
natural da sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:14 ¢
codificada por uma molécula de acido nucleico que hibrida
com o complemento de SEQ ID NO:15 sob condig¢Bes de lavagem
rigorosas, e em que as condigdes de lavagem rigorosas sao
SsC 0,2X, SDS a 0,1%, a 50-65°C.

25. Anticorpo ou sua porgac imunologicamente activa de
acordo com a reivindicacédo 24, em que o referido anticorpo ou
a sua porgdo imunclcgicamente activa se ligam especificamente
a um polipéptido que consiste em 15 aminodcidos contiguos de
SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:11 ou SEQ ID NO:14.

26. Anticorpo ou sua porgac imunologicamente activa de
acordo com a reivindicacdo 24, em que o referido anticorpo ou
a sua porgdo imunclcgicamente activa se ligam especificamente
a um polipéptido que consiste em 20 aminodcidos contiguos de
SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:11 ou SEQ ID NO:14.

27. Anticorpo ou sua porgac imunologicamente activa de
acordo com a reivindicacédo 24, em que o referido anticorpo ou
a sua porgdo imunclcgicamente activa se ligam especificamente
a um polipéptido que consiste em 30 aminodcidos contiguos de
SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:11 ou SEQ ID NO:14.
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28. Anticorpo ou sua porc¢do imunologicamente activa de
acordo com a reivindicacdo 24, em que o referido anticorpo ou
a sua porcg¢do imunclcgicamente activa se ligam especificamente
a um polipéptido que consiste numa sequéncia de aminoacidos
seleccionada do grupo que consiste em SEQ ID NO:5,
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:11 e SEQ ID NO:14.

29. Anticorpo ou sua porgdo imunologicamente activa de
acordo com a reivindicacdo 28, em que o referido anticorpo ou
a sua por¢do imunclcgicamente activa se ligam especificamente
a um polipéptido que consiste na sequéncia de aminoacidos dos
residuos de aminodcido 21-266 de SEQ ID NO:8.

30. Anticorpo ou sua porgdoc imunologicamente activa de
acordo com a reivindicacédo 28, em que o referido anticorpo ou
a sua por¢do imunclcgicamente activa se ligam especificamente
a um polipéptido que consiste na sequéncia de aminoacidos dos
residuos de aminodcido 20-224 de SEQ ID NO:5.

31. Anticorpo ou sua porgdo imunologicamente activa de
acordo com gqualquer uma das reivindicagbes 24-30, em que o
referido anticorpo ou a sua por¢do imunologicamente activa sdo
seleccionados do grupo que consiste num anticorpo humano, um
anticorpo monoclonal humanizado, um anticorpo monoclonal
quimérico e uma porcdo imunologicamente activa de gqualquer um
dos anteriores.

32, Anticorpo ou sua porg¢do imunologicamente activa de
acordo com qualguer uma das reivindicag¢bes 24-30 em que o
referido anticorpo ou a sua porg¢ac imunologicamente activa sao
um anticorpo monoclonal ou uma porcg¢do imunologicamente activa
de um anticorpo monoclonal.

33. Anticorpo ou sua por¢do imunologicamente activa de
acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 24-30, em que o
referido anticorpo ou a sua porg¢ac imunologicamente activa sao
uma porcdo 1munoclogicamente activa selecciconada do grupo que
consiste num fragmento Fab e um fragmento F(ab');.

34, Anticorpo ou sua por¢do imunologicamente activa de
acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 24-33, em que o
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referido anticorpo ou a sua porcado imunclogicamente activa
compreendem um marcador detectavel.

35, Anticorpo ou sua porgac imunclogicamente activa de
acordo com a reivindicagdao 34, em que 0o referido marcador
detectavel ¢é uma enzima, um grupo prostético, um material
fluorescente, um material luminescente, um material
bioluminescente ou um material radioactivo.

36. Método para a producdo de um polipéptido de acordo
com a reivindicacdo 10 compreendendo a cultura da célula
hospedeira de acordo com a reivindicacdo 8 sob condigdes em
que o vector de expressao recombinante ¢é expresso, € O
referido polipéptido é produzido.

37. Método para a produgdo de um polipéptido de acordo
com a reivindicacao 20 ou a reivindicagao 21 compreendendo a
cultura da célula hospedeira de acordo com a reivindicagdao 9
sob condigBes em que o dcido nucleico recombinante é expresso,
e o referido polipéptido é produzido.

38. Método para a detecgdo da presenca de um polipéptido
de acordo com qualquer uma das reivindicag¢fes 10-23 numa
amostra compreendendo:

a) o contacto da amostra com um anticorpo ou com uma sua
porgcao imunologicamente activa de acordo com gualguer uma
das reivindicagdes 24-35; e

b) a determinacdo de se o referido anticorpo se liga a um
polipéptido na amostra para desse modo detectar a
presenca do referido polipéptide de acordc com gqualguer
uma das reivindicacgdes 10-23 na amostra.

39. Kit compreendendo um anticorpo ou uma sua POrgaoc
imunclogicamente activa de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 24-35 e instrucbes de utilizacdao.

40. Utilizacdo de um kit para a detecgdo de um
polipéptido de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 10-
23 numa amostra, o referido kit compreendendo um anticorpo ou
uma sua porgdo imunologicamente activa de acordo com qualguer
uma das reivindicacgdes 24-35 e instrugbes de utilizacao.
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41. Método para a detecgdo da presenca de uma mclécula de
acido nucleico de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 1-5, numa amostra, compreendendo:

a) o contacto da amostra com uma sonda ou um iniciador de
dcido nucleico que hibridam especificamente com uma
molécula de 4cido nucleico de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1-5; e

b) a determinacdo de se a sonda ou o iniciador de 4&cido
nucleico se ligam a uma molécula de 4&dcido nucleico na
amostra para desse modo detectar a presenca de uma
molécula de acido nucleico de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢bes 1-5 na amostra.

42. Método de acordo com a reivindicacdo 41, em que a
amostra compreende moléculas de ARNm e é colocada em contacto
com uma sonda de acido nucleico.

43. Utilizacdo de um kit para a detecgdo de uma molécula
de acido nucleico de acordo com  qualguer uma  das
reivindicagdes 1-5 numa amostra, o referido kit compreendendo
uma sonda ou um iniciador de 4acido nucleico que hibridam
especificamente com uma molécula de A&cido nucleico de acordo
com qualquer uma das reivindicag¢bes 1-5 e instrugbes de
utilizacao.

44, Método in vitro para a identificagdo de um composto
que se liga a um polipéptido de acordo com qualgquer uma das
reivindicacdes 10-23 compreendendo:

a) o contacto de um polipéptido de acordo com qualquer uma
das reivindicagbes 10-23, ou de uma célula gque expressa o
referido polipéptido, com um composto de teste; e

b) a determinacdo de se o polipéptido se liga ao composto de
teste.

45, Método de acordo com a reivindicacac 44, em que a
ligagao do composto de teste ao polipéptido é detectada por um
método seleccionado do grupo que consiste em:

a) detecgcdo de 1ligagcdo por detecgcdo directa da ligacdo
composto de teste/polipéptido;
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b) deteccdo de ligacdo utilizando um ensaio de 1ligacao de
competicdo; e

c) deteccao de ligacgdo utilizando um ensaio para detecgao de
transdugao de sinal celular ou proliferacaoc celular.

46. Método in vitro de modulacao da actividade de
transducao de sinal celular ou de proliferacdo celular de um
polipéptido de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 10-
23 compreendendo o contacto de um polipéptido de acordc com
qualquer uma das reivindicagdes 10-23 ou de uma célula que
expressa o referido polipéptido, com um anticorpo ou uma sua
por¢édo imunclogicamente activa de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 24-35, numa concentracdo suficiente para
modular a actividade de transdugdo de sinal celular ou de
proliferacgao celular do referido polipéptido.

47. Método para identificacdo de um composto que modula a
actividade de transducgdo de sinal celular ou de proliferacao
celular de um polipéptido de acordo com gqualquer uma das
reivindicacgdes 10-23 compreendendo:

a) o contacto de um polipéptido de acordo com qualquer uma
das reivindicacdes 10-23 com um composto de teste; e

b) a determinacido do efeito do composto de teste sobre a
actividade de transducac de sinal celular ou de
proliferagdo celular do referido polipéptido para desse
modo identificar um composto que modula a actividade de
transdugao de sinal celular ou de proliferacao celular do
referido polipéptido.

48, Anticorpo ou sua porc¢ao imunologicamente activa de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes 24-35 para
utilizacdo em terapia ou diagndstico.

49, Utilizag¢do de um anticorpo ou de uma sua porgao
imunclogicamente activa de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 24-35 para o fabrico de um medicamento para
tratamento de uma desordem de desenvolvimento, de
diferenciacdo ou de proliferacgdao.
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50. Polipéptido de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 10-23 para utilizacéao em terapia ou
diagnéstico.

51, Utilizagdo de um polipéptido de acordo com qualguer
uma das reivindicagdes 10-23 para o fabrico de um medicamento
para tratamento de uma desordem de desenvolvimento, de
diferenciacdo ou de proliferacgdo.

52, Utilizacgdo de um polipéptido de acordo com qualguer
uma das reivindicagbes 10-23 para o fabrico de um medicamento
ou diagndéstico para o tratamento, profilaxia ou diagndstico do
cancro.

53. Molécula de &cido nucleico de acorde com qualguer uma
das reivindicagdes 1-7 para utilizacdo em terapia ou
diagnéstico.

54, Utilizacdo de uma molécula de 4&dcido nucleico de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-7 para o fabrico
de um medicamento para tratamento de uma desordem de
desenvolvimento, de diferenciac¢do ou de proliferacdao.

55. Utilizagcdo de um anticorpo ou de uma sua porgao
imunologicamente activa de acordo com qualgquer uma das
reivindicagdes 24-35 para o fabrico de um medicamento ou
diagnéstico para o tratamento, profilaxia ou diagndstico do
cancro.

56. Utilizacdo de uma molécula de 4&cido nucleico de
acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1-7 para o fabrico
de um medicamento ou diagndstico para o tratamento, profilaxia
ou diagnéstico do cancro.

57. Célula hospedeira ndo humana compreendendo  um
transgene que compreende a molécula de 4dcido nucleico de
acordo com gualquer uma das reivindicacgbes 1la), 1b), 2, 3, 4
ou b.

Lisboa,
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Figura 3A

CCGGACGCGTGEGCGGCACGGTTTCGTGGGGACCCAGGCT TGCAMAGTGACGGTCATTTT CTCTTTCTTTCTCCCTCTT 79

M M A L G A A G A T R v F vV A M 16
GAGTCCTTCTGAG ATG ATG GCT CTG GGC GCA GCG GGA GCT ACC €66 GTC TTT GTC GCG ATG 140

vV A A a L G G H P L L G v S A T L N S v 36
GTA GCG GCS GCT CTC GGC GGC CAC CCT CTG CTG GGA GTG AGC GCC ACC TTG AAC TCG GTT 200

L N s N A 1 { N L P P P L G G A A G H P Sé
CTC AAT TCC AAC GCT ATC AAG AAC CTG GCC CCA CCG CTG GGC GGC GCT GCG GGG CAC CCA 260

G s AV $ A A P G I L Y P G G N K Y Q T 76
GGC TCT GCA GTC AGC GCC GCG CCG GGA ATC CTIG TAC CCG GGC GGG AAT AAG TAC CAG ACC 1320
ATT GAC AAT TAC CAG CCG TAC CCG TGC GCA GAG GAC GAG GAG TGC GGC ACT GAT GAG TAC 380

¢ A s P T R G G D A G v Q I C L A C R K 118
TGC GCT AGT CCC ACC CGC GGA GGG GAC GCA GGC GTG CAA ATC TGT CTC GIC TGC AGG AAG 440

R R K R o M R H A M c c P G N Y o K N G 136
CGC CGA ARA CGC TGC ATG CGT CAC GCT ATG TGC TGC CCC GGG AAT TAC TGC AAA AAT GGA 500

I C v s B D Q N H F R G E I E E T I T E 156
ATA TGC GTG TCT TCT GAT CAA AAT CAT TTC CGA GGA GAA ATT GAG GAA ACC ATC ACT GAA S60

S F G N D H s T L D G ¥ S R R T T L S s 176
AGC TTT GGT AAT GAT CAT AGC ACC TTG GAT GGG TAT TCC AGA AGA ACC ACC TIG TCT TCA 620

K G Q E G S v c L R S 5 D C A 196
AAR ATG TAT CAC ACC AAR GGA CAA GAA GGT TCT GTT TGT CTC CGG TCA TCA GAC TGT GCC 680

X E 216
CCT GTC CTG AAA GAA 740

£~

TCA GGA TTG TGT TGT GCT AGA CAC TTC TGG TCC AAG ATC TGT

G Q v ¢ T K H R R K G S H G L E I F Q R 236
GGT CAR GTG TGT ACC AAG CAT AGG AGA AAA GGC TCT CAT GGA CTA GAA ATA TTC CAG CGT 800

(S § cC G E G L S C R I Q X D H H e A s N 256
TGT TAC TGT GGA GAA GGT CTG TCT TGC CGG ATA CAG AAA GAT CAC CAT CAA GCC AGT AAT 860

s 8 R L H T C Q R H * 267
TCT TCT AGG CTT CAC ACT TGT CAG AGA CAC TAA 833

ACCAGCTATCCAAAATGCAG’I‘GA}\CTCCTTTTATATMTAGATGCTATGAAAACCTTTTATGACCTTCATCAACTCAAT 972
C’CTAAGGATATACAAG’I‘TCTGTGGTTTCAGTTAAGCATTCCAATMCACCTTCCAAAAACCTGGAGTGTAAGAGCTTTG 1051

TTTCTTTATGGAACT CCCCTGTGATTGCAGTARATTACTGTAT TGTAAATTCTCAGTGTGGCACTTACCTGTAAATGCA 1130

ATGAAACTTTTAATTATT T TTCTARRGGTGCTGCACTGCCTATTT TTCCTCTTGT TA GTAAATTTTTGTACACATTGA 1209
TTGTTATCTTGACTGACAAATATTCTATATTGAACTGAAGTAAATCATT TCAGC TTATAGTTC T TAAAAG CATAACCCT 1288

TTACCCCATTTNATTCTAGAGTCNAGAACGCAAGGATC! TCTTGGAATGACAAATGATAGGTACCTAARATGTAACATGA 1367
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Figura 5
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Figura 8A

FGTCGACCCACGCGTCCGCTGTGSCAGCCCAGCTACCGSTCGTGACCAGATCCAGCTTGCAGCTCAGCTTTIGTTCATTC 79

“ Q R L G G I L L Cc T L 12
GAATTGGGCGGCGGCCAGCGCGGARCAARC ATG CAG CGG CTC GGG GGT ATT TTG CTG TGT ACA CTG 145

L A A AV 4 T A P A P s P T v T W T B A 32
CTG GCG GCG GCG GTC CCC ACT GCT CCT GCT CCT TCC €CG ACG GTC ACT TGG ACT CCG GCG 205

E p G P A L N Y P Q E E A T L N E M F R 52
GAG CCG GGC CCA GCT CTC AAC TAC CCT CAG GAG GRA GCT ACG CTC AAT GAG ATG TTT CGA 265

E v E K L R S AV E E M 72
GAG GTG GAG GAG CTG ATG GAA CAC ACT CAG CAC AAR CTG CGC AGT GCC GTG GAG GAG ATG a2s

o]
[
=
(]
o
-3
(o]
E

m
kY
&}
el
b
£
=

X T s s E v N 9 A S L P P 92
GAG GCG GAA GAA GCA GCT GCT RAA ACG TCC TCT GAG GTG AAC CTG GCA AGC TTA CCT CCC 388

N Y H N E T s T E T R V 6 N N T V H V H 112
AAC TAT CAC AAT GAG ACC AGC ACG GAG ACC AGG GTG GGA AAT AAC ACA GTC CAT GTG CAC 445

Q E v H K 1 T N N Q s G Q v v F S E T v 132
CAG GAA GTT CAC AAG ATA ACC AAC ARC CAG AGT GGA CAG GTG GTC TTT TCT GAG ACA GTC 505

I T S v G D E E G K R S H E C I I D E D 152
ATT ACA TCT GTA GGG GAT GAA GAA GGC AAG AGG AGC CAT GAA TGT ATC ATT GAT GAA GAC 56S

c G 4 T R Y c Q F S S F KoY T c Q P c R 172
TGT GGG CCC ACC AGG TAC TGC CAG TTC TCC AGC TTC AAG TAC ACC TGC CAG CCA TGC CGG 625

D e Q M L [od T R D s z C c G D0 L ¢ A W 152
GAC CAG CAG ATG CTA TGC ACC CGA GAC AGT GAG TGC TGT GGA GAC CAG CTG TGT GCC TGG 685

G G N G T 1 C D N Q R 212

GGT CAC TGCT ACC CAA AAG GCC ACC GGT GGC AAT GGG ACC ATC TGT GAC AAC CAG AGG 745

.y

Q R G L L F p v c T 232
GAT TGC CAG CCT GGC CTG TGT TGT GCC TTC CAA AGA GGC CTG CTG TTC CCC GTG TGC ACA 805

P L P \4 E G E L C H D P T s ¢ L L D L I 252
CCC CTG CCC GTG GAG GGA GAG CTC TGC CAT GAC CCC ACC AGC CAG CTG CTG GAT CTC ATC 865

T W E L E P E G A L D R c P ¢ A S G L L 272
ACC TGG GAA CTG GAG CCT GAA GGA GCT TTG GAC CGA TGC CCC TGC GCC AGT GGC CTC CTA 925

c Q P H S5 H S L VvV Y ™M € K P A F V G S H 282
TGC CAG CCA CAC AGC CAC AGT CTG GTG TAC ATG TGC AAG CCA GCC TTC GTG GGC AGC CAT 985S

D H s E E S Q ' P R E A P ] E Y E D Vv G 312
GAC CAC PGT GAG GAG AGC CAG CTG CCC AGG GAG GCC CCG GAT GAG TAC GAA GAT GTT GGC 1045

F I G E v R Q E L E D L E R s L A Q E M 332
TTC ATA GGG GAA GTG CGC CAG GAG CTG GAA GAC CTG GAG CGG AGC CTA GCC CAG GAG ATG 1105
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