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A PRESENTE INVENGAO E DIRIGIDA A POLIPEPTIDOS DO FACTOR DE INDUGAO DO FACTOR
NUCLEAR &#922;B (NF&#922;B) (PEPTIDOS NFIF) QUE SAQ CAPAZES DE INDUZIR NF&#922;B. A
PRESENTE INVENGAO INCLUI NO SEU AMBITO POLIPEPTIDOS NFIF, INCLUINDO NFIF-14B E
NFIF-7A, ADN, INCLUINDO ADNC, QUE CODIFICAM ESTES POLIPEPTIDOS E VECTORES DE
EXPRESSAO CAPAZES DE EXPRESSAR OS POLIPEPTIDOS NFIF. ESTAO TAMBEM INCLU/DOS
METODOS E COMPOSIGOES PARA AUMENTAR A INDUGAO DE NF&#922;B NUM DOENTE,
METODOS E COMPOSIGOES PARA DIMINUIR A INDUGCAO DE NF&#922:B NUM DOENTE,
METODOS PARA INIBIR A INFLAMAGAO E METODOS PARA A PREPARAGCAQ DE UM
MEDICAMENTO PRETENDIDO PARA O TRATAMENTO E/OU PREVENGAO DE UMA RESPOSTA
INFLAMATORIA REGULADA POR NF&#922:B. ALEM DISSO, SAO PROPORCIONADOS METODOS
PARA DETERMINAR SE UM COMPOSTO DE TESTE INIBE OU ESTIMULA A ACTIVIDADE DE
PEPTIDOS NFIF.



DESCRIGAO

“FACTOR INDUTOR DO FACTOR NUCLEAR KB”

Campo da Invengdo

0O factor nuclear kB (NFkB) compreende uma familia de
factores de transcrigdo eucaridticos envolvidos na regulacgdo de
genes envolvidos em respostas imunes e outras fungdes celulares.
Nalguns casos, activagdo de NFkB leva a uma resposta
inflamatdéria que, em ultima andlise, resulta num estado de
doenc¢a. Consequentemente, deve ser desejdvel desenvolver meios
para controlar indugcdo de NFxkB. A presente invencado proporciona
polipéptidos que estdo envolvidos na indugdac de NFxB e que podem
ser utilizados para melhorar a expressdo ou activagdc de NFkB ou
para identificar e preparar inibidores da expressao ou activacgdo

de NFxB.

Desenvolvimentos Reportados

O factor nuclear kB (NFkB) compreende uma familia de
factores de transcrigdo encontrados na maloria das células
eucaridticas. O NFxB desempenha um papel na regulacdo de genes
envolvidos na 1inflamagdo de tecidos, proliferac¢do celular e

diferenciacdo celular.

Varios estudos examinaram a relacdo entre o0s estados de
doenga e a expressao das subunidades de proteinas, compreendendo

NFkB ou activacdo de NFkB Jja& presente numa célula. Li et al.
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estudaram a regulacdo de NFxB pela proteina HTLV-1 Tax
demonstrando que a capacidade de Tax para activar a via de NFxB
desempenha um papel essencial na transformacdo celular induzida
por HTLV-1 (Li et al., Gene Expr., 1, 4-6, 233-245 (1999)).
Lentsch e Ward estudaram a activacdo e regulacdo de NFkB durante
inflamacdo aguda e descreveram a relagao entre NFxkB e as
proteinas inibidoras da familia IKappaB (Lentsch et al., Clin.
Chem. Lab. Med., 37, 3, 205-208 (1999)). Visconti et al.
investigaram o papel de NFxB na carcinogénese da tirdide através
da andlise de linhas celulares de carcinoma da tirdide. Os seus
estudos indicaram que a activagaoc do complexo de NFKB por
sobre-expressdo da proteina p65 desempenhava um papel critico no
processo de transformac¢do da célula da tirdide (Visconti et al.,
Oncogene, 15, 16, 1987-1994 (1997)). Mukhopadhyay et al.
investigaram a expressdao da subunidade p50 do complexo do factor
de transcricdo NFkB em tecidos de carcinoma de pulmdo de célula
nao pequena demonstrando que 81% dos tecidos frescos de cancro
de pulmdo de célula ndo pequena expressam de duas a vinte vezes
niveis superiores da subunidade p50 do que o tecido de pulméo
normal (Mukhopadhyay et al., Oncogene, 11, 5, 999-1003 (1995)).
Khaled et al. atingiram a expressao do gene de p50 com
oligodesoxinucledtidos anti-sentido modificados 3’ fosforotioato
especificos e foram capazes de reduzir a expressdo de NFxB. Os
seus resultados demonstraram que as moléculas de po0
anti-sentido podiam reduzir a expressdo de NFxB e podiam regular
negativamente a resposta imunitdria proporcionando um tratamento
possivel para disturbics autoimunitédrios (Khaled et al., Clin,

Immunol. Immunopathol., 83, 3, 254-263 (1997)).

Pahl (Oncogene, Vol. 18, N° 49, 1999, pp 6853-6866) divulga
activadores e genes alvo de factores de transcricao

B Rel/NF-kappa. Além disso, Mukhopadhyay (J. Bioci. Chem., Vol.
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274, N° 23, 1999, pp 15978-15981) divulga uma citocina

denominada THANK que activa o factor nuclear xB.

Sumdrio da Invencao

De acordo com a presente 1invengdo, sac proporcionadas
sequéncias de 4cido nucleico que codificam o factor indutor do
factor B nuclear (NFIF) 14b e 7a. Estdo também incluidos os ADNc
que codificam NFIF-14b e NFIF-7a e os polipéptidos isolados e
purificados NFIF-14b e NFIF-7a que 1induzem NFB. A presente
invencdo também inclui vectores de expressdo gue expressam 0S8
polipéptidos NFIF-14b e NFIF-7a. Exemplos de vectores de
expressao preferidos sdo vectores retrovirais, vectores
adenovirais, vectores virais adeno-associados, herpes, vectores
de hespesvirus e vectores de ADN nu. A presente invengac também
proporciona composigdes compreendendo um polipéptido NFIF-14b ou

NFIF-7a e um veiculo farmaceuticamente aceitdvel.

Outro aspecto da presente invencdo sao composicdes para
baixar a expressdo do gene NFIF, compreendendo um Acido nucleico
anti-sentido. Ainda outro aspecto da presente invencdoc € uma
composigdo para baixar a actividade de um polipéptido NFIF,
compreendendo um anticorpo neutralizante que se 1liga a um

polipéptido NFIF e baixa a sua actividade.

Ainda outra forma de realizacdo da presente invencdo é uma
compesigdo para baixar a expressdo de NFIF num doente,
compreendendo uma ribozima que corta ARN que codifica um

polipéptido NFIF.



A presente invencao proporciona métodos para avaliar se um
composto de teste ¢é eficaz na inibigdo da actividade de
polipéptidos NFIF-14b, compreendendo (A) comparar o nivel de
expressao do gene regulado por NFxkB numa primeira amostra que
compreende: (1) NFIF-14b; (2) o gene repodrter regulado por NFxB;
e (3) o composto de teste com o nivel de expressao do gene numa
segunda amostra que compreende (4) NEFIF-14b; e (5) 0© gene
repérter regulado por NFkB; e (B) determinar se a expressdo do
gene repdrter ¢ inferior na primeira amostra em relagdo a

segunda amocstra.

Ainda outro aspecto da presente invencdo proporciona métodos
para avaliar se um composto de teste é eficaz na inibicdo da
actividade de polipéptidos NFIF-7a, compreendendo (A) comparar O
nivel de expressdo do gene regulado por NFxB numa primeira
amostra que compreende: (1) NFIF-7a; (2) o gene repoérter
regulado por NFxB; e (3) o composto de teste com o nivel de
expressdao do gene numa segunda amostra que compreende (4)
NFIF-7a; e (5) o gene repdrter regulado por NEFxkB; e (B)
determinar se a expressao do gene repérter €& inferior na

primeira amostra em relagdo a segunda amostra.

Ainda outro aspecto da presente invencao proporciona um
método para identificar se um composto de teste pode melhorar a
actividade de NFIF-14b baseado na expressao de um gene repdrter
de regulador de NFxB, compreendendo (A) comparar o nivel de
expressdc do gene regulado por NFKB numa primeira amostra
compreendendo (1) NFIF-14b; (2) o gene repdrter regulado por
NFkB; e (3) o composto de teste com o nivel de expressdo do gene
numa segunda amostra compreendendo: (4) NFIF-14b; e (5) 0 gene

repérter regulado por NFkB; e (B) determinar se a expressao do



gene repoérter €& superior na primeira amostra em relagdo a

segunda amostra.

Qutro aspecto da presente invengdo proporciona um método
para identificar se um composto de teste pode melhorar a
actividade de NFIF-7a baseada na expressao de um gene repérter
de regulador de NFxB, compreendendo (A) comparar o nivel de
expressdac do gene regulado por NFKB numa primeira amostra
compreendendo (1) NFIF-7a; (2) o gene repdrter regulado por
NFkB; e (3) o composto de teste com o nivel de expressdo do gene
numa segunda amostra compreendendc: (4) NFIF-7a; e (b) o gene
repérter regulado por NFkB; e (B) determinar se a expressdo do
gene repérter é superior na referida primeira amostra em relacgdo

a segunda amostra.

Qutro aspecto da presente invencgdo refere-se a utilizacdo de
um polipéptido NFIF para o fabrico de um medicamento destinado
ao tratamento e/ou prevencdo de uma resposta inflamatdria
regulada por NFxB. Ainda outro aspecto da presente invencao
refere-se a utilizacdo de um A4cido nucleico gue codifica um
polipéptido NFIF, para o fabrico de um medicamento destinado ao
tratamento e/ou prevencdo de uma resposta inflamatdria regulada

por NFkB.

Outro aspecto da presente invengdo refere-se a utilizacdo de
um vector recombinante compreendendo um 4cido nucleico que
codifica um polipéptido NFIF, para o fabrico de um medicamento
destinado ao tratamento e/ou prevengdo de uma resposta
inflamatdéria regulada por NFxB. Ainda outro aspecto da presente
invengdo refere-se a utilizagdo de um vector viral recombinante
defeituoso para o fabrico de um medicamento destinado ao

tratamento e/ou prevengdo de uma resposta regulada por NFxB.
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Duas sequéncias que demonstram semelhancgas com 0S
polipéptidos da  presente invencdo estdao disponiveis na
biblioteca de sequéncias de dcidos nucleicos GenBank. A primeira
sequéncia, que possul o Numerc de Acesso Y08135 codifica um
péptido identificado Como fosfodiesterase 3a tipo
esfingomielinase 4&cida de murganho de comprimento total. A
segunda sequéncia, que possuli o© Nuamero de Acesso Y08136
codificava um clone humano parcial (863 pb das quais 536 eram
codificantes) para uma sequéncia proteica identificada como
fosfodiesterase 3a tipo esfingomielinase &acida humana. Ambas as
sequéncias foram submetidas em 17 de Setembro de 1996 por K.
Hofmann. Embora ambas estas sequéncias tenham sido identificadas
como codificando fosfodiesterases tipo esfingomielinase &cida,
ndo houve confirmacdo deste tipo de actividade enzimdtica. Estas
sequéncias podem ter sido identificadas como fosfodiesterases
tipo esfingomielinase 4dcida devido a semelhangas entre as
sequéncias 3’ destas proteinas e as sequéncias 3’ de membros da

familia da esfingomielinase.

Breve Descrigdo das Figuras

A Figura 1 é a sequéncia de aminocdcidos para NFIF-14Db.

A Figura 2 é a sequéncia de aminodcidos para NFIF-7a.

A Figura 3 € a sequéncia de ADNc para NFIP-14b e NFIF-7a

alinhada para comparagio.

A Figura 4 é uma representagdo diagramdtica de NFIF-14b e

NFIF-7a.



A Figura 5 é um grafico de barras que representa as
contagens de lumindmetro por segundo observadas em células HekK

293 as 48 horas.

A Figura 6 ¢ um grdficc de barras representando as contagens
de lumindmetro por segundo observadas em células Cos-7 as 48

horas.

A Figura 7 é a sequéncia de aminodcidos de uma sequéncia de
15 residuos utilizada para preparar anticorpos dirigidos contra
NFIF.

A Figura 8 ¢é uma Transferéncia de Northern utilizando uma

sonda NFIF.

Descrigdo Detalhada da Invencio

A presente invengdo proporciona polipéptidos gue sao capazes
de induzir NFxB assim como compostos e composigdes que sao

capazes de inibir a indug¢do de NFkB.

A presente invengdo baseia-se, em parte, na descoberta de
proteinas do factor de induz NFxB (NFIF). Foram identificadas
duas variantes funcionais da proteina NFIF. Uma variante,
NFIF-14b, compreende NFIF de comprimento total. A segunda
variante, NFIF-7a, acredita-se que seja uma variante de excisdo
de NFIF-14b. Ambas NFIF-14b e NFIF-7a possuem a capacidade para

induzir NFkB.

NFxB compreende uma familia de factores de transcrigéao

eucaridticos que regulam  genes envolvidos em respostas
7



eucaridticas e outras actividades celulares. Em certas
situacgdes, pode ser desejavel induzir NFxB de modo a iniciar ou
aumentar a extensdo de uma resposta imunitdria. Noutras
situacdes, pode ser desejavel reduzir ou prevenir a inducgdo de
NFkB de modo a reduzir ou prevenir uma resposta imunitdria
regulada por NFkB. Por exemplo, foi descoberto que NFIF esta
associado a uma variedade de patologias associadas a respostas
imunitédrias reguladas por NFkB, incluindo aterosclerose. Através
da 1inibic¢do da expressdo do gene NFIF, ou pela interferéncia de
outra forma com a actividade da proteina NFIF, ¢é possivel inibir
a indugao de NFxB, inibkbindo ou prevenindo desse modo a resposta
inflamatdéria regulada por NFKB que resulta em aterosclerose e

outras doencas.

A descoberta do gene que codifica NFIF e a capacidade de
preparar proteinas NFIF facilita a identificag¢do e preparacaoc de
compostos e composicbes que sao capazes de inibir a actividade

de proteinas NFIF e consequentemente inibir a indugdoc de NFkB.

A descricdo qgue se segue comega com  uma seccao de
Definig¢des, seguido por informacac de fundo relacionada com
NFkB. Isto é seguido por uma discussdo dos polipéptidos NFIF da
presente 1nvencgdo, assim como informacdo no isolamento de ADN
que codifica esses polipéptidos e métodos para preparar
variantes dos polipéptidos. Vectores de expressdc capazes de
expressar ©0s ADN que codificam o© polipéptido NFIF sao entdo
discutidos, incluindoc informacdo sobre promotores apropriados
para os sistemas de expressdao, métodos para introduzir os
vectores de expressdao em células hospedeiras e sistemas de
vectores virais apropriados. Apds esta discussdo de polipéptidos
NFIF e suas variantes, existe uma discussdao sobre utilizacdes

terapéuticas para polipéptidos NFIF. Esta discussdao é seguida
8



por uma descricdo de composigdes Uteis na pratica da presente
invengdo. Isto é seguido por uma discussdo que delineia as
varias composicdes e compostos terapéuticos, incluindo
polipéptidos baseados em NFIF, A&cidos nucleicos anti-sentido,
ribozimas e anticorpos. Finalmente, sdo descritos os métodos da
presente invengao que utilizam os compostos e composicdes

descritos.

Definicées

O termo “NFIF” é utilizado para designar “factor que induz o

factor kB nuclear”.

Os termos “induzir” ou “inducgdo” quando utilizados na
descricdao da actividade de NFIF incluem no seu Aambito a
capacidade de provocar a expressao das proteinas de subunidade,
compreendendo NFkB directa ou i1ndirectamente, assim como a
capacidade para activar NFkB que jad estd presente numa célula,
Esta activacdo pode ser directa ou indirecta e resulta no

funcionamento de NFxB como um factor de transcrigao.

Para o0s objectivos da presente descrigcdo, a expressao
“sequéncia nucledtidica” pode ser utilizada para designar um
polinucledétido ou um &cido nucleico. A expressdo “sequéncia
nucledtidica” cobre o préprio material genético e por 1sso ndo

estd restringido a informacdo relacionada com esta sequéncia.

Os termos “acido nucleico”, “polinucledtido”,
“oligonucledtido” ou *“sequéncia nucledtidica” cobrem sequéncias

de ARN, ADN, ADNg ou ADNc ou alternativamente sequéncias



hibridas de ARN/ADN de mais do que um nucledtido, na forma de

cadeia simples ou de cadeia dupla, em dupleto.

Um “acido nucleicc” € um composto polimérico que compreende
subunidades 1ligadas covalentemente denominados nucledétidos. O
dcido nucleico inclui &cido polirribonucleico (ARN) e A&cido
polidesoxirribonucleico (ADN), podendo ambos ser de cadeia
simples ou de cadeia dupla. O ADN inclui ADNc, ADN gendmico, ADN
sintético e ADN semi-sintético. A sequéncia nucledtidica que
codifica uma proteina ¢ denominada a sequéncia de sentido ou

sequéncia codificante.

0 termo “nucledtido” designa os nucledtidos naturais (A, T,
G, C) assim como os nucledtidos modificados, compreendendo, pelo
menos, uma modificagdo, tal como (1) um andlogo de uma purina,
(2) um analogo de uma pirimidina ou (3) um analogo de acucar,
sendo exemplos desses nucledtidos modificados descritos, por

exemplo, no Pedido PCT N° WO 95/04064.

Para o0s objectivos da presente 1invengdo, um primeiro
polinucledtido ¢é considerado como sendo “complementar” a um
segundo polinucledétido quando cada base do primeiro nucledtido €
emparelhada com a base complementar do segundo polinucledtido
cuja orientagdo ¢é invertida. As bases complementares sdo A e T

(ou A e U) ou C e G.

ADN *“heterdlogo” refere-se a ADN que ndo estd naturalmente
localizado na célula ou num sitio cromossémico da célula. De um
modo preferido, o ADN heterdlogo inclui um gene estranho a

célula.

10



Como aqui utilizado, o termo “homélogo”, em todas as suas
formas gramaticais e variagbes ortograficas referem-se a relagédo
entre proteinas que possunuma “origem evolutiva = comum”,
incluindo proteinas de superfamilias (e. ¢., a superfamilia das
imunoglobulinas) e proteinas homdélogas de diferentes espécies
(e. g., cadela leva da miosina, etc.) (Reeck et al., Cell,
50:667 (1987)). Essas proteinas (e os seus genes codificantes)
possuem homologia de sequéncias, como reflectide peloc seu

elevado grau de semelhanca de sequéncias.

Consequentemente, o termo “semelhanca de sequéncias” em
todas as suas formas gramaticais refere-se ao grau de identidade
ou correspondéncia entre sequéncias de &acidos nucleicos ou de
aminodcidos de proteinas que podem partilhar ou ndo uma origem
evolutiva comum (ver Reeck et al., supra). Todavia, na
utilizacdo comum e no presente pedido, o termo “homélogo”,
quando modificado com um advérbio, tal como “altamente’”, pode
referir-se a semelhanca de sequéncias e ndo a uma origem

evolutiva comum.

Numa forma de realizacdo especifica, duas sequéncias de ADN
sao “substancialmente homélogas” ou “substancialmente
semelhantes” quando, pelo menos, cerca de 50% (de um modo
preferido, pelo menos, cerca de 75% e, de um modo mais
preferido,, pelo menos, cerca de 90 ou 95%) dos nucledtidos
emparelham ao longo de um comprimento definido das sequéncias de
ADN. As sequéncias que sdo substancialmente homdélogas podem ser
identificadas por <comparagao das sequéncias que utilizam
programas informdticos convencionais disponiveis nas bases de
dados de sequéncias ou numa experiéncia de hibridagdo de
Southern, por exemplo, em condig¢des restringentes como definido

para esse sistema particular. A definicdo das condig¢des de
11



hibridacdo apropriadas esta dentro da especialidade na técnica.
Ver, e. g., Maniatis et al., Molecular cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring, NI (1982); Glover
et al., DNA Cloning: A Practical Approach, Volumes I e 1II
Oligonuclectide Synthesis, MRL. Press, Ltd., Oxford, R.U.
(1985); Hames e Higgins, Hames BD e Higgins S8J, 1985. Nulceic
acid hybridization: a practical approach, Hames e Higgins Ed.,

IRL Press, Oxford (1985)).

De um modo semelhante, numa forma de realizagao particular,
duas sequéncias de aminodcidos sdo *“substancialmente homdlogas”
ou “substancialmente semelhantes” quando mais de 30% dos
aminodcidos sdc i1dénticos ou mais do que cerca de 60% sdo
semelhantes (funciocnalmente idénticas). De um modo preferido, as
sequéncias semelhantes ou homdélogas sdo identificadas através do
alinhamento utilizando, por exemplo, © programa pileup de GCG
(Genetics Computer Group, Manual do Programa para o GCG Package,

Versao 7, Madison, Wisconsin).

A “percentagem de identidade” entre duas sequéncias
nucledtidicas ou de aminoacidos, para os objectivos da presente
invencdo, pode ser determinada por comparacao de duas sequéncias

alinhadas ocoptimamente, através de uma janela para comparagao.

A porcgdo da sequéncia nucledtidica ou polipéptidos na janela
para comparag¢ac pode, assim compreender, adig¢bes ou delegdes
(por exemplo “interrupgdes”) em relagdo a sequéncia de
referéncia (que ndo compreende essas adigdes ou essas delegdes)

de modo a cobter um alinhamento dptimo das duas sequéncias.

A percentagem ¢ calculada determinando o numero de posigles

nas quais se observa uma base nucleica idéntica ou um residuo de
12



aminodcidos idéntico para as duas sequéncias (nucleica ou
peptidica) comparadas e, depois, dividindo o numero de posigdes
nas quais existe identidade entre as duas bases ou residuos de
aminodcidos pelo nUmero total de posigdes na janela para
comparacdo e, depocis, multiplicar o resultado por 100 de modo a

obter a percentagem de identidade de sequéncias.

0 alinhamento ¢ptimo de sequéncias para a comparagdo pode
ser alcancado utilizando um computador <com o auxilio de
algoritmos conhecidos contidos no conjunto de programas da
empresa WISCONSIN GENETICS SOFTWARE PACKAGE, GENETICS COMPUTER

GROUP (GCG), 575 Science Doctor, Madison, WISCONSIN.

A titulo ilustrativo, serd possivel produzir a percentagem
de identidade de sequéncias com o auxilio do programa de
computador BLAST (versfes BLAST 1.4.9 de Margo de 1996, BLAST
2.0.4 de Fevereiro de 1998 e BLAST 2.0.6 de Setembro de 1998),
utilizando exclusivamente os parametros de defeito (Altschul et
al, J. Mol. Biol., 215:403-410 (1990); Altschul et al, Nucleic
Acids Res., 25:3389-3402 (1997)). As pesquisas de Blast para
sequéncias semelhantes/homélogas a uma sequéncia de referéncia
“solicitada”, com o auxilio do algoritmo de Altschul et al. A
sequéncia solicitada e as bases de dados utilizadas podem ser
dos tipos péptido ou nucleico, sendo possivel qualquer

combinacao.

0O termo “correspondente a” ¢ aqui utilizado para se referir
a sequéncias semelhantes ou homélogas, quer a posigdo exacta
seja 1déntica ou diferente da molécula a qual a semelhanca ou
homologia ¢é medida. Um alinhamento de seguéncias de 4&cidos

nucleicos ou de aminodcidos pode incluir espacgos. Assim, o termo
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“correspondente a” refere-se a semelhanca de sequéncias e ndo a

numeracao dos residuos de aminodcidos ou bases de nucledtidos.

“Variante” de um 4acido nucleico de acordo com a invencgdo
sera entendida como significando um dcido nucleico que difere
numa ou mais bases em relacdaoc ao polinucledtido de referéncia.
Uma variante de &cido nucleico pode ser de origem natural, tal
como uma variante alélica que existe naturalmente ou pode ser
também uma variante nao natural obtida, por exemplo, através de

técnicas mutagénicas.

Em geral, as diferencas entre o &cido nucleico de referéncia
(geralmente, de tipo selvagem) e a variante de 4&cido nucleico
sdo pequenas, de modo a que as seguéncias nucledtidicas do &cido
nucleico de referéncia e da variante de acido nucleico sdo muito
semelhantes e, em muitas regides, idénticas. As modificacbes de
nucleétidos presentes numa variante de &cido nucleico podem ser
silenciosas, o que significa que nao alteram as sequéncias de
aminodcidos codificadas pela referida variante de Acido

nucleico.

Todavia, as alteracdes em nucledtidos numa variante de acido
nucleico podem também resultar em substituigdes, adicgdes ou
delegdes no polipéptido codificado pela variante de acido
nucleico em relagdo aos polipéptidos codificados pelo Acido
nucleico de referéncia. Além disso, as modificacBes de
nucledétidos nas regides codificantes podem produzir
substituig¢des conservadoras ou ndao conservadoras na sequéncia de

aminodcidos do polipéptido.

De um modo preferido, as variantes de &cidos nucleicos de

acordo com a invengdo codificam polipéptidos que conservam
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substancialmente a mesma funcdao ou actividade bioldgica que o
polipéptideo do &cido nucleico de referéncia ou alternativamente
a capacidade para serem reconhecidos por anticorpos dirigidos
contra os polipéptidos codificados pelo Acido nucleico de

referéncia inicial.

Algumas variantes de 4acidos nucleicos codificardo assim
formas mutadas dos polipéptidos cujo estudo sistemdtico tornaréa
possivel deduzir as relagbes estrutura-actividade das proteinas
em guestdo. O conhecimento destas variantes em relagdo a doenca
estudada ¢ essencial, uma vez gue torna possivel entender a

causa molecular da patologia.

“Fragmento” serd entendido como significando uma sequéncia
nucledtidica de comprimento reduzido em relagdo ao 4acido
nucleico de referéncia e compreendendo, sobre a porgaoc comum,
uma sequéncia nucledtidica idéntica ao Adcido nucleico de
referéncia. Um tal “fragmento” de Acido nucleico de acordo com a
invencao pode ser, quando apropriado, incluido num
polinucledtido maior do que aquele de que ¢ constituinte. Esses
fragmentos  compreendem, ou consistem alternativamente em,
oligonucledtidos que variam em comprimentc desde 8, 10, 12, 15,
18, 20 a 25, 30, 40, 50, 70, 80, 100, 200, 500, 1000 ou 1500
nucledétidos consecutivos de um &cido nucleico de acordo com a

invencdo.

Uma *“molécula de Acido nucleico” refere-se a forma

polimérica de éster de fosfato dos ribonucledsidos (adenosina,

guanosina, uridina ou citidina; “moléculas de ARN”") ou
desoxirribonucledsidos (desoxiadenosina, desoxiguanosing,
desoxitimidina ou desoxicitidina; “moléculas de ADN”") ou

qualquer dos seus andlogos de fosfoéster, tais como
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fosforotioatos e ticésteres, na forma de cadeia simples ou em
hélice de cadeia dupla. Sao possiveis hélices de cadeia dupla de
ADN-ADN, ADN-ARN e ARN-ARN. O termo molécula de &acido nucleico,
e, em particular, molécula de ADN ou ARN, refere-se apenas a
estrutura primdria e secunddria da molécula e ndo a limita a
quaisquer formas tercidrias particulares. Assim, este termo
inclui ADN de cadeia dupla que se encontra, Inter alia, em
moléculas de ADN lineares ou circulares (e. ¢g., fragmentos de
restrigdo), plasmideos e cromossomas. Na discussdo da estrutura
de moléculas de ADN de cadeia dupla particulares, as sequéncias
podem ser agquil descritas de acordo com a convengao normal de
fornecer apenas a sequéncia na direcgdo 5’ para 3’ Jjuntamente
com a cadeia de ADN ndo transcrito (i. e., a cadeia gue possul
uma sequéncia homdéloga ao  ARNm. Uma “molécula de  ADN
recombinante” é uma molécula de ADN que sofreu uma manipulacgdo

biolégica molecular.

Uma molécula de 4cido nucleico € *“hibridavel” com outra
molécula de &cido nucleico, tal como um ADNc, ADN gendmico ou
ARN, quando uma forma de cadeia simples da molécula de 4&cido
nucleico pode emparelhar com a outra molécula de dcido nucleico
em condic¢Bes apropriadas de temperatura e forga i1dénica da
solugao (ver Sambrook et al., Molecular cloning: a laboratory
manual. Zed. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold spring Harbor,
Nova Iorque. (1989)). As condicdes de temperatura e forga idnica
determinam a “restringéncia” da hibridagdo. Para o rastreio
preliminar de acidos nucleicos homélogos, condigdes de
hibridagdo de baixa restringéncia, correspondendo a T, de 55°9,
podem ser utilizadas, e. g., 5x SSC, SDS a 0,1%, leite a 0,25%,
e sem formamida; ou formamida a 30%, SSC a 5x, SDS a 0,5%).
CondigBes de hibridacgdo de restringéncia moderada correspondem a

uma T, superior, e. ¢g., formamida a 40%, com SCC a bLx ou 6x%.
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Condigdes de hibridacédo de restringéncia elevada correspondem a
T, mais elevada, e. ¢., formamida a 50%, SCC a 5x ou 6x. A
hibridacdo necessita que os dois 4&cidos nucleicos contenham
sequéncias complementares, embora dependendo da restringéncia da
hibrida¢do, sejam possiveis desemparelhamentos entre as bases. A
restringéncia apropriada para a hibridagdo de acidos nucleicos
depende do comprimento dos acidos nucleicos e do grau de
complementagdo, varidveilis Dbem conhecidas na técnica. Quanto
maior € o grau de semelhanga ou homologia entre duas sequéncias
nucleotidicas, maior sera o valor da T, para hibridos de &cidos
nucleicos que possuem essas sequéncias. A estabilidade relativa
(correspondente a T, mais elevada) das hibridacgdes de 4cidos
nucleicos diminui na seguinte ordem: ARN:ARN, ADN:ARN, ADN:ADN.
Para hibridos superiores a 100 nucledtidos de comprimento, foram
preparadas equag¢gdes para calcular a T, (ver Sambrook et al.,
supra, 9.50-0.51). Para hibridag¢do acidos nucleicos mais curtos,
i. e., oligonucledétidos, uma posicao de desemparelhamento torna-
se mais importante e o comprimento do oligonucledétido determina
a sua especificidade (ver Sambrock et al., supra, 11.7-11.8). De
um modo preferido, um comprimento minimo para um dcido nucleico
hibriddvel ¢ de, pelo menos, cerca de 10 nucledtidos; de um modo
preferido, pelo menos, cerca de 15 nucledtidos; e de um modo
mais preferido o comprimento ¢é de, pelo menos, cerca de

20 nucledétidos.

Numa forma de realizacgdo especifica; o© termo “condig¢des de
hibridacdo convencionais” refere-se a uma T, de 55 °C e utiliza
as condig¢des apresentadas acima. Numa forma de realizagéo
preferida, a T, é 60 °C; numa forma de realizacdo mais preferida,

a T, é 65 °C.
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“Condicdes de hibridacdao de elevada restringéncia” para os
objectivos da presente invengao sera entendido como significando

as seqguintes condicdes:

1 - Competicdo e PRE-HIBRIDACAO de membrana:

- Mistura: 40 uL de ADN de esperma de salmdo (10 mg/mL) +
40 pL de ADN de placenta humana (10 mg/mL)

— Desnaturar durante 5 minutos a 96 °C, depois imergir a
mistura em gelo.

- Remover o SSC a 2X e verter 4 mL de mistura de formamida
no tubo de hibridacgdo que contém as membranas.

— Adicionar a mistura dos dois ADN desnaturados.

- Incubacdo a 42 °C durante 5 a 6 horas, com rotagao.

2 — Competig¢do de sonda marcada:

— Adicicnar a sonda marcada e purificada 10 a 50 uL de ADN
Cot I, dependendo da quantidade de repetigles.
- Desnaturar durante 7 a 10 minutos a 95 °C.

- Incubar a 65 °C durante 2 a 5 horas.

3 — HIBRIDAGAO:

- Remover a mistura de pré-hibridacgédo.
- Misturar 40 uL de ADN de esperma de salmdo + 40 uL de ADN
de placenta humana; desnaturar durante 5 min a 96 °C, depois

imergir em gelo.
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- Adiciconar ao tubo de hibridacdo 4 mL de mistura de
formamida, a mistura dos dois ADN e a sonda marcada
desnaturada/ADN de Cot I.

- Incubar 15 a 20 horas a 42 °C, com rotagao,

4 - Lavagens e Exposigdo:

- Uma lavagem a temperatura ambiente em SSC a 2X, para
enxaguar.

- Duas vezes 5 minutos a temperatura ambiente com SSC a 2X e
SDS a 0,1% a 65 °C.

— Duas vezes 15 minutos a 65 °C com SSC a 1X e SDS a 0,1% a
65 °C.

- Embrulhar as membranas em pelicula aderente e expor.

As condig¢des de hibridacdo descritas acima sao adaptadas a
hibridagdo, em condigdes de restringéncia elevada, de uma
molécula de Acido nucleico de comprimento varidvel desde
20 nucledétidos até vdarias centenas de nucledtidos. E oébvio que
as condic¢des de hibridacdo descritas acima podem ser ajustadas
como uma funcdo do comprimento do dcido nucleico cuja hibridacéo
se deseja ou do tipo de marcagac escolhida, de acordo com
técnicas conhecidas de um especialista na técnica. Condigdes de
hibrida¢do adeguadas podem, por exemplo, ser ajustadas de acordo
com ©0s ensinamentos contidos no manual de Hames e Higgins
(1985), supra ou no manual de F. Ausubel et al., Current
Protocols 1n Molecular Biology, Green Publishing Associates and

Wiley Interscience, N.Y. (1989).
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Factor nuclear kB

O factor nuclear kB (NFkB) compreende uma familia de
factores de transcricdo eucaridticos. Os factores de transcricgao
NFxkB foram em primeirc lugar identificados como factores dque
ligam os elementos intensificadores no gene da cadeia leve k em
linfdécitos de murino B. Estudos subsequentes demonstraram que o
NFkB se 1liga em gquase todas as <c¢élulas e regula o0s genes
envolvidos na 1inflama¢doc de tecido, proliferacao celular e

diferenciacac celular.

NFKB compreende, pelo menos, cinco subunidades: p50, p52,
p65 (RelA), c-Rel e RelB que podem formar homo- e heterodimeros
em vdrias combinacdes. As formas activas de NFxB sdo normalmente

heterodimeros compreendidos por p65 (RelA) e p50.

Na maioria das células, NFxB existe como um heterodimero
inactivo que ¢é sequestrado no citossol devido a associagdo com
uma proteina inibidora I-xB. Em resposta a estimulos, tais como
estimulos inflamatérios, a proteina I-xB ¢é fosforilada e
degradada, resultando na disscociagdao do complexo I-xB-NFxB e
translocacdo de NFxB no nucleo. Uma vez no nucleo, o NFkB
reconhece sitios de intensificacgdo especificos contendo o motivo
de ligacao do ADN de NFxkB e interage com factores de transcrigdo
basal para iniciar a transcrigdc mediada por ARN polimerase II
em conjungdo com a proteina de 1ligagdo a caixa TATA. Como
mencionado acima, 1isto resulta na transcrigcdo de uma vasta
variedade de genes, particularmente genes envolvidos em resposta

imunitdrias e inflamatérias.

Como mencionado acima, a presente invencdo baseia-se em

parte na descoberta de proteinas do factor que induz o factor
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nuclear kB (NFIF). Estas proteinas estdo envolvidas na indugédo
de NFxB. A descoberta destas proteinas NFIF proporciona
diferentes abordagens para tratar estados que envolvem respostas
inflamatdérias reguladas por NFxB. As respostas inflamatdrias
reguladas por NFxB estdo associadas a uma variedade do estado de
doencas que 1ncluem, mas nao estaco limitadas a, artrite
reumatdide, aterosclerose, doengas autoimunes, doencas virais,
gastropatia induzida por NSAID, docencgas neurodegenerativas,
scrapie, sepsia, apoptose, doenga de Crohn, doen¢ga renal,
restenose, lesdo cerebral/inflamacdo, doenca de Alzheimer, asma,
e expressdao de citocinas pleiotrépicas indevidamente regulada.
Em situagdes nas quals € desejdvel aumentar a inducdo de NFxB
para o objectivo de resultar numa resposta imunitdria aumentada,
as proteinas NFIF da presente invencdo podem ser introduzidas em
ou expressas num doente para induzir NFxB. Se, por outro lado, é
desejavel inibir a indugdo de NFxB de modo a inibir ou prevenir
uma resposta imunitdria, a condigdo de acordo com a presente
invencdo das sequéncias genéticas que codificam as proteinas
NFIF e de como preparar estas proteinas pode ser utilizada para
identificar compostos e composi¢des gue 1inibem ou previnem a
expressao das proteinas NFTF ou que interagem com proteinas NFIF

para inibir ou prevenir a sua actividade.

Proteinas do Factor que induz o Factor Nuclear xB (NFIF)

Os polipéptidos e proteinas agui descritos incluem
polipéptidos recombinantes, polipéptidos naturais ou
polipéptidos sintéticos e podem ser de humano, coelho ou outras

origens animais.
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Os polipéptidos podem ser isclados a partir de fontes
naturais, tais como extractos de placenta, plasma humanc ou
meios condicionados de células cultivadas utilizando processos

de purificacdo conhecidos de um especialista na técnica.

Alternativamente, os polipéptidos da presente invencgao podem
ser preparados utilizando tecnologia de ADN recombinante due
compreende combinar um &cido nucleico que codifica o seu
polipéptido num vector adequado, inserindo o vector resultante
numa célula hospedeira adequada, recuperando o polipéptido
produzido pela célula hospedeira resultante e purificar o

polipéptido recuperado.

Os polipéptidos sdo caracterizados por um pesc molecular
unico reprodutivel e/ou conjunto miltiplo de pesos moleculares,
propriedades cromatograficas e perfis de eluicdo, composicao e

sequéncia de aminodcidos e actividade bioldgica.

Isolamento de Sequéncias nucleétidicas que Codificam

Polipéptidos NFIF

As formas de realizagcao NFIF-14b e NFIF-7a da presente
invencdo podem ser preparadas através de uma variedade de
métodos adequados conhecidos dos especialistas na técnica. Os
ensinamentos gerais em biologia molecular, microbiologia, e
técnicas de ADN recombinante na especialidade da técnica séo
explicados na sua totalidade na literatura. Ver, e. g.,
Sambrook, Fritsch & Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Segunda Edicdo (1989) Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, Nova Iorque (aqui designado “Sambrook

et al., 19897); DNA Cloning: A Practical Approach, Volumes I e
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IT (D.N. Glover ed. 1985); F.M. Ausubel et al. (eds.), Current

Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc. (1994).

As sequéncias de ADNc para NFIF-14b e NFIF-7a s&o
apresentadas na Figura 3. NFIF-7a é uma variante de excisdo de
NFIF-14b. O termo “variante de excisac” refere-se a um
polipéptido codificado por um ARNm produzido pelo processamento
alternativo do ARNm de comprimento total codificado por um gene
ou genes resultando num ARNm que contém uma ou mals delegdes
relativas ao ARNm de comprimento total para os gJgenes. Como
apresentado na Figura 4, em relagdo a NIFI-14b, NFIF-7a possul
uma delec¢do interna de 473 a 739 pares de bases. Dada a
informag¢do na descricdo agui apresentada na seguéncia de ADN de
NFIF-14b e NFIF-7a e os métodos conhecidos na técnica para obter
ADNc, as sequéncias nucledtidicas que codificam NFIF-14b e
NFIF-7a podem ser prontamente clonadas e inseridas num vector
apropriado para a expressdo destas proteinas in vitro ou
in vivo. Para uma descricao dos métodos relacionados com a
clonagem de ADNc e vectores de expressao, ver Sambrook et al.,
1989, supra. Um “vector de clonagem” é um replicdo, por exemplo,
um plasmideo, fago ou cosmideo, ao qual outro segmento de ADN
pode ser ligado de modo a realizar a replicagdo do segmento
ligado. Um “replicao” ¢ gqualquer elemento genético (e. g.,
plasmidec, cromosscoma, virus) que funciona como uma unidade
auténoma de replicacdo de ADN in vivo, 1. e., capaz de
replicagdo sob o seu proprio controlo. Um vector de clonagem
pode ser capaz de replicacdo num tipo de célula e expressdo
noutro (“vector wvaivém”). Em formas de realizacdo preferida da
presente invencdo, o vector de clconagem ¢ capaz de expressio
numa célula hospedeira e o *“vector de expressao” ¢é capaz de
expressar NFIF em nivels suficientes para realizar uma via

regulada por NFxB na célula.
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Un gene gue codifica NFIF-14b e NFIF-7a, seja ADN gendmico
ou ADNc, pode ser isolado de uma biblioteca gendmica humana ou
biblioteca de ADNc. Uma *“sequéncia codificante” de ADN & uma
sequéncia de ADN de cadeia dupla que ¢ transcrita e traduzida
num polipéptido numa célula in vitro ou in vivo quando colocada
sob o controlo de sequéncias reguladoras apropriadas. As
sequéncias codificantes de ADN e as sequéncias reguladoras
apropriadas sdo, de um modo preferido, proporcionadas num vector
de expressdo. As fronteiras da sequéncia codificante sdo
determinadas por um coddo de iniciag¢do no terminal 5’ (amino) e
um codao de terminacdo de tradugdao no terminal 3’ (carboxilo).
Uma sequéncia codificante pode incluir, mas ndo estd limitada a,
sequéncias procaridticas, ADNc de ARNm eucaridtico, sequéncias
de ADN genémico de ADN eucaridético (e. g., mamifero) e, ainda,
sequéncias de ADN sintético. Se a sequéncia codificante se
destina a expressdo numa célula eucaridtica, um sinal de
poliadenilacdo e sequéncia de terminacgdo de transcrigao estara
normalmente localizado a 3’ da sequéncia codificante. Métodos
para obter um gene dada a informacao da sequéncia de ADN aqui
apresentada sdo bem conhecidos na técnica. O ADN pode ser obtido
por processos convencionais conhecidos na técnica a partir de
ADN clonado (e. g., uma “biblioteca” de ADN). E obtido, de um
modo preferido, de uma biblioteca de ADNc preparada a partir de
tecidos com nivel elevado de expressao da proteina. O ADN pode
também ser obtido pela clonagem de ADN gendmico ou seus
fragmentos, purificados a partir da célula desejada (Ver, por
exemplo, Sambrook et al., 1989, supra; Glover, D.M. (ed.), 1985,
ADN Cloning: A Practical Approach, MRL Press, Ltd., Oxford, R.U.
Vol. I, II) ou por sintese quimica. Os clones derivados do ADN
genémico podem conter regides de ADN reguladoras e de intrdo

Além disso as regides codificantes.
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Métodos para obter ADNc sao bem conhecidos na técnica.
Resumidamente, estes métodos incluem isclar uma mistura de ARN
mensageiro (ARNm) de células eucaridticas e empregando uma série
de reacgdes enzimdticas para sintetizar codpias de ADN de cadeia
dupla (ADNc) complementares aos ARNm isolados. A “Reacgaoc em
Cadeia pela Polimerase” (PCR) refere-se a métodos in vitro para
amplificar sequéncias de ADN especifico que utilizam técnicas

bem conhecidas na técnica.

Independentemente do método utilizado para obter o ADNc
desejado, a mistura de ADNc de cadeia dupla é inserida em
veiculos de clonagem através de qualquer uma de muitas técnicas
conhecidas, dependendo, pelo menos em parte, do veiculo
particular utilizado. Sdo discutidos varios métodos de insergédo
em Sambrook et al., 1989, supra e sao bem conhecidos na técnica.
Uma “cassete” refere-se a um segmento de ADN que pode ser
inserido num vector em um ou mais sitios de restricao
especificos. O segmento de ADN codifica um polipéptido de
interesse e a cassete e o0s sitios de restrigao sao designados
para assegurar a 1inserc¢do da cassete na grelha de leitura

apropriada para transcrig¢do e traducgéo.

Assim que os segmentos de ADN sado inseridos num veiculo de
clonagem, o veiculo de clonagem ¢ utilizado para transformar um
hospedeiro adequado. Uma célula foi “transfectada” por ADN
exdgeno ou heterdlogo quandoc esse ADN fol introduzido para
dentro da célula. Uma célula foi “transformada” por ADN exdgeno
ou heterdlogo quando o ADN transfectado produz uma alteracdo
fenotipica. O ADN transformante pode ser integrado (ligado
covalentemente) no ADN cromossémico que constitui o genoma da
célula. Estes wveiculos de <clonagem normalmente transmitnuma

caracteristica de resisténcia a antibidticos no hospedeiro.
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Esses hospedeiros sdao normalmente células procaridticas e apenas
algumas das c¢élulas hospedeiras contém o ADNc desejado. As
células hospedeiras transfectadas constitunuma “biblioteca” de
genes, proporcionando uma amostra representativa dos ARNm

presentes na célula a partir da qual os ARNm foram isolados.

Dada a informagdo de sequéncia nas NFEF-14b e NFIF-7a aqui
proporcionadas, um oligonucledétido apropriado pode ser
preparadc, de um modo preferido, sintetizado como discutido
acima, e utilizado para identificar clones contendo sequéncias
de NFIF. O oligonucledétido inclui, de um modo preferido, pelo
menos, cerca de 18 nucledtidos e € hibridavel com uma molécula
de ADN gendémico, uma molécula de ADNc ou uma molécula de ARNm
que codifica NFIF. Os oligonucled¢tidos podem ser marcados,
e. g., com “P-nucledtidos ou nucledtidos aos quais foi conjugado

covalentemente um marcador, tal como biotina.

Numa forma de realizacao, pode ser utilizado um
oligonucledtido marcado como uma sonda para detectar a presenca
de um A4dcido nucleico que codifica NFIF. Noutra forma de
realizacgdo, podem ser utilizados oligonucledtidos (em que pode
estar marcado um deles ou ambos) como iniciadores de PCR para
clonar o comprimento total ou um fragmento de NFIF, ou para
detectar a presenga de acidos nucleicos que codificam NFIF. Numa
outra forma de realizacdo, um oligonucledtido pode formar uma

hélice tripla com uma molécula de ADN de NFIF.

De um modo geral, os oligonucledtidos sdo preparados
sinteticamente, de um modo preferido num sintetizador de &4cidos
nucleicos. Consequentemente, o0s oligonucledétidos podem ser
preparados com ligacdes andlogas de fosfoéster que ndo ocorrem

naturalmente, tais como ligag¢des tioéster, etc. Para identificar
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clones que contém as sequéncias NFIF, sao cultivadas células
individuais transformadas ou transfectadas comoc coldédnias num
papel de filtro de nitrocelulose. As coldénias sao lisadas e o
ADN ¢é fortemente ligado ao papel de filtro por aquecimento. O
papel de filtro ¢ entao incubado com  uma sonda de
oligonucledtido marcado que é complementar a NFIF. Os fragmentos
de ADN com homologia substancial a NFIF i1rdo hibridar com a

sonda.

Como discutido acima, as condigdes de temperatura e forga
iénica determinam a “restringéncia” da hibridacdo. A hibridacdo
requer que o0s dois Adcidos nucleicos contenham sequéncias
complementares, embora dependendo da restringéncia da
hibridacdo, sdo possiveis desemparelhamentos entre as bases. A
restringéncia apropriada para hibridar A4acidos nucleicos depende
do comprimento dos Aacidos nucleicos e do grau de complementacdo,

varidveis bem conhecidas na técnica.

A sonda hibrida com o ADNc para o qual é complementar. Pode
ser identificada por autorradiografia ou através de reacgdes
quimicas que identifiquem a presenga da sonda. Os clones
correspondentes sdo caracterizados de modo a identificar um ou
uma combinacdo de clones que contém toda a informacdo estrutural
para a proteina desejada. A sequéncia de 4acido nucleico que
codifica para a proteina de interesse é isolada e reinserida num
vector de expressdo. O vector de expressdo coloca o gene clonado
sob o controlo regulador de elementos de controlo procaridtico
ou eucaridtico especificos que permitem a expressdao eficiente
(transcricdo e traducdo) do ADNc de cadeia dupla. As sequéncias
de controlo de transcrigdo e traducgdo sido sequéncias reguladoras
de ADN, tais como, por exemplo, promotores, intensificadores e

terminadores qgue proporcionam a expressdc de uma sequéncia
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codificante numa célula hospedeira. Em células eucaridticas, os
sinais de poliadenilagcdc sdao sequéncias de controlo. Uma
sequéncia codificante esta *sob o controlo” de sequéncias de
controlo de transcrigao e tradugdo numa célula gquando a
polimerase de ARN transcreve a sequéncia codificante em ARNm,
que ¢é entdc excisada (se a sequéncia codificante contiver
intrdes) e traduzida na proteina codificada pela sequéncia

codificante.

Pode ser realizada outra selecgdo, com base nas propriedades
do gene. Por exemplo, a presenga do gene desejado num clone pode
ser detectada por ensalios baseados nas propriedades fisicas,
quimicas ou imunclégicas do seu produto proteico expresso. Por
exemplo, podem ser seleccionados clones de ADNc ou clones de ADN
que produznuma proteina que possul propriedades semelhantes ou
idénticas as da NFIF em relacdo a migracdao electroforética,
focagem isoeléctrica, electroforese em gel em condig¢des de nao

equilibrio de pH, digestado proteolitica, ou antigenicidade.

Preparacdo de Variantes de Polipéptidos NFIF

A presente invengdo descreve variantes alélicas, variantes
mutantes por substituicao, adicao e delecao, andlogos e
derivados de NFIF e homélogos de outras espécies que possuem a
mesma actividade funcional ou homdéloga, de NFIF. Em formas de
realizagdo preferidas, sdo utilizados o©0s genes gue possuem
delecdes ou substituigdes que aumentem a capacidade para induzir
NFxkB. S8o descritas a preparacdoc ou isolamento de variantes de
NFIF. Consequentemente, & presente invengdo descreve variantes
de NFIF que s&o funcionalmente activas, 1. e., capazes de exibir

uma ou mais actividades funcionais associadas com NFIF.
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Podem ser preparadas variantes NFIF alterando gque as
sequéncias de 4&cido nucleico codificantes por substituigdes,
adicdes ou delecbes que proporcionam moléculas funcionalmente
equivalentes. De um modo preferido, sao realizadas formas de
realizagdo de NFIF que intensificaram ou aumentaram a actividade

funcional relativa de NFIF-14b ou NFIF-7a.

Devido a degeneracdo de sequéncias nucledtidicas
codificantes, podem ser utilizadas outras sequéncias de ADN que
codificam substancialmente a mesma sequéncia de aminodcidos que
NFIF, incluindo uma seguéncia de aminocacidos que contém uma
variante de um Unico amincdcido, na pratica da presente
invenc¢do. Estas incluem, mas ndo estdo limitadas a, genes
alélicos, genes homélogos de outras espécies e sequéncias
nucledtidicas, compreendendo a totalidade ou porgdes de NFIF que
sdao alteradas através da substituicdo de diferentes codbes que
codificam o mesmo residuo de aminodcido na sequéncia, produzindo
desse modo uma alteracdo silenciosa. De igual modo, as variantes
de NFIF dea invencgdo incluem, mas ndo estao limitadas a, aquelas
que contém, como uma sequéncia de aminocdcidos primaria, a
totalidade ou parte da sequéncia de aminocdcidos de uma proteina
NFIF que inclui sequéncias alteradas nas quais os residuos de
aminodcidos funcionalmente equivalentes sdo substituidos por
residuos na sequéncia que resulta numa substituicgdo de
aminodcidos conservadora. Por exemplo, um ou mais residucs de
aminodcidos na sequéncia podem ser substituidos por outro
aminodcido de uma polaridade semelhante gue actua como um
equivalente funcional, que resulta numa alteracdo silenciocsa. Os
substitutos para um aminodcido na sequéncia podem  ser
seleccionados de outros membros da classe & qual o aminodcido
pertence. Por exemplo, 0s aminodcidos ndo polares (hidrofébicos)

incluem alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina,
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fenilalanina, triptofano e metionina. Aminodcidos que contém
estruturas aromaticas em anel sdao fenilalanina, triptofano e
tirosina. Os aminocdcidos ©polares neutros incluem glicina,

serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina, e glutamina.

Os aminodcidos carregados positivamente (bdsicos) incluem
arginina, lisina e  histidina. Os aminodcidos carregados
negativamente (acidicos) incluem 4acido aspartico e acido

glutédmico. Naoc & esperado que essas alteragdes afectem um peso
molecular aparente como determinado por electroforese em gel de

poliacrilamida ou ponto isoeléctrico.

Substituicgbdes particularmente preferidas sdao:

- Lys por Arg e vice-versa, de modo a que seja mantida
uma carga positiva;

- Glu por Asp e vice-versa, de modo a que seja mantida
uma carga hegativa;

- Ser por Thr, de modo a que seja mantido um -OH livre; e

- Gln por Asn, de modo a que possa ser mantido um CONH,

livre.

As substituic¢des de aminodcidos também podem ser
introduzidas para substituir um aminodcido com uma propriedade
particularmente preferida. Por exemplo, podem ser introduzido um
Cys como um sitio potencial para ligagdes persulfureto com outro
Cys. Pode ser introduzido um His como um sitio particularmente
“catalitice” (i. e., His pode actuar como um acido ou base e é ©
aminodcido mais comum na catdlise bioquimica). Pro pode ser
introduzida devido & sua estrutura particularmente plana, gque

induz voltas p na estrutura da proteina.
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Os genes que codificam as variantes NFIF podem ser
produzidos por varios métodos conhecidos na técnica. As
manipulacdes que resultam na sua producdc podem ocorrer ao nivel
do gene ou da proteina. Por exemplo, a sequéncia do gene NFIF
clonado pode ser modificada por gqualquer uma de numerosas
estratégias conhecidas na técnica (Sambrook et al., 1989,
supra). A sequéncia pode ser clivada em sitios apropriados com
endonuclease(s) de restrigdo, seguido por outra modificagédo
enzimdtica, se desejado, isolada e ligada in vitro. Na produgdo
do gene gue codifica uma forma de realizacdo de NFIF, deve ser
tomado cuidado para assegurar que o gene modificado permanece na
mesma grelha de leitura de tradug¢do como © gene NFIF, néo
interrompida por sinais de terminac¢do de tradu¢do na regido do

gene onde a actividade desejada é codificada.

Além disso, a sequéncia de acido nucleico que codifica NFIF
pode ser mutada in vitroc ou in vivo para criar e/ou destruir
sequéncias de traducdo, iniciacgdo e/ou terminacdo, ou para criar
variacdes em regides codificantes e/ou a partir de novos sitios
de endonuclease de restricdo ou destruir sitios pré-existentes,
para facilitar outra modificacgao in vitro. De um modo preferido,
essas mutacdes intensificam a actividade funcional do produto do
gene NFIF mutado. Qualquer técnica para mutagénese conhecida na
técnica pode ser utilizada, por exemplo, mutagénese dirigida
in vitro (Hutchinson, C., et al., 1978, J. Biol. Chem. 253:6551;
zoller e Smith, 1984, DNA 3:479-488; Oliphant et al., 1986, Gene
44:177; Hutchinson et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
83:710), e utilizacdo de ligantes “TAB” (Pharmacia), etc. As
técnicas de PCR sdo preferidas para mutagénese dirigida (ver
Higuchi, 1989, “Using PCR to Engineer DNA”, em PCR Technology:
Principles and Applications for DNA Amplification. H. Erlich,

ed., Stockton Press, Capitulo 6, pp. 61-70).
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Polipéptidos Baseados em NFIF

Uma variante terapeuticamente Util de NFIF pode ser
identificada por uma variedade de métodos, incluindo ensaios
in vitro que podem ser utilizados para identificar o nivel de
expressac de um gene regulado por NFxB ou um gene cuja expressao
¢ regulada por elementos reguladores de NFxB na presenca da
variante de NFIF. Um método para identificar polipéptidos que
sdo capazes de intensificar (ou inibir) a indugdo de NFkB ¢&
utilizar um sistema de gene repdrter. Estes sistemas utilizam
vectores de expressdo de gene repdrter que incluem um sitio de
clonagem em que um dado promotor pode ser clonado a montante de
um  “gene repdérter” que pode ser facilmente detectado e
quantificado. Um especialista na técnica pode identificar
rapidamente e subclonar o promotor para NFxB, assim como outras
sequéncias de controlo num vector de expressao de gene repdrter
comercialmente disponivel. O vector de expressdao ¢é transferido
para células hospedeiras e as células sao expostas a uma
variante de NFIF (ou um inibidor putativo ou molécula
intensificadora) para determinar o efeito na expressao do
produto do gene repdrter. Em particular, as c¢élulas sao
ensaiadas gquanto a presenca do produto do gene repdérter
directamente pela medicdao da quantidade de ARNm repdrter, a
préopria proteina repdrter ocu a actividade enzimatica da proteina
repdérter. Idealmente, o gene repdrter ndo é exXpresso
endogenamente no tipo de célula de interesse e torna-se ele
préopric adequado a ensaios sensiveis, quantitativos e répidos.
Estd disponivel comercialmente uma variedade de construgdes de
ensaio de repdérter e foram desenvolvidos vérios genes repdrter e
ensaios e podem ser rapidamente preparados pelo especialista na
técnica. Os sistemas mais populares rpara monitorizar a

actividade genética em células eucaridticas incluem
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cloranfenicol acetiltransferase (CAT), f-galactosidase,
luciferase de pirilampo, hormona de crescimento (GH),
f-glucurorudase (GUS), fosfatase alcalina (AP), proteina
fluorescente verde (GFP) e luciferase de Renilla. Construcdes de
ensaio de repdérter podem ser adquiridas a partir de uma

variedade de fontes incluindo Promega e Invitrogen.

Como mencionado acima, a actividade do gene repdrter pode
ser detectada ensaiando o ARNm repdrter ou a proteina repdrter.
O ARNm repdrter pode ser detectado através de andlise de
transferéncia de northern, ensaios de protecgdo de ribonuclease
ou RT-PCR. Embora estes ensaios sejam mais directos do que medir
a expressdao da proteina, foram desenvolvidos muitos ensaios para
medir a presenga da proteina repdrter em vez do ARNm presente
numa célula. As proteinas repdrter podem ser ensaiadas por
espectrofotometria ou pela detecgdo da actividade enzimdatica. Os
niveis da proteina repdrter podem também ser medidos com ensaiocs
a base de anticorpo. Em geral, 0s ensaios enzimdticos sdo muito
sensiveis e sdo um método preferido de monitorizar a expressido
do gene repoérter. Uma construcgdo de gene repdérter NFkB preferida
comercialmente disponivel é o wvector do gene repdrter pNFxB-Luc
(luciferase) disponivel na Stratagene. Um exemplo de como
utilizar este sistema repdrter para quantificar a actividade da

proteina NFIF & proporcionado no Exemplo 4.

Experiéncias do tipo aqui discutido acima podem ser
utilizada para determinar o quédo bem um determinado estado de
doenca pode ser tratado utilizando as composi¢des da presente

invencédo.

A discussdo que se segue refere-se a manipulacdo e expressio

de ADN que codifica os polipéptidos da presente invencgdo.
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Vectores de Expressdo Que Codificam Polipéptidos NFIF

A sequéncia de ADN identificada e isclada pode ser inserida
num vector de clonagem/expressdo apropriado (de agui em diante
denominado “vector”) para facilitar as modificagSes da sequéncia
ou expressao da proteina. Estes vectores incluem tipicamente
sitios de clonagem multiplos, promotores, sequéncias que
facilitam a replicagdo numa célula hospedeira e marcadores de

selecgdo.

Pode ser utilizado qualgquer vector adequado. Sao conhecidos
na técnica muitos exemplos de vectores que podem ser utilizados
incluem, por exemplo, plasmideos ou wvirus modificados. O vector
¢ tipicamente compativel com uma determinada célula hospedeira
na qual o vector ¢é introduzido para facilitar a replicagdo do
vector e a expressao das proteinas codificadas. A insercdo de
uma sequéncia ADN num determinado vector pode, por exemplo, ser
realizada ligando o fragmento de ADN num vector de clonagem Jue
possui terminais coesivos complementares. Todavia, se os sitios
de restricdo complementares utilizados para cortar © ADN nédo
estao presentes no vector de clonagem, as extremidades das
moléculas de ADN podem ser modificadas enzimaticamente.
Alternativamente, pode ser produzido qualquer sitio desejado
através da ligacdo de sequéncias nucledtidicas (ligantes) nos
terminais do ADN; os ligantes 1ligados podem compreender
oligonucledtidos especificos sintetizados gquimicamente que
codificam sequéncias de reconhecimento de endonucleases de
restrigdo. Vectores Uteis podem consistir em segmentos de
sequéncias de ADN cromossémico, ndo cromossdmico e sintético.
Exemplos de vectores especificos Uteis na pratica da presente
invencdo sdo bacteridfagcecs de E. coli, por exemplo, derivados de

lambda ou plasmideos, por exemplo, derivados de PpBR322 ou
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derivados de plasmideos de pUC, e. g., pmal-c, pPFLAG, derivados
de SV40 e plasmideos bacterianos conhecidos, e. g., plasmideos
de E. coli col E1, pCR1l, pMal-C2, pET, pGEX (Smith et al., 198§,
Gene 67:31-40), pMBY9 e seus derivados, plasmideos, tais como
RP4; ADN de fagos, e. g., 0s numerosos derivados de fago 1, e.
g., NM989 e ADN de outros fagos, e. ¢g., MI3 e ADN de fago
filamentoso de cadeia simples; vectores de levedura, tails como o
plasmideo 2 um ou seus derivados; vectores uteis em células
eucaridticas, por exemplo, vectores TUtels em células de
insectos, tails como vectores baculovirus, vectores Utels em
células de mamiferos; vectores derivados de combinagdes de ADN
de plasmideos e fagos, plasmideos gue foram modificados para
empregar o ADN de fago ou outras sequéncias de controlo de

expressdo; e semelhantes.

Exemplos de vectores de leveduras que podem ser utilizados
de acordo com a invengao sao o vector de nao fusdo pYES2

(Invitrogen) ou os pYESHisA, B, C de fusdao (Invitrogen).

Vectores de baculovirus que podem ser utilizados na pratica
da invencao inclunuma variedade de vectores, incluindo ambos os
vectores de transferéncia de ndo fusdo, por exemplo, pVL94l
(Summers), pVL1393 (Invitrogen), pVL1392 (Summers e Invitrogen),
e pBlueBaclIIl (Invitrogen) e vectores de transferéncia de fusdao,
por exemplo, PAC700 (Summers), pAc701 e pAc702, PAc360
(Invitrogen) e pBlueBacHisA, B, C (Invitrogen) podem ser

utilizados.

Vectores de mamiferos contemplados para utilizacdo na
invencgdo incluemn, por exemplo, vectores com  promotores
indutiveis, por exemplo, © promotor da di-hidrofolato redutase

(DHFR), e. g., d9qualquer vector de expressdo com um vector de
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expressao de DHFR ou um vector de <co-amplificacao de
DHFR/metotrexato, por exemplo, PED (ver Kaufman, Current
Protocols in Molecular Biology, 16.12 (1991)). Alternativamente,
um vector de co-amplificagdo de glutamina sintetase/metionina
sulfoximina, por exemplo, pEEl4 (Celltech). DNoutra forma de
realizagao, pode ser utilizado um vector que dirige a expressao
epissémica sob controlo do virus Epstein Barr (EBV), por
exemplo, PREP4 (Invitrogen), pCEP4 (Invitrogen), PMEP4
(Invitrogen), pREP8 (Invitrogen), pREP9 (Invitrogen) e pEBVHis
(Invitrogen). Vectores de expressdo de mamiferos selecciondveis
para utilizagdo na invengdo incluem pRc/CMV  (Invitrogen),
PRC/RSV (Invitrogen), pADNc3 (Invitrogen) e outros. Vectores de
expressdao do virus de mamiferos Vaccinia (ver, Kaufman, 1991,
supra) para utilizac¢do de acordo com a inveng¢ao incluem, mas nao

estdo limitadas a pSCll, pMJ60l e pTKgptFlS.

Podem ser utilizados uma variedade de métodos para confirmar
que a sequéncia de ADN desejada que codificam NFIF-14b, NFIF-73,
ou outra variante de NFIF, foi clonada num vector. Em geral, ¢
utilizada uma ou mais das seguintes abordagens: (a) amplificacédo
por PCR do ADN do plasmideo desejado ou ARNm especifico, (b)
hibridacdo de A4&cido nucleico, (c) presenga ou auséncia de
fungbes do gene marcador de selecgao, (d) andlises com
endonucleases de restrig¢do apropriadas, e (e) expressao das
sequéncias inseridas. Na primeira abordagem, os dacidos nucleicos
podem ser amplificados por PCR para proporcicnar a deteccao do
produto amplificado. Na segunda abordagem, a presenca de um gene
estranho inserido num vector de expressao pode ser detectado por
hibridacdo de 4cido nucleico wutilizando sondas compreendendo
sequéncias que sdoc homélogas a um gene marcador inserido. Na
terceira abordagem, o© sistema vector/hospedeiro recombinante

pode ser 1identificado e seleccionado com base na presenga ou
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auséncia de certas funcdes do gene “marcador de seleccgao”
(e. g., actividade de p-galactosidase, actividade de cinase de
timidina, resisténcia a antibidticos, transformagcao do fendtipo,
formacdo de corpo de oclusao em baculovirus, etc.) provocada
pela insercao de genes estranhos no vector. Noutro exemplo, se 0
dcido nucleico que codifica NFIF é inserido na sequéncia do gene
do "“marcador de selecc¢do” do vector, os recombinantes que contém
a 1insercdo de NFIF podem ser identificado pela auséncia da
fung¢ao do gene marcador de selec¢do. Na quarta abordagem, o0s
vectores de expressdo recombinantes sdo identificados por
digestdo com enzimas de restrigdc apropriadas. Na quinta
abordagem, os vectores de expressdo recombinante podem ser
identificados por ensaio da actividade, caracteristicas
bioquimicas ou imuncldégicas do produto do gene expresso pelo
recombinante, desde que a proteina expressa assuma uma

conformacac funcionalmente activa.

Promotores

A sequéncia nucledtidica que codifica para NFIF-14b ou NFIF-
7a ou uma sua variante de NFIF pode ser inserida num vector de
expressao que contém os elementos necessdrios para a transcricgdo
e tradugdao da sequéncia que codifica a proteina inserida. Esses

elementos sdc aqui denominados um “promotor”.

Um promotor € uma regido reguladora de ADN capaz de ligar a
ARN polimerase numa célula e 1iniciando a transcrig¢do de uma
sequéncia codificante a  jusante (direcgdo 3’). Para o0s
objectivos de definir a presente invengdo, a seguéncia do
promotor estd ligada no seu terminal 3’ pelo sitio de iniciagédo

de transcrigdo e se estende a montante (direcgcado 5') para
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incluir o numero minimo de bases ou elementos necessarios para
iniciar a transcrigdo em niveis detectéaveis acima do fundo. Na
sequéncia do promotor sera encontrado um sitio de iniciagdo de
transcricgao (definido convenientemente, por exemplo, por
mapeamento com nuclease S1), assim como dominios de ligacao de
proteina (sequéncias de consenso) responsaveis pela ligagdo da

ligagac da ARN polimerase.

O acido nucleico que codifica os polipéptidos da invengdo
estd associado operacionalmente com um promotor num vector de
expressdao da invengdo. Ambas as seguéncias de ADNc e gendmicas
podem ser clonadas e expressas sob controlo dessas sequéncias
reguladoras. Um vector de expressdo, inclui, também de um modo
preferido, uma origem de replicacdo. Os sinais de transcricdo e
tradugdo necessdrios podem ser proporcionados num vector de
expressdo recombinante ou eles podem ser fornecidos pelo gene
nativo que codifica NFIF e/ou as suas regibdes flanqueadoras.
Qualquer um dos métodos previamente descritos pela insercao de
fragmentos de ADN num vector de clonagem podem ser utilizados
para construir vectores de expressdao contendo um gene Jue
consiste em sinais de controlo de transcricdo/traducgédo
apropriados e as sequéncias que codificam a proteina. Estes
métodos podem incluir técnicas in vitro de ADN recombinante e

sintéticos e recombinacdo in vivo (recombinacdo genética).

A expressdo pode ser controlada através de qualgquer elemento
promotor/intensificador conhecido na técnica, mas estes
elementos reguladores devem ser funcionais no hospedeiro
seleccionado para expressdo. Exemplos de promotores que podem
ser utilizados para controlar a expressao do gene NFIF incluem a
regido do promotor precoce de SV40 (Benoist e Chambon, 1981,

Nature 290:304-310), o promotor contido na repeticdo terminal
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longa de 3’ do virus do sarcoma de Rous (Yamamoto, et al., 1980,
Cell 22:787-797), o promotor da cinase da timidina de herpes
(Wagner et al., 1981, Proc. Natl, Acad. Sci. U.S.A.
78:1441-1445), as sequéncias reguladoras do gene da
metalotioneina (Brinster et al., 1982, Nature 296:39-42);
vectores de expressao procaridticos por exemplo, o promotor da
B-lactamase (Villa-Kamaroff, et al., 1978, Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A., 75:3727-3731), ou o promotor tac (DeBoer, et al.,
1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 80:21-25); elementos de
promotor de leveduras ou outros fungos, por exemplo, © promotor
Gal 4, o promotor de ADC (alcool desidrogenase), promotor de PGK
(fosfoglicerol cinase), promotor da fosfatase alcalina; e as
regides de controlo de transcricdo animal, que apresentam
especificidade para o tecido e tém sido utilizadas em animais
transgénicos: regido de controlo do gene da elastase I gque estd
activo em células acinares pancredticas (Swift et al., 1984,
Cell 38:639-646; Ornitz et al., 1986, Cold Spring Harbor Symp.
Quant. Biol., 50:399-409; MacDonald, 1987, Hepatology
7:425-515); regido de controle do gene da insulina que esta
activo em células pancredticas beta (Hanahan, 1985, Nature
315:115-122), regiao de controlo do gene da imunoglobulina dque
estd activa em células linfdides (Grosschedl et al., 1984, Cell
38:647-658; Adames et al., 1985, Nature 318:533-538; Alexander
et al., 1987, Mol. Cell. Biol., 7:1436-1444), regido de controlo
do virus do tumor mamdrio de murganho que estd activa em células
testiculares, da mama, linfdéides e mastdcitos (Leder et al.,
1986, Cell 45:485-495), regido de controlo do gene da albumina
que estd activa no figado (Pinkert et al., 1987, Genes and
Devel. 1:268-276), regiao de controlo do gene da
alfa-fetoproteina que estd activa no figado (Krumlauf et al.,
1985, Mol. Cell. Biol., 5:1639-1648; Hammer et al., 1987,

Science 235:53-58), regido de controlo do gene da alfa 1-
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antitripsina que estda activa no figado (Kelsey et al., 1987,
Genes and Devel., 1:161-171), regiao de controlo do gene da
beta-globina que estd activa em células mieldides (Mogram et
al., 1985, Nature 315:338-340; Kollias et al., 1986, Cell 46:8%-
94), regido de controlo do gene da proteina bdsica da mielina
que estd activa em c¢élulas de oligodendrdcitos no cérebro
(Readhead et al., 1987, Cell 48:703-712), regido de controlo do
gene da cadeia-2 leve da miosina que estd activa no musculo
esquelético (Sani, 1985, Nature 314:283-286) e regido de
controlo do gene da hormona de libertacdo gonadotrdpica que esté
activa no hipotdlamo (Mason et al., 1986, Science

234:1372-1378) .

Um promotor preferido utilizado nas construgdes do vector de
expressao aqui discutido abaixo é o promotor do citomegalovirus
(CMV) que ¢é capaz de proporcicnar nivel elevado de expressao

numa variedade de linhas celulares de mamiferos.

Introducdo de Vectores em Células Hospedeiras

Os vectores podem ser introduzidos em células hospedeiras
através de qualguer método adequado, incluindo, e. .,
transfecgao, electroporagdo, microinjec¢do, transdugdo, fusédo
celular, DEAE dextrano, precipitacdo com fosfato de cdlcio,
lipofecgdo (fusao de lisossomas), utilizacdo de uma pistola de
genes ou um transportador de vector de ADN (ver, e. ¢g., Wu
et al., 1992, J. Biol. Chem. 267:963-967; Wu e Wu, 1988, J.
Biol. Chem. 263:14621-14624,; Hartmut et al., Pedido de Patente
Canadiana N° 2012311, apresentada em 15 de Marco de 1990) de
modo que sao criadas muitas coépias da sequéncia do gene. Num

método preferido, as células sao transfectadas in vitro
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utilizando Lipfectamine® disponivel em Gibco-BRL. De um modo
preferido, o gene clonado esta contido num vector plasmidico de
vaivém, que proporciona a expansdo numa célula de clonagem,
e. g., E. coli, e facilita a purificacao para a subsequente
inser¢do numa linha celular de expressdo apropriada. Por
exemplo, um vector de vaivém, gue é um vector que pode replicar
em mais do que um tipo de organismo, pode ser preparado para
replicagcdo em E. coli e Saccharomyces cerevisiae através de
sequéncias de ligacgdo de um plasmideo de E. coli com sequéncias

do plasmideo de levedura 2 um.

Sistemas de Células Hospedeira

Sistemas de células hospedeiras incluem sistemas de células
hospedeiras de mamiferos, sistemas de células hospedeiras de
insectos e microrganismos, tais como leveduras ou bactérias.
Dependendo do sistema de células hospedeiras utilizado, pode ser
utilizado qualquer um de varios elementos de transcricédo e

traducdo adequados.

Além disso, pode ser seleccionada uma estirpe de células
hospedeiras que modula a expressdo das sequéncias inseridas ou
modifica e processa o produto do gene de um modo desejado
especifico. Diferentes c¢élulas hospedeiras possuem mecanismos
caracteristicos e especificos para o processamento de tradugdo e
pbés-tradugdo e modificacdo de proteinas. Linhas <celulares
apropriadas ou sistemas de hospedeiros podem ser seleccionados
para assegurar a modifica¢ao e processamento desejados da
proteina estranha expressa. A expressac em leveduras pode
produzir um produto biologicamente activo. A expressao nas

células eucaridticas pode aumentar a probabilidade de dobragem
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“nativa’”. Além disso, a expressao em células de mamiferos pode
proporcionar uma ferramenta para a reconstituicao, ou
constituicao, de actividade de inibicdo de NFIF. Além disso,
diferentes sistemas de expressdo vector/hospedeiro pode afectar
reacgbes de processamento, tals como clivagens proteoliticas,
numa extensdo diferente. Podem ser wutilizados vectores de
expressao da invengao, como referido acima, tanto para
transfectar c¢élulas para o rastreio ou testes Dbiocldgicos de

moduladores da actividade de NFIF.

Exemplos de células hospedeiras de mamiferos aceitdveis sédo

células HEK 293 e células COS-7.

Uma NFIF-14b recombinante, ou NFIF-7a da invencdo ou
variante de NFIF pode ser expressa a nivel de cromossoma, apds
integracédo da sequéncia codificante por recombinagdao. A este
respeito, pode ser utilizadec qualquer um dos sistemas de
amplificacdo para atingir niveis elevados de expressao génica

estavel (Ver Sambrook et al., 1989, supra).

A célula na qual o vector recombinante que compreende o
dcido nucleico que codifica NFIF ¢ introduzido ¢ cultivada num
meio de cultura de <c¢élulas apropriada em condigbes que

proporciconam a expressao de um polipéptido NFIF pela célula.

Uma vez estabelecido um sistema hospedeiro adequado e
condicdes de crescimento, os vectores de expressdc recombinante
podem ser propagados e preparados em guantidade. Formas soluveis
da proteina podem ser obtidas através de recolha de fluido de
cultura ou corpos de inclusdo de solubilizacao, e. ¢g., por
tratamento com detergente e, se desejado, sonicacdo ou outros

pProcessos mecénicos, como descrito acima. A proteina
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solubilizada ou soluvel pode ser isolada utilizando varias
técnicas, incluindo electroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE), focagem isoeléctrica, electroforese em gel a 2
dimensdes, cromatografia (e. g¢g., permuta idnica, afinidade,
imunoafinidade e cromatografia em coluna em funcdo do tamanho),
centrifugagao, solubilidade diferencial, imunoprecipitagao ou
através de qualquer outra  técnica convencional para a
purificagdo de proteinas.

Como discutido acima, um “vector” ¢ qualguer meic para a
transferéncia de um 4cido nucleico de acordo com a invengdo numa
célula hospedeira. Os vectores preferidos sdo vectores virais,
por exemplo, retrovirus, herpes virus, adenovirus e virus
adencassociados. Assim, um gene que codifica uma proteina ou
fragmento do dominio de polipéptido é introduzido in vivo,
ex vivo ou IiIn vitro utilizando um vector wviral ou através da
introducéo directa de ADN. A expressao em tecidos direccionados
pode ser realizada direccionando o vector transgénico para
células especificas, tal como com um vector viral ou um ligando
receptor, ou utilizando um promotor especifico para o tecido, ou

ambos.
A discussdo gue se segue delineia vdrios sistemas virais e

ndo virais que podem ser utilizados para introduzir ADN para uma

célula hospedeira in vivo ou in vitro.

Sistemas de Vector Viral

Os polipéptidos NFIF, assim como os acidos nucleicos
anti-sentido, ribozimas e anticorpos aqui discutidos abaixo

podem ser preparados in vitro ou ex vivo ou podem ser concebidos
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para serem expressos in vivo num doente utilizando um sistema de
expressao apropriado introduzido através de um sistema de vector

viral.

Os vectores virais normalmente utilizados para
direccionamento in vivo ou ex vive e processos de terapia séao
vectores a base de ADN e vectores retrovirais. Sdo conhecidos na
técnica métodos para construir e utilizar vectores virais [ver,
e. g., Miller e Rosman; BioTechniques 7:980-990 (1992)]. De um
modo  preferido, 0s vectores virais sdo deficientes na
replicagdo, isto ¢, sdo incapazes de replicar autonomamente na
célula alvo. Em geral, o genoma dos vectores virais deficientes
para a replicagdo que s&o utilizados dentro do Aambito da
presente 1nvengdo ndc tem, pelc menos, uma regido que ¢é
necessdria para a replicagdo do virus na célula infectada. Estas
regides podem ser eliminadas (na totalidade ou em parte) ou ser
tornadas nédo funcionais através de qualquer técnica conhecida de
um especialista na técnica. Estas técnicas incluem a remogao
total, substituigao (por outras sequéncias, em particular pelo
dcido nucleico inserido), delegdo parcial ou adigdo de uma ou
mais bases para uma regiao essencial (para replicacao). Essas
técnicas podem ser realizadas in vitro (no ADN isolado) ou
in situ, utilizando as técnicas de manipulagdo genética ou por
tratamento com agentes mutagénicos. De um modo preferido, o
virus de replicacédo deficiente retém as sequéncias do seu genoma

que sao necessarias para encapsular as particulas virais.

Vectores virais de ADN incluem um virus de ADN atenuado ou
deficiente, tal como, mas ndo limitado a virus herpes simplex
(HSV), papilomavirus, virus Epstein Barr (EBV), adenovirus,
virus adeno-associados (AAV), virus vaccinia e semelhantes. S&o

preferidos os virus deficientes, aos quais falta inteiramente ou
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quase 1inteiramente genes virais. O virus deficiente néao ¢é
competente para replicagdo apds introdugao numa célula e, por
isso, nao conduz a uma infecc¢ado viral produtiva. A utilizacdo de
vectores virais deficientes permite a administragac as células
numa area especifica, localizada, sem a preocupacdo de que o
vector pode infectar outras células. Assim, pode ser
especificamente direccionado um tecido especifico. Exemplos de
vectores particulares incluem, mas ndo estdo limitadas a, um
vector de virus herpes 1 (HSV1) deficiente (Kaplitt et al.,
Molec. Cell. Neurosci. 2:320-330 (1991)), vector de virus herpes
deficiente sem um gene de glicoproteina L (Publicacdo de Patente
RD 371005 A) ou outros vectores de virus herpes deficientes
(Publicagdo de Patente Internacional N° WO 94/21807, publicada
em 29 de Setembro de 1994; Publicacdo de Patente Internacional
N°, WO 92/05263, publicada em 2 de Abril de 1994); um vector de
adenovirus atenuado, tal como © vector descrito por Stratford-
Perricaudet et al. (J. Clin. Invest. 90:626-630 (1992); ver
também La Salle et al., Science 259:988-990 (1993)); e um vector
de virus adeno-associado deficiente (Samulski et al., J. Virol,
61:3096-3101 (1987); Samulski et al., J. Virol. 63:3822-3828
(1989); Lebkowski et al., Mol. Cell. Biol. 8:3988-3996 (1988)])

De um modo preferido, para administragdo in vivo, é empregue
um tratamento imunossupressor apropriado em conjungao com O
vector viral, e. g¢g., vector de adenovirus, para evitar a
imuno-desactivacdo do wvector viral e células transfectadas. Por
exemplo, podem ser administradas c¢itocinas i1munossupressoras,
tais como 1interleucina-12 (IL-12), interferdo-y (IFN-y) ou
anticorpo anti-CD4, para blogquear as respostas eucaridticas
humorais ou celulares dos vectores virais. Além disso, ¢é
vantajosc empregar um vector viral que ¢ modificado para

expressar um numero minimo de antigénios.
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Naturalmente, estd contemplada a distribuicdo de um vector
que ira expressar uma quantidade terapeuticamente eficaz de NFIF
para aplicagbes de terapia génica. A frase “quantidade
terapeuticamente eficaz” ¢é aqui utilizada para significar uma
quantidade suficiente para provocar um melhoramento num estado

clinicamente significativo no hospedeiro.

Sistemas de Vector de Adenovirus

Numa forma de realizacgdo preferida, o vector é um vector de
adenovirus. Os adenovirus sdo virus de ADN de eucariotas que
podem ser modificados para distribuir eficientemente um &cido
nucleico da 1invengcdo a uma variedade de tipos de células.
Existem vadrios serotipos de adenovirus. Destes serotipos, é dada
preferéncia, dentro do dmbito da presente invencdo, a utilizacgéo
de adenovirus humanos de tipo 2 ou tipo 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou
adenovirus de origem animal (ver documento W094/26914). Estes
adenovirus de origem animal que podem ser utilizados dentro do
ambito da presente invencdo incluem adenovirus de origem canina,
bovina, murina (exemplo: Mavl, Beard et al., Virology 75 (1990)

81), bovina, porcina, aviadria e simia (exemplo: SAV).

De um modo preferido, os vectores adenovirais de replicag¢do
deficiente da invencdo compreendem as ITR, uma sequéncia de
encapsidacdo e o 4cido nucleico de interesse. De um modo ainda
mais preferido,, peloc mencs, a regido El do vector adenoviral
ndoc é funcional. A delegdo na regido El1 estende-se, de um modo
preferido, do nucledtido 455 ao 3329 na sequéncia do adenovirus
Ad5 (fragmento Pvull-BglII) ou do 382 ao 3446 (fragmento HinfII-
Sau3Rh). Também podem ser modificadas outras regides, em

particular a regido E3 (documento WO095/02697), a regido E2
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(documento W094/28938), a regido E4 (documentos W094/28152,
WO094/12649 e W095/02697) ou em gualguer um dos genes tardios
L1-1L5.

Numa forma de realizagcdo preferida, o vector adenoviral
possuil uma delegdo na regiao E1 (Ad 1.0). Exemplos de adenovirus
com El eliminado sdo revelados no documento EP 185573. Noutra
forma de realizacgdo preferida, o vector adenoviral possui uma
dele¢do nas regifes E1 e E4 (Ad 3.0). Exemplos de adenovirus com
E1/E4 eliminados sdo divulgados nos documentos W095/02697 e
W096/22378. Ainda noutra forma de realizacdo preferida, o vector
adenoviral possui uma delecgdo na regido E1 na qual a regido E4 e
a sequéncia de 4cido nucleico sdo inseridas (ver documento

FR94 13355).

O adenovirus recombinante de replicacdo deficiente de acordo
com a invencdo pode ser preparado por qualquer técnica conhecida
de um especialista na técnica (Levrero et al., Gene 101 (1991)
195, documento EP 185573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). Em
particular, eles podem ser preparados por recombinacdoc homdloga
entre um adenovirus e um plasmideo que comporta, inter alia, a
sequéncia de ADN de interesse. A recombinacdo homdloga ¢é
realizada apds co-transfecg¢do do adenovirus e do plasmideo numa
linha celular apropriada. A linha celular que ¢é empregue deve,
de um modo preferido, (i) ser transformavel pelos referidos
elementos e (ii) conter as sequéncias que sdo capazes de
complementar a parte do genoma da replicacdo do adenovirus
deficiente, de um modo preferido, de forma integrada de modo a
evitar o0s riscos de recombinacdo. Exemplos de linhas celulares
que podem ser utilizados sdo a linha celular de rim embriondrio
humano 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 (1977) 59) que

contém a porgdo da esquerda do genoma de um adenovirus AdS5 (12%)
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integrada no seu genoma e linhas celulares que sdao capazes de
complementar as fungbes E1 e E4, como descrito nos pedidos
W094/26914 e W095/02697. Os adenovirus recombinantes sao
recuperados e purificados utilizando técnicas de biologia

molecular convencionais, que Sao bem conhecidas de um

especialista na técnica.

Sistemas de Vector de Virus Adeno-Associados

Os virus adeno-associados (AAV) sao virus de ADN de tamanho
relativamente pegqueno que podem integrar, de uma forma estdvel e
especifica para o sitio, no genoma de células que estes
infectam. Estes sdo capazes de infectar um vasto espectro de
células sem induzir gquaisquer efeitos no crescimento celular,
morfologia ou diferenciacao, e estes ndo parecem estar
envolvidos em patologias humanas. O genoma de AAV foil clonado,
sequenciado e caracterizado. Inclui aproximadamente 4700 bases e
contém uma regiao de repetigdo terminal invertida (ITR) de
aproximadamente 145 bases em cada extremidade, gque serve como
uma origem de replicagao para o virus. O restante do genoma é
estd dividido em duas regides essenciais que comportam as
fungdes de encapsulacao: a parte esquerda do genoma, gue contém
0 gene rep gene envelvido na replicagdo viral e expressdo dos
genes virais; e a parte direita do genoma, que contém o gene cap

que codifica as proteinas da capside do virus.

A utilizagdo de vectores derivados dos AAV para transferir
genes in vitro e 1in vivo fol descrita (ver documentos
WO 91/18088; WO 93/09239; US 4797368, US 5139941, EP 488528).
Estas publicacgdes descrevem varias construgdes derivadas de AAV

em que O genes rep e/ou cap sdo removidos e substituidos por um
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gene de interesse, e a utilizacdo destas construgdes para
transferir o gene de interesse in vitro (em células em cultura)
ou in vivo, (directamente num organismo). 0Os AAV recombinantes
deficientes na replicacao de acordo com a invengao podem ser
preparadcs por cotransfeccdo de um plasmideo contendo a
sequéncia de 4dcido nucleico de interesse flanqueada por duas
regides de repetigao terminal invertida (ITR) de RAAV e um
plasmideo que comporta os genes de encapsulagdc de AAV (genes
rep e cap), numa linha celular que ¢ infectada com um virus
auxiliar humano (por exemplo um adenovirus). Os ARV
recombinantes que sao produzidos sdo depols purificados por

técnicas convencionails.

E deste modo também descrito um virus recombinante derivado
de AAV cujo genoma inclui una sequéncia que codifica um Aacido
nucleico que codifica NFIF ou seus variantes flangqueados pelas
ITR de AAV. A invengao também se refere a um plasmideo que
inclui uma sequéncia que codifica um acido nucleico que codifica
NFIF ou suas variantes, flanqueada por duas ITR de um AAV. Tal
plasmideo pode ser utilizado como estd, porque € para transferir
as sequéncias de 4&cido nucleico, com © plasmideo, sempre que
apropriado, a ser incorporadco num vector lipossémico (pseudo-

virus).

Sistemas de Vector de Retrovirus

Em outra forma de realizacgdo o gene pode ser introduzido num
vector retroviral, e. ¢g., como descrito em Anderson et al.,
Patente U.S. N° 5399346; Mann et al., 1983, Cell 33:153; Temin
et al., Patente U.S. N° 4650764, Temin et al., Patente U.S. N°

4980289; Markowitz et al., 1988, J. Virol. 62:1120; Temin
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et al., Patente U.S. N° 5 124 263; EP 453242, EP178220;
Bernstein et al. Genet. Eng. 7 (1985) 235; McCormick,
BioTechnology 3 (1985) 689; Pedido de Patente Internacional N°
WO 95/07358, publicado em 16 de Marg¢o de 1895, por Dougherty
et al.; e Kuo et al., 1993, Blood 82:845. 0Os retrovirus séao
virus integrativos que infectam células em divisdao. O genoma de
retrovirus inclui duas LTR, uma sequéncia de encapsulacado e trés
regides codificantes {(gag, pol e env). Em vectores retrovirais
recombinantes, 0s genes gag, pol e env sao geralmente removidos;
no seu todo ou em parte, e substituidos com uma sequéncia de
acido nucleico heterdlogo de interesse. Estes vectores podem ser
construidos a partir de diferentes tipos de retrovirus, tais
como, HIV, MoMulV (“virus da leucemia de Moloney de murino’, MSV
(“virus do sarcoma de Moloney de murino”), HaSV (“virus do
sarcoma de Harvey”); SNV (“virus da necrose do bago”); RSV
(“virus do sarcoma de Rous”) e virus Friend. Os vectores

retrovirais deficientes sdo divulgados no documento W095/02697.

Em geral, de modo a construilr retrovirus recombinantes
contendo uma sequéncia de 4acido nucleico, ¢ construido um
plasmideo que contém as LTR, a sequéncia de encapsulagao e a
sequéncia de codificacdo. Esta construgdao ¢é utilizada para
transfectar uma linha celular de empacotamento, 1linha celular
que ¢é capaz de suprir em trans as fungdes retrovirais que sdo
deficientes no plasmideo. Em geral, as linhas celulares de
empacotamento sao, deste modo, capazes de expressar 0S (Jenes
gag, pol e env. Estas linhas celulares de empacotamento foram
descritas na técnica anterior, em particular a linha celular
PA317 (documento US 4861719); a linha celular PsiCRIP (documento
W090/02806) e a linha celular GP+envAm-12 (documento
W089/07150). Além disso, o0s vectores retrovirais recombinantes

podem conter modificagdes nas LTR para suprimir a actividade de
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transcrigao assim como as sequéncias de encapsulacac extensivas
que podem incluir uma parte do gene gag (Bender et al., J.
Virol. 61 (1987) 1639). 0Os wvectores retrovirais recombinantes
sdo purificados ©por técnicas convencionais conhecidas dos

especialistas na técnica.

Os vectores retrovirais podem ser construidos para funcionar
como particulas infecciosas ou para sofrer uma Unica ronda de
transfecgcdo. No ultimo caso, o virus ¢ modificado para reter
todos o©s seus genes excepto 0s responsaveis pelas propriedades
de transformagdo oncogénica e para expressar O gene heterdlogo.
Os vectores virais ndo infecciosos sdo preparados para destruir
0 sinal de empacotamento viral, mas retém os genes estruturais
necessdrios para empacotar o virus co-introduzido manipulado
para conter o gene heterdlogo e o0s sinais de empacotamento.
Deste modo, as particulas virais que sao produzidas nao sao

capazes de produzir mais virus.

Sistemas Nao Virais

Certos sistemas ndo virais foram utilizados na técnica e
podem facilitar a introdugdo de ADN que codifica os polipéptidos

de NFIF, &4cidos nucleicos anti-sentido, ribozimas e anticorpos.

Sistemas de Distribuicdo por Lipofecgdo

Um vector pode ser introduzido in vivo por lipofeccdo. Na
ultima década, existiu uma utilizagdo crescente de lipossomas
para encapsulacdo e transfecg¢do de Aacido nucleicos in vitro. Os

lipidos catidénicos sintéticos concebidos para limitar as
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dificuldades e perigos encontrados com a transfec¢do mediada por
lipossomas podem ser utilizados para preparar lipossomas para
transfeccdo in vivo de um gene que codifica um marcador
(Felgner, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84:7413-7417
(1987); wver Mackey, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
85:8027-8031 (1988); Ulmer et al., Science 259:1745-1748
(1993)). A utilizagao de 1lipidos catidnicos pode promover a
encapsulacdo de 4&cidos nucleicos carregados negativamente e
também promover a fusdo com membranas de células carregadas
negativamente (Felgner e Ringold, Science 337:387-388 (1989)).
Compostos lipidicos particularmente uteis e composicgdes para a
transferéncia de dcidos nucleicos sdo descritos nas Publicacdes
de Patente Internacional WO095/18863 e WO096/17823 e na Patente
U.S. N° 5459127. A utilizac¢do de lipofecgdo rpara 1introduzir
genes exdgenos em Orgidos especificos in vivo tem determinadas
vantagens praticas. O direccionamento molecular de lipossomas
para células especificas representa uma 4&rea de beneficio. E
6bvio que direccionar a transfeccdo para tipos de células
particulares serd particularmente vantajoso num tecido com
heterogeneidade celular, por exemplo, péncreas, figado, rim e o
cérebro. 0Os lipidos podem ser quimicamente acoplados a outras
moléculas com o propoésito de direccionamento (ver Mackey,
et al., supra). Os péptidos direccionados, e. ¢g., hormonas ou
neurctransmissores, e proteinas, por exemplo, anticorpos, ou
moléculas ndo péptidicas podem ser acopladas guimicamente a

lipossomas.

Outras moléculas sdao também Uteis para facilitar a
transfeccdo de um &cido nucleico in vivo, por exemplo, um
oligopéptido catidénico (e. g., Pedido de Patente Internacional
W095/21931), o0s péptidos derivados de proteinas que ligam ADN

(e. ¢g., Pedido de Patente Internacional W096/25508) ou um
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polimero catidnico (e. ¢g., Pedido de Patente Internacional

W095/21931).

Sistemas de Distribuig¢ido de ADN Nu.

E também possivel introduzir o vector in vivo como um ADN
plasmidico nu (ver Patentes U.S. 5693622, 5589466 e 5580859). Os
vectores de ADN nu para terapia génica podem ser introduzidos
nas c¢élulas hospedeiras desejadas por métodos conhecidos na
técnica, e. g., transfecgdo, electroporagao, microinjecgao,
transdugdo, fusdo celular, DEAE dextrano, precipitagdo com
fosfato de cdlcio, utilizagdo de uma pistola de genes, ou
utilizacdo de um vector de ADN transportador (ver, e. ¢., Wu
et al., J. Biol. Chem. 267:963-967 (1992); Wu e WwWu, J. Biol.
Chem. 263:14621-14624 (1988); Hartmut et al., Pedido de Patente
Canadiana N° 2012311, de 15 de Margo de 1990; Williams et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:2726-2730 (1991)). As abordagens
de distribuicdao de ADN mediadas por receptor podem também ser
utilizadas (Curiel et al., Hum. Gene Ther. 3:147-154 (1992); Wu
e Wu, J. Biol. Chem. 262: 4429-4432 (1987)).

Utilizacdes para Polipéptidos NFIF

Como mencionado acima, em certas situagdes & desejavel
induzir NFxB de modo a iniciar ou aumentar a extensidc de uma
resposta imunitdria. De modo a induzir NFxB, os polipéptidos de
NFIF da presente invencdo podem ser introduzidos no corpo de um

doente através de varios métodos.
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Os métodos utilizados para introduzir NFIF no corpo de um
doente incluem a administracdo directa de polipéptidos de NFIF
purificados ou introdugdo de 4cido nucleico que codifica os
polipéptidos de NFIF em vectores de expressac que expressam OS

polipéptidos no corpo do doente.

Nas formas de realizacao envolvendo a administracdo directa
de polipéptidos de NFIF, os polipéptidos de NFIF sdo preparados
utilizando os sistemas de expressao em célula hospedeira tais
como ©0s descritos acima. Os polipéptidos sao purificados
utilizando métodos convencionais de purificagac e, depois,
combinados com uma solugdo apropriada bioclogicamente compativel
como descrito em detalhe a seguir. A solugao contendo o
polipéptido ¢é introduzida no doente por via tdpica, oral,
parentérica, intranasal, subcuténea ou intra-ocular. Uma vez no
corpo, O polipéptido é capaz de exercer o seu efeito, induzindo
NFxkB e deste modo resultando num aumento na actividade das vias

reguladas por NFxB, incluindo as respostas imunitarias.

Nas formas de realizacdo envolvendo a administracdc de
dcidos nucleicos gque codificam polipéptidos de NFIF, sistemas
virais ou nao virais utilizando vectores de expressdo capazes de
expressar polipéptidos de NFIF podem ser introduzidos no corpo
do doente. Qualguer dos sistemas de transfec¢ao viral ou nao
viral descritos acima pode ser utilizado. Os sistemas de vector
viral e ndo wviral sao também combinados com uma solugdo
apropriada biologicamente compativel para facilitar a sua
intreodugdo no corpo. Uma vez introduzido um vector viral ou ndo
viral no corpo, © acido nucleico que codifica o polipéptido NFIF
pode integrar-se no genoma do hospedeiro, proporcionando
expressao estavel, de longo prazo, de polipéptidos de NFIF que

exercem o seu efeito como descrito acima. A expressdo transiente
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pode ser proporcionada por sistemas que introduzem o Aacido

nucleico em células, mas nao se integra no genoma.

Os polipéptidos NFIF-14b e NFIF-7a contém sequéncias sinal,
indicando que estes polipéptidos sao capazes de ser expressos
numa célula embora exercendo o seu efeito em outra célula.
Consequentemente, os polipéptidos NFIF podem Ser expressos por
células que libertam, depois, o polipéptido NFIF na corrente
sanguinea ou outros sistemas de transporte (linfa, etc.) em que
sdo transportados para tecidos onde exercem o seu efeito na

indugdo de NFxB.

A discussdao que se segue descreve como identificar
composicbes e métodos para regular a indugdo de NFkB com base na

presente revelacdo dos polipéptidos NFIF.

Composigéo

A presente 1invencdo proporciona composi¢cdes numa solugao
biologicamente  compativel (biocompativel) compreendendo  0s
polipéptidos, 4cidos nucleicos e vectores da invengdo. Uma
solugao biologicamente compativel ¢ uma solugdo em gue ©
polipéptido, 4acido nucleico ou vector da invengdc € mantido na
forma activa, e. g., numa forma capaz de realizar uma actividade
bioldégica. Por exemplo, um polipéptido da invencdo pode ter uma
actividade de activacdo ou desactivacdo de NFkB; um anticorpo
(que ele mesmo é um polipéptido) ligar-se-a a um polipéptido da
invencdo; um &cido nucleico pode ser capaz de replicar, traduzir
uma mensagem ou hibridar com um Aacido nucleico complementar; e
um vector deve ser capaz de transfectar uma célula alvo.

Geralmente, esta solugdo biologicamente compativel serd um
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tampdo aquoso, e. g., tampao Tris, fosfato ou HEPES, contendo
i6es de sal. Normalmente, a concentracdo de 1ides de sal sera
semelhante aos nivels fisiolégicos. Numa forma de realizacdo
especifica, a solucgao biocompativel é uma composicéao
farmaceuticamente aceitavel. As solugdes biologicamente
compativeis podem incluir agentes de estabilizacao e

conservantes.

Estas composi¢des podem ser formuladas para administracgdo
por via tdépica, oral, parentérica, intranasal, subcutédnea e
intra-ocular. A administrac¢do parentérica pretende incluir a
injeccédo intravenosa, injeccéao intramuscular, injeccéao
intra-arterial ou técnicas de infusdo. A composigido pode ser
administrada parentericamente em formulagdes de dosagem unitdria
contendo veiculos, adjuvantes e veiculos convencionais, bem
conhecidos nao téxicos, fisiologicamente aceitaveis como

desejado.

As preparacgles estéreils injectaveis preferidas podem ser uma
solugdo ou suspensao num solvente ou diluente parentericamente
aceitdvel nao toéxico. Exemplos de veiculos farmaceuticamente
aceitdveis sdo solucdo fisioldgica salina, solucdo fisioldgica
salina tamponada, solugdo fisicldgica salina isotédnica (e. qg.
fosfato monossédico ou dissddico, cloreto de sdédio, potassio,
cdlcio ou magnésio, ou misturas destes sais), solucdoc de Ringer,
dextrose, agua, agua  estéril, glicerol, etanol e suas
combinag¢des. Sao convenientemente empregues como solventes ou
meios de suspensao 1,3-butanodiol e 6leos estéreils fixados.
Qualquer ¢leo fixado suave pode ser empregue incluindo mono- ou
di-glicéridos sintéticos. Os 4acidos gordos, tal como Aacido

oleico também encontram utilizacdo na preparacdo de injectdveis.
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O meio da composicdao pode também ser um hidrogel que é
preparado de qualquer polimero biocompativel ou nao citotédxico
(homo ou hetero), tal como um polimero hidrofilico de A&cido
poliacrilico que pode actuar como uma esponja absorvente do
farmaco. Estes polimeros foram descritos, por exemplo, no pedido
W093/08845. Alguns destes, tais como, em particular, os obtidos
de etileno e/ou propileno estdc comercialmente disponiveis. Um
hidrogel pode ser depositado directamente na superficie do
tecido a ser tratado, por exenplo, durante intervengao

cirurgica.

Outra forma de realizacdo preferida da presente 1invencédo
refere-se a uma composicdc farmacéutica compreendendo um virus
recombinante deficiente em replicagdo e poloxdmero. Mais
especificamente, a invencao refere-se a uma composicao
compreendendo um virus recombinante deficiente em replicacédo
compreendendc um acido nucleico que codifica um polipéptido de
NFIF e poloxédmero. Um poloxdmero preferido é Poloxamer 407, que
estd comercialmente disponivel (BASF, Parsippany, NJ) e € um
poliol ndo téxico, biocompativel, e € o mais preferido. Um
poloxdmero  impregnado com virus recombinantes  pode ser
depositado directamente na superficie do tecido a ser tratado,
por exemplo, durante uma intervengdo cirurgica. O poloxdmero
possul essencialmente as mesmas vantagens que um hidrogel embora

apresentando uma baixa viscosidade.

A presente invencdo também se refere a composicgdes Uteis na
preparagcédo de medicamentos pretendidos para o tratamento de
individuos afectados com uma resposta inflamatdéria regulada por
NFkH, e composigdes Uteis na preparagdo de medicamentos
pretendidos para evitar que os individuos sejam afectados com

uma resposta inflamatdéria regulada por NFxB. Consequentemente, a
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presente invencdo inclui a utilizacdo de um polipéptido de NFIF
de acordo com a invengao para a preparacac de um medicamento
pretendido para o tratamento e/ou prevengdo de uma resposta
inflamatdéria regulada por NFxkB. A presente invengao também
inclui a wutilizacdo de um dcido nucleico de acordo com a
invencgdo, que codifica um polipéptido de NFIF, para a preparagdo
de um medicamento pretendido para o tratamento e/ou prevencgdo de
uma resposta inflamatéria regulada por NFxkB. A presente invengédo
inclui ainda a utilizagao de um vector recombinante de acordo
com a invencdo, compreendendo um &cido nucleico que cocdifica um
polipéptido de NFIF, para a preparagac de um medicamento
pretendido para o tratamento e/ou prevengdo de uma resposta
inflametéria regulada por NFxB. A presente invencdo também
inclui a utilizacdo de um vector viral recombinante deficiente
de acordo com a inven¢do para a preparacdo de um medicamento
pretendido para o tratamento e/ou prevengdo de uma resposta

inflamatdéria regulada por NFxB.

O aqui descrito também se refere com a utilizagao de
composicbes compreendendo células geneticamente modificadas
ex vivo com um virus recombinante e composig¢des compreendendo
células contendo estes virus recombinantes que sdo implantados
no corpo, facilitando a expressdo prolongada e eficaz in vivo de

um polipéptido NFIF de acordo com a invengdo.

Compostos Terapéuticos com base em

NFIF que Inibem a Activacdo de NFkB

Como explicado acima, em determinadas situagdes, & desejavel
reduzir ou inibir as respostas imunitdrias reguladas por NFXB.

Através da 1inibicdo da expressdo do gene de NFIF ou da
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interferéncia com a actividade de polipéptidos de ©NFIF, ¢&
possivel inibir a indugao de NFxB e consequentemente inibir ou
prevenir as respostas imunitdrias reguladas por NFxB que

resultam em aterosclerose e outras doencas.

Existe uma variedade de compostos terapéuticos que podem ser
utilizados para inikir a expressdo ou actividade de NFIF. Estes
compostos terapéuticos podem ser Aacidos nucleicos, polipéptidos,
péptidos ou moléculas pequenas nao péptido. Em uma forma de
realizacgdo, os Aacidos nucleicos anti-sentido sdo utilizados para
diminuir a expressao do gene NFIF inibindo o processamento
(excisdo/unido) do transcrito de NFIF primario. Em outra forma
de realizac¢do, as ribozimas que c¢livam o ARNm de NFIF s&o
utilizados, prevenindo a sintese de NFIF. Os polipéptidos
incluem anticorpos ou outras proteinas de ligagdc que se ligam
aos polipéptidos de NFIF e interferem com a sua capacidade para
activar a indugdo de NFxkB. Além disso, os compostos, tais como
pequenas moléculas inibidoras que inibem a expressac do gene
NFIF ou a actividade dos polipéptidos de NFIF podem ser
identificados em ensaios de gene repdrter como descritos acima e
administrados a doentes para inibir a expressao/actividade de
NFIF. Os mesmos métodos descritos acima para introduzir os
polipéptidos NFIF e os 4acidos nucleicos que codificam os
polipéptidos de NFIF no corpo de um doente sdo utilizados para

administrar as varias composig¢des anti-NFIF.

Acidos Nucleicos Anti-sentido

A regulacdo negativa da expressdo do gene utilizando &cidos
nucleicos anti-sentido pode ser conseguida ao nivel da tradugédo

ou transcricdo. 0Os acidos nucleicos anti-sentido sdo, de um modo
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preferido, fragmentos de &cido nucleico capaz de especificamente
hibridar com toda ou parte de um &cidc nucleicc que codifica
NFIF ou © ARN mensageiro correspondente. Além disso, podem ser
concebidos ou identificados os acidos nucleicos anti-sentido que
diminuem a expressdo do gene NFIF por inibigdo da excisdo/unido
do seu transcrito primario. Com © conhecimento da sequéncia
estrutural e parcial do gene NFIF, estes Aacidos nucleicos anti-

sentido podem ser concebidos e testados quanto a eficacia.

Os &cidos nucleicos anti-sentido sdo, de um modo preferido,
oligonucledtidos e poden consistir inteiramente de
desoxirribonucledtidos, desoxirribonucledtidos modificados ou
algumas combinagdes de ambos. 0Os &cidos nucleicos anti-sentido
podem ser oligonucledtidos sintéticos. Os oligonucledtidos podem
ser (quimicamente modificados, se desejado, para melhorar a
estabilidade e/ou selectividade. Uma vez que 0s oligonucledtidos
sdo susceptiveis de degradacao por nucleases intracelulares, as
modificagdes podem incluir, por exemplo, a utilizagdo de um
grupo sulfuroso para substituir o oxigénio livre da ligagédo
fosfodiéster. Esta modificacao é denominada uma ligacéao
fosforoticato. 0Os oligonucledtidos anti-sentido fosforotioato
sdo soluveis em &gua, polianidnicos e resistentes a nucleases
enddégenas. Além disso, gquando um oligonucledétido anti-sentido
fosforotioato hibrida com o seu sitio alvo, o duplexo ARN-ADN
activa a enzima ribonuclease (Rnase) H enddgena, que cliva o

componente de ARNm da molécula hibrida.

Além disso, 0s oligonucledtidos anti-sentido com
fosforamidite e ligacgdes poliamida (péptido) podem ser
sintetizados. Estas moléculas devem ser muito resistentes a
degradacdo com nuclease. Além disso, os grupos quimicos podem

ser adicionados ao carbono 2’ da unidade de agulcar e o carbono 5
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(C-5) de pirimidinas para estimular a estabilidade e facilitar a
ligagao do oligonucledétido anti-sentido ao seu sitio alvo. As
modificacdes podem incluir 27 desoxilo, O-pentoxilo,
O-propoxilo, O-metoxilo, fluoro, metoxietoxifosforotioatos,
bases modificadas, assim como as outras modificacgdes conhecidas

dos especialistas na técnica.

Os &cidos nucleicos anti-sentido podem ser também sequéncias
de ADN cuja expressdao na célula produz ARN complementar a toda
ou parte do ARNm de NFIF. Os acidos nucleicos anti-sentido podem
ser preparados por expressdo de toda ou parte de uma sequéncia
seleccionada do grupo consistindo na sequéncia na Figura 3, na
orienta¢do oposta, como descrito no documento EP  140308.
Qualquer comprimento da sequéncia anti-sentido é adequadc para a
pratica da invengdo desde que seja capaz de regular
negativamente ou blogquear a expressao de NFIF. De um modo
preferido, a sequéncia anti-sentido tem, pelo menos, 20
nucledtidos de comprimento. A preparacdo e utilizacdo dos &acidos
nucleicos anti-sentido, o ADN que codifica os ARN anti-sentido e
a utilizacgado de oligo e de anti-sentido genético é divulgada em

W092/15680.

Uma abordagem para determinar o fragmento dptimo de NFIF
para utilizagdc num método de tratamento com 4&cido nucleico
anti-sentido envolve a preparacidc de fragmentos aleatdérios de
ADNc de NFIF por fragmentag¢do mecanica, tratamento enzimdtico, e
clonagem do fragmento em qualquer dos sistemas de vector aqui
descritos. 0s clones 1individuais ou misturas de c¢lones 580
utilizados para infectar células que expressam NFIF, e 0s
fragmentos de ADNc de  NFIF anti-sentido eficazes sé&o
identificados por monitorizacdo da expressao de NFIF no nivel de

ARN ou proteina.
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Os sistemas de vector retroviral, viral adeno-associado, e
adenoviral aqui discutidos acima podem ser todos utilizados para
introduzir e expressar Acidos nucleicos anti-sentido nas
células. Os oligonucledétidos sintéticos anti-sentido podem ser
introduzidos de wvarios modos, incluindo os métodos aqui

discutidos a seguir.

Ribozimas

As redu¢des nos nivels de polipéptido NFIF podem ser
conseguidas utilizando ribozimas. As ribozimas sdo moléculas de
ARN catalitico (enzimas de ARN) que tém dominiocs de ligacdo
separados cataliticos e para o substrato. A sequéncia de ligacao
ao substrato combina por complementaridade de nucledtidos,
possivelmente, sem interaccdes de ligacao de hidrogénio com a
sua sequéncia alvo. A porgdo catalitica cliva o ARN alvo num
sitio especifico. O dominio do substrato de uma ribozima pode
ser manipulado para se dirigir a uma sequéncia de ARNm
especifica. A ribozima reconhece e depols liga-se ao ARNm alvo
através de emparelhamento de bases por complementaridade. Uma
vez ligado ao sitio alvo especifico, a ribozima actua
enzimaticamente para cortar o ARNm alvo. A clivagem do ARNm de
NFIF por uma ribozima destrdéi a sua capacidade para dirigir a
sintese do polipéptido NFIF. Uma vez gue a ribozima tenha
clivado a sua sequéncia alvo, ¢ libertada e pode repetidamente

ligar-se e clivar outros ARNm de NFIF.

Os exemplos de ribozimas para utilizacdo na prdtica da
presente inven¢do inclunuma variedade de motivos, por exemplo, o
motivo cabeca de martelo, motivo gancho de cabelo, um motivo do

virus de hepatite delta, do intrdo do grupo I ou RnaseP ARN (em
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associacdo com uma sequéncia guia de ARN) ou motivo de ARN de
Neurospora VS. Os motivos de cabec¢a de martelo sao descritos por
Rossi et al., 1992, Aids Research and Human Retroviruses, 8§,
183. os motivos de gancho de cabelo sac descritos em Hampel ¢
Tritz, 1989, Biochemistry, 28, 4929, e Hampel et al., 1990,
Nucleic Acids Res., 18, 299. O motivo do virus de hepatite delta
¢ descrito por Perrotta e Been, 1992, Biochemistry, 31, 16, o
motivo de RnaseP ¢ descrito por Guerrier-Takada et al., 1983,
Cell, 35, 849, o motivo de ARN da ribozima de Neurospora VS ¢&
descrito por Collins (Saville e Collins, 1990, Cell, 61,
685-696; Saville e Collins, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
88, 8826-8830; Collins e 0Olive, 1993, Biochemistry, 32,
2795-2799) o motivo do intrdo do Grupo I € descrito por Cech

et al., Patente U.S5. N° 4987071.

Uma abordagem na preparagaoc de uma ribozima é sintetizar
quimicamente um oligodesoxirribonucledétido com um dominio
catalitico de ribozima (~20 nucledtidos) flanqueado por
sequéncias que hibridam com o ARNm de NFIF alvo apds a
transcricgao. 0 oligodesoxirribonucledtido é amplificado
utilizando as sequéncias de ligagao ao substrato como
iniciadores. 0O produto de amplificacdo ¢ clonado num vector de

expressao eucaridtico.

As ribozimas possuindo uma estrutura de cabeca de martelo ou
de gancho de cabelo sao preparadas rapidamente uma vez que estas
moléculas cataliticas de ARN podem ser expressas nas células a
partir de promotores eucaridticos (e. ¢g., Scanlon et al., 1991,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88, 10591-5; Kashani-Sabet et al.,
1992, Antisense Res. Dev., 2, 3-15; Dropulic et al., 1992, J.
Virol., 66, 1432-41; Weerasinghe et al., 1991, J. Virol., 65,

5531-4; Ojwang et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89,
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10802-6; Chen et al., 1992, Nucleic Acids Res., 20, 4581-9;
Sarver et al., 1990, Science, 247, 1222-1225)). Uma ribozima
pode ser expressa em células eucaridticas a partir do vector de
ADN apropriade. Se desejado, a actividade da ribozima pode ser
aumentada pela sua libertacgdo a partir do transcrito primario
por uma segunda ribozima (Ohkawa et al., 1992, Nucleic Acids
Symp. Ser., 27, 15-6; Taira et al., 1991, Nucleic Acids Res.,
19, 5125-30; Ventura et al., 1993, Nucleic Acids Res., 21,
3249-558).

Numa abordagem para preparar ribozimas, as ribozimas sdo
expressas a partir de uma unidade de transcricidc inserida nos
vectores de ADN, ARN ou virais. A transcricdo das sequéncias da
ribozima ¢ conduzida a partir de um promotor para a polimerase
de ARN I (pol (I) eucaridtica, polimerase de ARN II (pol II) ou
polimerase de ARN III (pol III). Os transcritos dos promotores
de pol II ou pol III serdo expressos em niveis elevados em todas
as células; os niveis de um determinado promotor de pol II num
determinado tipo de célula dependerd das sequéncias reguladoras
proximas do gene. Os  promotores da polimerase de  ARN
procaridtica sao também utilizados, desde que a enzima
polimerase de ARN procaridética seja expressa nas células
apropriadas (Elroy-Stein e Moss, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci.
Usa, 87, 6743-7; Gao e Huang 1993, Nucleic Acids Res., 21,
2867-72; Lieber et al., 1993, Methods Enzymol., 217, 47-66; Zhou
et al., 1990, Mol. Cell. Biol., 10, 4529-37). Foi demonstrado
que as ribozimas expressas a partir destes promotores pode
funcionar em células de mamifero (Kashani-Sabet et al., 1992,
Antisense Res. Dev., 2, 3-15; Ojwang et al., 1992, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 89, 10802-6; Chen et al., 1992 Nucleic Acids
Res., 20, 4581-9; Yu et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,

90, 6340-4; L’Huillier et al., 1992, EMBO J., 11, 4411-8;
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Lisziewicz et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90,
3000-4).

Em uma forma de realizacao, a unidade de transcrigao que
expressa uma ribozima que cliva ARN de NFIF ¢ inserida num
vector de ADN plasmidico, um vector retrovirus, um vector de ADN
viral de adenovirus ou um vector de virus adeno-associado. Os
vectores recombinantes sdo, de um modo preferido, plasmideos de
ADN ou vectores de adenovirus. Contudo, outros vectores de
célula de mamifero que dirigem a expressdo de ARN podem ser
utilizados para este propdsito. 0s vectores sdo distribuidos
como particulas virais recombinantes. O ADN pode ser distribuido
isolado ou complexado com vadrios veiculos. O ADN, complexos
ADN/veiculo ou as particulas de virus recombinantes sédo
localmente administrados ao sitio de tratamento, como discutido
a seguir. De um modo preferido, o0s vectores recombinantes
capazes de expressar as ribozimas sdo localmente distribuidos
como a seguilr descrito e persistem nas células alvo. Uma vez

expressas, as ribozimas clivam o ARNm de NEFIF alvo.

As ribozimas podem ser administradas a um doente por uma
variedade de métodos. Estes podem ser adicionados directamente
aos tecidos alvo, complexados com lipidos catidénicos,
empacotados em lipossomas ou distribuidos as células alvo por
outros métodos conhecidos na técnica. A administracdo localizada
nos tecidos desejados pode ser efectuada por cateter, bomba de
infusdo ou “stent”, com ou sem incorporacdc da ribozima em
biopolimeros como agqui discutido a sequir. As vias alternativas
de distribuicado incluem, mas ndo estdo limitados a, injeccgédo
intravenosa, injecc¢ao intramuscular, injecgao subcutanes,
inalac¢do de aerossol, distribuicdo oral (forma de comprimido ou

pilula), tépico, sistémica, ocular, intraperitoneal e/ou
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intratecal. Sao proporcionadas descrigdes mais detalhadas da
distribuicao da ribozima e administracao em Sullivan et al., PCT

W094/02595 e Draper et al., PCT W093/23569.

Anticorpos

Sdo agui descritos sdo anticorpos contra o polipéptido NFIF.
Estes anticorpos podem ser anticorpos monoclonais ou anticorpos
policlonais. Estdo incluidos os anticorpos guiméricos, de cadeia
unica e humanizados, assim como fragmentos Fab e os produtos de
expressdoc de uma biblicteca de Fab e fragmentos Fv e os produtos

de uma bibliocteca de expressdo de Fv.

Os anticorpos policlonais podem ser preparados contra um
fragmento antigénico de um polipéptido NFIF. Os anticorpos podem
também ser produzidos contra a proteina NFIF intacta ou
polipéptido, ou contra um fragmento, derivado ou epitopo da
proteina ou polipéptido. Os anticorpos podem ser obtidos apds a
administracdoc da proteina, polipéptido, fragmento, derivado ou
epitopo a um animal, wutilizando as técnicas e pProcessos

conhecidos na técnica.

Os anticorpcs monoclonais podem ser preparados utilizando o
método de Mishell, B. B., et al., Selected Methods In Cellular
Imnunology, (W.H. Freeman, ed.) Sao Francisco (1980) .
Resumidamente, um polipéptido da presente invencdo é utilizado
para imunizar células de bago de murganhos Balb/C. as células de
bago imunizadas sao fundidas com células de mieloma. As células
fundidas contendo caracteristicas de célula de bago e mieloma

sao isoladas por crescimento em meio HAT, um meio que mata ambas
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as células parentais, mas que permite que os produtos da fusdo

sobrevivam e crescgam.

Os anticorpos monoclonais podem ser “humanizados” para
prevenir que o hospedeiro monte uma resposta imunitaria contra
0s anticorpos. Um “anticorpc humanizado” € um em que as regides
que determinam a complementaridade (CDR) e/ou outras porg¢des da
estrutura do dominioc varidvel leve e/ou pesado sdo derivadas de
uma imunoglobulina ndo humana, mas as restantes porg¢gdes da
molécula sdo derivadas de uma ou mais imunoglobulinas. Os
anticorpos humanizados também incluem anticorpos caracterizados
por uma cadeia pesada humanizada, associada com uma cadeia leve
ndo modificada dadora ou receptora ou uma cadeia leve quimérica,
ou vice-versa. A humanizacdo de anticorpos pode ser conseguida
por métodos conhecidos na técnica (ver, e. ¢g. G.E. Mark e E.A.
Padlan, “Capitulo 4. Humanization of Monoclonal Antibodies”, The
Handbook of Experimental Pharmacology Vol. 113, Springer-Verlag,
Nova Torque, 1994). Os animais transgénicos podem ser utilizados

para expressar anticorpos humanizados.

As técnicas conhecidas na técnica para a producao de
anticorpos de cadeia Unica podem ser adaptados para produzir
anticorpos de cadeia tunica para os polipéptidos e proteinas
imunogénicas da presente invengao.

Numa forma de realizacido preferida, um anticorpo anti-NFIF é
utilizado para se ligar a e inibir a actividade de NFIF num

doente.

Os anticorpos anti-NFIF sdo também uUteis nos ensaios para
detectar ou quantificar niveis de NFIF. ©Numa forma de

realizagdo, estes ensaios proporcionam um diagnéstico clinico e
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avaliacdo de NFIF em varios estados de doenca e um método para
monitorizar a eficdcia do tratamento. Um exemplo de um anticorpo
anti-NFIF utilizado para ligar NFIF e identificar a sua presenga
em tecidos é proporcionado no Exemplo 5. estes anticorpos anti-
NFIF podem, Além disso, ser utilizados para quantificar NFIF

numa amostra de tecido.

Métodos de Tratamento

A presente invengao ¢ util em métodos de tratamento,
compreendendo a administragdo a um humano ou outro animal de uma

quantidade eficaz de uma composic¢ao da invencéao.

As quantidades eficazes podem variar, dependendo da idade,
tipo e gravidade do estado a ser tratado, peso corporal, duragao
desejada do tratamento, método de administragdo e outros
parametros. As quantidades eficazes sdo determinadas por um
médico ou outro profissional médico qualificado. Na maioria dos
casos, os niveis de dosagem podem ser ajustados de modo a gue OS
niveis de NFIF ou outros compostos terapéuticos podem ser

conseguidos e mantidos.

Os polipéptidos de acordo com a invengdo sao geralmente
administrados em doses de cerca de 0,01 mg/kg a cerca de
100 mg/kg, de um modo mais preferido, cerca de 0,1 mg/kg a cerca
de 50 mg/kg e, ainda, de um modo mais preferido, cerca de

1 mg/kg a cerca de 10 mg/kg do peso corporal por dia.

Os anticorpos neutralizantes podem ser distribuidos como
apenas um bdlus, infundido ao longo do tempo ou administrado

como um bdlus e infundido ao longo do tempo. Embora a gquantidade
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de dosagem varie com base nos pardmetros acima e na capacidade
de ligagdo do anticorpo, uma dose de 0,2 a 0,6 mg/kg pode ser
administrada como um bdlus seguido por 2 a 12 horas de periodo
de infusdo. Alternativamente, as injecgdes de bdélus multiplos
sao administradas dia sim, dia ndo ou em cada terceiro ou quarto
dia, conforme necessdrio. Os niveis de dosagem podem ser
ajustados como determinado pelos niveis de NFIF e/ou indugdo dos

niveis de NFkB.

Como aqui discutido acima, os virus recombinantes podem ser
utilizados para introduzir ADN que codifica NFIF e subfragmentos
de NFIF assim como 4cidos nucleicos anti-sentido. 0s virus
recombinantes sao geralmente formulados e administrados na forma
de doses entre cerca de 10* e cerca de 10 pfu. No caso de AAV e
adenovirus, as doses desde cerca de 10° a cerca de 10" pfu sdo,
de um modo preferido, wutilizadas. O termo pfu (“unidade
formadora de placa”) corresponde ao poder infeccioso de uma
suspensao de virides e é determinado por infecgdo de uma cultura
de células apropriada e medicdo do numero de placas formadas. As
técnicas para determinacdo do titulo de pfu de uma solugdo viral

sao bem documentadas na técnica anterior.

As ribozimas podem ser administradas em quantidades wvariando
de cerca de 5 a cerca de 50 mg/kg/dia num veiculo
farmaceuticamente aceitdvel. Os niveis de dosagem podem ser

ajustados com base na medigdo da eficacia terapéutica.
0s niveis apropriados do inibidor ou moléculas

intensificadoras podem ser determinados por pessoal médico

qualificade utilizando os parémetros discutidos acima.
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Métodos para Aumentar o Nivel de Actividade do Péptido NFIF

Os métodos para aumentar a expressdaoc ou actividade de
polipéptido  NFIF incluem, mas nao estao limitados a,
administracdo de uma composigdc compreendendo o polipéptido
NFIF, administracac de uma composicao compreendendo um vector de
expressao que codifica o polipéptido NFIF a administracdoc de uma
composigdo compreendendo uma molécula intensificadora @ que
intensifica a actividade do polipéptido NFIF e a administracgdo
de uma molécula intensificadora que aumenta a expressac do gene

de NFIF.

Métodos que Utilizam Polipéptidos de NFIF

Em uma forma de realizacaoc, o nivel de actividade de NFIF é
aumentado através da administracao de uma composicao
compreendendo o polipéptido NFIF. Esta composicdoc pode ser
administrada de uma forma conveniente, tal como pelas vias oral,
tépica, intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcuténea,
intranasal ou intradérmica. A composicao pode ser administrada
directamente ou pode ser encapsulada (e. ¢g., num sistema de
lipido, em microesferas de aminoadcidos ou em dendrimeros
globulares). O polipéptidc pode, em alguns casos, ser ligado a
outro polimero, tal como albumina do SOro ou

polivinilpirrolidona.

Métodos que Utilizam Vectores que Expressam NFIF

Em outra forma de realizacdo, © nivel de NFIF ¢ aumentado

através da utilizagdo de terapia génica, isto ¢é, através da
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administracdoc da composicdo compreendendo um acido nucleico que
codifica e dirige a expressao do polipéptido NFIF. Nesta forma
de realizacdo, o polipéptido de NFIF ¢ clonado num vector de
expressac apropriado. Os sistemas de vectores e promotores
possivels sao extensivamente discutidos acima. O vector de
expressac ¢é transferido para o tecido alvo utilizando um dos
sistemas de distribuicdo de wvector discutidos acima. Esta
transferéncia ¢ efectuada ex vivo num processo em que o acido
nucleico é transferido para células no laboratdrio e as células
modificadas sao entdo administradas ao humano ou a outro animal,
ou in Vivo num processo em que o acido nucleico € transferido
directamente para células no humano ou outro animal. Nas formas
de realizacdo preferidas, ¢é utilizado um sistema de wvector
adenoviral para distribuir o vector de expressao. Se desejado,

um promotor especifico para o tecido é utilizado no vector de

expressao como descrito acima.

Os vectores nao virais podem ser transferidos para células
utilizando qualgquer dos métodos conhecidos na técnica, incluindo
coprecipitacdo com fosfato de calcio, lipofeccdo (lipossomas
sintéticos anidnicos e catidnicos), distribuicdo de genes
mediada por receptor, injeccdo de ADN nu, electroporacao e

biobalistica ou aceleracgao de particulas.

Métodos que Utilizam uma Molécula Intensificadora que

Intensifica a Actividade de NFIF

Em outra forma de realizacdo, a actividade de NFIF ¢é
intensificada por moléculas intensificadoras que aumentam a
actividade de NFIF ou aumentam © seu reconhecimento apropriado

pelos sitios de ligagao na célula. Estas moléculas
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intensificadoras podem ser introduzidas pelos mesmos métodos

discutidos acima para a administracao de polipéptidos.

Métodos que Utilizam uma Molécula Intensificadora que

aumenta a Expressido do Gene de NFIF

Em outra forma de realizacdo, o nivel de NFIF ¢ aumentado
através da utilizacao de compostos de baixo peso molecular, que
pode regular positivamente a expressdo de NFIF ao nivel da
transcrigdo, tradugaoc ou pds-tradugdo. Estes compostos podem ser
administrados pelos mesmos métcdos discutidos acima para a

administracdo de polipéptidos.

Métodos para Tratar ou Prevenir uma Resposta Inflamatdria

Regulada por NFkB

Os métodos de tratamento em que a presente invencao é util
incluem o tratamento ou prevencdoc de respostas inflamatérias
reguladas por NFxB incluindo, mas ndo se limitando a, artrite
reumatdide, aterosclerose, doencgas autoimunitdrias, doencas
virais, gastropatia induzida por NSAID, doengas
neurodegenerativas, scrapie, sepsia, apoptose, doenca de Crohn,
doenca renal, restenose, lesdo cerebral/inflamacdo, doenca de
BAlzheimer, asma e expressdo de citocinas pleiotrdpicas reguladas

de forma inapropriada.

Estes métodos incluem, mas nao estao limitados a,
administracdo de uma composigdo compreendendo um &cido nucleico
anti-sentido, administracao de uma composic¢do compreendendo uma

proteina de 1ligac¢do intracelular, tal c¢omo um anticorpo, a
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administracdo de uma molécula inibidora gue inibe a actividade
de NFIF, por exemplo, uma composicao compreendendo um vector de
expressdac que codifica um subfragmento de NFIF ou uma molécula
de baixo peso molecular, incluindo a administracaoc de uma
composto de baixo peso molecular que regula negativamente a
expressao de NFIF ao nivel da transcrigcao, tradugdo ou
pés-tradugdo, administracgdao de uma ribozima gque cliva ARNm que
codifica NFIF, administragdo de um medicamento preparado
utilizando um polipéptido NFIF, administracdac de um medicamento
preparado utilizando um &cido nucleico que codifica um
polipéptido NFIF, administrac¢do de um medicamento preparado
utilizando um vector recombinante que inclui o &cido nucleico
que codifica um polipéptido NFIF e administracdo de um
medicamento preparado utilizando um vector viral recombinante
deficiente que inclui o 4cido nucleico que codifica um

polipéptido NFIF.

Métodos para Diminuir os Niveig de Actividade do Polipéptido

NFIF

Os métodos para diminuir a expressdao do polipéptido NFIF de
modo a diminuir a indugdo de NFxB inclui, mas nado estdo
limitados a, administragdo de uma composig¢do compreendendo um
dcido nucleico anti-sentido, administracgdo de uma composicdo
compreendendo uma proteina de ligagdo intracelular, tal como um
anticorpo, administracdo de uma molécula gue inibe a actividade
de NFIF, por exemplo, uma composi¢do compreendendo um vector de
expressdo que codifica um subfragmento de NFIF ou uma molécula
de Dbaixo peso molecular, incluindo a administrag¢do de um
composto de baixo peso molecular que regula negativamente a

expressao de NFIF ao nivel da transcrigdo, tradugdo ou
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pés-traducdo e administragdao de uma ribozima que cliva o ARNm

que codifica NFIF.

Métodos que Utilizam Acidos Nucleicos Anti-sentido

Numa forma de realizagao, uma composic¢do compreendendo um
dcido nucleico anti-sentido é utilizado para regular
negativamente ou bloquear a expressdo de NFIF. Numa forma de
realizacdo preferida, o &acido nucleico codifica moléculas de ARN
anti-sentido. Nesta forma de realizagdo, o d4acido nucleico é
ligado operacionalmente a sinais que permitem a expressdao da
sequéncia de A4dcido nucleico e é introduzido numa célula
utilizando, de um modo preferido, as construgdbes de vector
recombinante que expressam o Aacido nucleico anti-sentido uma vez
que © vector € introduzido na célula. Os exemplos de vectores
adequados incluemnm plasmideos, adenovirus, virus adeno-
associados, retrovirus e herpes virus. De um modo preferido, o
vector ¢ um adenovirus. De um modo muito preferido, o vector ¢é
um adenovirus deficiente em replicacdo compreendendo uma delecdo

nas regides El e/ou E3 do virus.

Em outra forma de realizacdo, o acido nucleico anti-sentido
é sintetizado e pode ser guimicamente modificado para resistir a
degradacdo por nucleases intracelulares, como discutido acima.
Os oligonucledtidos anti-sentido sintéticos podemn ser
introduzidos numa célula utilizando lipossomas. A incorporacédo
celular ocorre quando um oligonucledétido anti-sentido é
encapsulado num lipossoma. Com um sistema de distribuicéo
eficaz, podem ser utilizadas baixas concentrag¢des, nac téxicas,
da molécula anti-sentido, para inibir a traducdo do ARNm alvo.

Além disso, os lipossomas que sdo conjugados com sitios de
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ligagao especificos para a célula dirigem um oligonucledtido

anti-sentido para um tecido particular.

Métodos Utilizando Anticorpos Neutralizantes e Outras

Proteinas de Ligacgdo

Em outra forma de realizacgdo, a expressdo de NFIF é regulada
negativamente ou blogqueada pela expressao de uma sequéncia de
dcido nucleico que codifica uma proteina de ligacdo intracelular
que é capaz de interactuar selectivamente com NFIF. Os
documentos WO 94/29446 e WO 94/02610 divulgam a transfecgdo
celular com genes que codificam wuma proteina de ligacgdo
intracelular. Uma proteina de 1ligagdo intracelular inclui
qualquer proteina capaz de interagir selectivamente ou de se
ligar com NFIF na célula em que é expressa e de neutralizagao da
fung¢do do NFIF ligado. De um modo preferido, a proteina de
ligagao intracelular ¢é um anticorpo neutralizante ou um
fragmento de um anticorpo neutralizante. De um modo mais
preferido, a proteina de ligag¢do intracelular ¢ um anticorpo de

cadeia tunica.

O documento WO 94/02610 divulga a preparacgdo de anticorpos e
identificagdc do 4acido nucleico que c¢odifica wum anticorpo
particular. Utilizando NFIF ou um seu fragmento, ¢é preparado um
anticorpo monoclonal especifico por técnicas conhecidas pelos
especialistas da técnica. Um vector compreendendo o Aacido
nucleico que codifica uma proteina de ligacdo intracelular, ou
uma sua porg¢do, e capaz de expressdao numa célula hospedeira é
subsequentemente preparada para utilizagdo no método aqui

descrito.

75



Alternativamente, a actividade de NFIF pode ser blogueada
por administracao de um anticorpo neutralizante na circulacgao.
Este anticorpo neutralizante pode ser administrado directamente
como uma proteina, ou pode ser expresso a partir de um vector

(com um sinal de secrecao).

Métodos que Utilizam uma Molécula Inibidora que Previne a

Expressio do Gene de NFIF

Em outra forma de realizagidao, as moléculas i1nibidoras,
incluindo compostos de baixo peso molecular, sdo capazes de
regular negativamente a expressdac de NFIF ao nivel de
transcrigao, traducao ou pés-tradugdo. De modo a identificar
estas moléculas inibidoras, o5 sistemas de gene repdrter
descritos acima podem ser utilizados. Estas moléculas inibidoras
podem ser combinadas com um veiculo farmaceuticamente aceitdvel
e administradas utilizando métodos convencionais conhecidos na

técnica.

Métodos que Utilizam Ribozimas

As ribozimas podem ser administradas a células por
encapsulacdo em lipossomas, por iontoforese, por incorporagdc em
hidrogéis, ciclodextrinas, nanocdpsulas biodegraveis e
microesferas biocadesivas ou por qualquer um de variocs outros
métodos discutidos acima. A ribozima pode ser distribuida num
tecido alvo por 1injeccdo directa ou por utilizagdo de um
cateter, bomba de infusdo ou “stent”. As vias alternativas de
distribuicao incluem injeccao intravenosa, injeccéo

intramuscular, injecgdo subcuténea, inalacdo de aerossol,
76



distribuicao oral (forma de comprimido ou pilula), tépica,

sistémica, ocular, intraperitoneal e/ou intratecal.

Nas formas de realizacdo preferidas, uma sequéncia que
codifica a ribozima é clonada num vector de expressac de ADN. A
transcrigaoc da sequéncia de ribozima é conduzida a partir de uma
polimerase II de ARN (pol 1II) eucaridética ou promotor de
polimerase III de ARN (pol III). O vector de expressdo pode ser
incorpecrado numa variedade de vectores incluindo 0s vectores de
ADN viral, tais como vectores de adenovirus ou associados a

adenovirus discutidos acima.

Numa forma de realizacgdo preferida da invenc¢do, uma unidade
de transcricdo que expressa uma ribozima que cliva ARN de NFIF é
inserida num vector wviral de ADN de adenovirus. O vector &
distribuidoc como particulas virais recombinantes e €& localmente
administrado no sitio de tratamento, através da utilizacao de um

cateter, “stent” ou bomba de infusao.

ExemElos

Exemplo 1 - Método para Clonagem de NFIF-14b e NFIF-7a

Para 1isolar o ADN gque codifica NFIF-14b e NrFIF-7a, foi
preparada uma biblioteca de ADNc a partir de ARN total de
células vasculares de musculo liso humano (SMC) utilizando um
kit de sintese de biblioteca de ADNc Clontech Marathon™., O kit
de sintese de ADNc também inclui uma biblioteca de ADN de
placenta humana de controlo. As Dbibliotecas sao lineares e

amplificadas por PCR.
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Os genes de NFIF-14b e NFIF-7a foram obtidos por PCR
efectuado nas bibliotecas de ADNc marathon de SMC Vasculares

Humanas e de Placenta Humana.

Para efectuar as reacgdes de PCR, 0Ss componentes
convencionals de PCR [tampao Perkin FElmer 10X e Tag Gold
Polymerase] foram utilizados e a reacg¢do Lol efectuada como se
segue. As misturas de reaccdo foram aquecidas a 94 °C durante
10 minutos, depois termocicladas 10 wvezes com um passo
desnaturante de 94 °C durante 30 segundos, um passo de
emparelhamento de 65 °C durante 30 segundos, e um passo de
extensdo de 72 °C durante 1,5 minutos. Depois destes dez ciclos,
a reaccdo foi termociclada 30 vezes com um passo desnaturante de
94 °C durante 30 segundos, um passc de emparelhamento de 46 °C
durante 30 segundos, e um passo de extensdo de 72 °C durante
1,5 minutos. Depcis destes 30 ciclos, as reaccgdes foram
incubadas a 72 °C durante 7 minutos e armazenadas a 4 °C. As
reacgdes de PCR foram efectuadas num termociclador Perkin Elmer

9600.

O produto de PCR de <cada PCR foi 1ligado ao pCR2.1
(Invitrogen) e transformada em DHSa-E.coli. Os clones foram
picados e cultivados em 5 mL de LB-amp; o©0s plasmideos foram
depois isoclados e digeridos com EcoRI para verificar o tamanho
da insercdo libertada. Cinco de quinze clones produziram bandas
de tamanho de 1,2-1,3 Kb, sugestivo do gene alvo e foram

sequenciados.

Os clones putativos de NFIF foram identificados com base
numa grelha de leitura aberta e alinhamento de sequéncias da
sequéncia contra uma sequéncia 5’ prevista. Os clones N° 14b e

7a foram seleccionados para caracterizag¢do posterior.
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As preparacgdes de plasmideo em larga escala foram cultivadas
a partir dos stocks originais de glicerol do clone 7 e 14 e

isolados utilizando um Qiagen MaxiPrep Kit.

Exemplo 2 - Subclonagem do clone 7a e 14b num vector de

expressdo eucariético

Os clones 14b e 7a foram ainda subclonados no vector
plasmidico pcDNA3.Imychis disponivel de Invitrogen. Este vector
de expressdao 1nclui um forte promotor para a expressao de
elevado nivel em células de mamiferoc e um marcador de selecgdo
para produzir linhas celulares estdveis. Uma marca de fuséo
C-terminal no vector consiste numa sequéncia de poli-histidina
para a purificacdo réapida e um epitopo myc para a conveniente

detecgdo com um anticorpo anti-myc.

As reacgbes de PCR foram efectuadas utilizando iniciadores

de PCR

5"hasm - 5’-tccaccatggcgctggtgegegecacte-37 (SEQ ID N°: 6) e

fushasm3’ - 3’-ctggatatcgtaattgtgctttatataaagetg-5’ (SEQ ID
N°: 7) e a construgdo pCR2.1 para cada clone de comprimento
total como molde. As condig¢gbBes de PCR utilizando 475 pg do
pCR2.1 clone 7a ou 500 pg de pCR2.1 clone 14b foram como se
segue: as misturas de reacg¢do foram aquecidas a 95 °C durante
10 minutos, depois termocicladas 30 vezes com  um  passo
desnaturante de 95 °C durante 30 segundos, um passo de
emparelhamento de 52 °C durante 30 segundos e, depois, um passo

de extensdo de 72 °C durante 1,5 minutos. Apds estes 30 ciclos,
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as reaccgbes foram incubadas a 72 °C durante 7 minutos, e

armazenadas a 4 °C.

O produto de PCR foi ligado com pCR2.1 e a insercao de ADN
sequenciada utilizando um Big Dye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction e um Perkin Elmer Applied Biosystems ABI Prism
377 DNA Sequencer. A sequenciag¢do demonstrou que o iniciador de
PCR removeu o coddo de interrupg¢do natural (TAG) e introduziu um

sitio EcCORV.

As construg¢bdes positivas de NFIF-14b e -7a foram digeridas
com EcCORI e EcoRV e subclonados em pcDNA3.1 mychis (Invitrogen)
digerido com EcoRI e EcoRV. Isto resultou na etigueta myc em
fusdo com a extremidade 3’ dos ADNc de NFIF. Estas construcgdes

foram denominadas pcDNA3.lmychasm7a e pcDNA3.lhasml4bmyc.

Exemplo 3 - Preparacdo ou Variantes de Delecido de NFTF

Os mutantes de delecdo de NFIF-14b e NFIF-7a foram
preparados por reacgbes de PCR utilizando os plasmideos
PCDNA3.lmychasm7a e pcDNA3.lhasml4bmyc descrito acima. Dois
conjuntos de iniciadores de PCR foram utilizados para preparar

0s mutantes de delecao:

hasm313mut + hasm3’mut:

5’ gctccaccatgatatggacaggggatag 37 (SEQ ID N°: 8)

5" gccactgtgctggatatcgtaattaac 37 (SEQ ID N°: 9)

hasm3%6mut + hasm3’mut:
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5" gctccaccatgacaaccaccatccagagte 37 (SEQ ID N°: 10)

5’ gccactgtgctggatatcgtaattaac 37 (SEQ ID N°: 9)

O par de iniciadores hasm313+hasm3’mut produziu a sequéncia
idéntica de ADNc de comprimento total do clone 14b ou 7a mas
numa grelha de leitura aberta iniciada a Jjusante das 313 pb
(ATG). (A numeracgdao ¢ desde o ATIG no clone de comprimento
total). A sequéncia de consenso de Kozak foi incluida no

iniciador directo para optimizar a tradugdo.

O par de iniciadores hasm396+hasm3’mut produziu a sequéncia
idéntica de ADNc de comprimento total mas numa grelha de leitura

aberta iniciada a jusante de 394 pb (ATG).

Os produtos de PCR foram ligados no pCR2.1 e a inserg¢do de
ADN sequenciada. Cada mutante de delecao foli digerido com
EcORI/EcoRV e subclonado em pcDNA3.lmychis digerido com EcoRI e
EcoRV. 0s clones de delegcdoc NFIF-14b com a sequéncia correcta
foram denominados pcDNAmychis 14-313 e pcDNAmychis 14-396. os
clones de delegcdo NFIF-7a com a sequéncia correcta foram

denominados pcDNAmychis 7-313 e pcDNAmychis 7-396.

A andlise dos clones acima utilizando transcricdo/traducdo
in vitro incorporando [*°S metionina] na reacgdo [Promega TnT
Quick Coupled Transcription Translation kit N° L1170] produziu
bandas do tamanho esperado (NFIF 14b=51 kDa; NFIF 14-313=40 kDa;
NFIF 14-396=37 kDa; NFIF 7a=41 kDa; NFIF 7-313=30 kDa; e
NFIF 7-396=27 kDa) para grelhas de leitura aberta mais curtas. A
facilidade de traducdo foil importante para determinar antes da
avaliagao da actividade funcional e determinagdo que dominios

foram importantes para a actividade.
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Exemplo 4 - Método para transfectar células com NFIF-14b ou

NFIF-7a para produzir linhas celulares estaveis contendo

plasmideos

Para preparar linhas celulares estaveis contendo NFIF-14b,
NFIF-7a e os mutantes de deleg¢do, placas Falcon de 6 pog¢os foram
semeadas com 2 x 10° células HEK293 ou CO0S-7, as construgdes
finalizadas do ADNc de NFIF pcDNAmychis7, pcDNAmychis7-313,
pcDNAmychis7-396; pcDNAamychisl4, pcDNAmychis14-313,
pcDNAmychisl14-396 (0,8 pg) em conjunto com O vector Stratagene
PNFxB-Luc reporter gene (0,1 ug) e o vector Clontech EGFP
(0,1 ng), foram transfectados utilizando 6 pL de Lipofectamina e
200 uL de Optimem em placas de 6 pogos (com 800 pL de Optimem
fresco/pogo). A transfecgdo foi incubada durante 4 h a 37 °C e

depois as placas foram supridas com meio completo (3 mL).

As 24, 48 e 72 horas pos—-transfeccao os lisados foram
preparados utilizando 200 pL de solugao 1X Reporter Lysis Buffer
(E397A-Promega) .0s lisados foram incubados durante 20 minutos em
gelo, submetidos a wvortice, depois centrifugados a 12000 rpm
durante 5 minutos. O sobrenadante foil utilizado para avaliar a
actividade de 1luciferase pelas instrugbes no kit Stratagene

PNFxB-luc reporter gene.

Para preparar linhas celulares estdvels, os duplicados das
culturas de 48 h acima foram divididas numa proporc¢ido de 1:100
em meio de crescimento completo em conjunto com G418 para a
seleccdo de células que incorporaram os plasmideos no seu ADN.
Os clones celulares foram isolados e transferidos em placas de

cultura de 48 ©pogos para crescimento. Os clones foram
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seleccionados de acordo com a sua actividade no ensalc repérter

de luciferase de NFxB.

A actividade de luciferase fol medida a partir dos lisados
das células de todas as linhas celulares infectadas de forma
transiente. Foram adicionados 20 pL de lisado a uma placa de 96
pogos Costar serocluster (N° 3789) brancas de fundo redondo.
Foram adicionados 100 pL de Reagente de Luciferase (Promega
E1501) directamente antes da leitura da amostra num

1450 Microbeta Walko jet.

A andlise dos resultadcs dos pontos de tempc de 24 horas, 48
horas, 72 horas identificou o ponto de tempo de 48 horas como ©
6ptimo para avaliar a actividade. O controlo positivo para o
ensaio foli uma estimulacdo de 24 horas com o factor de necrose
de tumor (o) (INFo) das células um dia pds-transfeccdao com o
vector pcDNA3.lImychis. Nas células HEK293, a transfecgdo
transiente de ADNc de comprimento total de pcDNAmychis 7,
pcDNAmychisl4d demonstrou a contagem de lumindmetro por segundo a
~3,1 vezes e ~2,1 vezes respectivamente, acima do vector apenas
(Figura 5) e em células CO0S-7 (Figure 6) o clone pcDNAmychis 7
de comprimento total produziu um sinal 2,4 vezes e pcDNAmychis
14 um aumento de 2,3 vezes na contagem no lumindmetro por

segundo acima do vector apenas.

Os mutantes de deleg¢gdac (pcDNAmychis 7-313, pcDNAmychis
7-396, pcDNAmychis 14-313 e pcDNAmychis 14-396) apresentaram
actividade reduzida. Ensaios realizados noutros dias utilizando
0 ponto de tempo das 48 horas produziu variabilidade na resposta
variando entre um aumento de 2-5 vezes para o clone 7

(comprimento total) e 2-4 vezes para o clone 14.
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Exemplo 5 - Identificacdo de Tecidos que Expressam ou Contém

Proteinas NFIF

De modo a determinar que tecidos humanos expressam a&s
proteinas NFIF, uma transferéncia de Northern pré-preparada da
Clontech (Human 12 lane n° 7780-1) foli pesquisada com sondas
aleatdérias iniciadoras marcadas com p32 preparadas a partir de
NFIF. Os resultados podem ser observados na Figura 8. Como a
Figura 8 ilustra, a expressdo de NFIF ¢ particularmente evidente

no musculo esquelético, rim, figado e tecido da placenta.

De modo a determinar se a proteina NFIF estava associada com
patologias incluindo aterosclerose que envolve a inflamacao e
para identificar tecidos que podem ser tratados utilizando os
métodos aqui descritos, um estudo imunocitoquimico foi efectuado
utilizando um anticorpo monoclonal de coelho designado 99-06
dirigido contra um péptido antigénio (SKGANASNPGPFGDV)
(SEQ ID NO.: 5) derivado dos residucs 65 a 79 da proteina NFIF.
O péptido fol sintetizado na escala de 0,25 mmole utilizando uma
metodologia de fase sdélida com um esquema de proteccao com FMOC
(9-fluorenilmetiloxicarbonil) em conjunto com a quimica de
activacdo HOBT/HBTU (Fields et al., Peptide Research, 4:95-101
(1991)). Um Applied Biosystems 433 Peptide Synthesizer a
realizar um ciclo de acoplamento Applied Biosystems Fast-Moc foil

utilizado para a sintese do péptido.

O péptido fol clivade durante 1,5 horas a temperatura
ambiente utilizando um reagente de clivagem de 82,5% de A4cido
trifluoroacético (TFA), 5% de fenol, 5% de H;0, 5% de tioanisole
e 2,5% de etanceditiol (King et al., Intl. J. Peptide and
Protein Research, 36, 255-266 (1990)). Apdés a clivagem, o

péptido foi precipitado com éter terc-butilico; lavado, depois
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seco durante 1 hora sob vVAacuo. O péptido foi, entao,
solubilizado em 0,1% de TFA/4dgua e purificado utilizando HPLC de
fase reversa em C18. Um nivel de pureza de >95% fol conseguido
para o péptido, juntamente com dados correctos de peso molecular

de MALDI-TOF.

10-30 mg de péptido purificado foram conjugados com
hemocianina de lapa utilizando l-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC). A preparacac foi dialisada contra PBS a 4 °C
exaustivamente. A preparacdoc hapteno/veiculo fol misturada 1:1
com adjuvante Completo de Freunds e utilizada para injectar
coelhos para a produgdo de anti-soros contra o© péptido. O
péptido de 15-residuos foil utilizado para preparar anticorpos
anti-NFIF em coelhos utilizando métodos convencionais conhecidos
na técnica. 0Os coelhos foram imunizados por injecgdo subcuténea
com uma emulsdo de antigénio/adjuvante Completo de Freund (50%
de solugdo de antigénio/50% de adjuvante Completo de Freund). O
adjuvante completo de Freund (CFA) foi utilizado para a
imunizacao inicial porgue este adjuvante foi utilizado com muito
sucesso na producdo de respostas de anticorpo contra uma vasta
gama de antigénios de proteina e péptido e a incidéncia de
reacgbes adversas de minima ou nenhuma. O esquema de injeccdo a
seguir descrito fol optimizado para utilizacac com adjuvante de
Freund. A 4rea a ser injectada fol cortada de modo a permitir a
avaliacdo wvisual de qualquer reacgdo na emulsdc. Antes da
injecgdo, o0s sitios de injecgdo foram lavados com solugdo de
limpeza diluida Nolvasan. Os sitios de injecg¢do foram nas costas
comecando entre as omoplatas. Os sitios de 1injec¢do foram
amplamente separados e mantidos prdéximcs da linha média para
reduzir a possibilidade do animal arranhar os sitics de
injeccdo. Tipicamente, 100 pL contendc 20 pg de antigénio foram

injectados em 5 sitios subcutédneos por coelho num total de
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100 pg/coelho. Injeccdes subsequentes, de reforgo, foram dadas
com 4 semanas de intervalo com uma emulsao de
antigénio/adjuvante incompleto de Freund. Apds seis semanas,
5-30 mL de sangue foi recolhido para determinar o titulo do
anticorpo. Se o titulo de anticorpo ndo foi suficiente, foram
dadas 1njecgbes adicionals de reforgo com intervalo semanal & as
amostras de sangue foram recolhidas em cada 2-4 semanas. Antes
de cada injeccdo de antigénio, o estado dos sitios de injeccédo
anteriores foram avaliados para reacg¢gdes adversas. Os animais
que produziram uma resposta de anticorpo positiva foram mantidos
e reforgados e sangrados periodicamente de modo a produzir um

grande stock de anti-soros.

As experiéncias de titulag¢do do anticorpo foram conduzidas
com Anticorpo 99-06 para estabelecer concentrac¢des gque produzem
um sinal de ruido de fundo minimo e detecgdo maxima. Um estudo
de diluig¢bes seriadas demonstrou a maior proporgadao sinal-para-
ruido a uma diluicdo de 1:500 e 1:1000 e as léaminas foram
incubadas com estas concentracdes de anticorpo foram analisadas
pelos patologistas. O anticorpo 99-06 fol wutilizado como o
anticorpo primdrio e o sistema principal de detecgdo consistiu
de um Vector ABC-AP Kit (AK5002) com um kit Vector Red substrate
que produziu um depdsito vermelho cor fucsia (SK-5100). Os
tecidos foram também corados com um anticorpoc de controlo
positivo (CD31) dirigido contra o antigénio de leucdcito humano
(Stockinger et al., J. Immunol., 145(11):3889-97 (1990)) para
assegurar que ©0s antigénios de tecido foram conservados e
acessiveis para andlise imunocitocquimica. Além disso, para
amostras de artérias corondrias, os tecidos adicionais que foram
corados e visualizados durante a Fase II deste estudo foram o
bago normal, timo e ndédulo linfdtico. A coloracdo foi efectuada

no baco, timo e nédulo linfdtico de modo a auxiliar na
86



identificagaoc de subconjuntos inflamatérios de células dgue

expressam a proteina.

No bacgo, timo e nddulos linfaticos, o Anticorpo 99-06
apresentou uma forte coloracgdo positiva nos linfdcitos da bainha
periarterial linféatica, as cordas de Billroth, linfécitos
timicos corticais, células do centro germinal no nédulo
linfédtico e no endotélio vascular e misculo lisc. Qutros tipos
de células que coraram moderadamente a fortemente positivos com
este anticorpo, incluiram células de Schwann e midcitos
cardiacos. O sinal fol predominantemente nuclear nos tipos de
células examinadas, excepto para granularidade citopldsmica gque
foi observada nas células do musculo 1liso e em macréfagos gue
foram preenchidos com residuos celulares em regides da placa ou

de trombo em organizac¢do.

Nas artérias corondrias normais, o anticorpo foi amplamente
negativo no endotélio da tunica intima excepto para células
ocasionais apresentando um sinal nuclear e células do musculo
liso miointimo apresentaram sinais nucleares fracos. Na tunica
média, o anticorpo foi moderadamente uniformemente positivo nas
células do musculo liso. Na adventicia, o endotélio, células
vasculares do musculo liso e inflamatdérias foram moderadamente
positivos para a coloragdo. As lamelas elasticas internas e

externas foram negativas para a coloracao.

Nas amostras de aterosclercse minima, 0 endotélio
apresentou: apenas sinals fracos ocasionals mesmo nas Jue
cobriam o ateroma. No ateroma superficial, as células miointimas
do musculo 1liso mostraram apenas sinais esbatidos. Em regides
mais profundas do ateroma, as formas fibrobldsticas

proliferativas e macréfagos espumosos apresentaram um nivel de
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coloracao elevado. Em algumas amostras Qque apresentaram placas
contendo colesterol e dreas de calcificacdo, as c¢élulas do
musculo 1liso e histidcitos espumantes que rodeiam as placas com
colesterol e material calcificado apresentaram niveis elevados

de coloracgao.

Nas amostras de aterosclerose moderada, © endotélio, o da
ttnica Iintima e de 4reas de neovascularizacdo, mostraram uma
coloragaoc aumentada com o Anticorpo 99-06. As células
inflamatdrias marginais em conjunto com ou subjacentes ao
endotélio foram fortemente positivas para a coloracgao. O
endotélio que reveste novos vasos fol moderadamente a fortemente
positivo para coloragdo e em Areas, os miofibroblastos
subendoteliais foram menos positivos do que o endotélio
associado. Em geral, as formas fibroblasticas de células
miointimas foram muitc menos positivas do que as formas
proliferativas ou histiociticas das c¢élulas de musculo liso.
Além disso, 0s macrofagos associados com colesterol,
calcificacao, ou macrdfagos espumantes nas placas mostraram um
nivel aumentado de coloracdao. O musculo liso da tunica média foi
quase uniformemente moderadamente positiva em todas as amostras
em gque a média estava intacta e o musculo 1liso nos vasos

adventicios foi do mesmo modo positivo.

Em casos de aterosclerose grave, a maior parte do endotélio
que reveste a tunica Intima foi desnudada ou o endotélio
residual foi fracamente a moderadamente positivo para coloracédo.
O infiltrado inflamatério associado a placa apresentou uma
coloracgdo positiva muito forte nos macrdéfagos e linfécitos,
incluindo nas regides de neovascularizacdo. Foli também observada
uma coloracdo aumentada em macréfagos e linfocitos adjacentes a

ou circundantes de calcificacdes e colesterol e nas areas de
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trombos em organizacgdao. O endotélio que reveste novos vasos foil
fortemente positivo nestas 4&reas. A intensidade de sinal
aumentada foi de novo observada nas formas histiociticas e
proliferativas em comparacac com formas fibrobldsticas de
células do musculo liso. Nestes casos, as células inflamatdrias
tais como um subconjunto de linfdcitos, células do plasma e
macrdéfagos na adventicia foram também fortemente positivos para

a coloracaoc.

Nas 4reas de estaddio tardio de aterosclerose grave com
inflamagdo minima e placas qguiescentes, existia muito menos
coloracdo. Nestas amostras, o endotélio fol menos intensivamente
positivo para coloracgdo, embora os linfécitos e macrofdgicos
residuais que envolvem material calcificado apresentaram

coloracao positiva.

Material Bioldgico Util na Prédtica da Invencdo

Um depdsito de factor de inducdo de NfxB humano 7a (NFIF-7a)
clonado a partir de uma biblioteca de ADNc de células de
vasculares humanas do musculo 1liso subclonado no vector
plasmidico pCR2.1 e um depdsito de factor de inducdo de NfxkB
humano 14b (NFIF-14b) clonado a partir de uma biblioteca de ADNC
de células de vasculares humanas do musculo liso subclonado no
vector plasmidico pCRZ2.1 foram efectuados na American Type
Culture Collection, 10801 University Boulevard, Manassas,

Virginia 20110-2209, como indicadc a seguir.
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Estirpe/Plasmideo ATCC N°

Data de

Depdsito

Factor de indugdo de NfxB humano
14B clonado a partir de uma
biblioteca de ADNc de células de
vasculares humanas do musculo 1iso
subclonado no vector pCR2.1:NFIF14B PTA-1596
Factor de inducdo de NfxkB humano 7A
clonado a partir de uma bibliocteca
de ADNc de células de wvasculares
humanas do musculo 1liso subclonado

no vector pCR2.1:NFIF7A PTA-1597
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<110> Aventis Pharmaceuticals Inc
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<140> 01920925.3 (PCT/US01/10719)
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<210>
<211>
<213>

<400>

1
453

Homo sapiens

Met Ala Leu val Arg Ala Leu
1 5

Cys Arg Ser Gly Leu Gly Leu
20

Pro Pro Pro Ala Ile Gly GlIn
35

Asp Pro Thr Tyr His Ile Thr
50 55

Ser Lys Gly Ala Asn Ala Ser
65 70

Cys Asp Ser Pro Tyr GlIn Leu

85
Asn ser Gly Gln Glu Ala Ser
100

pro His val pro val Pro Glu
115

I1e Thr Asn Met Thr Thr Thr
130 135

val Phe Pro Ala Leu Gly Asn
145 150

val Cys

Pro val
25

Phe Trp
40

Asp Asp

Asn Pro

Ile Leu

Phe Met
105

Leu ser
120

Ile GIn

His Asp

91

cys

10

Ala

His

His

Gly

Ser

90

Ile

Thr

Ser

Tyr

Leu

Pro

val

Thr

Pro

75

Ala

Trp

Asp

Leu

Trp
155

Leu

Ala

Thr

Lys

60

Phe

Phe

Thr

Thr

Phe

140

Pro

Thr Ala Trp His
15

Gly Gly Arg Asn
30

Asp Leu His Leu
45

val Cys Ala Ser

Gly Asp val Leu
80

Asp Phe Ile Lys

95

Gly Asp Ser Pro
110

val Ile Asn val
125

Pro Asn teu GIn

Gin Asp GIn Leu
160



ser

Pro

Tyr

Asn

Asp

225

Gin

Tyr

Glu

Gln

Lys
305

Pro

Leu

val

Trp

ser

Thr

210

Pro

GIn

Leu

Lys

Phe
290

Lys

val

Phe

Tyr Tyr

val

Leu

GIn

195

Asn

Ala

Asn

Pro

Leu
275

Tyr

Gly

Lys

Gln

Leu
355

Thr

Asp

180

Lys

Leu

Asn

Lys

Ser

260

Ile

Gly

Ser

Ser

Tyr
340

Asn

Ser

165

Glu

val

Tyr

Gin

Glu

245

ser

Asp

His

Pro

val

325

Asp

Leu

Lys val

Glu Ala

Thr Thr

Tyr Gly

215

Phe Glu
230

Lys val

GIn Asn

Ile Phe

Thr His
295

val Asn

310

Leu Glu

Pro Arg

Thr Glu

TYyr

Ile

Asn

200

Pro

Trp

Tyr

Ile

Gln

280

Arg

Ser

Lys

Asp

Ala
360

Asn

ser

185

Pro

Asn

Leu

Ile

Thr

265

Lys

Asp

Leu

Gin

Tyr
345

Asn

92

Ala

170

Thr

Asn

Ile

Glu

Ile

250

Ala

Tyr

ser

Phe

Thr
330

Lys

Leu

val

Leu

Leu

Met

Ser

235

Ala

Met

Ser

Ile

val

315

Ash

Leu

Lys

Ala

Arg

Arg

Thr

220

Thr

His

Arg

Asp

Met
300

Ala

Asn

Leu

Gly

Asn

Lys

Ile

205

Leu

Leu

val

Glu

val

285

val

Pro

Pro

Asp

Glu
365

Leu

Gly

190

Ile

Asn

Asn

Pro

Tyr
270

Ile

Leu

Ala

Gly

Met

350

ser

Trp

175

Gly

Ser

Lys

Asn

val
255

Tyr

Ala

Ser

val

Ile

335

Leu

Ile

Lys

Phe

Leu

Thr

Ser

240

Gly

Asn

Gly

Asp

Thr

320

Arg

Gln

Trp



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Lys

Pro

385

Lys

ser

Met

Ile

2
364
PRT

Leu Glu Tyr Ile Leu Thr GIn Thr Tyr Asp Ile Glu Asp Leu GIn
370 375 380

Glu Ser Leu Tyr Gly Leu Ala Lys GIn Phe Thr Ile Leu Asp Ser
390 395 400

GIn Phe Ile Lys Tyr Tyr Asn Tyr Phe Phe val Ser Tyr Asp Ser
405 410 415

val Thr Cys Asp Lys Thr Cys Lys Ala Phe GIn Ile Cys Ala Ile
420 425 430

Asn Leu Asp Asn Ile Ser Tyr Ala Asp Cys Leu Lys GIn Leu Tyr
435 440 445

Lys His Asn Tyr
450

Homo sapiens

2

Met Ala Leu val Arg Ala Leu val Cys Cys Leu Leu Thr Ala Trp His

1

Cys

Pro

5 10 15

Arg Ser Gly Leu Gly Leu Pro val Ala Pro Ala Gly Gly Arg Asn
20 25 30

Pro Pro Ala Ile Gly Gln Phe Trp His val Thr Asp Leu His Leu
35 40 45
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Asp

Ser

65

Cys

Asn

Pro

Ile

val

145

Ile

Ala

Tyr

ser

phe
225

Pro

50

Lys

Asp

Ser

His

Thr

130

Phe

Ala

Met

Ser

Ile

210

val

Thr Tyr His

Gly Ala Asn

ser Pro Tyr
85

Gly G1ln Glu
100

val pro val
115

Asn Met Thr

Pro Ala Leu

His val Pro
165

Arg Glu Tyr
180

Asp val Ile
195

Met val Leu

Ala Pro Ala

Thr Asn Asn Pro Gly

245

I1e Thr
55

Ala ser
70

Gln Leu

Ala ser

Pro Glu

Thr Thr
135

Gly Asn
150

val Gly

Tyr Asn

Ala Gly

Ser Asp
215

val Thr
230

Ile Arg

Asp Asp His Thr

Asn Pro Gly Pro

Ile Leu

Phe Met
105

Leu Ser
120

Ile GIn

His Asp

Tyr Leu

Glu Lys

185

GIn Phe
200

Lys Lys

Pro val

Leu Phe

94

ser

90

Ile

Thr

Ser

Tyr

Pro

170

Leu

Tyr

Gly

Lys

75

Ala

Trp

Asp

Leu

Trp

155

ser

Ile

Gly

Ser

Ser
235

Lys

60

Phe

Phe

Thr

Thr

Phe

140

Pro

ser

Asp

His

Pro

220

val

GIn Tyr Asp

250

val

Gly

Asp

Gly

val

125

Pro

Gln

Gln

Ile

Thr

205

val

Leu

Pro

Cys

ASp

Phe

ASp

110

Ile

Asn

val

Asn

Phe

190

His

Asn

Glu

Ala

val

Ile

95

Ser

Asn

Leu

Tyr

Ile

175

Gln

Arg

Ser

Lys

Ser

Leu

80

Lys

Pro

val

Gln

Ile

160

Thr

Lys

Asp

Leu

GIn
240

Arg Asp Tyr

255



Lys Leu

Leu Lys

Tyr Asp

290

GIn Phe

305

Phe Phe

Ala Phe

Asp Cys

<210> 3
<212> ADN

<213>

<400> 3
atggcgctgg
ctcgggetge
tggcatgtga
gtgtgtgctt
tgtgattctc
gaagcatctt
tcaacagaca

c¢caaatctcc

Leu

Gly

275

Ile

Thr

val

Gin

Leu

355

ASp

260

Glu

Glu

Ile

Ser

Ile

340

Lys

Met

Ser

Asp

Leu

Tyr

325

Cys

Gln

Leu

Ile

Leu

ASp

310

Asp

Ala

Leu

GIn Tyr

Trp

GlIn

295

ser

Ser

Ile

TYr

Lys

280

Pro

Lys

Ser

Met

Ile
360

Tyr

265

Leu

Glu

Gln

val

Asn

345

Lys

l.eu Asn Leu Thr

Glu Tyr Ile Leu
285

Ser Leu Tyr Gly
300

Phe Ile Lys Tyr
315

Thr Cys Asp Lys
330

Leu Asp Asn Ile

His Asn Tyr

Homo sapiens

tgcgcegeact
ccgtggegec
ctgacttaca
catctaaagg
catatcaact
tcatgatatg
ctgttataaa

aggttttccc

cgtctgetge
cgcaggegge
cttagaccct
tgcaaatgec
tattttgtca
gacaggggat
tgtgatcact
tgcgctygggt

ctgctgactg
aggaatcctc
acttaccaca
tccaaccctg
gcatttgatt
agceccaccte
aatatgacaa

aatcatgact

95

cctggcactg
ctccggegat
tcacagatga
gcecttttgg
ttattaaaaa
atgttcctgt
ccaccatcca

attggccaca

Glu

270

Thr

Leu

Tyr

Ala Asn

Gln Thr

Ala Lys

Asn Tyr

320

Thr
335

ser
350

ccgeteegge
aggacagttt
ccacacaaaa
agatgttctg
ttctggacaa
acctgaactc
gagtctcttt
ggatcaactg

Cys Lys

Tyr Ala

120
180
240
300
360
420
480



<210>
<211>
<212>
<213>

tctgtagtca
gaagaagcta
ccaaacctta
ctgaacaaga
cagcagaata
tcacagaaca
aaatacagtg
gttctttcag
ccagtgaaga
gatcctcgtg
aatctaaagg
gaagatttgc
aagcagttta
gataagacat

gcagattgec

4
1085
ADN

<400> 4

atggcgctgg
ctcgggetge
tggcatgtga
gtgtgtgctt
tgtgattctc
gaagcatctt

tcaacagaca

ccagtaaagt
ttagtacttt
ggatcatcag
ctgacccagce
aggagaaggt
tcacagcaat
atgtcattgc
ataaaaaagg
gtgttttaga
attataaatt
gagagtccat
agccggaaag
taaaatacta
gtaaggcctt

tcaaacagct

Homo sapiens

tgcgcgeact
ccgtggegec
ctgacttaca
catctaaagg
catatcaact
tcatgatatg
ctgttataaa

gtacaatgca
aaggaaaggt
tctaaacaca
caaccagttt
gtatatcata
gagagaatac
aggacaattt
aagtccagta
aaaacagacc
attggatatg
ctggaagctg
tttatatgga
caattacttc
tcagatttgt

ttatataaag

gtagcaaacc
ggtttttatt
aacttgtact
gaatggctag
gcacatgttc
tataatgaga
tatggacaca
aattctttgt
aacaatcctg
ttgcagtatt
gagtatatcc
ttagctaaac
tttgtgagtt
gcaattatga

cacaattact

cgtctgetge ctgctgactg

cgcaggegge aggaatcctc

cttagaccct acttaccaca

tgcaaatgcc tccaaccctg

tattttgtca gcatttgatt

gacaggggat agcccacctc

tgtgatcact aatatgacaa

96

tctggaaacc
cacagaaagt
acggcccaaa
aaagtacatt
cagtggggta
aattgataga
ctcacagaga
ttgtggctcc
gtatcagact
acttgaatct
tgacccagac
aatttacaat
atgacagcag
atcttgataa

ag

cctggeactg
ctccggegat
tcacagatga
gcecttttgg
ttattaaaaa
atgttcctgt

ccaccatcca

atggctagat
tacaactaat
tataatgaca
gaacaactct
tctgccatct
tatttttcaa
cagcattatg
tgctgttaca
gtttcagtat
gacagaggcg
ctacgacatt
cctagacagt
tgtaacatgt
tatttcctat

ccgetecgge
aggacagttt
ccacacaaaa
agatgttctg
ttctggacaa
acctgaactc

gagtctcttt

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1362

60

120
180
240
300
360
420



ccaaatctcec
atagcacatg
tactataatg
ttttatggac
gtaaattctt
accaacaatc
atgttgcagt
ctggagtata
ggattagcta
ttctttgtga
tgtgcaatta

aagcacaatt

<210> 5
<211> 15
<212> PRT

aggttttccc
ttccagtggg
agaaattgat
acactcacag
tgtttgtggc
ctggtatcag
attacttgaa
tcctgaccca
aacaatttac
gttatgacag
tgaatcttga

actag

<213> Homo sapiens

<400> 5

tgcgctgggt
gtatctgceca
agatatttrt
agacagcatt
tcctgctgtt
actgtttcag
tctgacagag
gacctacgac
aatcctagac
cagtgtaaca

taatatttcc

aatcatgact attggccaca
tcttcacaga acatcacage
caaaagtaca gtgatgtcat
atggttcttt cagataaaaa
acaccagtga agagtgtttt
tatgatcctc gtgattataa
gcgaatctaa agggagagtc
attgaagatt tgcagccgga
agtaagcagt ttataaaata
tgtgataaga catgtaaggc

tatgcagatt gcctcaaaca

ggtgtatatc
aatgagagaa
tgcaggacaa
aggaagtcca
agaaaaacag
attattggat
catctggaag
aagtttatat
ctacaattac
ctttcagatt
gctttatata

ser Lys Gly Ala Asn Ala Ser Asn Pro Gly Pro Phe Gly Asp val

1

<210> 6
<211> 27

<212> ADN

5

<213> Sequéncia Artificial
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15

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
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<220>
<223>

<400>

Descricao da Sequéncia Artificial:Baseada em NFIF-14b e

NFIF-7a mas com a sequéncia Kozak 5’ a ATG

6

tccaccatgg cgetggtgeg cgcactce 27

<210>
<211>
<z2l2>
<213>

<220>
<223>

<400>

-

/
33
ADN

Sequéncia Artificial

Descricdo da sequéncia Artificial: Baseada em NFIF-14b e

NFIF-7a mas com um sitio ECORV adicionado na extremidade

-

/

gtcgaaatat atttcgtgtt aatgctatag gtc 33

<210>
<211>
<z2l2>
<213>

<220>
<223>

8
28
ADN

Sequéncia artificial

Descrigdo da Sequéncia artificial: Baseada em NFIF-14b e

NFIF-7a mas com a seguéncia Kozak 5’ a ATG
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<400> 8

gctccaccat gatatggaca ggggatag

<210> 9
<211> 27
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricdo da Seguéncia Artificial:

28

Baseada em NFIF-14b e

NFIF-7a mas com um sitio ECORV adicionado na extremidade

<400> 9

gccactgtge tggatatcgt aattaac

<211> 30
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricao da Seguéncia Artificial:

NFIF-7a mas com a sequéncia Kozak 5’ a ATG

<400> 10

gctccaccat gacaaccacc atccagagtc

27

Baseada em NFIF-14b e

30
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REIVINDICACOES

Acido nucleico que codifica o polipéptido NFIF (Factor
Indutor do Factor Nuclear)-14b compreendendc uma sequéncia

de aminodcidos de SEQ ID N°: 1.

Acido nucleico que codifica o polipéptido NFIF (Factor
Indutor do Factor Nuclear)-7a compreendendo uma sequéncia

de aminoacidos de SEQ ID N°: 2.

Acido nucleico da Reivindicacdo 1, em que o referido &cido

nucleico é um ADNc.

Acido nucleico da Reivindicagdo 2, em que o referido 4&cido

nucleico é um ADNc.

Péptido NFIF (Factor Indutor do Factor Nuclear)-14b isolado
e purificado que induz NFxB e compreendendo uma sequéncia

de amincacidos da SEQ ID N°: 1.

Péptido NFIF (Factor Indutor do Factor Nuclear)-7a isolado
e purificado que induz NFxB e compreendendo uma sequéncia

de amincacidos da SEQ ID N°: 2.

Vector de expressdo compreendendo um 4acido nucleico da
reivindicacdo 1 ligado operacionalmente a uma sequéncia de

controlo.

Vector de expressdc da Reivindicagdo 7, em que o referido
vector de expressdo ¢ seleccionado do grupo consistindo em

vectores retrovirais, vectores adenovirais, vectores virais
1



10.

11.

12.

13.

adeno-associados, vectores herpesvirais e vectores de ADN

nus.

Vector de expressao compreendendo um A&cido nucleico da
reivindicacdao 2 ligado operacionalmente a uma sequéncia de

contrclo.

Vector de expressdo da Reivindicacdo 9, em que o referido
vector de expressdo ¢ seleccionado do grupo consistindo em
vectores retrovirails, vectores adenovirails, vectores virais
adeno-associados, vectores herpesvirais e vectores de ADN

nus.

Composicdo compreendendo um péptido NFIF (Factor Indutor do
Nuclear Factor)-14b, em que o referido polipéptido induz
NFkB e compreende uma sequéncia de aminocacidos de

SEQ ID N°: 1 e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Composicao compreendendo uma péptido NFIF (Factor Indutor
do Factor Nuclear)-72, em que o referido polipéptido induz
NFxB e compreende uma sequéncia de aminodcidos de

SEQ ID N°: 2 e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Composigdo compreendendo um 4acido nucleico anti-sentido
complementar a um A&cido nucleico gque codifica um
polipéptido NFIF (Factor Indutor do Factor Nuclear)-14b
e/ou NFIF-7a seleccionado do grupo consistindo em

SEQ ID N°: 1 e 2.



14.

15.

16.

17.

Composicdo compreendendo um anticorpo neutralizante gque se
liga ao ©polipéptido NFIF (Factor Indutor do Factor
Nuclear)-14b e/ou NFIF-7a seleccionado do grupo consistindo

em SEQ ID N°: 1 e 2 e diminul a sua actividade.

Composicao compreendendo uma ribozima que corta o ARN que
codifica um polipéptido NFIF (Factor Indutor do Factor
Nuclear)-14b e/ou NFIF-7a seleccionado do grupo consistindo

em SEQ ID N°: 1 e 2.

Método para avaliar se um compostc de teste é eficaz na
inibicdo da actividade de NFIF (Factor Indutor do Factor
Nuclear)-14b com base na expressdo de um gene repdrter

reguladc por NFKB compreendendo:

(A) comparar o nivel de expressdao do gene regulado por NFxB
numa primeira amostra compreendendo: (1) uma sequéncia de
aminoAcidos compreendendo SEQ ID N°: 1; (2) o referido gene
repérter regulado por NFxB; e (3) o referido composto de
teste com o nivel de expressdo do gene repdrter regulado
por NFxB numa segunda amostra compreendendo (4) uma
sequéncia de aminocdcidos compreendendo SEQ ID N°: 1; e (5)

o referido gene repoédrter regulado por NFKB; e

(B) determinar se a expressdo do referido gene repdrter
regulado por NFxB é inferior na referida primeira amostra em

relacdo a referida segunda amostra.

Método para avaliar se um compostoc de teste é eficaz na
inibicdc da actividade de NFIF (Factor Indutor do Factor
Nuclear)-7a com base na expressaoc de um gene repérter

regulado por NFxB compreendendo:
3



18.

(A) comparar ¢ nivel de expressdao do gene regulado por NFkB
numa primeira amostra compreendendo: (1) uma sequéncia de
aminodcidos compreendendo SEQ ID N°: 2; (2) o referido gene
repdrter regulado por NFxkB; e (3) o referido composto de
teste com o nivel de expressaoc do gene repdrter regulado por
NFkB numa segunda amostra compreendendo: (4) uma sequéncia
de amincdcidos compreendendo SEQ ID N°: 2; e (5) o referido

gene repdérter regulado por NFkB; e

(B) determinar se a expressdo do referido gene repdrter
regulado por NFxB é inferior na referida primeira amostra em

relacdo a referida segunda amostra.

Método ©para 1dentificar se um composto de teste pode
aumentar a actividade de NFIF (Factor Indutor do Factor
Nuclear)-14b com base na expressdao de um gene repoédrter

regulado por NFxB compreendendo:

(A) comparar ¢ nivel de expressao do gene regulado por NFxB
numa primeira amostra compreendendo (1) uma sequéncia de
aminodcidos compreendendo SEQ ID N°: 1; (2) o referido gene
repérter regulado por NFkB; e (3) o referido composto de
teste com o nivel de expressaoc do gene repdrter regulado por
NFxB numa segunda amostra compreendendo: (4) uma sequéncia
de amincdcidos compreendendo SEQ ID N°: 1; e (5) o referido

gene repoérter regulado por NFxB; e

(B) determinar se a expressdo do referido gene repérter
regulado por NFxB é superior na referida primeira amostra em

relacdo a referida segunda amostra.



19.

20.

21.

Método para identificar compostos que aumentam a actividade
de NFIF (Factor Indutor do Factor Nuclear)-7a com base na
expressao de um gene repérter regulado por NFxB

compreendendo:

(A) comparar ¢ nivel de expressao do gene regulado por NFxB
numa primeira amostra compreendendo: (1) uma sequéncia de
aminodcidos compreendendo SEQ ID N°: 2; (2) o referido gene
repdrter regulado por NFxkB; e (3) o referido composto de
teste com o nivel de expressdo do gene repdrter regulado por
NFxB numa segunda amostra compreendendo: (4) uma sequéncia
de amincdcidos compreendendo SEQ ID N°: 2; e (5) o referido

gene repérter regulado por NFxB; e

(B) determinar se a expressdo do referido gene repdrter
regulado por NFxB é superior na referida primeira amostra em

relacao a referida segunda amostra.

Utilizacao de um polipéptido NFIF (Factor Indutor do Factor
Nuclear) isoladc compreendendo uma sequéncia de aminodcidos
de SEQ ID N°: 1 para a preparacao de um medicamento
pretendido para o tratamentc e/ou prevencdo de uma resposta

inflamatdéria regulada por NFkB.

Utilizacdo de um dcido nucleico que codifica um polipéptido
NFIF (Factor Indutor do Factor Nuclear) compreendendo uma
sequéncia de aminocdcidos de SEQ ID N°: 1 para a preparacdo
de um medicamento pretendido para o tratamento e/ou

prevengdo de uma resposta inflamatdria regulada por NFkB.



22.

23.

24.

25.

26.

Utilizacdo de um vector recombinante compreendendc um acido
nucleicoc que codifica um polipéptido NFIF (Factor Indutor
do Nuclear Factor) compreendendo uma sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID N°: 1 para a preparagcac de um
medicamento pretendidoc para o tratamento e/ou prevencdo de

uma resposta inflamatdria regulada por NFxB.

Utilizacdo de um vector viral recombinante deficiente
compreendendo um &cide nucleico que codifica um polipéptido
NFIF (Factor Indutor do Factor Nuclear) compreendendo uma
sequéncia de aminocacidos de SEQ ID N°: 1 para a preparagdo
de um medicamento pretendido para o tratamento e/ou

prevencido de uma resposta inflamatdéria regulada por NFxB.

Utilizacdo de polipéptido NFIF (Factor Indutor do Factor
Nuclear) isoladc compreendendo uma sequéncia de aminodcidos
de SEQ ID ©N°: 2 para a preparacaoc de um medicamento
pretendido para o tratamento e/ou prevencdo de uma resposta

inflamatdéria regulada por NFkB.

Utilizacdo de um acido nucleico que codifica um polipéptido
NFIF (Factor Indutor do Factor Nuclear) compreendendo uma
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID N°: 2 para a preparacgao
de um medicamento pretendido para o tratamento e/ou

prevencgdo de uma resposta inflamatdéria regulada por NFkB.

Utilizacdo de um vector recombinante compreendendc um Acido
nucleico que codifica um polipéptido NFIF (Factor Indutor
do Factor Nuclear) compreendendo uma sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID N°: 2 para a preparagido de um
medicamento pretendido para o tratamento e/ou prevencdo de

uma resposta inflamatdéria regulada por NFxB.
6



27.

28.

29.

30.

31.

32.

Utilizacdo de um vector wviral recombinante deficiente
compreendendo um &cide nucleico que codifica um polipéptido
NFIF (Factor Indutor do Factor Nuclear) compreendendo uma
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID N°: 2 para a preparacao
de um medicamento pretendido para o© tratamento e/ou

prevengao de uma resposta inflamatdéria regulada por NFkB.

Célula em cultura compreendendo o vector da reivindicagdo 8

ou 10.

Célula em cultura transfectada com 0 vector da
reivindicacdo 8 ou 10, em gue a célula expressa o referido
polipéptido compreendendo uma sequéncia de aminodcidos de

SEQ ID N°: 1 ou 2.

Composicao farmacéutica, compreendendo uma  quantidade
terapeuticamente eficaz de uma sequéncia de acido nucleico
isolado capaz de ser expresso que codifica uma sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID N°: 1 ou 2, e um veiculo

farmaceuticamente aceitdvel.

Composicao farmacéutica, compreendendo uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um vector recombinante
compreendendo uma sequéncia de 4cido nucleico capaz de ser
expressa que codifica uma sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID N°: 1 ou 2, e um veiculo farmaceuticamente

aceitdvel.

Composicao farmacéutica, compreendendo uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um vector viral recombinante
deficiente compreendendo uma sequéncia de A&cido nucleico

capaz de ser expressa que codifica uma sequéncia de
7



aminoacidos de SEQ ID N°: 1 ou 2, e um veiculo

farmaceuticamente aceitavel.

Lisboa, 29 de Dezembro de 2010
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Plasmideo: NFIF14B
Aminoacidos: 453

MALVRALVCCLLTAWHCRSG
LGLPVAPAGGRNPPPAIGQF
WHVTDLHLDPTYHITDDHTK
VCASSKGANASNPGPFGDVL
CDSPYQLILSAFDFIKNSGQ
EASFMIWTGDSPPHVPVPEL
STDTVINVITNMTTTIQSLF
PNLQVFPALGNHDYWPQDQL
SVVTSKVYNAVANLWKPWLD
EERISTLRKGGFYSQKVTTN
PNLRIISLNTNLYYGPNIMT
LNKTDPANQFEWLESTLNNS
QONKEKVYIIAHVPVGYLPS
SQNITAMREYYNEKLIDIFQ
KYSDVIAGQFYGHTHRDSIM
VLSDKKGSPVNSLEVAPAVT
PVKSVLEKQTNNPGIRLFQY
DPRDYKLLDMLQYYLNLTEA
NLKGES IWKLEYILTQTYDI
EDLQPESLYGLAKQFTILDS
KQFIKYYNYFEVSYDSSVTC
DKTCKAFQICAIMNLDNISY

ADCLKQLY IKHNY

FIGURA 1
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Plasmideo: NFIF7A
Aminoacidos: 364

MALVRALVCCLLTAWHCRSG
LGLPVAPAGGRNPPPAIGQF
WHVTDLHLDPTYHITDDHTK
VCASSKGANASNPGPFGDVL
CDSPYQLILSAFDFIKNSGQ
EASFMIWTGDSPPHVPVPEL
STDTVINVITNMTTTIQSLF
PNLQVFPALGNHDYWPQVYTI
IAHVPVGYLPSSONITAMRE
YYNEKLIDIFQKYSDVIAGQ
FYGHTHRDS IMVLSDKKGSP
VNSLFVAPAVTPVKSVLEKQ
TNNPGIRLFQYDPRDYKLLD
MLQYYLNLTEANLKGESIWK
LEYILTQTYDIEDLQPESLY
GLAKQFTILDSKQFIKYYNY
FFVSYDSSVTCDKTCKAFQI
CAIMNLDNISYADCLKQLYI

KHNY

FIGURA 2
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'AfcacccrccrscqcccacrcercracthcrccreachccfGecacrsrwmma

Agcacgcrgcrgcccecacrcclcrﬁc!GCCIGCTQAC!GCC‘!GGCAC!‘GNF]F7A

CCGCTCCGECCTCECGGCTYGCCCGTIGGCGECCCGCAGGCGGCAGGAATCe T ¢ NFIFI4B
CCGCT.CCGG6CCTrCGGG6CTGECCCGrGGCGCCCGCAGGCGGCAGGAATCCTC NFIF7A

CPCCGGCGATAGGACAGTTTTGGCATGTIGACTOACREPACACTTIAGACCCC Y NFIF14B
CPTCCGGCGAPAGGACAGYTYTTTIGGCATGTIGACTGACTITACACTTIAGACCC Y NF[F’A

AC!'.I.'ACCAC&‘!CRCJ\GL‘!GRCCACAGkll\l\G'thG‘!GF'!'!CA-TCTRAKGG NFIF14B
ACTTACCACACPCACAGATGACCACACARAAAGTGTGTGCR2TICATLCTAAAGSG NFIF7A

TGCAARATGCCTCCARCCCYGGCCCPITTTGGAGATGTYICTGTYTGTGATTC T NFIF4B
PTGCAAATGCCTCCAACCC?TGGCCCYTTYIGGAGATGTTICTGTGTIGATTIC T c NFIFTA

CATARTCARCTTATTTYGICAGCATITGATYITTATYTTARRARATTCTIGGACA A NFIFI4B
CATATCAACTTATR®TIGYCAGCATTITGATTTTAT?ZAARAAATTCTGGACAA NFIFIA

GAAGCATCTTITCATGATATGGACAGGGGATAGCCCACCTCATaTTCcC TG ¢ NFIFI4B
GAAGCATCTTTCATGATATGGACAGGGGATAGCCCACCTCATGYYCeT G T NFIFIA

ACCTGARCTCTCAACAGACACTGTTATAAAPGTGATCACTAATATGACAA NFIFI4B
ACCTIGAACTCTCAACAGACACTGTITATAAATGTIGATCACTAATATGACAA NFIFIA

CCACCAZCCAGAGTICTCYTTTCCAAATCTCCAGGTTTICCCTGCGCTGGGT NFIFI4B
CCACCATCCAGAGTCTICTITCCAAATCTCCAGGRPTTTICCCTGCGCTGGGT? NFIFTA

AATCATGACTATTGGCCACAGGATCAACYIGTCYTGTAGTCACCAGTAAAGTY NFIFI4B
AATCATGACTAZTTGGCCACAGG e~~~ ~=~~ LR R i R NFIF7A

GTACAATGCAGTIAGCAAACCTCTGGAARAGCATGGCTAGATGAAGAAGC TA NFIFU4B

e memmm e ——- Dt eee-eie=w-x- NFIFIA

CTAGTACTTTAAGGAAAGGTGGTTTITTAT?SCACAGAAAGTTACAACTAAT NFIFI4B

. - ~-«-< NFIFIA

CCARRCCTTAGGATCATCAGTCTAAAGACAAACTTGTACTACGGCcCcCAAA NFIFI4B
B T R L L -« «=--~=~ NFIF7A

TATAATGACACTGAACAAGACTGACCCAGCCAARCCAGTYTGAATGGCTAG NFIFI4B:
......... M e MeceNmmm e eemae e e r—e~sa==m~«====~ NFIFIA

AARGTACATTGAACAACTCTCAGCAGAATAAGGAGAAGGTGTATATCATA NFIFI4B
----- e mememAseeemms s s n-eceeeee~~e~-=T8TATATCATA NFIFIA

CCACATGTTCCAGTGGGGTATCIGCCATCITCACAGARCATYEACAGe AT NFIFI4B
GCACATGTZCCAGIGGGGEATCIGCCATCTTCACAGAACATCACAGCART NFIFIA

GAGAGAATACTATAATGAGAARTIGATAGATATTTYTTCAAAAATACAGTG NFIFI4B
GAGAGARTACTRTAATIGAGAAATTGATAGATATTTYTICARAAAGEIACAG TG NFIFTA

ATGTCAZTGCAGGACAATTT,TATGGACACACTCACAGAGACAGCATTATG NFIFI4B
ATGTCATTGCAGGACAATTTTATGGACACACTCACARGAGACAGCATTATG NFIFIA

GTTCTPTCAGATAAAARRGGAAGTICCAGTAAARTTCTEITGTITTGTGgc cc NFIFI4B
GITCTTTCAGATAAAARAGGAAGICCAGTAAATTICTTITGITTIGTGogcT cc NFIFIA

FIGURA 3
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951 TGCTGTTACACCAGTGAAGAGTGTTTTAGAARARCAGACCAACARTOC TG NFIFI4B
€84 TGCTGPTACACCAGTGAAGAGTGTTTTAGAAARACAGACCAACARECCTG NFIFIA

1001l GTATCAGACTGTITYCAGTATGATCCICGTGAYTAYAAATYATZGGATATG NFIFH4B
734 GTATCRGACIGTTTCAGTATGATCCICGTGATTATARATTATITGGATATG NEIFIA

1051 TTGCAGTATTACTYGAATCTGACAGAGGCGAATCTAAAGGGAGAGTYCcAr NFIFI4B
784 PTTGCAGTATTACTYTGARTCTGACAGAGGCGAATCTIAAAGGGAGAGYCCAT NEIF7A

110 CTGGAAGCTCGAGTATATCCTIGACCCAGACCTACGACAYTGAAGATT T Ge NFIFI4B
634 CTGGAAGCTOGAGTATATCCIGACCCAGACCTACGACATTIGAAGATTTGE NEIFJA

1151 AGCCGGAARAAGTFTATATGGATFTAGCTARAACAATYYTACAATCCTAGACAG? NFIFI4B
84 AGCCGGAA)\G!tthr&!GGA!TRGCTAAACAATT!RCAATCC?LGRCAGT NFIFTA

1200 AAGCAGYTT2ATAARAATACTACAATIACSTCTTITGCGEIGAGETATGACAGC A¢ NFIFI4B
934 ARGCAGTPTATARAATACTACAATTIACTTICTYITGIGAGITARGACAGCAG NFIF7A

1251 TGTAACATGTIGATAAGACATGPAAGGCCTRPYCAGAT2?GrGCAATTAT GA NFIFI4B
984 TGTAACATGEGATAAGACATGYAAGGCESTTTCAGAZPTGTGCAATTATGA NFIF7A

uoxn:cr26&2351‘&!rrcc:atceaea:&-ﬁ‘cctcanncnsc'rttn:a:hnnc NFIF14B
103 ATC2T2GATAAPATTTCCTATGCAGATTGC.CTCAARRCAGCTIPTATATAARG NFIFTA

1L CACAATIACTAG NFIF14B
08§ CACAATTACTAG NFIF7A

FIGURA 3 (cont.)
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NF«B Reporter com NFIF
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NFxB Repérter com NFIF
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RESUMO

“FACTOR INDUTOR DO FACTOR NUCLEAR KB”

A presente invengdo ¢ dirigida a polipéptidos do factor de
inducdo do factor nuclear xB (NFxB) (péptidos NFIF) que séo
capazes de 1induzir NFxB. A presente inven¢aoc inclui no seu
ambito polipéptidos NFIF, incluindo NFIF-14b e NFIF-7a, ADN,
incluindo ADNc, que codificam estes polipéptidos e vectores de
expressdo capazes de expressar o0s polipéptidos NFIF. Estédo
também incluidos métodos e composigbes para aumentar a inducgdo
de NFkB num doente, métodos e composigdes para diminuir a
indugdo de NFxB num doente, métodos para inibir a inflamacgdo e
métodos para a preparacdc de um medicamentc pretendido para o
tratamento e/ou prevencdo de uma resposta inflamatdria regulada
por NFkB. Além disso, sao proporcionados métodos para determinar
se um composto de teste inibe ou estimula a actividade de

péptidos NFIF.
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