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conforme se relacionada com a sinalizagdo da via de Wnt. De
preferéncia, os agentes assim identificados modulam a remodelagem
ossea e/ou os niveis de lipidios e podem ser miméticos de Norrin e
agonistas de Norrin, assim como outros agonistas e miméticos do
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“METODO DE IDENTIFICACAO DE UM AGENTE OQUE
MODULE 0SSOS OU UM LIPIDIO; METODO DE IDENTIFICACAO DE UM
AGENTE QUE MODULE A ATIVIDADE DE NORRIN-FRIZZLED4; KIT
PARA IDENTIFICAR UM AGENTE QUE MODULE A ATIVIDADE DE
LRP5-NORRIN-FRIZZLED4; CELULA OU LINHAGEM CELULAR
DESPROVIDA DE NORRIN NATIVO E QUE EXPRESSE UMA LRP5 NAO
NATIVA E UMA FRIZZLED4 NAO NATIVA”

REFERENCIA A LISTAGENS DE SEQUENCIAS

As listagens de seqiiéncia aqui apresentadas,
contendo SEQ ID NOS: 1-28, sdo aqui incorporadas por re-
feréncia para todas as finalidades.

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo se refere a materiais e
métodos para regular o gene de Norrin ou a proteina
Norrin, miméticos de Norrin, ou agentes que interajam com
Norrin e, dessa forma, modulem sua atividade no complexo
LRP5/Norrin/Frizzled4d.

FUNDAMENTOS

Mutacdes na proteina Norrin ou da doencga de
Norrie (NDP ou Ndph) levam a doenca de Norrie (ND), uma
sindrome neuroldégica recessiva ligadé a X (Berger et al.,
1992 Nat. Genet. 1: 199-203; e Chen et al., 1992 Nat. Ge-
net. 1l: 204-208; por exemplo, N° de Acesso NCBI AAH29901,
BC029901 e CAA46639 para seqiiéncias humanas, e CAA58725,

CAA63134 e X83794 para seqiiéncias de Mus musculus). O ge-
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ne que codifica NDP estd localizado em Xpll.4 no genoma
humano. As caracteristicas da doenca incluem displasia
retiniana, cegueira e retardo mental. Camundongos com NDP
desativado tém um fendétipo ocular que se assemelha a do-
enca de Norrie humana (Rhem et al., 2002 J. Neuroscience
22: 4286-4292) e mostram falha na angiogénese retiniana.
O gene também estd ligado a doenca de Coats (telangiecta-
sia retiniana), vitreo-retinopatia exsudativa ligada a X
(EVRX) e retinopatia avancada de prematuridade (ROP).

Muta¢des em NDP também podem causar a forma li-
gada a X da Vitre-retinopatia Exsudativa Familiar (FEVR),
gue apresenta alguns dos sintomas de ND. FEVR também é
causada por mutac¢des no gene Frizzled4d (Fz4), que codifi-
ca um dos dez receptores sete-transmembrana de serpentina
da sinalizacgdo Wnt (Robitaille et al., 2002 Nat. Genet.
32: 326-330).

A familia Wnt consiste em 19 membros, e eles
mostram interacdo de alta afinidade com 10 proteinas
Frizzled (Fz). Diferentes Wnts tém diferentes afinidades
por varias proteinas Frizzled e podem se engajar em dife-
rentes vias (Wu et al., 2002 J. Biol. Chem. 277: 41762 -
41769). A via candnica de Wnt envolve a estabilizacdo de
beta-catenina mediante interagdo com Frizzled e sua pro-
teina receptora relacionada a lipoproteina co-receptora 5

ou 6 (LRP5/LRP6). Em pacientes e camundongos, as mutacdes
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de perda de funcgdo em LRP5 também mostram defeitos ocula-
res vasculares, além de osteoporose, e ddo origem a sin-
drome de osteoporose-pseudoglioma (OPPG) (Gong et al.,
2001 Cell 207: 513-523; e Kato et al., 2002 J. Cell Biol.
157: 303-314).

Norrin pode induzir a via Wnt-beta-catenina (Xu
et al., 2004 Cell 116: 883-895). Norrin funciona muito
como uma Wnt, porque ambas requerem um receptor Fz e um
co-receptor LRP5/LRP6 para sinalizagdo, e ambas se ligam
predominantemente ao dominio rico em cisteina (CRD) de Fz
com afinidade nanomolar (Hsieh et al., 1999 Proc. Nat’l.
Acad. Sci. 96: 3546-3551; Wu et al., 2002 J. Biol. Chemn.
277: 41762-41769; e Xu et al., 2004 Cell 116: 883-895).
Norrin é uma pequena proteina rica em cisteina que é se-
cretada; forma oligdmeros ligados por dissulfeto e perma-
nece associada a superficie celular e matriz extracelular
(Perez-Vilar et al., 1997 J. Biol. Chem. 272: 33410-
33415). A partir de comparacdes de seqléncias e estudos
de modelagem, sugeriu-se que a Norrin tivesse uma simila-
ridade de estrutura tercidria a TGF-beta (Meitinger et
al., 1993 Nat. Genet. 5: 376-380), fator de von Wille-
brand, e a mucina (Meindl et al., 1992 Nat. Genet. 2:
139-143). O gene de Norrin é expressado predominantemente
no cérebro e na retina (Berger et al., 1992 Nat. Genet.

1: 199-203; e Chen et al., 1992 Nat. Genet. 1l: 204-208).
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Candidatos a farmacos para o tratamento de do-
encas relacionadas a remodelagem 6ssea estdo sendo cons-
tantemente buscados. O esqueleto adulto humano estd em um
estado dinamico, sendo continuamente degradado e reforma-
do pelas ag¢des coordenadas de osteoclastos e osteoblastos
em superficies Osseas trabeculares (também chamadas de
cancelosas) e em sistemas haversianos. A ruptura da remo-
delagem Ossea pode levar a doencas e condig¢des como oste-
oporose (osteoporose pds-menopausa, osteoporose induzida
por glicocorticdides, osteoporose induzida por transplan-
tes e juvenil), raquitismo, osteomalacia, osteomdlacia
induzida por tumores, hipofosfatasia, doenca de Paget e
outras. Assim, € necessario elucidar mais detalhadamente
as vias que controlam a remodelagem Ossea e identificar
alvos nessas cascatas que sejam Uteis para o desenvolvi-
mento de agentes que modulem os alvos.

SUMARIO

Os materiais e métodos aqui descritos propor-
cionam uma maior elucidacdo do envolvimento de Norrin na
via de Wnt mediante sua interacdo com LRP5 e 6 e Friz-
zled4 para remodelagem 6sseoca e modulacdo do metabolismo
lipidico, e proporcionam genericamente ensaios gue usam
Norrin e compostos que interagem com Norrin (por exemplo,
agonistas de Norrin) para a triagem de compostos que se-
jam uteis na modulag&o de transtornos ésseos e modulacdo

de lipidios. Também sao considerados métodos e materiais
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para a identificagdo de miméticos de Norrin, assim como
miméticos do complexo LRP5/Frizzled4/Norrin.

Portanto, um aspecto se refere a um método de
identificacdo de um agente que module ossos ou um lipi-
dio, compreendendo: (a) a colocacdo de uma proteina Friz-
zled4 ou polipeptidio Frizzled4 biologicamente ativo com
uma proteina LRP5 ou proteina LRP5 biologicamente ativa
na presenga do agente; e (b) a determinacdo de se o dito
agente é um agente que interaja com Frizzled4 e/ou LRP5
ou polipeptidio ativo de Frizzled4 ou LRP5, e module pelo
menos um parametro de ossos e/ou um lipidio na presenca
do agente. Em um aspecto, a proteina Frizzled4 ou frag-
mento polipeptidio de Frizzled4 biologicamente ativo é
ligado a proteina LRPS5 ou fragmento polipeptidico biolo-
gicamente ativo de LRP5; isso pode ser na forma de uma
proteina de fusdo. O agente submetido a triagem por esse
método pode ser um mimético de Norrin, assim como agonis-
tas e antagonistas de Norrin.

Outro aspecto se refere a um método de identi-
ficacdo de um agente que module o metabolismo ésseo ou
metabolismo lipidico, compreendendo: (a) a colocacdo de
uma proteina Norrin ou um fragmento polipeptidico de Nor-
rin biologicamente ativo e uma proteina ou fragmento po-
lipeptidio biologicamente ativo de Frizzled4 fusionado
proteinas LRP5 e/ou LRP6 ou seus fragmentos polipeptidi-

cos biologicamente ativo na presenca do agente; e (b) a
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medigdo in vitro ou in vivo de pelo menos um pardmetro de
modulacdo 6ssea e/ou modulacgdo lipidica, para identificar
o agente que module metabolismo ésseo ou metabolismo 1i-
pidico.

Os parametros de modulagdo 6ssea para qualquer
um dos métodos discutidos pode ser qualquer um ou mais de
densidade o6ssea, resisténcia 6ssea, numero de trabéculas,
tamanho do osso ou conectividade do tecido, ou quaisquer
de suas combinag¢des. Os parémetros de modulacdo lipidica
discutidos em qualquer um desses métodos de triagem podem
incluir uma alteracdo no nivel de HDL, VLDL, colesterol,
triglicerideos, apoE ou LDL. Outro aspecto da triagem de
agentes nesses métodos é observar se eles alteram padrdes
de expressao de genes associados ao metabolismo lipidico
ou metabolismo &sseo. Por exemplo, se eles alteram a ex-
pressao de um ou mais de COX-2, Jun, Fos, ciclina D1,
Wntl0B, SFRP1l, conexina 43, eNOS, WntlOB, ciclina DI,
Frizzled2, e se WISP2 ¢ modulada.

Os métodos também podem incluir proteina Dkk ou
um fragmento polipeptidico de Dkk biologicamente ativo
e/ou uma proteina Kremen, um fragmento polipeptidico de
Kremen biologicamente ativo e/ou uma proteina Wnt ou um
fragmento polipeptidico de Wnt biologicamente ativo.

Em ainda outro aspecto, considera-se o método
para a identificagdo de um agente que module uma ativida-

de de Norrin-Frizzled4, compreendendo: (a) a colocacdo do
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agente, uma proteina Norrin ou um fragmento polipeptidico
biologicamente ativo de Norrin e uma proteina Frizzled4
ou um fragmento polipeptidico biologicamente ativo de
Frizzled4 fusionado a LRP5 e/ou LRP6 ou um fragmento po-
lipeptidico biologicamente ativo de LRP5 e/ou LRP6, ou
fusionado a um dominio de ligacdo a ligante (LBD) conten-
do o fragmento polipeptidico de LRP5 ou LRP6 e:

(1) uma proteina Kremen ou fragmento polipepti-
dico biologicamente ativo de Kremen; e/ou

(1i) uma proteina Dkk ou fragmento polipeptidi-
co biologicamente ativo de Dkk; e

(b) a determinagdo de se o agente modula uma
atividade de Norrin-Frizzled4. Os agentes podem ser um
mimético de Norrin, agonista de Norrin, antagonista de
Dkk ou a um antagonista de Kremen. Também pode ser para
avaliar agonistas de Frizzled4 e agonistas de LRPS.

Para alguns desses métodos, as proteinas ou
fragmentos polipeptidicos biologicamente ativos das pro-
teinas podem ser fixados a um substrato como PVDF ou ni-
trocelulose.

Um aspecto adicional considera um método de i-
dentificacdo de um agente que regule a modulacdo dssea ou
modulac¢ao lipidica, compreendendo: (a) a administracdo do
agente a uma célula que expresse Frizzled4 e LRP5, em que
Frizzled4 é uma proteina Frizzled4 ou fragmento polipep-

tidico biologicamente ativo de Frizzled4, e LRP5 é uma
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proteina LRP5 ou um fragmento polipeptidico biologicamen-—
te ativo de LRP5; (b) a determinacdo de se a dita admi-
nistracdo do agente de teste modula uma interacdo LRP5-
Frizzled4; e (c) a determinacdo de se o agente modula um
parametro Osseo e/ou um pardmetro lipidico. Um aspecto
desse método'considera que a célula ndo expressa Norrin,
0 que é Util na identificacdo de miméticos de Norrin. Ou-
tro aspecto tem a célula expressando uma Frizzled4, LRPS,
LRP6 e/ou Norrin n&o enddgena, e o uso da célula para,
por exemplo, identificar agonistas de Norrin.

Outro aspecto considera um método de identifi-
cacdo de um agente que regule a modulacdo d6ssea ou modu-
lacao lipidica, compreendendo: (a) a administracido de um
agente de teste a uma célula que expresse LRP5, Norrin e
Frizzled4, em que LRP5 é uma proteina LRP5 ou um fragmen-
to polipeptidico biologicamente ativo de LRP5, Norrin é
uma proteina Norrin ou um polipeptidio de Norrin biologi-
camente ativo, e Frizzled4 é uma proteina Frizzled4 ou um
fragmento polipeptidico biologicamente ativo de Friz-
zled4; (b) a determinacdo de se a dita administracdo do
agente de teste modula a interacdo Norrin-Frizzledd4; e
(c) a determinacao de se o agente de teste modula um pa-
rametro da modulacdo &éssea ou modulacido lipidica. Isso
considera que a célula expressa de maneira 6étima uma Nor-

rin, LRP5 e/ou Frizzled4 ndo enddgena. Alternativamente,
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a célula pode ndo expressar uma Norrin, LRP5, LRP6 e/ou
Frizzled4 enddbgena.

Qualquer um dos agentes testados pode ser um
mimético de Norrin, antagonista de Dkk ou antagonista de
Kremen, assim como agonista e mimético de Frizzled4, ago-
nista de Norrin e agonista de LRPS5.

Em qualquer um dos métodos ou células conside-
rados, as células podem ser células de vertebrados. Célu-
las de vertebrados podem incluir, mas ndo se limitam a,
células Osseas, células renais, células mesenquimais, a-
dipdécitos, pré-adipdcitos ou células de Xenopus.

Em qualquer um dos métodos, kits, célu-
las/linhagens celulares discutidos, a Dkk pode ser Dkkl,
Dkk2, Dkk3 ou Dkk4, ou um polipeptidio biologicamente a-
tivo de Dkkl, Dkk2, Dkk3 ou Dkk4. Da mesma forma, para
Kremen, quando Kremen é citada em qualquer aspecto, pode
ser Kremenl ou Kremen2, ou um polipeptidio biologicamente
ativo de Kremenl ou KremenZ. Wnt também pode ser qualquer
uma de Wntl a Wntl9 (por exemplo, Wntl, Wnt3, Wnt3a ou
Wntl0b) ou um fragmento biologicamente ativo de qualquer
uma dessas.

Linhagens celulares para uso com qualquer dos
métodos e kits podem incluir, mas ndo se limitam a, célu-
las KHOS/NP, células KHOS-240S, células KHOS-321H, célu-
las DSDh, células VA-ES-BJ, células 7F2, células U20S,

células HOSTE85, células ROS, células MC3T3-E6, células
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UMR-106, células Saos2, células MG63, células HOB, célu-
las-tronco mesenquimais (por exemplo, células-tronco me-
senquimais adultas humanas), células C3H10T1/2, células
HEK293A ou células HEK293T.

Animais também s&o considerados para uso na
triagem dos reagentes para modulacdo de metabolismo &sseo
e metabolismo lipidico. Modelos animais incluem animais
transgénicos. Por exemplo, o animais pode ser um animal
transgénico que expresse LRP5 ou HBM. Alternativamente, o
animal pode ser um animal com desativacdo, em que uma ou
mais de LRP5, LRP5, Norrin, uma Dkk, uma Kremen, uma Wnt
e Frizzled4 estdo desativadas. Altefnativamente, 0s ani-
mais também consideram desativagdes e genes introduzidos
combinados. Os animais podem ser qualquer vertebrado, co-
mo Xenopus ou camundongos.

Ainda outra modalidade considera um kit para a
identificag¢do de um agente que module a atividade de Nor-
rin-Frizzled4, compreendendo: (a) uma série de células
incapazes de expressar Norrin que sejam co-transfectadas
com &cidos nucléicos que codifiquem Frizzled4 ou um frag-
mento polipeptidico biologicamente ativo de Frizzled4 e
LRPS ou um fragmento polipeptidico bioclogicamente ativo
de LRP5; (b) opcionalmente, um acido nucléico de Dkk para
co-expressao em uma série de células que co-expressem
Frizzled4 ou o fragmento polipeptidico biologicamente a-

tivo de Frizzled4 e LRP5 ou o fragmento polipeptidico bi-
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ologicamente ativo de LRP5; (c) opcionalmente, um &acido
nucléico de Kremen para co-expressdo em uma série de cé-
lulas que co-expressem Frizzled4 ou um fragmento polipep-
tidico biologicamente ativo de Frizzled4 e LRP5 ou um
fragmento polipeptidico biologicamente ativo de LRP5,
e/ou para co-expressdo em uma série de células que co-
expressem Frizzled4 ou um fragmento polipeptidico biolo-
gicamente ativo de Frizzled4, LRP5 ou um fragmento poli-
peptidico biologicamente ativo de LRP5, e Dkk ou um frag-
mento biologicamente ativo de Dkk; (d) opcionalmente, um
acido nucléico de LRP6 para co-expressdo em uma série de
células que co-expressem Frizzled4 ou um fragmento poli-
peptidico biologicamente ativo de Frizzled4 e LRP5 ou um
fragmento polipeptidico biologicamente ativo de LRP5; e
(e) opcionalmente, um acido nucléico de Wnt para co-
expressdao em uma série de células que co-expressem Friz-
zled4 ou um fragmento polipeptidico biologicamente ativo
de Frizzled4 e LRP5 ou um fragmento polipeptidico biolo-
gicamente ativo de LRP5.

Ainda outro aspecto considerado é uma célula ou
linhagem celular desprovida de Norrin nativo e que ex-
presse uma LRP5 ndo nativa e uma Frizzled4 ndo nativa, em
que a LRP5 ndo nativa é uma proteina LRP5 ndo nativa, e a
Frizzled4 nao nativa é uma proteina Frizzled4 ndo nativa,
em que a LRP5 & a proteina completa ou um fragmento poli-

peptidico biologicamente ativo de LRP5, e Frizzled4 é a
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proteina completa ou um fragmento polipeptidico biologi-
camente ativo de Frizzled4, e Norrin é a proteina comple-
ta ou um fragmento polipeptidico biologicamente ativo de
Norrin. A expressdo dessas proteinas pode ser uma expres-
sdo transitdria ou estdvel. Outro aspecto considera a ex-
pressdao ndo nativa (ndo enddgena) de LRP5, LRP6, Friz-
zled4, uma Dkk e/ou uma Kremen, em que qualquer uma des-
sas pode ser a proteina inteira ou seus fragmentos poli-
peptidicos biologicamente ativos.

Outro aspecto considera os agentes identifica-
dos por qualquer um dos métodos acima isoladamente ou em
uma composicdo farmacéutica com excipientes e/ou veiculos
farmaceuticamente aceitdveis adequados. O agente pode ser
usado para tratar um transtorno lipidico e/ou um trans-
torno Osseo ou usado para formular um medicamento para
uso no tratamento de um desses transtornos.

Deve-se entender que tanto a descricio genérica
precedente, quanto a descrigdao detalhada a seguir sdo e-
xemplificativas e explicativas e se destinam a explicar
mais aprofundadamente a invenc¢do conforme reivindicada.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Os desenhos anexos, que sdo incluidos para pro-
porcionar uma melhor compreensdo dos materiais e métodos
apresentados e que sdo incorporados em e fazem parte des-

te relatdério, ilustram as modalidades.
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FIG. 1. Norrin ativa a sinalizacdo TCF em célu-
las do tipo osteoblasto U20S, mas ndo em células HEK-
293A. Ensaios de co-transfeccg¢do transitéria foram condu-
zidos em células renais embrionaria humanas (HEK) HEK-
293A e células U20S com repdérteres TCF-luci e renila. O
grafico de barras representa a razdo de sinais de lumi-
nescéncia de TCF-luci para sinais de renila que normali-
zam as respostas entre varias transfeccdes usando dife-
rentes construtos de cDNA no vetor pcDNA.

FIG. 2. A co-transfeccdo de Frizzled4 (Fz4) in-
duzir o sinal TCF mediado por Norrin em células HEK-293A
e Intensifica aquele em células U20S. O grafico de barras
mostra os resultados de respostas de TCF-luci obtidas u-
sando-se transfecgdes transitdédrias de células HEK-293A e
U20S com varias combinacdes de cDNAs.

FIG. 3. O sinal LRP5-Fz4-TCF induzido por Nor-
rin pode sesr inibido sinergicamente por Dkkl e Kremen?
em células U20S.

FIG. 4. O sinal TCF mediado por Norrin com mu-
tante LRP5-G171V (fendétipo HBM) é menos inibido do que
aquele com LRP5 na presenca de Dkkl e Kremen2.

DESCRICAO DETALHADA

Como era intrigante que trés genes, NDP,
Frizzled4 (Fz4) e proteina receptora relacionada a
lipoproteina 5 (LRP5), se mostrassem envolvidos na

vascularizacdo da retina, investigacdes nessa linha
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revelaram due interagem no nivel molecular; e que a
Norrin é um ligante do complexo LRP5-Fz4. E interessante
notar gque a ativagdo mediada por Norrin de LRP5/6 envolve
Fz4 e nao os outros cinco membros da familia Fz (isto &,
mFZ3, hFZ5, mFz6, mFz7 e mFz8). Entretanto, a Norrin tem
especificidade por Fz4 e ndo mostra nenhuma homologia de
seqiéncia significativa com Wnts.

Muta¢des de LRPS5 em seres humanos e em camun-
dongos revelaram o papel central que o sinal LRP5 e Wnt
desempenha no metabolismo ésseo (Gong et al., 2001 Cell
207: 513-523; Kato et al., 2002 J. Cell Biol. 157: 303-
314; Boyden et al., 2002 N. Engl. J. Med. 346: 1513-1521;
e Little et al., 2002 Am. J. Hum. Genet. 70: 1-19). A mu-
tagcdo G171V (de alta massa 6ssea ou do tipo “HBM”) e ou-
tras dessas mutagdes no primeiro dominio propulsor de
LRP5 resulta em uma afinidade diminuida das variantes HBM
pela proteina Dikkopfl (Dkkl) em comparacdo com a LRP5 de
tipo selvagem (Boyden et al., 2002 N. Engl. J. Med. 346;
e Al et al., 2005 Mol. Cell. Biol. 25: 4946-4955). A mu-
tagdo HBM leva a uma inibic¢do diminuida por Dkkl e & ati-
vagdo de sinais Wnt-beta-catenina mediados por mutante
HBM in vitro. Especula-se que esse fendmeno seja o meca-
nismo molecular subjacente importante para o fendétipo de
alta massa 6ssea (HBM) em seres humanos e em camundongos

transgénicos com mutag¢des do tipo HBM (Babij et al., 2003
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J. Bone Mineral Res. 18: 960-974).

Dkkl & um dos antagonistas secretados do sinal
LRP5/6-Wnt (Glinka et al., 1998 Nature 391: 357-362; Ka-
wano et al., 2003 J. Cell. Sci. 116: 2627-2634; e Bafico
et al., 2001 Nat. Cell Biol. 3: 683-686). Além disso,
Dkkl na presenca de Kremenl/2, outro tipo de receptor
transmembrana de passagem Unica, intensifica a inibicéao
do sinal LRP5/6-TCF mediado por Wnt (Mao et. al., 2002
Nature 417: 664-667) por internalizacdo do complexo ter-
nario LRP5-Dkkl-Kremen. Kremens forma o complexo terndrio
na superficie celular com LRP5/6 e Dkkl para facilitar
sua internalizagdo ou endocitose. Kremens facilita a réa-
pida endocitose de LRP5 e LRP6 a partir da membrana celu-
lar e, dessa forma, blogueia a sinalizacdo LRP5/6-Wnt. Os
materiais e métodos aqui apresentados surgiram da especu-
lacdo de que o padrdo de expressao desses interatores em
um dado tipo celular possa regular a sinalizacdo Wnt ou
trazer uma especificidade adicional.a funcdo de LRP5/6 em
células como osteoblastos. Deve-se notar que, a menos que
especificamente mencionado, em todos Os casos em que se
faz referéncia a Dkkl, pode-se substituir por qualguer
uma das outras Dkks isoladamente ou em combinacdo.

A andlise das quatro variantes de unido de Kre-
men?2 (Krm2) revelou uma variante desprovida de 44 aminoa-

cidos na terminacdo carbdxi, que pode intensificar a ini-
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bi¢do mediada por Dkkl de LRP5/6 (B. Mao et al., “Kremen
proteins are Dickkopf Receptors that Regulate Wnt/beta-
Catenin Signaling,” 2002 Nature 417(6889): 664-667). E-
feitos médximos da intensificacdo com Dkkl sdo observados
com um clone Krm2 de comprimento total. A atividade de
Krm2 é mediada por sua interacdo com o segundo dominio
rico em cisteina de Dkkl. Krm2 também pode converter o
ativador de sinal LRP6-Wnt Dkk2 em um inibidor em células
HEK-293A. Deve-se notar que, a menos que especificamente
mencionado, em todos os casos em que se faz referéncia a
Kremen2, pode-se substituir por Kremenl isoladamente ou
em combinacdo com Kremen?2.

Os materiais e métodos aqui apresentados se re-
ferem as interac¢des funcionais entre Norrin, Frizzledd,
LRPS5 ou variantes HBM de LRP5, por exemplo, G171V. Con-
forme aqui descrito, Norrin intensifica modestamente o
sinal TCF do mutante G171V-LRP5 com relacdo ao sinal ob-
servado com LRP5 em células o6sseas U20S. Norrin também
leva a uma inibig¢do diminuida da via por Dkkl e/ou Kre-
menZ. Aqui sdo apresentados materiais e métodos para o
uso de Norrin como um agente de triagem para encontrar
reagentes que sejam miméticos de Norrin e agonistas de
Norrin. Esses agentes de modulacdo de Norrin e miméticos
de Norrin podem ser uteis para modulacdo éssea. Modulado-
res de Norrin e miméticos de Norrin incluem, mas ndo se

limitam a, pequenas moléculas quimicas, polipeptidios,
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peptidios, siRNAs e imunoglobulinas.

1.

1.1

Abreviagdes e Definicgdes

Abreviacdbes

As abreviagdes a seguir foram usadas no relatd-

rio. Embora esses acrdnimos e abreviacdes possam ter di-

ferentes significados em outras técnicas, sdo conforme

indicados abaixo ou conforme separadamente distinguidos

no relatédrio.

ACP5S

Akt-

AlPASE

3

fosfatase acida 5
proteina quinase B (PKB) ou RAC-PK

fosfatase alcalina

ALFA ensaio homogéneo de proximidade lumines-

cente amplificado

APE

AP1B

subunidade beta 1

AXIN

b.i.

BGN

BMC

BMD

BMP1

BMP4

BMU

BSA

1

d.

proteina relacionada a adaptador 1

complexo de proteina adaptadora AP-1,

axina

bis in die (duas vezes ao dia)
biglicano especifico para osso
teor mineral &sseo
densidade mineral &éssea
proteina morfogenética &éssea 1
proteina morfogenética Ossea 4
unidade de remodelagem Ossea

albumina sérica bovina
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BTG2
anti-proliferativo
CBFB
CCND1
CCND3
CCNI
cDNA

CELSRZ2

18

gene 2 de translocacdo de células B,

fator beta de ligacdo a nuacleo
ciclina D1

ciclina D3

ciclina I

DNA complementar

receptor 2 do tipo G de sete passa-

gens da caderina EGF LAG

CEP

CHUK/IKK

proteina ciano fluorescente

quinase ubiqua de hélice-alca-hélica

alfa conservada, IkB quinase alfa

CK1l alfa

CKB

CNK1

KSR

CollAl

Col3Al

Col6A3

Connx43

COX-2

CRABP2

celular II

CRD

CSF1R

lénias 1

caseina quinase 1, alfa 1
creatina quinase, cérebro

intensificador de conector do tipo

colageno, tipo 1, alfa 1
colageno, tipo 3, alfa 1
colageno, tipo VI, alfa 3
Conexina 43
ciclooxigenase-2

proteina de ligagdo a acido retindico

dominio rico em cisteina

receptor do fator estimulador de co-



CSPG2

CTGF

CTSK

CX3CR1

19

condroitina sulfato proteoglicano

fator de crescimento de tecido con-

catepsina K

receptor 1 de guimicina (C-X3-C)

Ciclina Dlveja também CCND1

DELTEX

Dkk

Dkkl

Dkk2

Dkk3

Dkk4

DMSO

dsRNA

DVL1

DXA

EDTA

EGTA

homélogo deltex 2 (Drosophila), veja

Dikkopf

Dikkopfl

Dikkopf2

Dikkopf3

Dikkopf4

sulféxido de dimetila
RNA de fita dupla

despenteado, homélogo dsh (Drosophi-

absorciometria de raios X dupla
acido etilenodiaminatetraacético

acido etileno glicol-0-0’-bis(2-

aminoetil)-N,N,N’N’/-tetraacético

eNOS

EPHB2

6xido nitrico sintetase excitédvel

intensificador de conector do tipo

KSR (supressor quinase de ras de Drosophila)

juntivo
5
EphB2
10
15
la)
20
25

EPHB6

receptor de Eph B6
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ERBB3 oncogene GRO1
ERK também conhecida como proteina quina-

se ativada por mitdgeno pd4/42 (MAPK)

EVRX vitreo-retinopatia exsudativa ligada
a X

FAP proteina de ativacdo de fibroblastos,
alfa

FBLN1 fibulina 1

FBS soro bovino fetal

FEVR vitreo-retinopatia exsudativa famili-
ar

FGF-2 Fator de crescimento de fibroblastos
2 (basico)

FGE-7 Fator de crescimento de fibroblastos

7 (fator de crescimento de queratindcitos)

FOS homélogo do oncogene viral de osteos-
sarcoma murideo FBJ

FOSL1 antigeno 1 do tipo Fos

FRET transferéncia de energia por resso-
néncia fluorescente

Frizzled2 Frizzled (Drosophila) hombélogo 2,

também chamada de FZD2

Fz Frizzled
Fz4 Frizzled4
FZD2 Frizzled (Drosophila) homélogo 2

FZD4 Frizzled homdélogo 4
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G171V
sicdo 171 de LRP5

GADD45A
dano ao DNA, alfa

GADD45B

21

mutacdo de glicina para valina na po-
humana

induzivel por parada do crescimento e

induzivel por parada do crescimento e

dano ao DNA 45, beta

GADD45G

induzivel por parada do crescimento e

dano ao DNA 45, gama

GAS6

GFP
GJAl
de juncdo de vao
GJB3
de jungdo de vao
GSK-3
GSK-3«
forma alfa
GSK-38
forma beta
HBM
HDL
HEK

HERPUD1

especifico para parada de crescimento

proteina fluorescente verde
proteina alfa 1 de canal de membrana
(também conhecida como Conexina 43)

proteina beta 3 de canal de membrana

glicogénio sintetase quinase-3

glicogénio sintetase quinase-3, iso-

glicogénio sintetase gquinase-3, iso-

fendtipo de alta massa Ossea
lipoproteina de alta densidade
rim embriondrio humano

membro 1 do dominio do tipo ubiquiti-

na induzivel por estresse de reticulo endoplasmético, in-

duzivel por homocisteina



IDB2
5 IDB3
2 (somatomedina A)
IGF2R
tipo insulina 2
IGFBP®6
10 crescimento do tipo
iGSK
iGSK-3
IL-1
IL1R1
15 IL1IRL]
IL4ARA
IL-6
ITGAS
fibronectina)
20 ITGB5S
ITGBL1
JNK

JUN

22

terapia de substituicdo hormonal
intramuscular

intravenoso

inibidor de ligag¢do 2 a DNA

fator de crescimento do tipo insulina

receptor do fator de crescimento do

proteina de ligacdo 6 ao fator de
insulina

inibidor de GSK

inibidor de GSK-3

interleucina-1

receptor de interleucina-1, tipo I
do tipo receptor de interleucina-1 1
receptor de interleucina 4, alfa
interleucina-6

integrina alfa 5 (receptor alfa de

integrina, beta
integrina, do tipo beta 1
via da c-jun amino quinase

homélogo do oncogene de virus de sar-

coma aviario 17 v-jun

25 JUND1

Jun

gene dl relacionado ao proto-oncogene
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Kremen
olho e o nariz

Krml

Krm?2

LBD
LRP6, HBM

LDL

LDLR
densidade

LOX

LRPS

23

gene que codifica Kringle que marca o

Kremenl
Kremen?2

dominio de ligagdo a ligante de LRPS,

lipoproteina de baixa densidade

receptor de 1lipoproteina de baixa

lisil oxidase

proteina 5 relacionada ao receptor de

lipoproteina de baixa densidade

LRP6

proteina 6 relacionada ao receptor de

lipoproteina de baixa densidade

LSP1

LUM

mAb

MAPK
(pd2,44) (ERK)

MAPKAPK?2
ina quinase ativada

MCC

MDSC
ma

MET

proteina 1 especifica para linfécitos
lumicano
anticorpo monoclonal

proteina quinase ativada por mitdgeno

proteina quinase 2 ativada por prote-
por mitdégeno, também chamada de MK2
mutacao para canceres colo-retais

células tronco derivadas de mesénqui-

proto-oncogene met (receptor do fator

de crescimento de hepatécitos)
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MMP-14

MMP-9

MSX1

MYBL1

24

metaloproteinase de matriz 14
metaloproteinase de matriz 9
homeo caixa, do tipo msh 1

homélogo de oncogene viral de mielo-

blastose v-myb (avidrio) do tipo 1

MYC

homélogo do oncogene viral de mielo-

citomatose aviaria v-myc

MYCS

NCAM1
1

ND

NDP
Ndph)

NFATC1

citoplasmatico 1
NFKB1
gene de cadeia leve
Non-TG
NOS3
conhecida como eNOS
NR4A1
grupoa A, membro 1
OGN
OPG
OPPG

OSMR

oncogene do tipo Myc, proteina s-myc

molécula de adesdo de células neurais

doenca de Norrie

proteina da doenca de Norrie (também

fator nuclear de células T ativadas,

fator nuclear do intensificador de
kapa em células B 1, pl05
ndo transgénico

6xido nitrico sintetase 3, também

subfamilia 4 de receptor nuclear,

osteoglicina
osteoprotegerina
sindrome de osteoporosepseudoglioma

receptor de oncostatina M
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PCOLCE proteina intensificadora da pré-
colageno c-proteinase

PDGFA Incl. Aglomerador M29464:fator de
crescimento derivado de plaquetas alfa

PDGFRA polipeptidio do receptor de fator de

crescimento derivado de plaquetas alfa

PKA proteina quinase A
PKC proteina quinase C
PLAT ativador de plasminogénio do tipo

tissular, t-PA
PNA acido nucléico peptidico

PRDC-PENDING proteina relacionada a DAC e

Cerberus
PTGIS prostaglandina sintetase
PTGS silenciamento de gene pdbs-transcricdo
PTGS1 prostaglandina endoperdéxido sintetase

1, também chamada de COX-1

PTGS2 prostaglandina endoperdéxido sintetase
2 (prostaglandina G/H sintetase ou ciclooxigenase 2) ou
COX-2

PTH horménio paratireoidiano

RAMP3 proteina 3 modificadora de atividade
de receptor (calcitonina)

RANK ativador de receptor de NF-kB

RANKL ligante de ativador de receptor de

NF-kB
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RLUs unidades relativas de luciferase

RNA1 interferéncia de RNA

ROP retinopatia de prematuridade

RUNX1 fator de transcricdo relacionado a
runt 1

RUNX2/CBFA1l fator de transcricdo relacionado
a runt 2

S100A10 proteina de ligagdo a calcio similar

a calpactina
SDC1
SDF1
SERM

seletivo

SERPINE1

teinase, clade E
nogénio tipo 1),
SFRP1
cretada 1
SFRP4
cretada 4
shRNA
siRNA
SPARC
SPARCL1
SPP1

SPR

sindecano 1
fator derivado de estroma 1

modulador de receptor de estrogénio

inibidor da serina (ou cisteina) pro-

(nexina, inibidor do ativador de plasmi-

membro 1

proteina relacionada a frizzled se-

proteina relacionada a frizzled se-

RNA em forma de grampo curto
RNA de interferéncia curto
sparc/osteonectina

do tipo SPARC 1 (mast9, hevina)
fosfoproteina secretada 1

ressonancia de plasmon de superficie
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STAT1
transcricédo 1
STAT3

TANK

27

transdutor de sinal e ativador de

gene RIKEN cDNA 1110034cC02

ativador de Nf-kappa B associado a

membro da familia TRAF

TCF
TG
TGFB1
beta 1
TGFBR2
beta receptor II
TGF-f
THBD
THBS1
TIEG
TIMP1

TIMP2

TIMP3

TNF

fator de células T
transgénico

fator de crescimento transformador,

fator de crescimento transformador,

fator de crescimento tumoral beta
trombomodulina

trombospondina 1

gene precoce induzivel por TGFB
inibidor tissular de metaloproteinase

inibidor tissular de metaloproteinase

inibidor tissular de metaloproteinase

fator de necrose tumoral

TNFRSF10B superfamilia de receptor de fator de

necrose tumoral,

membro 10b

TNFRSF11B superfamilia de receptor de fator de

necrose tumoral,

membro 1lb (osteoprotegerina)
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TNFSF11 superfamilia fator de necrose tumoral

(ligante), membro 11 (veja RANKL)

TOB1 transdutor de ErbB-2.1
TRAF3 fator 3 associado a receptor de TNF
TUNEL etiquetagem de extremidade de entalhe

dUTP de desoxinucleotidil transferase terminal
UNK D83402 prostaglandina I2 (prostacicli-

na) sintetase

VCAM1 molécula de ades&o de células vascu-
lares 1

VEH veiculo

VLDL lipoproteina de densidade muito baixa

WIF fator inibitdério de Wnt

WISP1 proteina 1 da via induzivel por WNT1

WISP2 proteina 2 da via de sinalizacdo in-

duzivel por WNT1

Wnt 3A membro da familia de sitios de inte-
gracdao MMTV do tipo sem aba

Wnt familia de sitios de integracdo MMTV
do tipo sem aba (por exemplo, Wntl a Wnt 19)

Wntl0B membro da familia de sitios de inte-
gracao MMTV do tipo sem aba 10B

Wnté membro da familia de sitios de inte-
gracao MMTV do tipo sem aba 6

YEP proteina fluorescente amarela

1.2 Definicbes
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De acordo com esta descrigdo detalhada, apli-

cam-se as seguintes abreviacgdes e definicdes. Deve-se no-

W ”

tar que, conforme aqui usado, as formas singulares “um”,

W 7”7 W ”

“uma”, “o” e “a” incluem os respectivos plurais, a menos
que o contexto claramente indique de outra forma. Assim,
por exemplo, referéncia a “um mimético” inclui uma plura-
lidade desses miméticos, e referéncia a “a dosagem” in-
clui referéncia a uma ou mais dosagens e seus equivalen-
tes conhecidos por aqueles versados na técnica, e assim
por diante.

A menos que definido de outra forma, todos os
termos técnicos e cientificos aqui usados tém os mesmos
significados que os comumente entendidos por aqueles ver-
sados na técnica. Os seguintes termos sdo apresentados
abaixo. Os genes aqui citados pretendem incluir os nuUme-
ros de acesso mencionados, assim como outras sequiéncias
nao especificadas.

“Animal” significa qualquer vertebrado. “Ani-
mal” inclui “mamiferos”. Mamiferos preferidos incluem a-
nimais de criagdo (por exemplo, ungulados, como gado, bu-
falos, cavalos, ovelhas, porcos e cabras), assim como ro-
edores (por exemplo, camundongos, hamsters, ratos e co-
baias), caninos, felinos, primatas (por exemplo, chimpan-

zés, orangotangos, humanos), lupinos, camelideos e cervi-

deos. Outros vertebrados incluem aves (por exemplo, gali-
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nhas, patos, gansos, aves selvagens), anfibios (por exem-
plo, Xenopus) e ictidides (peixes).

“Norrin” pretende incluir todas as formas ver-
tebradas de Norrin e todas as suas formas de polipepti-
dios e acidos nucléicos. “Norrin” também é chamada de ND,
proteina da doenga de Norrie, precursor de Norrin, NDP,
Ndp e homologia da proteina de doenga de Norrie (Ndph).
Variantes de Norrin também sdo consideradas.

“Atividade de Norrin” seria uma atividade de
Norrin ao envolver a via de sinalizacdo de Wnt e sua in-
teragdo com Frizzled4 e LRP5/6. Isso incluiria a intera-
¢ao de Norrin com Frizzled4 (Fz4) e sua intensificacdo da
atividade de LRP5. A tGnica proteina Frizzled com a qual
Norrin interage é a Frizzled4. Entretanto, as Wnts aqui
discutidas podem ser usadas nos sistemas de ensaio para
comparar a especificidade de qualquer molécula que module
a interacdo Norrin-Frizzled4 e LRP5 e LRP6 no sistema de
sinalizagdo de Wnt. Assim, “agente modulador de Norrin” é
um agente que module uma atividade de Norrin, em que a
atividade de Norrin seja parte da sinalizacdo de Wnt. Uma
atividade de Norrin preferida é a regulacdo da remodela-
gem 6ssea e/ou modulacgdo lipidica. Com relacdo a modula-
¢do lipidica, veja o pedido de patente norte-americana n°
09/578.900. O contetdo do pedido de patente norte-
americana n°® 09/578.900 é aqui incorporado por referéncia

para todas as finalidades em sua inteireza. Agentes modu-
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ladores de Norrin incluem agonistas e antagonistas da a-
tividade 6ssea e/ou niveis lipidicos. Um agonista de Nor-
rin, por exemplo, intensificaria o crescimento désseo em
um sujeito quando administrado.

“Dkk” pretende incluir todas as formas verte-
bradas de Dkkl, Dkk2, Dkk3 e Dkk4 e todas as formas de
acidos nucléicos e polipeptidios. “Dkkl” também se refere
a Dickkopf-1, precursor de proteina-1 relacionada a Dick-
kopf, Dkk-1, DKK-1, hDkk-1 (para a forma humana de Dkkl),
AK e UNQ492/PRO1008. “Dkk2” também se refere a Dickkopf-
2, precursor de proteina-2 relacionada a Dickkopf, Dkk-2,
DKK-2, hDkk-2 (para a forma humana de Dkk2) e
UNQ682/PR0O1316. “Dkk3” também se refere a Dickkopf-3,
precursor de proteina-3 relacionada a Dickkopf, Dkk-3,
hDkk-3 (forma humana de Dkk3), REIC e UNQ258/PR0295.
“Dkk4” pretende incluir Dickkopf-4, precursor de protei-
na-4 relacionada a Dickkopf, Dkk-4, DKK-4 e hDkk-4 (para
a forma humana de Dkk4). Variantes de Dkk também s&o con-
sideradas. Agentes moduladores de Dkk incluiriam antago-
nistas e agonistas de Dkk.

“Kremen” pretende incluir todas as formas ver-
tebradas de Kremenl e Kremen? e todas as formas de acidos
nucléicos e polipeptidios. “Kremenl” também é chamado de
receptor de Dickkopf, FLJ31863, KREMEN, proteina contendo
Kringle que marca o olho e o nariz, proteina 1 transmem-

brana contendo Kringle e KRM1l. “Kremen2” também é chamado
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de receptor 2 de Dickkopf, precursor de proteina 2 Kre-
men, proteina contendo Kringle gue marca o olho e o na-
riz, KRM2, MGC10791, MGC1l6709 e a forma Kremen? associada
a2 Equipe do Programa de Colecdo de Genes de Mamiferos
(MGC), 2002 “Generation and initial analysis of more than
15,000 full length human and mouse cDNA sequences,” Proc.
Nat’1l Acad. Sci. USA 99(26): 16899-16903. Variantes de
Kremen também sdo consideradas. Agentes moduladores de
Kremen incluem antagonistas e agonistas de Kremen.
“LRP5” ou “proteina 5 relacionada ao receptor
de lipoproteina de baixa densidade” pretende incluir to-
das as formas de écidos nucléicos e polipeptidios verte-
bradas de LRP5. Outros nomes para LRP5 e hombogos rela-
cionados incluem BMND1l, Zmaxl, HGNC:8152, proteina 5 re-
lacionada ao receptor de lipoproteina de baixa densidade,

LR3, LRP7, OPPG, OPS e VBCH2. “LRP5” também é conhecida

ANY r

como “arr” em Drosophila e tem os seguintes sindnimos a-
dicionais: BEST:CK00539, CK00539, 1(2)k08131, LDLR-like,
LRP, LRP5/6 e LRP6. Por exemplo, uma variante “HBM” ou
“alta massa 6ssea” de LRPS5 tem uma unica alteracdo de a-
minoacido na forma polipeptidica de uma glicina para uma
valina na posigcdo 171 na seqiiéncia polipeptidica humana.
ha uma mutacdo similar na posicgdo 170 da seqiiéncia de ca-
mundongo. Homélogos adicionais em outros vertebrados po-

dem ser determinadas em outras espécies dados os dominios

de hélice tridimensional. O uso de HBM considera a inclu-
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sdao da variante G171V e seu homélogo de outras espécies
de vertebrados. Uma variante de HBM é uma que produz um
fendtipo de alta massa Ossea, que resulta de uma mutacao
em LRP5 diferente da alteracdo G171V. Para as formas
Zmaxl e HBM, veja a patente norte-americana n°® 6.770.461,
que € aqui incorporada em sua inteireza para todas as fi-
nalidades. Assim, um exemplo de uma variante ou homdlogo
de tipo selvagem de LRP5 é a Zmaxl. Quando se faz refe-
réncia a LRP5, todas as formas de LRP5, incluindo uma va-
riante ou homélogo de tipo selvagem, também s&o conside-
radas. Variantes de LRP5 e HBM também sdo consideradas.
Agentes moduladores de LRP5 incluiriam agonistas e anta-
gonistas de LRP5. Também se consideram miméticos de LRP5.

“LRP6” ou “proteina 6 relacionada a receptor de
lipoproteina de baixa densidade” pretende incluir todas
as formas de acidos nucléicos e polipeptidios vertebrados
de LRP6. LRP6 também & chamada de precursor da proteina 6
relacionada a lipoproteina de baixa densidade. Variantes
de LRP6 também sdo consideradas. Quando se faz referéncia
a LRP6, todas as formas de LRP6, incluindo uma variante
ou homélogo de tipo selvagem, também sdo consideradas.
Quando se discute o complexo Frizzled4/LRP5, o complexo
também se refere a Frizzled4/LRP6 e Frizzled4/LRP5/LRP6.
Agentes moduladores de LRP6 incluem agonistas e antago-
nistas de LRP6. Miméticos de LRP6 mimetics também sdo

considerados aqui para uso na modulacdo da via de Wnt de



10

15

20

25

34

modo a intensificar o crescimento 6sseo.

"Wnt” pretende incluir qualquer proteina e aci-
do nucléico de Wnt (membro da familia de sitios de inte-
gragdo MMTV do tipo sem aba), incluindo aqueles de Wntl-
Wntl9. Formas exemplificativas de Wnt incluem Wntl (tam-
bém conhecida como membro da familia de sitios de inte-
gragcao MMTV do tipo sem aba 1, INT1 e precursor da prote-
ina de proto-oncogene Wnt-1), Wnt3 (também conhecida como
membro da familia de sitios de integracgdo MMTV do tipo
sem aba 3, INT4 e precursor da proteina de proto-oncogene
Wnt-3), Wnt3a (também conhecida como membro da familia de
sitios de integragcdo MMTV do tipo sem aba 3A e precursor
da proteina Wnt-3a) e WntlOb (também conhecida como mem-
bro da familia de sitios de integrag¢do MMTV do tipo sem
aba 10B, precursor da proteina Wnt-10b, WNT-12, Wnt-12 e
WNT-12) . Variantes de qualquer uma das formas de Wnt tam-
bém sdo consideradas. Agentes moduladores de Wnt incluem
agonistas e antagonistas de Wnt.

“Variante” pretende incluir uma forma de um &-
cido nucléico que codifique uma proteina, em que a prote-
ina tenha atividade bioldégica na cascata de Wnt e esteja
envolvida na modulacdo do metabolismo ésseo e metabolismo
lipidico. Isso pode incluir variantes aumentadas de LRPS5,
como a variante G171V que produz uma alta massa 6ssea no
ser humano que expressa essa proteina.

“Fragmento biologicamente ativo”, “fragmento
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polipeptidico” e “polipeptidio biologicamente ativo” sig-
nificam um fragmento biologicamente ativo de LRPS, LRPG6,
HBM, Kremenl, Kremen2, qualquer Dkk, qualquer Wnt e Nor-
rin, em que essa atividade modula a via de Wnt e, de pre-
feréncia, a via de Wnt com relacdo ao desenvolvimento és-
seo, modulagdo 6ssea e/ou metabolismo de um lipidio. Es-
ses sdo dominios das proteinas completas que estdo envol-
vidas na sinalizagdo de Wnt e, dessa forma, na modulacao
induzida pela via de Wnt de lipidios e/ou desenvolvimento
Osseo. Por exemplo, polipeptidios biologicamente ativos
de LRP5 e LRP6 podem ser a parte extracelular dessas pro-
teinas (por exemplo, aminodcidos 1-1.376 da LRP5 humana
(N° de Acesso no GenBank NP 002326), Zmaxl, ou HBM). Além
disso, para LRP5 humana, que tem 1.615 aminodcidos de
comprimento, outros dominios com atividade bioldégica po-
dem incluir o dominio transmembrana (aminodcidos 1.385 a
1.407), o dominio citoplasmatico (aminocacidos 1.408 a
1.615) e o dominio extracelular (aminoacidos 1-1.384 ou
20-1.384, se os primeiros 19 aminodcidos do peptidio de
sinal forem removidos). Para LRP6 humana, que tem 1.613
aminoacidos de comprimento, haveria dominios analogos:
dominio extracelular (aminoacidos 1-1.370 ou 20-1.370, se
os primeiros 19 aminoacidos do peptidio de sinal forem
removidos), dominio transmembrana (aminoacidos 1.371-
1.393) e o dominio citoplasmatico (aminodcidos 1.394-

1.613). Demonstrou-se que o dominio extracelular rico em
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cisteina (CRD) de Frizzled4 interage com Norrin, isto &,
aminoacidos 36-165 (N° de Acesso IPR000024; N° de Acesso
no GenBank NP_036325; Xu et al., 2004 Cell 116: 883-895);
assim, um polipeptidio biologicamente ativo de Frizzled4
poderia conter o CRD. Um polipeptidio biologicamente ati-
vo de Norrin poderia incluir o dominio CRD de Norrin, por
exemplo, aminoacidos 15-150. Em outro exemplo, relatou-se
que, para que uma proteina Dkk se ligue a Kremenl ou Kre-
men2, ¢ necessario o dominio extracelular inteiro, por
exemplo, aminocacidos 1-362 para Kremen2 humana (N° de A-
cesso no GenBank BAC00872). Assim, partes biologicamente
ativas de Kremenl e Kremen2 conteriam pelo menos o domi-
nio extracelular, assim como suas seqiiéncias mais longas.
Para Dkkl, por exemplo, um polipeptidio biologicamente
ativo conteria pelo menos o dominio rico em cisteina C-
terminal (aminodcidos 183-266 para Dkkl humana; N° de A-
cesso no GenBank AAQ89364). Sabe-se que o dominio rico em
cisteina C-terminal estd envolvido na ligacdo de LRP5 e
LRP6 a Kremen2. Assim, para qualquer polipeptidio biolo-
gicamente ativo de uma proteina Dkk, o polipeptidio pode-
ria conter pelo menos o dominio rico em cisteina de cada
Dkk. Entretanto, outros exemplos incluem polipeptidios
contendo o dominio rico em cisteina de uma proteina Dkk,
assim como, por exemplo em Dkkl, seqgiiéncias das extremi-
dades N-terminais e/ou C-terminais do dominio rico em

cisteina de Dkkl. Seqiiéncias similares seriam considera-
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das para outras Dkks. Esses fragmentos biologicamente a-
tivos também podem incluir proteinas completas menos um
ou mais aminodacidos na terminacdo carbdéxi, ou terminacdo
amio ou dentro do polipeptidio que forma a proteina, mas
que tenham a mesma atividade que a proteina de comprimen-
to total, e em que esses fragmentos polipeptidicos biolo-
gicamente ativos ndo ajam como um inibidor de bloqueio,
quando comparados com a atividade induzida pelo polipep-
tidio de comprimento total.

“Parédmetro lipidico” pretende incluir, mas ndo
se limita a, um pardmetro medido in vitro ou in vivo para
analisar uma alteracdo da concentracdo de lipidios, com
base na exposicdo a um reagente. O pardmetro lipidico po-
de incluir a medigdo de apoE, HDL, LDL, VLDL, trigliceri-
deos, colesterol, o numero de adipdcitos, uma alteracdo
na expressdo do gene de adipdcitos ou uma combinacdo des-
ses parametros. Um pardmetro lipidico também se refere a
razdes de, por exemplo HDL:VLDL. No estudo de alteracdes
in vivo, podem-se fazer perfis lipidicos, como perfis 1li-
pidicos em jejum (colesterol total, triglicerideos, LDL e
HDL) para avaliar a modulacgdo dos niveis de lipidios de-
vidos a administracdo de um reagente de teste.

“Transtornos lipidicos”, “doencas lipidicas” e
“condigdes lipidicas” que possam ser mediadas por Norrin
pretendem incluir, mas ndo se limitam a, deficiéncia de

lipoproteina lipase familiar, deficiéncia de apoproteina
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CII familiar, hiperlipoproteinemia do tipo 3 familiar,
hipercolesterolemia familiar, hipertrigliceridemia fami-
liar, hiperlipidemia do tipo lipoproteinas miltiplas, ni-
veis de lipidios elevados devido a didlise e/ou diabetes
e niveis de lipidios elevados de etiologias desconheci-
das.

“Desenvolvimento &sseo” se refere genericamente
a qualquer processo envolvido na alteracdo do 0sso com o
tempo, incluindo, por exemplo, desenvolvimento normal,
alteracdes que ocorrem durante um estado patolégico e al-
teragdes que ocorrem durante o envelhecimento ou altera-
¢bes do padrdo hormonal. Isso pode se referir a altera-
¢Oes estruturais e alteracdes de taxa dinadmica, como ta-
xas de crescimento, taxas de ressorg¢do, taxas de reparo
Osseo e outras. “Transtorno do desenvolvimento ésseo” se
refere particularmente a qualquer transtorno no desenvol-
vimento 6sseo, incluindo, por exemplo, alteracdes que o-
correm durante estatos patoldgicos e alteracgdes que ocor-
rem durante o envelhecimento. O desenvolvimento dsseo po-
de ser de natureza progressiva ou ciclica. Aspectos dos
0ossos que podem se alterar durante o desenvolvimento in-
cluem, por exemplo, mineralizacido, formacdo de caracte-
risticas anatémicas especificas e numeros relativos ou
absolutos de varios tipos de células. Outros transtornos
6sseos considerados que podem ndo estar relacionados ao

desenvolvimento incluem, mas ndoc se limitam a, perda 6s-



10

15

20

25

39

sea relacionada a idade, fraturas ésseas (por exemplo,
fratura do quadril, fratura de Colle, fraturas por esma-
gamento de vértebras), condrodistrofias, transtornos in-
duzidos por farmacos (por exemplo, osteoporose devida a
administragcao de glicocorticdides ou heparina e osteoma-
lacia devida a administracdo de hidréxido de aluminio,
anticonvulsivantes ou glutetimida), elevado turnover &s-
seo, hipercalcemia, hiperostose, osteogenese imperfeita,
osteomalacia, osteomielite, osteoporose, doenca de Paget,
osteoartrite e ragquitismo.

“Modulagao 6ssea” ou “modulacdo da formacdo 6s-

77

sea” se refere a capacidade de afetar qualquer um dos
processos fisioldgicos envolvidos na remodelagem &ssea,
conforme serd percebido por aqueles versados na técnica,
incluindo, por exemplo, ressorcdo dssea e crescimento 6s-
seo aposicional por , entre outras coisas, ativadade os-
teocléastica e osteobléstica, e pode compreender algumas
ou todas as formagdes ou desenvolvimentos ésseos, confor-
me aqui usado.

O osso €& um tecido dindmico que estd continua-
mente se adaptando e renovando mediante a renovacdo de
osso velho ou desnecessdrio por osteoclastos e a recons-
trugdo de osso novo por osteoblastos. A natureza do aco-
plamento entre esses processos é responsavel tanto pela

modelagem do osso durante o crescimento, quanto pela ma-

nutengdo da integridade esquelética do adulto mediante
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remodelagem e reparo para atender as necessidades didrias
de uso mecédnico. Ha inumeras doencas que resultam de um
desacoplamento do equilibrio entre a ressorcdo e a forma-
cdo Ossea. Com o envelhecimento, h& uma desequilibrio
“fisioldégico” gradual no turnover Osseo, que é particu-
larmente exacerbado em mulheres devido a perda de suporte
estrogénico na menopausa, que leva a uma progressiva per-
da de osso. Quando a densidade mineral 6éssea cai abaixo
das normas populacionais, h& um conseqgiiente aumento na
fragilidade e Ossea e suscetibilidade a fraturas espontéa-
neas. Para cada 10 por cento de osso que sdo perdidos, o
risco de fratura dobra. Individuos comvdensidade mineral
Ossea (BMD) na espinha ou fémur proximal 2,5 ou ou mais
desvios padrdo abaixo da massa 6ssea de pico normal sao
classificados como osteopordéticos. Entretanto, individuos
osteopénicos com BMD entre 1 e 2,5 desvios padrido abaixo
da norma também estdo em risco.

O osso é medido por varias formas diferentes de
absorciometria de raios X. Todos os instrumentos medem o
teor inorgénico ou mineral o6sseo do osso. Medicdes DXA
padronizadas ddo um valor que é uma densidade de &rea,
nao uma medig¢do de densidade verdadeira pela definicéao
classica de densidade (massa/unidade de volume). Todavia,
esse € o tipo de medigdo usada clinicamente para diagnos-
ticar osteoporose. Entretanto, embora a BMD seja o prin-

cipal fator contribuinte para a resisténcia éssea, até
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40% da resisténcia oéssea derivam de outros fatores, in-
cluindo, mas ndo limitados a: (1) tamanho do osso (isto
é, diametros maiores aumentam a rigidez no nivel do 6r-
gao, mesmo em face de uma menor densidade); (2) a conec-
tividade das estruturas trabeculares; (3) o nivel de re-
modelagem (loci de remodelagem sdo concentracdes locais
de distorgédo); e (4) a resisténcia intrinseca do préprio
material 6sseo, que, por sua vez, & funcdo da histéria de
cargas (isto é, mediante lesdes de fadiga acumuladas) e o
grau de reticulagdo do coldgeno e nivel de mineralizacéo.
Ha boa evidéncia de que todos esses fatores de resistén-
cia/fragilidade desempenhem algum papel em fraturas oste-
opordticas, assim como também um conjunto de influéncias
extra-esqueléticas (como, mas ndo limitadas a, padrdes de
quedas, amortecimento com tecido macio e respostas refle-
xas do sistema nervoso central).

Instrumentos analiticos adicionais podem ser
usados para verificar essas caracteristicas do osso. Por
exemplo, a pQCT permite a medicdo de compartimentos tra-

beculares e corticais separados quanto ao tamanho e a
densidade. A pCT (micro CT) fornece informacdes quantita-
tivas de caracteristicas arquitetdénicas, como conectivi-
dade trabecular. A uCT também fornece uma medida verda-

deira da densidade 6ssea. Com essas ferramentas, os im-

portantes parametros ndo BMD podem ser medidos para diag-
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nosticar a extensdo da doenca e a eficdcia dos tratamen-
tos. Os atuais tratamentos para osteoporose se baseiam na
capacidade de farmacos de prevenirem ou retardarem a res-
sorgao Ossea. Embora os novos agentes anti-ressortivos
estejam se mostrando Uteis na terapia de osteoporose, e-
les sdo vistos como solugdes de curto prazo para o desa-
fio mais definitivo de se desenvolverem tratamentos que
aumentem a massa Ossea e/ou o0s pardmetros de qualidade
6ssea acima mencionados. Assim, a modulacdo 6ssea pode
ser avaliada por medicdo de pardmetros como a densidade
mineral 6ssea (BMD) e o teor mineral désseo (BMC) por mé-
todos de raios X pDXA, tamanho, espessura ou volume do
osso, conforme medido por raios X, taxas de formacido 6s-
sea, conforme medidas, por exemplo, por marcacdo com cal-
cieno, densidade total, trabecular e no meio do eixo
(conforme medida por métodos de pQCT e/ou uCT), conecti-
vidade e outros parémetros histoldgicos (conforme medidos
por métodos de pCT), resisténcias mecanicas de dobramento
e compressiva (conforme medido, de preferéncia, no fémur
e nas vértebras, respectivamente). Assim, pardmetros men-
surdveis incluem, mas ndo se limitam a, densidade 6éssea,
resisténcia &ssea, numero de trabéculas, tamanho do osso
e conectividade do tecido 6sseo. Devido a natureza dessas
medic¢des, cada uma pode ser mais ou menos apropriada para

uma dada situacdo, conforme perceberdo aqueles versados
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na técnica. Além disso, parémetros e metodologias, como
histéria clinica livre de fraturas, formato do osso, mor-
fologia é6ssea, conectividade, histologia normal, taxas de
reparo de fraturas e outros paradmetros de qualidade &éssea
sdo conhecidos e usados na técnica. Mais preferivelmente,
a qualidade Ossea pode ser avaliada pela resisténcia com-
pressiva de vértebras, quando essa medicdo é apropriada.
A modulacdo 6ssea também pode ser avaliada pelas taxas de
alteragdes nos varios pardmetros. Mais preferivelmente, a
modulacdo déssea é avaliada em mais de uma idade. Podem-se
avaliar compostos quanto a qualquer um ou mais dos para-
metros aqui relacionados para determinar a modulacdo da
densidade Ossea.

“Densidade éssea normal” se refere a uma densi-
dade Ossea dentro de dois desvios padrdo de uma contagem
Z de 0 no contexto do estudo de ligacdo HBM. Em um con-
texto genérico, a faixa de parédmetros normais de densida-
de O6ssea é determinada por métodos estatisticos de roti-
na. Um parametro normal estd dentro de cerca de 1 ou 2
desvios padrdo do paré@metro normalizado para idade e se-
x0, de preferéncia cerca de 2 desvios padr&o. Uma medida
estatistica de significancia é o valor P, que pode repre-
sentar a probabilidade de que a medicdo associada seja
significativamente diferente da média. Valores P signifi-
cativos sdo P < 0,05, 0,01, 0,005, e 0,001, de preferén-

cia pelo menos P < 0,01.
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Os termos “forga”, “carga”, “tensdao” e “distor-
¢cao” sdo aqul usados de maneira intercambidvel e se refe-
rem aos principios de forga que, em mecdnica, sdo gqual-
quer acao que tenda a manter ou alterar a posicdo de um
corpo ou distorcé-lo, e esse termo é usado de maneira in-
tercambiavel com carga neste documento. A forca, conforme
medida por unidade de &rea, é definida como “tensdo” e
também é aqui chamada de “tensdo mecédnica” e pode ser
classificada como compressiva, de tragdo ou cisalhamento,
dependendo de como as forgas (carga) sdo aplicadas. Espe-
cificamente, desenvolvem-se tensdes compressivas se as
cargas forem aplicadas de modo que o material se torne
mais curto, ao passo que tensdes de tracdo se desenvolvem
quando o material é estirado. Tensdes de cisalhamento se
desenvolvem gquando uma regido de um material desliza com
relacdao a uma regido adjacente. O resultado da tensdo é
definido como deformagdo, e a porcentagem da deformacao
relativa ou alteracdo de comprimento é chamada de “dis-
torgcao”. Se, por exemplo, um material for estirado a 101%
de seu comprimento original, tem uma distorcdo de 0,01 ou
1%. Como a distorcdo ndo tem unidades, é relatada como
deformacdo relativa, em que a distorc¢do de 0,01 é igual a
1% de deformag¢ao, ou em termos de microdistorcdo, em que
uma microdistorc¢do de 10.000 é igual a uma distorcdo de
0,01 ou 1% de deformacdo (Turner et al., 1993 Bone, 1l4:

595-608) .
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“Agente de teste” e “reagente de teste” preten-
dem incluir pequenos compostos, composicdes, peptidios,
miméticos, polipeptidios, siRNAs e imunoglobulinas. Com-
posigdes incluem combinag¢des de dois ou mais compostos
ativos, em que um ou mais dos compostos ativos sdo modu-
ladores da via (cascata) de Wnt.

“Imunoglobulinas” pretende incluir anticorpos e
fragmentos de anticorpos. Conforme aqui usado, o termo
“anticorpo” pretende se referir a anticorpos completos,
intactos, diacorpos e fragmentos de anticorpos, como
fragmentos Fab, Fab’ e fragmentos F(ab),. Anticorpos com-
pletos incluem anticorpos monoclonais (mAb), como anti-
corpos monoclonais murideos, anticorpos quiméricos, anti-
corpos humanizados, anticorpos primatizados e anticorpos
humanos. A produg¢do de anticorpos e partes geneticamente
manipuladas ou enzimaticamente produzidas de anticorpos e
a organizacdo das seqliéncias genéticas que codificam es-
sas moléculas s&d&o bem conhecidas e estdo descritas, por
exemplo, em Harlow et al., ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.
(1988); Harlow et al., USING ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL,
(Cold Spring Harbor Press, New York, 1998); e Breitling
et al., RECOMBINANT ANTIBODIES (Wiley-Spektrum, 1999), que
sdo aqui incorporados por referéncia para todas as fina-
lidades. Imunoglobulinas também incluem fragmentos como

scFv.
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“Imunologicamente ativo” significa qualquer
proteina de imunoglobulina ou seu fragmento que reconheca
e se ligue a um antigeno. De preferéncia, a proteina imu-
nologicamente ativa ou seu fragmento modula o antigeno ao
qual se liga. Por exemplo, se ela se liga a Norrin ou a
um ligante de Norrin, a proteina imunologicamente ativa
ou seu fragmento modularia a atividade de Norrin ou a a-
tividade do ligante de Norrin.

“Fvs de cadeia simples” (“scFvs”) s&o fragmen-
tos de anticorpos recombinantes consistindo apenas na ca-
deia leve variavel (Vi) e cadeia pesada variavel (Vy) co-
valentemente conectadas entre si por um elo polipeptidi-
co. Vy ou Vy pode ser o dominio NH, -terminal. O elo poli-
peptidico pode ser de comprimento e composicgdo variaveis,
contanto que os dois dominios varidveis formem uma ponte
sem interferéncia estérica grave. Tipicamente, os elos
sdao compostos principalmente por trechos de residuos gli-
cina e serina com alguns residuos acido glutdmico ou li-
sina interpostos para solubilidade.

“Diacorpos” sao scFvs diméricos. Os componentes
de diacorpos tipicamente tém elos peptidicos mais curtos
do que a maioria dos scFvs e mostram uma preferéncia pela
associacdo como dimeros.

Um fragmento “Fv” é um fragmento de anticorpo
que consiste em um dominio Vy e um V, mantidos juntos por

intera¢des ndo covalentes. O termo “dsFv” é aqui usado
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para se referir a um Fv com uma ligacdo dissulfeto inter-
molecular manipulada para estabilizar o par Vy-Vi.

Um fragmento “F(ab'),” é um fragmento de anti-
corpo essencialmente equivalente ao obtido a partir de
imunoglobulinas (tipicamente IgG) por digestdo com a en-
zima pepsina a pH 4,0-4,5. O fragmento também pode ser
produzido de maneira recombinante.

Um fragmento “Fab” é um fragmento de anticorpo
essencialmente equivalente ao obtido por reducdo da ponte
ou pontes dissulfeto que unem os dois pedacos de cadeia
pesada no fragmento F(ab'),. O fragmento Fab' também pode
ser produzido de maneira recombinante.

O termo “agente de captura de proteina” signi-
fica uma molécula ou complexo multi-molecular que possa
ligar uma proteina a si mesmo. Agentes de captura de pro-
teina de preferéncia se ligam a seus parceiros de ligacéao
de maneira substancialmente especifica. Agentes de captu-
ra de proteina com uma constante de dissociacdo (Kp) de
menos de cerca de 107° sao preferidos (por exemplo, 107/,
1078, 107°, 10719 . Anticorpos ou fragmentos de anticorpos
sdo altamente adequados como agentes de captura de prote-
ina. Antigenos também podem servir de agentes de captura
de proteina, pois sdo capazes de se ligar a anticorpos.
Um receptor que se ligue a um ligante de proteina é outro

exemplo de um possivel agente de captura de proteina. De-

ve-se entender que agentes de captura de proteina né&o se
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limitam a agentes que apenas interajam com seus parceiros
de ligagdo mediante interag¢des ndo covalentes. Agentes de
captura de proteina também podem opcionalmente se tornar
covalentemente ligados as proteinas as quais se ligam.
Por exemplo, o agente de captura de proteina pode ser fo-
to-reticulado a seu parceiro de ligacgdo apds a ligacao.
O termo “parceiro de ligag¢do” significa uma
proteina que seja ligada por um agente de captura de pro-
teina particular, de preferéncia de maneira substancial-
mente especifica. Em alguns casos, o parceiro de ligacéo
pode ser a proteina normalmente ligada in vivo por uma
proteina que seja um agente de captura de proteina. Em
outras modalidades, entretanto, o parceiro d eligacdo po-
de ser a proteina ou peptidio no qual o agente de captura
de proteina foi selecionado (mediante selecdo in vitro ou
in vivo) ou gerado (como no caso de anticorpos). Um par-
ceiro de ligacdo pode ser compartilhado por mais de um
agente de captura de proteina. Por exemplo, um parceiro
de ligagao que seja ligado por varios anticorpos policlo-
nais pode possuir inumeros epitopos diferentes. Um agente
de captura de proteina também pode se ligar a uma multi-
plicidade de parceiros de ligacgdo (por exemplo, se o0s
parceiros de ligagdo compartilharem o mesmo epitopo).
“Condig¢des adequadas para ligacdo de proteina”
significa aquelas condicdes (em termos de coﬁcentragéo de

sal, pH, detergente, concentrag¢do de proteina, temperatu-
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ra e outras) que permitem que a ligacdo ocorra entre uma
proteina seu parceiro de ligacdo em solucdo. De preferén-
cia, as condigdes ndo sdo tdo suaves para gue ocorra uma
quantidade significativa de ligagdo de proteina ndo espe-
cifica.

Um “arranjo” é um arranjo de entidades em um
padrdo sobre um substrato. Embora o padrido seja freqiien-
temente um padrdo bidimensional, o padrdo também pode ser
um padrdo tridimensional para uma maior aplicacdo de ma-
terial ao substrato do arranjo.

O termo “substrato” se refere ao material de
volume, subjacente e de nucleo dos arranjos da invencéo.
O substrato é o material ao qual &cidos nucléicos, anti-
corpos, imunoglobulinas e outros compostos se fixam.

“Animal transgénico” significa um animal por-
tando em uma linhagem germinativa um gene ou acido nu-
cléico que tenha sido introduzido por tecnologia de cDNA.
Isso pode ser, por exemplo, introducdo de genes humanos
em roedores ou um gene de camundongo em um camundongo. O
termo pode incluir animais com desativacdo e animais com
ativagcao e combinagdes, por exemplo, em que um animal te-
nha tido seu gene do tipo selvagem desativado e, entao,
substituido. O gene substituido pode ser um gene nativo
do tipo selvagem, um gene cognato de outro animal, como
um gene humano, ou uma variante, como LRP5. O gene intro-

duzido também pode estar sob o controle d eum promotor
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induzivel. O cDNA da variante HBM pode ser uma variante
nativa ou ndo nativa. Por exemplo, a variante HBM humana
de G171V pode ser introduzida em um camundongo. Alterna-
tivamente, a contrapartida de camundongo ao G171V também
pode ser introduzida em um camundongo, fornecendo um ca-
mundongo HBM transgénico que expressa uma variante HBM
nativa. Animal transgénico ndo pretende incluir seres hu-
manos transgénicos, mas pode incluir primatas ndo humanos
e outros animais. O animal transgénico pode ter desativa-
¢ao ou introdug¢do de qualquer uma ou mais de Dkk, Norrin,
LRP5, LRP6, Kremen, Wnt ou Frizzled4. Considera-se que um
animal transgénico seja um animal ndo humano, mas pode
incluir primatas nd&o humanos.

“Animal transgénico LRP5” pretende incluir um
animal que expresse tanto uma forma nativa, quanto de cD-
NA de LRP5 ou apenas uma forma de cDNA de LRP5 se o ani-
mal tiver a forma nativa de LRP5 removida ou incapaz de
funcdo (desativada). A forma de cDNA de LRP5 pode estar
sob um elemento induzivel. O animal pode ser um em que o
gene nativo esteja desativado, e LRP5 nativa ou ndo nati-
va tenha sido introduzida ou ativada. Esses animais com
ativacdo também podem ter os genes de preferéncia sob
controle induzivel.

“Animais transgénico HBM” significa um animal
em que a LRP5 nativa esteja presente ou desativada, e um

cDNA que codifica a variante HBM esteja presente.
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“Quantidade eficaz” ou “quantidade de dose efi-

144

caz” ou “quantidade terapeuticamente eficaz” significa
uma quantidade de um agente que module uma atividade bio-
légica de Norrin suficiente para modular um paradmetro 6s-
seo e/ou um pardmetro lipidico.

O termo “reconhece e se liga a”, gquando usado
para definir interacdes de nucleotideos anti-sentido,
SiRNAs (pequenos RNA inibidores) ou shRNAs (RNAs em forma
de grampo curto) com uma seqiéncia alvo, significa que
uma seqiéncia anti-sentido, de siRNA ou shRNA é substan-
cialmente complementar a seqiiéncia alvo e, portanto, se
ligaréd especificamente a uma parte de um mRNA que codifi-
que um polipeptidio. Assim, tipicamente, as seqgiéncias
serdao altamente complementares a seqiéncia alvo de mRNA e
terdo no maximo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 faltas de
correspondéncia de bases em toda a seqiéncia. Em muitos
casos, pode ser desejavel que as seqgliéncias sejam corres-
pondéncias exatas, isto é, sejam completamente complemen-
tares a seqgiéncia a qual o oligonucleotideo se liga espe-
cificamente e, conseqientemente, tenham zero faltas de
correspondéncia ao longo do trecho complementar. Seqién-
cias altamente complementares tipicamente se ligam muito
especificamente a regido de seqiéncia alvo do mRNA e,
consequentemente, sdo altamente eficientes na reducgéo
e/ou mesmo inibigdo da tradugdo da seqgiiéncia de mRNA alvo

no produto polipeptidico.
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Seqiiéncias de oligonucleotideos substancialmen-
te complementares sdo mais do que cerca de 80 por cento
complementares (ou “% de identidade”) a seqiéncia alvo de
mRNA correspondente & qual o oligonucleotideo se liga es-
pecificamente e, mais preferivelmente, sdo mais de 85 por
cento complementares a seqliéncia alvo de mRNA complemen-
tar a qual o oligonucleotideo se liga especificamente. Em
certos aspectos, conforme acima descrito, serd desejavel
ter seqiiéncias oligonucleotidicas ainda mais substancial-
mente complementares para uso na pratica da invencédo e,
nesses casos, as sequiéncias oligonucleotidicas serd&o mais
de cerca de 90 por cento complementares a seqiéncia alvo
de mRNA correspondente a qual o oligonucleotideo se liga
especificamente, e podem, em certas modalidades, ser mais
de cerca de 95 por cento complementares a seqgiiéncia alvo
de mRNA correspondente a qual o oligonucleotideo se liga
especificamente, e ainda até e incluindo 96%, 97%, 98%,
99% e mesmo 100% complementares com correspondéncia exata
ao mRNA alvo ao qual o oligonucleotideo desejado se liga
especificamente.

A porcentagem de similaridade ou porcentagem de
complementariedade de qualquer uma das seqiiéncias expos-
tas pode ser determinada, por exemplo, por comparacdo de
informacdes de seqléncias usando o programa de computador
GAP, versao 6.0, disponivel no Grupo de Genética Computa-

cional da Universidade de Wisconsin (UWGCG). O programa
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GAP utiliza o método de alinhamento de Needleman e Wuns-
ch, 1970 J. Mol. Biol. 48(3): 443-53. Resumidamente, o
programa GAP define a similaridade como o nimero de sim-
bolos alinhados (isto é, nucleotideos ou aminoacidos) que
sejam similares, dividido pelo numero total de simbolos
na mais curta das duas seqiéncias. Os parametros de de-
fault preferidos para o programa GAP incluem: (1) uma ma-
triz de comparagao bindria (contendo um valor de 1 para
identidades e 0 para nédo identidades) para nucleotideos,
e a matriz de comparagdo ponderada de Gribskov e Burgess

(1986 Nucleic Acids Res. 14(1): 327-34), (2) uma penali-

-dade de 3,0 para cada vdo e uma penalidade adicional de

0,10 para cada simbolo em cada vao; e (3) nenhuma penali-
dade para vdos nas extremidades.

“Mimético” significa uma molécula que desempe-
nha a mesma func¢do ou se comporta de maneira similar ao
agente imitado ou tenha uma atividade que seja intensifi-
cada com relagdo aquela do agente que estd sendo imitado.
Por exemplo, um mimético de Norrin interagiria com LRP5
e/ou LRP6 e Frizzled4 como o polipeptidio Norrin e modu-
laria a massa 6ssea e/ou os niveis lipidicos como Norrin
ou em um nivel intensificado com relacdo ao observado pa-
ra Norrin. Por exemplo, o mimético poderia induzir um fe-
nétipo do tipo alta massa Ossea, como o observado para o
fendtipo HBM (que resulta, por exemplo, da mutacdo G171V

no polipeptidio LRP5 humano, ou a localizacdo cognata em
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outra LRP5 vertebrada). A molécula mimética pode ser um
polipeptidio, peptidio, imunoglobulina ou um pequeno com-
posto quimico.

“Elemento repdrter” significa um polinucleoti-
deo que codifica um polipeptidio capaz de ser detectado
em um ensaio de triagem. Exemplos de polipeptidios codi-
ficados por elementos repdrteres incluem, mas nado se li-
mitam a, lacZ, GFP, YFP (ou outro repdérter fluorescente),
luciferase e cloranfenicol acetiltransferase.

“Célula” ou “célula hospedeira” pretende inclu-
ir células de vertebrados, assim como células de levedu-
ras ou certas células procaridticas para uso em ensaios
de triagem. Por exemplo, uma célula adequada pode ser uma
célula de levedura em um ensaio de dois hibridos de leve-
dura.

“Célula o6ssea” pretende incluir células de cul-
tura de tecidos (“célula cultivada”) ou células obtidas
de tecido 6sseo. Essas células incluem, mas ndo se limi-
tam a, osteoblastos, pré-osteoblastos, células osteopro-
genitoras, osteoclastos, ostedécitos, células tronco me-
senquimais, quaisquer das células aqui discutidas ou
quaisquer combinac¢des delas. Tecido ésseo pretende inclu-
ir uma combinac¢d&o dessas células, conforme obtida em uma
bidpsia de osso.

“Antagonista de Dkk” pretende incluir, mas ndo

se limita a, anticorpos policlonais ou seus fragmentos
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imunogenicamente ativos, aptémeros peptidicos, uma prote-
ina de ligacdo a GSK, uma molécula anti-sentido para um
4dcido nucléico de GSK, uma molécula de interferéncia com
RNA, um morfolino oligonucleotideo, um &acido nucléico
peptidico (PNA), uma ribozima e um peptidio que possa i-
nibir a atividade de Dkk na via da Wnt.

Da mesma forma, “antagonista de Kremen” preten-
de incluir, mas ndo se limita a, anticorpos monoclonais
ou policlonais ou seus fragmentos ativos imunogénicos,
aptémeros peptidicos, uma molécula de interferéncia com
RNA, um morfolino oligonucleotideo, um A&cido nucléico
peptidico (PNA), uma ribozima e um peptidio que possa i-
nibir a atividade de Kremen na via da Wnt.

“Agonista de Wnt 3A” pretende incluir reagentes
que possam regular positivamente a sintese e/ou atividade
de Wnt 3A. “Mimético de Wnt 3A” significa uma molécula
que imite a atividade de Wnt3A. “WVariante de Wnt 3A” in-
cluiria qualquer variante funcional que, quando adminis-
trada com carga possa intensificar a ativacdo com uma
resposta de Wnt/B-catenina.

O termo “proteina de fusdo” se refere a uma
proteina composta por dois ou mais polipeptidios que, em-
bora tipicamente ndo unidos entre si em seu estado nati-
vo, estejam unidas por suas respectivas terminacdes amino
e carboxila mediante uma ligacdo .peptidica, para formar

um unico polipeptidio continuo. Deve-se entender que os
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dois ou mais componentes polipeptidicos podem estar dire-
tamente unidos ou indiretamente unidos mediante um e-
lo/espacador peptidico.
. 2. Ensaios de Triagem de Agentes de Teste que
Modulem Norrin
Os materiais e métodos aqui apresentados se re-
ferem em parte a métodos de triagem de agentes que modu-
lem genes NDP ou das proteinas Norrin codificadas por es-
ses genes ou identificacdo de miméticos de Norrin e ago-
nistas de Norrin. Os ensaios também se referem a materi-
als e métodos de triagem de agentes que modulem reagentes
que interajam com proteinas Norrin, identificacdo de ago-
nistas de Norrin e identificacdo de miméticos de Norrin.
Esses poderiam ser reagentes que, por ligacdo com Friz-
zled4, modulassem a atividade de Norrin. Esses também po-
dem ser reagentes que, por modulacdo da atividade de Dkkl
(o gene ou a proteina), modulem a atividade de Norrin.
Outro exemplo seria Kremen2 , em que a modulacdo de Kre-
men2 (o gene ou a proteina) modulasse a atividade de Nor-
rin. Nos casos de Dkkl e Kremen2, de preferéncia o rea-
gente que modula a atividade desses compostos seria um
antagonista de Dkkl ou Kremen2. De preferéncia, os ensai-
os resultariam em reagentes que também modulassem a ati-
vidade de LRP5 mediante interacdo com Frizzled4 e Norrin.
A modulagdo de LRPS5 preferida seria na forma de atividade

intensificada, como a produzida por um agonista ou um mi-
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mético (por exemplo, um mimético de Norrin ou mimético de
Frizzled4).

Sistemas de ensaio podem incluir uma etapa em
que agentes de teste sdo triados quanto a sua capacidade
de se liga a Frizzled4, Norrin, Dkkl, Kremen2, LRP5, ou
agir como um mimético de Norrin. Esse pode ser qualquer
sistema tanto envolvendo substratos, quanto livre em so-
lucdo, em que se deixe ocorrer a ligacdo dos agentes de
teste a qualquer um dos substratos acima mencionados o-
correr, e, entdo, se ensalie a ligag¢do determinada. Agen-
tes de teste podem ser misturados com Frizzled4, Norrin,
Dkk1l, KremenZ ou LRP5 sob condig¢des fisioldgicas (por e-
xemplo, pH de cerca de 7,0 a cerca de 7,4; 24°C a cerca .
de 40°C) durante um periodo de tempo suficiente para per-
mitir a ligacdo, por exemplo, de cerca de 1 minuto to 6
horas.

Os agentes de teste podem ser submetidos a uma
triagem de ligagdo conforme acima discutido ou podem ser
candidatos de qualquer biblioteca quimica. Os agentes de
teste podem ser ensaiados em um sistema de ensaio a base
de células. Esse sistema de ensaio a base de células pode
ser um em que as células sejam transfectadas de maneira
transitéria ou estavel com um acido nucléico que codifi-
que pelo menos uma das seguintes: Frizzled4, Norrin,
Dkkl, KremenZ ou LRP5, ou qualquer de suas combinacoes.

Assim, as células expressariam individualmente pelo menos
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Frizzled4 e Norrin, assim como 0s trés genes restantes.

Também haveria uma série de células co-transfectadas de

maneira

cdes de
5

Dkk4d) e

ou 2) e
10

LRP6

15 Dkkl to

estdvel ou transitdéria com as seguintes combina-
acidos nucléicos:

(a) Norrin e LRP5 e/ou LRP6

(b) Norrin, wuma Dkk (por exemplo, Dkk 1 a
LRP5 e/ou LRP6

(c) Norrin, uma Kremen (por exemplo, Kremen 1
LRP5 e/ou LRP6

(d) Norrin, uma Kremen, uma Dkk e LRPS5 e/ou

(e) Frizzled4d e Norrin;

(f) Frizzled4, Norrin e LRPH5

(g) Frizzled4, Norrin e uma Dkk (por exemplo,
Dkk4) ;
{(h) Frizzled4, Norrin e uma Kremen (por exem-

plo, Kremen 1 e/ou 2);

20

e/ou

(i) Frizzledd4, Norrin, uma Dkk e Kremen2;
(3) Frizzled4, Norrin, LRP5 e Dkkl;
(k) Frizzled4, Norrin, LRP5 e Kremen?2; e/ou

(1) Frizzled4, Norrin, LRP5, Dkkl e Kremen2,

(m) ou qualquer combinacao.

Também sdo consideradas para qualquer uma das

25 combinacgdes acima LRP6, HBM, outras Dkks (por exemplo,

Dkk2, Dkk3 e/ou Dkk4), Wnts e/ou Kremenl.
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Aqueles versados na técnica compreenderdo que
esse sistema de ensaio também pode requerer controles de
vetor, em que o vetor é um em que o acido nucléico que
codifica qualquer uma das proteinas acima esteja opera-
cionalmente ligado para expressdo nas células. O controle
de vetor pode consistir na transfeccdo transitdria ou es-
tavel de células com apenas o vetor e/ou sem nenhum ve-
tor. A transfecgdo transitdéria e a transfeccdo estdvel de
células pode ser efetuada usando-se técnicas conhecidas
na arte. Veja, por exemplo, Sambrook et al., MOLECULAR
CLONING: A LABORATORY MANUAL, volumes 1-3 (3% ed., Cold Spring
Harbor Press, NY 2001) ou qualquer das edig¢des anteriores
de Sambrook. Co-transfec¢des podem ser preparadas de ma-
neira transitdéria ou estavel, conforme se sabe na técni-
ca. Sambrook et al., 2001

Acidos nucléicos que codificam Frizzled4, Nor-
rin, LRP5, Dkkl e Kremen s&o relacionados na parte abai-
x0, juntamente com suas seqiéncias de proteinas associa-
das. As modalidades deste pedido ndo se limitam as se-

quéncias aqui apresentadas.

Gene Organismo N° de Acesso N° de Acesso no
no GenBank da | GenBank do Acido
Proteina Nucléico
Norrin Homo sapiens AAH29901 BC029901.1
Homo sapiens CAR46639 X65724.1
Mus musculus ARAHS90623 BC090623
Mus musculus CAAL8725 X83794.1
Dkk1 Homo sapiens AAF02674 AF177394.1
Mus musculus AAH50189 BC050189.1
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Gene Organismo N° de Acesso N° de Acesso no
no GenBank da | GenBank do Acido
Proteina Nucléico

Mus musculus AAC02426.1 AF030433.1
Danio rerio BAAB82135 AB023488.1
Danio rerio AAD2246.1 AF116852.1

Dkk2 Homo sapiens AAF02675 AF177395
Homo sapiens AAHT75078 BC075078.2
Mus musculus CAP6010.1 AJ243963.2

Dkk3 Homo sapiens AAF02676 AF17739%6.1
Homo sapiens AAHO7660 BC007660.2
Homo sapiens AAQB887T744 AY358378.1
Mus musculus AAF02680 AF177400.1
Mus musculus AAH46304 BC046304.1
Mus musculus AAH50934 BC050934.1

Dkk4 Homo sapiens AAF02677 AF177397.1
Homo sapiens BAA33438.1 AB01778
Mus musculus AAH18400 BC018400

Frizzled4 | Homo sapiens BAAB6286.1 AB032417.1
Homo sapiens BAB40811.1 AB054881

Variante de
uniao FZD4S

Homo sapiens AAR23924.1 AY462097.1
Mus musculus AAH15256 BC015256.1
Mus musculus AAC52430 U43317.1
Drosophila AAFB81195 AF241270.1
melanogaster

LRP5S Homo sapiens AAC36467.1 AF064548.1
Homo sapiens AACT2791 AF077820.1
Homo sapiens AAK52433 AF283320.1
Mus musculus AAC36468 AF064984.1
Mus musculus AAC70183 AF077847.1
Mus musculus AAH11374 BC011374.1
Drosophila AAF58373 AE003818.3
melanogaster

LRP6 Homo sapiens AAC33006 AF074264.1
Mus musculus AAC33007 AF074265.1
Mus musculus AAH60704 BC060704.1
Drosophila AAF58373 AE003818.3
melanogaster
(arr)

Kremenl Homo sapiens AAH63787 BC063787.1
Homo sapiens BAB40969.1 AB059618
Mus musculus BAB40968.1 AB059617
Mus musculus BC049771

Kremen?2 Homo sapiens AAHO03533 BC003533.1
Homo sapiens AAHO09383 BC009383.2
Homo sapiens BAC00823.1 AB086355
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Gene Organismo N° de Acesso N° de Acesso no
no GenBank da | GenBank do Acido

Proteina Nucléico

Mus musculus CAD29805 AJ457192

Seqiéncias adicionais de HBM e LRP5 (por exem-
plo, Zmaxl) sdao apresentadas nos pedidos norte-americanos
n° 09/544.398 (agora patente norte-americana n°
6.770.461) e 10/240.851, que s&o aqui incorporados por
referéncia em sua inteireza para todas as finalidades.

As células que podem ser transfectadas podem
ser qualquer linhagem celular de mamiferos. Linhagens ce-
lulares preferidas sdao linhagens celulares humanas, par-
ticularmente quando se usam acidos nucléicos que codifi-
cam proteinas humanas para qualquer uma das acima. Assim,
as transfecgdes podem ocorrer para acidos nucléicos de
camundongo em linhagens de camundongo ou para acidos nu-
cléicos humanos em linhagens humanas. As linhagens celu-
lares podem ser linhagens celulares de osso, linhagens
celulares de xrim, linhagené de células tronco de seres
humanos ou outros vertebrados. Linhagens celulares de rim
exemplificativas incluem, mas n&o se limitam a, células
HEK-293 cells (ATCC® No. CRL-1573) e células HepG2. Li-
nhagens celulares de ossso exemplificativas incluem, mas
ndo se limitam a, KHOS/NP (R-970-5) (ATCC® No. CRL-1544),
KHOS-240S (ATCC® No. CRL-1545), KHOS-321H (ATCC® No. CRL-
1546), DSDh (ATCC® No. CRL;2131), VA-ES-BJ (ATCC® No.

CRL-2138), 7F2 (ATCC® No. CRL-12557), U-2 0OS (também co-
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nhecida como U20S; ATCC® No. HTB-96), HOSTE85, ROS,
MC3T3-E6, UMR-106, Saos2, MG63, e HOBs. Linhagens de cé-
lulas tronco exemplificativas incluem, mas ndo se limitam
a, células tronco mesenquimais adultas humanas (Cambrex
Bioscience) e a linhagem de células tronco de camundongo,
C3H10T1/2 (ATCC).

Os acidos nucléicos que codificam quaisquer das
proteinas incluiriam os quadros de leitura abertos
(ORF's), assim como qualquer informacdo transcricional ne-
cessaria para transcricdo e traducdo. Os acidos nucléicos
que codificam as proteinas estariam, por sua vez, opera-
cionalmente ligados a um vetor adequado para transfeccao
estavel e/ou transitdria em uma célula. Vetores adequados
incluem, mas nao se limitam a, TK-renila, pcDNA3.1 (Invi-
trogen), e pUSE (Upstate Biotech). Podem-se usar outros
vetores operacionais capazes de expressdo em células de
vertebrados.

Qualquer sistema repdérter que forneca informa-
¢cOes sobre a regulagdo de genes e suas proteinas associa-
das poderia ser utilizado, incluindo, mas ndo limitados
a, TK-renila, PB-galactosidase (B-gal), fosfatase alcali-
na, proteina fluorescente verde (GFP) ou outro marcador
de proteina fluorescente. Um sistema preferido, conforme
aqui descrito €é a combinagdo de TCF-luci e TK-renila,

conforme descrito nos exemplos. Também se podem utilizar
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outras combinac¢des de repdrter e vetor operacionais em
células de vertebrados.

Em um aspecto, as quantidades relativas de Nor-
rin ou de uma proteina de interacdo com Norrin de uma po-
pulacdo de células que tenha sido exposta ao agente a ser
testado sdo comparadas a uma populacdo de células de con-
trole n&o expostas. Podem-se usar anticorpos para monito-
rizar a expressdo diferencial da proteina nas diferentes
populagdes celulares. Linhagens ou populacdes celulares
sdo expostas ao agente a ser testado sob condicdes e tem-
po apropriados. Podem-se preparar lisados celulares a
partir da linhagem ou populagdo celular exposta e um con-
trole, linhagem ou populag¢do celular ndo exposta. Os li-
sados celulares sdo, entdo, analisados com a sonda, con-
forme se sabe na técnica. Veja, por exemplo, Ed Harlow e
David Lane, ANTIBODIES: A LABORATORY ManuaL (Cold Spring Har-
bor, NY, 1988) e Ed Harlow e David Lane, USING ANTIBODIES: A
LABORATORY MANUAL (Cold Spring Harbor, NY 1998).

Por exemplo, fragmentos N- e C-terminais de
Norrin podem ser expressados em bactérias e usados para a
pesquisa de proteinas que se liguem a esses fragmentos.
Podem-se preparar proteinas de fusdo, como His-tag ou fu-
sao de GST as regides N- ou C-terminais de Norrin (ou a
dominios biologicamente ativos de Norrin) ou uma proteina
Norrin inteira. Essas proteinas de fusdo podem ser aco-

pladas, por exemplo, a gldébulos de Talon ou Glutationa-
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Sepharose e, entdao, sondados com lisados celulares para
identificar quais se ligam a Norrin. Antes da lise, as
células podem ser tratadas com proteinas Wnt purificadas,
RNA ou farmacos que modulem a sinalizacdo de Wnt ou pro-
teinas que interajam com elementos a jusante da via de
Wnt. Proteinas do lisado que se ligam as proteinas de fu-
sdao podem ser resolvidas por SDS-PAGE, isoladas e identi-
ficadas, por exemplo, por seqiienciamento de proteina ou
espectroscopia de massa, conforme se sabe na técnica. Ve-
ja, por exemplo, PROTEIN PURIFICATION APPLICATIONS: A PRACTICAL
APPROACH (Simon Roe, ed., 22 ed. Oxford Univ. Press, 2001)
e “Guide to Protein Purification” em Meth. Enzymology
vol. 182 (Academic Press, 1997).

A atividade de Norrin, de um mimético de Nor-
rin, de uma proteina de interacdo com Norrin (por exem-
plo, agonista de Norrin ou antagonista de Norrin) ou de
um complexo de Norrin com LRP5/LRP6/HBM e/ou uma proteina
Kremen ou proteina Dkk pode ser afetada por compostos que
modulem a interagdo entre Norrin e uma proteina de inte-
ragdo com Norrin, e/ou Norrin e LRP5/LRP6/HBM, Norrin
e/ou Frizzled4, uma proteina Dkk ou uma proteina Kremen.
Apresentam-se aqul métodos e ferramentas de pesquisa para
a descoberta e caracterizagdo desses compostos. A intera-
¢ao entre Norrin ou um mimético de Norrin e uma proteina
de interagdo com Norrin/Frizzled4 e/ou Norrin e

LRP5/6/HBM, e Norrin/Dkk, e Norrin/Kremen pode ser moni-
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torizada in vivo e in vitro. Ensaios similares também po-
dem ser usados para avaliar agonistas e antagonistas de
Norrin. Compostos que modulam a estabilidade de um com-
plexo Norrin/Fz4 sdo compostos terapéuticos em potencial.

Métodos in vitro exemplificativos incluem: a
ligagdo de LRP5/6/HBM, Norrin/Fz4 ou de uma proteina de
interacdo com Norrin/Fz4 a um chip sensor projetado para
um instrumento, como o fabricado pela Biacore (Uppsala,
Suécia) para realizar uma observagdo por espectroscopia
de ressonédncia de plasmon. Por exemplo, usando-se esse
método, um chip com uma de Norrin/Fz4, uma proteina de
interagdo com Norrin/Fz4 ou LRP5/LRP6 pode ser primeiro
exposto ao outro sob condigdes que permitam a formacdo de
um complexo. Introduz-se, entdo, um composto de teste, e
o0 sinal de saida do instrumento proporciocna uma indicacdo
de qualquer efeito exercido pelo composto de teste. Com
esse método, podem-se ensaiar compostos rapidamente. Esse
método pode ser usado para qualquer combinacdo de Nor-
rin/Fz com LRP5, LRP6, HBM, qualquer Dkk, qualquer Kre-
men, qualquer Wnt e qualquer combinacdo delas.

Outro método in vitro é exemplificado pelos mé-
todos SAR-por-NMR (Shuker et al., 1996 Science 274:
1531-4). Por exemplo, um dominio de ligacdo a Norrin/Fz4
e/ou LRP5/LRP6/HBM LBD pode ser expressado e purificado

como proteina marcada com 15N por expressdao em meios mar-
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cados. Deixa-se que a(s) proteina(s) marcada(s) forme (m)
o complexo em solucdo em um tubo de amostra de ressonan-
cia magnética nuclear (NMR). O espectro de correlacdo he-
teronuclear na presenca e auséncia de um composto de tes-
te fornece dados no nivel de residuos individuais com re-
lacdo a interag¢des com o composto de teste e a alteracgdes
na interface proteina-proteina do complexo. Esse método
pode ser usado com qualgquer combinacdo de Nor-
rin/Frizzled4 com LRP5, LRP6, HBM, qualquer Dkk, qualquer
Kremen, qualquer Wnt e qualquer de suas combinagdes.

Aqueles versados na técnica conhecem muitos ou-
tros protocolos, por exemplo, eletroforese capilar de a-
finidade (Okun et al., 2001 J. Biol. Chem. 276:
1057-1062), espectroscopia de fluorescéncia, ressondncia
paramagnética de elétrons e outros, que também podem ser
usados para monitorizar a modulacdo de um complexo e/ou
medir afinidades de ligac¢do para formacdo de complexop na
presenca e auséncia de um agente de teste para qualquer
uma das combinagdes acima relacionadas de proteinas ou
seus fragmentos biologicamente ativos.

Protocolos para monitorizar a modulacdo de uma
interacao Norrin/Frizzled4, uma interacéo Nor-
rin/LRP5/Frizzled4 ou a interacdo de um mimético de Nor-
rin com qualquer uma ou mais de LRP5, LRP6, HBM, Kremenl,
Kremen2, qualquer Dkk e qualquer Wnt podem ser realizados

usando-se um protocolo de hibrido de levedura. O método
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de dois ou mais hibridos de levedura pode ser usado para
monitorizar a modulacgdo de um complexo por monitorizacao
da expressdo de genes ativados pela formacdo de um com-
plexo de proteinas de fusdo de Norrin/Frizzled4d e/ou
gualquer outra proteina acima relacionada. Se for usada
LRP5, LRP6 ou HBM, entdo, a proteina completa pode ser
usada ou os dominios de ligagdo a ligante (LBDs) ou par-
tes da hélice beta contendo as repeticdes YWTD. Acidos
nucléicos de acordo com a invencdo que codificam dominios
de interacdo Norrin e Frizzled4 ou Norrin e LRP5/LRP6/HBM
LBD sao incorporados em plasmidios de isca e presa. O mé-
todo de dois hibridos de levedura (Y2H) ou o método de
hibrido de levedura para trés ou mais proteinas é reali-
zado na presenca de um ou mals compostos de teste. A mo-
dulagdo do complexo é observada por uma alteracdo na ex-
pressdo do gene ativado no complexo. Aqueles versados na
técnica perceberdo que compostos de teste podem ser adi-
cionados ao ensaio diretamente ou, no caso de proteina,
podem ser co-expressados na levedura com os compostos de
isca e presa. Da mesma forma, proteinas de fusdo de Nor-
rin e proteinas de interacdo com Norrin também podem ser
usadas em uma triagem Y2H para identificar outras protei-
nas que modulem o complexo Norrin/Frizzled4 (como Dkk,
Kremen, outros reguladores negativos e reguladores posi-

tivos). As tecnologias de hibrido de levedura sdo conhe-
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cidas na técnica. Veja, por exemplo, LI ZHU E GREGORY J.
HANNON, YEAST HYBRID TECHNOLOGIES (2000).

Protocolos de ensaio como esses podem ser usa-
dos em métodos para a triagem de compostos, farmacos,
tratamentos que modulem o complexo Norrin/Frizzled4, quer
essa modulacdo ocorra por ligagdo competitiva, agindo co-
mo um mimético de Norrin, ou por alteracdo da estrutura
do complexo Norrin/Frizzled4, ou por estabilizacdo ou de-
sestabilizacdo da interface proteina-proteina. Pode-se
antecipar que aptameros peptidicos possam se ligar compe-
titivamente, embora a inducdo de uma estrutura de sitio
de ligacdo alterada por efeitos estéricos também seja
possivel. Conforme aqui usado, um processo bioldgico ou
patoldégico modulado por Norrin/Frizzled4 e o complexo
Norrin/Fz4/LRP5 pode incluir a ligacdo de Norrin a Friz-
zled4 ou a uma proteina que interaja com o complexo Nor-
rin/Frizzled4/LRP5, ou impega a regulacdo negativa de Dkk
e/ou Kremen do complexo Norrin/Frizzledd. Isso pode in-
cluir compostos que interajam com a Norrin ou modulem a
sintese das proteinas envolvidas com o complexo, assim
como miméticos de Norrin.

Podem-se observar marcadores relacionados a os-
so adicionais, como atividade de fosfatase alcalina, pro-
ducdo de osteocalcina ou mineralizacdo, além de outros

fatores relacionados a 0ssos que possam ser avaliados em
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conjunto com a analise bioquimica da modulagdo do comple-
x0 Norrin/Frizzled4/LRP5, conforme aqui discutido.

Processos patoldgicos se referem a uma catego-
ria de processos bioldgicos que produzem um efeito preju-
dicial. Por exemplo, a expressdo ou regulacdo positiva da
expressdo de LRP5 ou LRP6 e/ou Dkk e/ou uma proteina de
interagdo com Dkk pode estar associada a certas doencas
ou condigdes patoldgicas. Conforme aqui usado, diz-se que
um agente modula um processo patoldgico quando o agente
altera o processo a partir de seu nivel basal no sujeito
para um nivel estatisticamente significativo. Por exem-
plo, o agente pode reduzir o grau ou gravidade do proces-
so mediado por essa proteina no sujeito ao qual o agente
foi administrado. Por exemplo, uma doenga ou condicdo pa-
toldégica pode ser prevenida, ou a progressdo de uma doen-
¢a modulada pela administragdo de agentes que reduzam ou
modulem de alguma forma a expressdo ou pelo menos uma a-
tividade de uma proteina da invencéo.

Como Frizzled4/Norrin e LRP5/LRP6 (assim como
Kremen, Dkk e Wnt) estdo envolvidas direta e/ou indireta-
mente na modulacdoc de massa &éssea, uma modalidade desta
invencao é usar o complexo Norrin/Frizzled4 e ligantes do
complexo Norrin/Frizzled4 como um método de diagndstico
de uma condigao ou doenca éssea. Certos marcadores estdo
associados a condig¢des de sinalizagdo de Wnt especificas

(por exemplo, ativag&o de TCF/LEF). Testes diagnésticos



10

15

20

25

70

para condigbes Osseas podem incluir as etapas de teste de
uma amostra ou seu extrato quanto a presenca de Aacidos
nucléicos de Dkk ou de proteina de interacdo com Dkk (is-
to &, DNA ou RNA), oligdmeros ou seus fragmentos ou pro-
dutos protéicos da expressdao regulada de TCF/LEF. Por e-
xemplo, hibridizagdo in situ padrdo ou outras técnicas de
formagcdo de imagem podem ser utilizadas para observar
produtos da sinalizacdo de Wnt.

Também se discutem aqui métodos e materiais pa-
ra a modulagdo do desenvolvimento ésseo ou condicdes de
perda &ssea. A inibicgao da perda éssea pode ser consegui-
da por inibic¢do ou modulagdo de alteragdes no complexo
Norrin/Frizzled4 e, dessa forma, a via de sinalizacdo de
Wnt. Por exemplo, a auséncia de atividade de Norrin ou
uma atividade de Dkkl aumentada pode estar associada a
baixa massa 6ssea. Uma atividade aumentada de Norrin e
Frizzled4 pode estar associada a alta massa 6ssea. Conse-
guientemente, a modulacé&o da atividade de Norrin/Frizzled4
modulard, por sua vez, a massa Ossea. A modulacdo de uma
interagdo.de Dkk com o complexo Norrin/Frizzled4 mediante
agonistas e antagonistas é uma modalidade de um método
para regular o desenvolvimento 6sseo.

Os agentes da presente invencdo podem ser apre-
sentados isoladamente ou em combinagdo com outros agentes
que modulem um processo patoldgico particular. Conforme °

aqui usado, diz-se que dois agentes sdo administrados em



10

15

20

25

71

combina¢do quando os dois agentes sdo administrados si-
multaneamente ou sao administrados independentemente, mas
de modo que os agentes ajam ao mesmo tempo.

Os agentes da presente invencdo podem ser admi-
nistrados a um animal de teste ndo humano, por exemplo,
pelas vias parenteral, subcutédnea (s.c.), intravenosa
(i.v.), intramuscular (i.m.), intraperitoneal (i.p.),
transdérmica ou bucal. Alternativamente, ou concomitante-
mente, a administragdo pode ser pela via oral. A dosagem
administrada dependerd da idade, salde e peso do recep-
tor, do tipo de tratamento concomitante, caso haja, da
freqiéncia do tratamento e da natureza do efeito deseja-
do.

A presente inveng¢do também apresenta composi-
¢des contendo um ou mais agentes que modulem a expressao
ou pelo menos uma atividade de Norrin ou do complexo Nor-
rin/Frizzled4 ou que ajam como um mimético de Norrin. Em-
bora as necessidades individuais variem, a determinacdo
de faixas 6timas de quantidades eficazes de cada compo-
nente estd ao alcance da técnica. Dosagens tipicas do a-
gente ativo, que incluem um mimético de Norrin ou um a-
gente que medeie Norrin, uma proteina de interacdo com
Norrin, ou um ligante do complexo Norrin/Frizzled4 (ou
complexo Norrin/Frizzled4/LRP5, que também é considerado
sempre que complexos Norrin/Frizzled4 sdo discutidos),

podem compreender de cerca de 0,0001 a cerca de 50 mg/kg
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de peso corporal. As dosagens preferidas podem compreen-
der de cerca de 0,001 a cerca de 50 mg/kg de peso corpo-

ral. As dosagens malis preferidas podem compreender de

cerca de 0,1 a cerca de 1 mg/kg de peso corporal. Em um

ser humano médio de 70 kg, a faixa seria de cerca de 7 ug
a cerca de 3,5 g, com uma faixa preferida de cerca de 0,5
mg a cerca de 5 mg (e, por exemplo, qualquer valor de 0,1
mg dentro dessa faixa).

Além do agente farmacologicamente ativo, as
composig¢des da presente invencdo podem conter veiculos
farmaceuticamente aceitdveis adequados, compreendendo ex-
cipientes, veiculos e auxiliares que facilitem o proces-
samento dos compostos ativos em preparacgdes que possam
ser usadas farmaceuticamente para distriuig¢do no sitio de
agado. Formulagdes adequadas para administracdo parenteral
incluem solugdes aquosas dos compostos ativos em forma
soluvel em agua, por exemplo, sais solUveis em agua. Além
disso, podem-se administrar suspensdes dos compostos ati-
vos, como suspensdes para 1injecdo oleosa apropriadas.
Solventes ou veiculos lipofilicos adequados incluem 6leos
graxos (por exemplo, &leos vegetais, como dleo de gerge-
lim) ou ésteres de acidos graxos sintéticos (por exemplo,
oleato de etila ou triglicerideos). Suspensdes aquosas
para injecao podem conter substédncias que aumentem a vis-
cosidade da suspensdo e incluem, mas ndo se limitam a,

carboximetil celulose sdédica, sorbitol e/ou dextrano. Op-
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cionalmente, a suspensdo também pode conter estabilizado-
res. Lipossomos e outros vetores ndo virais também podem
ser usados para encapsular o agente para distribuic&o na
célula.

A formulacdao farmacéutica para administracéo
sistémica de acordo com a invencgdo pode ser formulada pa-
ra administracdo enteral, parenteral ou tépica (top). De
fato, todos os trés tipos de formulacdes podem ser usados
simultaneamente para se conseguir uma administracdo sis-
témica do ingrediente ativo.

Formulac¢des adequadas para administracdo oral
incluem capsulas de gelatina dura ou macia, pilulas, com-
primidos, incluindo comprimidos revestidos, elixires,
suspensdes, xaropes ou inalacg¢des e suas formas de libera-
¢cao controlada.

Potencialmente, qualquer composto que se ligue
a e, dessa forma, module Norrin, um mimético de Norrin,
um ligante de Norrin ou o complexo Norrin/Frizzled4 pode
ser um composto terapéutico. Em uma modalidade da inven-
¢do, um aptémero peptidico ou de acido nucléico de acordo
com a invengao é usado em uma composicdo terapéutica. Es-
sas composi¢des podem compreender um aptdmero ou um frag-
mento de Norrin/Frizzled4, ndo modificado ou modificado.
Em outra modalidade, o composto terapéutico compreende
uma proteina de interag¢do com Norrin ou com complexo Nor-

rin/Frizzled4 ou seu fragmento biologicamente ativo.
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Aptameros de acido nucléico sdo usados em com-
posigdes, por exemplo, por ligacdo quimica a uma molécula
de veiculo, como polietileno glicol (PEG), que pode faci-
litar a captacdo ou estabilizar o aptdmero. Uma fracéo
dialquilglicerol ligada a um RNA pode ser usada para in-
crustar o aptémero em lipossomos, estabilizando, dessa
forma, o composto. A incorporagdo de substituic¢des quimi-
cas (isto é, a troca do grupo 2'-OH da ribose por um 2'-
NH no RNA confere resisténcia a ribonuclease) e remate, e
outros, pode evitar a degradacdo. VArias dessas técnicas
sdo discutidas para aptémeros de RNA em Brody e Gold,
2000 Rev. Mol. Biol. 74: 3-13.

Aptameros peptidicos podem ser usados em apli-
cacdes terapéuticas pela introducdo de um vetor de ex-
pressao que dirija a expressao do aptadmero no tecido afe-
tado como, por exemplo, por distribuig¢do retroviral, por
encapsulagdo do DNA em um complexo de distribuicdo ou
simplesmente por injecdo de DNA nu. Ou o prdéprio aptamero
ou um analogo sintético pode ser usado diretamente como
um farmaco. A encapsulagdo em polimeros e lipidios pode
auxiliar na distribuicdo. O uso de aptéameros peptidicos
como agentes terapéuticos e diagndésticos é revisado em
Hoppe-Syler e Butz, 2000 J. Mol. Med. 78: 426-430.

Em outro aspecto, a estrutura de um aptémero
peptidico restringido da invencdo pode ser determinada

por NMR ou cristalografia de raios X (Cavanagh et al.,
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PROTEIN NMR SPECTROSCOPY: PRINCIPLES AND PRACTICE, Academic Press,
1996; Drenth, PRINCIPLES OF PROTEIN X-Ray CRYSTALLOGRAPHY, Sprin-
ger Verlag, 1999). De preferéncia, a estrutura pode ser
determinada no complexo com a proteina alvo. Um analogo
de molécula pequena é, entdo, projetado de acordo com as
posigdes de elementos funcionais da estrutura tridimensi-
onal do aptamero. (GUIDEBOOK ON MOLECULAR MODELING IN DRUG DESIGN,
Cohen, Ed., Academic Press,. 1996; MOLECULAR MODELING AND DRUG
DESIiGN (TopICS IN MOLECULAR AND STRUCTURAL BIOLOGY), Vinter e
Gardner Eds., CRC Press, 1994). Apresentam-se aqui méto-
dos para a identificacdo e projeto de farmacos eficazes e
especificos que modulem a atividade de Norrin, ajam um
mimético de Norrins, proteinas de interacdo com Norrin,
proteinas de interacdo com Norrin/Frizzled4 e o complexo
Norrin/Frizzled4. Mimétodos de molécula pequena dos apta-
meros peptidicos também sdo considerados dentro do ambi-
to.

2.1 Ensaio Repdrter Funcional de Norrin a Base
de Células

Os ensaios repdérteres de TCFEF descritos nos e-
xemplos abaixo podem ser desenvolvidos em ensaios de tri-
agem para identificar miméticos de Norrin (FIGS. 1 e 2)
ou para identificar antagonistas de inibidores do sinal
de Norrin, como antagonistas de Dkkl/Kremen2 (FIG. 3). Em
ambos os tipos de ensaios, quando efetuados em células do

tipo Osseo ou nao ésseo, as moléculas ativas intensifica-
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riam os sinais de TCF-luciferase ou outro método de sinal
adequado.

2.2 Ensaios de Norrin/LRP5/LRP6 e
DKK/LRP5/LRP6/Kremen

Outro método que pode ser usado para a triagem
de reagentes que modulem a interacdo de Norrin com Friz-
zled4/LRP5/LRP6 é mediante um ensaio imunossorvente liga-
do a enzima (ELISA). Duas possiveis permutacdes desse en-
saio sao exemplificadas, mas outras também podem ser uti-
lizadas. Por exemplo, LRP5 pode ser imobilizadas em uma
superficie sdélida, como um po¢o de placa de cultura de
tecido. Aqueles versados na técnica reconhecerdo gque ou-
tros suportes, como, mas ndo limitados a, uma membrana de
ndilon ou nitrocelulose, um chip de silicio, uma lamina
de vidro, gldébulos e outros, podem ser usados como subs-
titutos. Uma maneira de fazer isso pode ser com a forma
de LRP5/LRP6/Fz4 como uma proteina de fusdo, em que o do-
minio extracelular de LRP5/LRP6/Fz4 é fusionado a parte
Fc de uma IgG humana ou outra IgG. A proteina de fuséo
LRP5/LRP6/Fz4-Fc pode ser produzida em células de ovario
de hamster chinés (CHO) (ou outra linhagem celular ade-
quada), em que as proteinas de fusdo sdo extraidas das
linhagens celulares ou dos meios. A proteina de fusao
LRP5/6/Fz4-Fc isolada pode ser imobilizada na superficie
sb6lida mediante um anticorpo anti-Fc humano ou por placas

revestidas com Proteina-A ou Proteina G, por exemplo. O
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substrato pode ser, entdo, lavado para remover qualquer
proteina ndo ligada. Meios condicionados contendo protei-
na Norrin secretada ou proteina etiquetada no epitopo de
Norrin secretada (ou Norrin purificada, proteina etique-
tada no epitopo de Norrin purificada, mimético de Norrin
ou um fragmento contendo uma parte biologicamente ativa
de Norrin envolvida na modulacgdo éssea) podem ser incuba-
dos nos pog¢os ou recipientes. Alternativamente, um rea-
gente de teste pode ser incubado com a proteina de fusio
fixada para a triagem de miméticos de Norrin. A ligacgéo
de Norrin ou de um mimético de Norrin a LRP5/LRP6/Fz4 po-
de ser avaliada usando-se anticorpos contra Norrin ou
contra uma etiqueta no epitopo. Por exemplo, uma proteina
etiquetada no epitopo de Norrin-V5 ou seu fragmento pode
ser detectada com um anticorpo anti-V5. Esse ensaio pode
ser, entdo, usado, por exemplo, para identificar miméti-
cos de Norrin, agonistas de Norrin e imunoglobulinas que
se liguem de maneira similar a Norrin & proteina de fusé&o
LRP5/LRP6/Fz4. Os ensaios podem, por exemplo, estar na
forma de um ensaio competitivo, reagentes de teste eti-
quetados e outros. Esses sistemas de ensaio também podem
ser utilizados com HBM. O ensaio também pode ser modifi-
cado para ter lavagens que incluem uma proteina Dkk, Kre-
men e/ou Wnt ou seu fragmento biologicamente ativo, quan-
do da triagem de agentes de teste que modulem a interacao

e formacdo de complexos entre esas proteinas e polipepti-
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dios.

Alternativamente, a proteina Norrin ou seu
fragmento biologicamente ativo (todas as referéncia a
proteina Norrin consideram que um fragmento biologicamen-
te ativo também pode ser usado) ou um mimético de Norrin,
que esteja envolvido na modulacgdo 6ssea, poderia ser di-
retamente fusionado a um marcador de deteccdo, como fos-
fatase alcalina. Aqui, a detecc¢do da interagdo Norrin-
LRP5/LRP6/Fz4 pode ser diretamente investigada, sem expe-
rimentos baseados em anticorpos subseqientes. A Norrin ou
mimético de Norrin ligado é detectado em um ensaio de
fosfatase alcalina ou por outro ensaio de detecg¢do. Se a
proteina de fusdo Norrin-fosfatase alcalina estiver liga-
da a LRP5/LRP6/Fz4 imobilizada, a atividade de fosfatase
alcalina seria detectada em uma leitura colorimétrica,
radicativa ou fluorescente. Como resultado, pode-se en-
saiar a capacidade de compostos de molécula pequena de
alterar a ligacdo de Norrin a LRP5/LRP6/Fz4 usando-se es-
se sistema ou se o reagente de teste é um mimético de
Norrin ou agonista de Norrin. Por exemplo, compostos,
quando adicionados com Norrin (ou Norrin etiquetada no
epitopo) a cada pogo da placa, podem ser classificados
gquanto a sua capacidade de modular a interagdo entre Nor-
rin e LRP5/LRP6/Fz4 com base na intensidade do sinal de
Norrin ligada presente no pogo apdés um tempo de incubagdo

adequado e lavagem. O ensaio pode ser calibrado fazendo-
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se experimentos de competigdo coom Norrin ndo marcada ou
com um segundo tipo Norrin etiquetada no epitopo. Qual-
quer molécula que seja capaz de modular (por exemplo, in-
tensificar) a interagdo Norrin-LRP5/LRP6/Fz4 pode ser um
candidato terapéutico adequado, mais preferivelmente um
candidato terapéutico osteogénico ou um candidato capaz
de modular um lipidio (por exemplo, ApoE, LDL, HDL, VLDL,
triglicerideo, colesterol). Essas moléculas incluem com-
postos quimicos pequenos, peptidios e imunoglobulinas;
(anticorpos, fragmentos de anticorpos) todos podendo ser
examinados com um sistema de ensaio.

2.3 Ensaio Homogéneo de Norrin-LRP5/6/Fz4

Outro método para investigar a modulacgdo de in-
teracdes proteina-proteina é mediante Transferéncia de
Energia por Ressondncia de Fluorescéncia (FRET). A FRET é
um processo mecédnico quantico, em que uma molécula fluo-
rescente, a doadora, transfere energia para uma molécula
croméfora receptora que esteja em intima proximidade. Da
mesma forma, um Ensaio Homogéneo de Proximidade Lumines-
cente Amplificada (triagem ALFA) também pode ser usado
para avaliar dominios de interacdo com Norrin-LRP5/6 ou
Fz4 e a funcdo de miméticos de Norrin no complexo
Fz4/LRP5. Esses sistemas foram usados com sucesso na li-
teratura para caracterizar as interacdes intermoleculares
entre LRP5 e Axina (veja, por exemplo, Maio et al., Mo-

lec. Cell Biol. 7: 801-9). H& muitas etiquetas fluores-
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centes diferentes para esses estudos, e hd muitas manei-
ras para etiquetar de maneira fluorescente as proteinas
de interesse. Por exemplo, CFP (isto é, proteina fluores-
cente ciano) e YFP (isto é, proteina fluorescente amare-
la) podem ser usadas como doador e receptor, respectiva-
mente. Proteinas de fusdo, com um doador e um receptor,
podem ser manipuladas, expressadas e purificadas ou con-
jugadas a gldébulos doadores e receptores especificos.
Por exemplo, emrensaios do tipo FRET, proteinas
Norrin purificadas, ou seus polipeptidios biologicamente
ativos, ou agentes que estejam sendo triados como miméti-
cos de Norrin podem ser fusionados a CFP (ou outra prote-
ina fluorescente), e proteina LRP5/6/Fz4npurificada ou
seus polipeptidios biologicamente ativos (por exemplo,
LBD ou dominio contendo hélice beta) fusionada a YFP pode
ser gerada e purificada usando-abordagens padronizadas.
Se Norrin-CFP e LRPS5/Fz4-YFP forem encontradas em intima
proximidade, a transferéncia de energia de CFP para YFP
resultard em uma reducdo na emissdo de CFP e um aumento
na emissdao de YFP. A energia é suprida com um comprimento
de onda de excitacdo de 450 nm, e a transferéncia de e-
nergia é registrada a comprimentos de onda de emissdo de
480 nm e 570 nm. A razdo de emissdo de YFP para emissdao
de CFP proporciona um calibre para alteracdes na intera-
¢do entre Norrin (ou mimético de Norrin) e LRP5/Fz4. Esse

sistema € capaz de fazer a triagem de compostos de molé-
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cula pequena que possam alterar a interacdo proteina-
proteina Norrin-LRP5/Fz4 e a atividade na cascata de Wnt.
Compostos que intensificam ou rompem a interacdo seria
identificados por um aumento ou diminuicdo, respectiva-
mente, na razdo de emissdo de YFP para emissdo de CFP.
Compostos que modulam a interacdo LRP5/Fz4 da mesma ma-
neira que Norrin seriam, entdo, considerados candidatos a
moléculas miméticas de Norrin. Também seria feita a tria-
gem de agentes que intensificassem a atividade do tipo
Norrin. Esses sistemas de ensaio também podem ser modifi-
cados com diferentes proteinas fluorescentes, para inclu-
ir Kremen, Dkk e/ou Wnt em vArias combinacdes. A caracte-
rizacdo adicional dos compostos pode ser feita usando-se
os ensaios de TCF-luciferase ou embrido de Xenopus para
elucidar os efeitos dos compostos sobre a sinalizacdo de
Norrin funcional.

2.4 Ensaio de Hibrido de Levedura

O sistema de dois hibridos, trés hibridos ou
outros de levedura ou outro sistema de hibrido de
levedura €& extremamente 0Util para estudar interacdes
proteina:proteina. Veja, por exemplo, Chien et al., 1991
Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 88: 9578-82; Fields et al.,
1994 Trends Genetics 10: 286-92; Harper et al., 1993 Cell
75: 805-16; Vojtek et al., 1993 Cell 74: 205-14; Luban et

al., 1993 Cell 73: 1067-78; Li et al., 1993 FASEB J. 7:
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957-63; Zang et al., 1993 Nature 364: 308-13; Golemis et
al., 1992 Mol. Cell. Biol. 12: 3006-14; Sato et al., 1994
Proc. Nat’1l. Acad. Sci. USA 91: 9238-42; Coghlan et al.,
1995 Science 267: 108-111; Kalpana et al., 1994 Science
266: 2002-6; Helps et al., 1994 FEBS Lett. 340: 93-8;
Yeung et al., 1994 Genes & Devel. 8: 2087-9; Durfee et
al., 1993 Genes & Devel. 7: 555-569; Paetkau et al., 1994
Genes & Devel. 8: 2035-45; Spaargaren et al., 1994 Proc.
Nat’1. Acad. Sci. USA 91: 12609-13; Ye et al., 1994 Proc.
Nat’”1l Acad. Sci. USA 91: 12629-33; e patentes norte-
americanas n°® 5.989.808, 6.251.602 e 6.284.519.

Variagdes do sistema s&o disponiveis para a
triagem de fagemidio de levedura (veja, por exemplo,
Harper, CELLULAR INTERACTIONS AND DEVELOPMENT: A PRACTICAL APPROACH,
153-179 (1993); e Elledge et al., 1991 Proc. Nat’l Acad.
Sci. USA 88: 1731-5), ou ‘bibliotecas de cDNA de
plasmidios (Bartel, 1993 Cell 14: 920-4); Finley et al.,
1994 Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 91: 12980-4) para clonar
proteinas que interajam, assim como para estudas pares de
proteinaé conhecidas.

O sucesso do sistema de dois hibridos se baseia
no fato de que os dominios de ligacdo a DNA e de ativacao
de polimerase de muitos fatores de transcricdo, como
GAL4, podem ser separados e, entdo, reunidos para

restaurar a funcionalidade (Morin et al., 1993 Nuc. Acids
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Res. 21: 2157-63). Embora esses exemplos descrevem
triagens de dois hibridos no sistema de levedura, deve-se
entender que uma triagem de dois hibridos pode ser
conduzida em outros sistemas, como linhagens celulares de
mamiferos. A invengdo, portanto, ndo se limita ao uso de
um sistema de dois hibridos de levedura, mas engloba
esses sistemas alternativos.

Cepas de leveduras com cdpias integradas de
varios cassetes de gene repdrter como, por exemplo,
GAL-LacZ, GAL-HIS3 ou GAL-URA3 (Bartel, 1N CELLULAR
INTERACTIONS AND DEVELOPMENT: A PRACTICAL APPROACH, 153-179
(1993); Harper et al., 1993 Cell 75: 805-16; Fields et
al., 1994 Trends Genetics 10: 286-92) sdo co-
transfectadas com dois plasmidios, cada um expressando
uma proteina de fusdo diferente. Um plasmidio codifica
uma fusdo entre a proteina “X” e o dominio de ligacao a
DNA de, por exemplo, o ativador de transcricdao de
levedura GAL4 (Brent et al., 1985 Cell 43: 729-36; Ma et
al., 1987 Cell 48: 847-53; Keegan et al., 1986 Science
231: 699-704), enquanto o outro plasmidio codifica uma
fusdo entre a proteina “Y” e o dominio de ativacdo de RNA
polimerase de GAL4 (Keegan et al., 1986). Os plasmidios
sao transformados em uma cepa da levedura que contém um
gene repodrter, como lacZ, cuja regido reguladora contém

sitios de ligagcdo a GAL4. Se as proteinas X e Y
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interagirem, elas reconstituem uma proteina ativadora de
transcrigcdo GAL4 funcional por colocag¢do dos dois
componentes GAL4 em proximidade suficiente para ativar a
transcrigao. Compreende-se bem que o papel das proteinas
de isca e presa pode ser alternativamente trocado e,
portanto, as modalidades desta invengdo consideram ambos
0s arranjos alternativos.

Qualquer proteina hibrida isoladamente tem de
ser incapaz de ativar a transcrigdo do gene repdérter. O
hibrido de dominio de ligagdo a DNA tem de ser incapaz de
ativar a transcrigdo, porque ndo apresenta uma funcdo de
ativacao, e o hibrido de dominio de ativacdo tem de ser
incapaz de ativar a transcrigdo, porque ndo pode
localizar os sitios de ligacdo a GAL4. A interacdo das
duas proteinas de teste reconstitui a funcdo de GAL4 e
resulta na expressdo do gene repdrter. Os cassetes de
gene repdrter consistem em promotores minimos que contém
0 sitio de reconhecimento de DNA de GAL4 (Johnson et al.,
1984 Mol. Cell. Biol. 4: 1440-8; Lorch et al., 1984 J.
Mol. Biol. 186: 821-824) clonado em 5' com relacdo a sua
caixa TATA. A ativagdo da transcricdo ¢é classificada
medindo-se a expressdo de p-galactosidase (ou outro
repérter) ou o crescimento dos transformantes em meio
minimo desprovido do nutriente especifico que permita a
selecdo auxotrédfica do produto de transcricdo, por

exemplo, URA3 (selegdo de uracila) ou HIS3 (selecdo de
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histidina). Veja, por exemplo, Bartel, 1993; Durfee et
al., 1993 Genes & Devel. 7: 555-569; Fields et al., 1994
Trends Genet. 10: 286-292; e patente norte-americana n°
5.283.173.

Genericamente, esses métodos incluem duas
proteinas a serem testadas quanto a interacdo, que sao
expressadas como hibridos no nucleo de uma célula de
levedura. Uma das proteinas é fusionada ao dominio de
ligagcdo a DNA (DBD) de um fator de transcricdo,e a outra
€ fusionada a um dominio de ativacdo de transcricdo (AD).
Se as proteinas interagirem, elas reconstituem um fator
de transcricdo funcional gque ativa um ou mais genes
repdérteres que contém sitios de ligacdo para o DBD.
Ensaios de dois hibridos exemplificativos sdo de Norrin,
Norrin/Frizzled4 ou fusdes Frizzled4/LRPS.

3. Métodos In vivo de Ensaio de Agentes

Além dos métodos in vitro aqui identificados,
os métodos e materiais também podem incluir o uso de ani-
mais para estudas o efeito de agentes de teste triados e
identificados por andlises in vitro. Por exemplo, animais
transgénicos em que um (ou mais) dos genes de Norrin,
Kremen (Kremen 1 e/ou 2), Dkk (Dkkl, Dkk2, Dkk3 e/ou
Dkk4), LRP5, LRP6, HBM, Wnt (Wntl a Wntl9) e Frizzled4
genes sao introduzidos como cDNAs. Exemplos de animais

transgénicos de LRP5 e HBM podem ser encontrados no Pedi-
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do Internacional PCT n® PCT/US02/14876 e no pedido de pa-
tente norte-americana n°® 10/680.287. A matéria desses pe-
didos é aqui incorporada por referéncia em sua inteireza
para todas as finalidades.

Assim, em um aspecto, depois das etapas de tri-
agem do agente de teste contra qualquer uma das linhagens
celulares transfectadas acima discutidas e/ou depois que
os agentes tiverem sido testados para se observar se eles
se ligam a qualquer uma de Dkk, Norrin, Frizzled4, LRP5,
LRP6, HBM, Wnt e/ou Kremen, esses agentes de teste também
podem ser avaliados in vivo. A adicdo da etapa de teste
de reagentes in vivo acrescenta uma etapa de validacao
aos testes obtidos por qualquer um dos meios discutidos
na Secao 2 acima. Os reagentes podem ser administrados
aos animais mediante qualquer meio de administracdo ade-
quado para o composto, por exemplo, oral, intravenosa,
intramuscular, intraperitoneal, cutdnea e outros. A admi-
nistragdo pode depender da formulacgdo do composto de tes-
te. Por exemplo, pequenos RNAs inibidores (siRNAs) e imu-
noglobulinas podem ser administrados por via intravenosa,
em vez de oral. Pequenos compostos gquimicos podem ser ad-
ministrados por via oral ou intravenosa. As quantidades
do composto de teste seriam administradas com base no pe-

so do animal.
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Os animais também poderiam ser utilizados para
testar a biodisponibilidade e os produtos de degradacéao
dos compostos.

Os animais receberiam a administracdo do com-
posto de teste durante um periodo de dias, semanas ou me-
ses. A administragdo pode ser didria, semanal, bimensal,
mensal ou outra. Os animais podem receber apenas a admi-
nistracdo do agente ou em conjunto com exercicio, o que
causa distorgdo dos ossos do animal. A discussdo de como
a distorgao pode ser imposta aos ossos dos animais é des-
crita no Pedido Internacional PCT n® PCT/US2004/17951. O
conteudo desse pedido é aqui incorporado por referéncia
em sua inteireza para todas as finalidades.

Por exemplo, o pDXA pode ser medido em animais
do tipo selvagem e transgénicos que recebam a administra-
¢ao de varias dosagens dos agentes. Por exemplo, camun-
dongos do tipo selvagem e transgénicos sdo anestesiados,
pesados, e varreduras de raios X de corpo inteiro no es-
queleto sdo geradas usando-se o dipositivo LUNAR PIXImus
para pequenos animais. As varreduras podem ser realizadas
gquando os camundongos sdo desmamados (isto &, com 3 sema-
nas de idade) e repetidas a intervalos de 2 semanas. Ani-
mais do tipo selvagem podem receber varreduras em 3, 5,
7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 27 e 29 semanas. A var-
redura de animais transgénicos pode ser realizada durante

periodos de até 17 semanas. As varreduras podem ser ana-
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lisadas quanto a BMD (densidade mineral o&ssea), BMC (teor
mineral 6sseo), TTM (massa tissular total) e porcentagem
(3) de gordura para varias regides do corpo.

Além disso ou alternativamente, podem-se obter
radiografias faxitron dos animais acima. Por exemplo, a-
pds a varredura pDXA de animais anestesiados, pode-se ti-
rar um raio X adicional usando-se um dispositivo Faxitron
que permita a medicdo do tamanho do osso.

Além disso ou alternativamente, pode-se reali-
zar a marcacdo com calceina dos animais acima. Por exem-
plo, os animais podem ser dosados com calceina a 15 mg/kg
de peso do animal em duas ocasides consecutivas. A pri-
meira dose pode ser dada 9 dias antes do animal ser sub-
metido a eutandsia, e a segunda dose dois dias antes da
eutandsia. Também se pode determinar a medicdo da forma-
cdo Ossea.

Certos tipos de andlises ex vivo dos animais
acima também podem ser opcionalmente realizadas. Por e-
xemplo, pode-se fazer o isolamento de RNA do tecido, pQCT
e microCT (uCT), histologia, andlise de resisténcia ao
dobramento, andlise de resisténcia compressiva de vérte-
bras e analises séricas podem ser realizadas. Por exem-
plo, RNA pode ser isolado da tibia e outros tecidos usan-
do-se TRIzol7 para determinar a expressdo de mRNA. A ana-

lise pQCT de qualquer um dos animais acima pode ser rea-
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lizada por obtencdo de um fémur e limpeza de tecidos mo-
les. O fémur pode ser, entdo, armazenado em etanol a 70%
para a determinacdo de densidade total e trabecular da
metdfise distal, e a densidade cortical do meio do eixo,
entdo, determinada.

A anadlise do fémur do animal também pode ser
usada para determinar indices trabeculares da metafise
distal.

Opcionalmente, pode-se realizar uma anélise
histoldégica dos animais acima. Por exemplo, o fémur de um
camundongo pode ser usado para determinar a &rea O6ssea e
parametros estdticos e dindmicos da metafise distal. Al-
ternativamente ou além disso, pode-se realizar uma imuno-
histoquimica (por exemplo, hibridizacdo in situ de marca-

dores osteogénicos e coloragcdo TUNEL das células que so-

fram apoptose).

Qualguer um dos animais acima também pode ter
seus ossos examinados quanto a resisténcia ao dobramento
ou resisténcia compressiva de vértebras. Para a resistén-
cia ao dobramento, o fémuro do animal (ou outro osso ade-
quado) pode ser limpado do tecido mole e armazenado a
cerca de -20°C antes da andlise da resisténcia ao dobra-
mento em 3 pontos do eixo médio. A resisténcia compressi-
va pode ser medida por remocdo da espinha, por exemplo,
de um camundongo em T10 a L6 ou L7. O tecido mole é dei-

xado na espinha, que é, entdo, congelada a cerca de -20°C
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até a analise. A resisténcia compressiva é freqiientemente
medida na vértebra L5.

Para fins de andlise de lipidios, pode-se ava-
liar o soro dos animais.

Por exemplo, os animais podem

ser submetidos a eutandsia, e o soro preparado a partir
do sangue para medir o colesterol total, triglicerideos,
osteocalcina e outros marcadores bioquimicos substitutos.

Os transcritos de gene e a modulagdo da expres-
sdo também podem ser avaliados nos animais. Por exemplo,
sabe-se que a carga sobre os o0ssos tem um impacto sobre
0s genes da seguinte maneira:

TABELA 1

Efeito da Carga Sobre a Expressao de Gene In vivo Com-

parando Animais HBM TG e N&ao-TG

Gene Via Efeito da Carga Sobre a Expres-
sdao do Gene
ACP5 HBM Regulado positivamente de manei-
ra igual nos machos e é induzido
mais significativamente em fé-
meas HBM-TG
CollAl HBM Sem alteragdo significativa em
nenhum
Conexina Wnt Regulado positivamente; Mais
43 significativo em HBM-TG
CTSK HBM Regulado positivamente em ambos
os animais de maneira igual
Ciclina Wnt Regulado positivamente; Mais
D1 significativo em HBM-TG
ENOS Sensor de Regulado positivamente; Mais
Carga significativo em HBM-TG
Frizzled Wnt Regulado positivamente; Mais
2 significativo em HBM-TG
GADD45A HBM Regulado negativamente em ambos
0s animais
IGE2 HBM Regulado positivamente em ambos
0s animais machos
IGFBP6 HBM Regulado positivamente; Mais
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Gene Via Efeito da Carga Sobre a Expres-
sdo do Gene
significativo em HBM-TG
IL-6 Sensor de Regulado positivamente; Mais
Carga significativo em HBM-TG
IL-8 Tensao e Regulado positivamente; Mais
Funcdo de significativo em HBM-TG
Osteoclasto
LRPS5 - Sem alteragdo significativa em
nenhum
MK2 . Tensao e Regulado positivamente apenas em
Funcdo de animais ndo TG
Osteoclasto
OPG Tensdo e Regulado positivamente apenas em
Funcdo de animais HBM-TG
Osteoclasto
Osteonect HBM Regulado positivamente; Mais
ina significativo em HBM-TG
PTGS Sensor de Regulado positivamente; Mais
Carga significativo em HBM-TG
RANKL Tensdo e Sem alteracgdo significativa em
Funcado de nenhum
Osteoclasto
SFRP1 Wnt Regulado positivamente; Mais
significativo em HBM-TG
SFRP4 Wnt Regulado positivamente; Mais
significativo em HBM-TG
TGER HBM Sem alteragdo significativa em
nenhum
TIMP3 HBM Sem alteragdo significativa em
nenhum
WISP2 Wnt Regulado positivamente; Mais
significativo em HBM-TG
WntlOB Wnt Regulado positivamente; Mais
significativo em HBM-TG
Qualquer um ou mais dos genes acima menciona-
dos, em qualquer combinagdo, pode ser avaliado quanto a

alteragdes na expressdo devido a administracdo de um a-

gente de teste, agente de controle, tensdo sobre o 0Ss0O

ou célula 6ssea e assim por diante. O perfil de genes po-
entao,

de ser produzido e, avaliado em conjunto com o e-

feito que o agente tem sobre a Norrin-Frizzled4 ou o com-
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plexo Frizzled4-LRP5 e sua atividade na via de Wnt. Por
exemplo, o perfil de gene/proteina obtido pelo agente que
modulou o complexo Norrin-Frizzled4-LRP5 ou um mimético
de Norrin produz um perfil como o observado com a admi-
nistracdo de um antagonista de Dkk ou antagonista de Kre-
men ou por tensdao sobre o osso ou célula éssea.

A carga 6ssea e a comparacdo da carga o6ssea com
com a modulagdo por um agente também pode ser realizada
in vitro. Por exemplo, a carga gravitacional pode ser u-
sada para induzir tensdo sobre qualquer uma das células
Osseas aqul discutidas, e o perfil da expressdo de gene
de qualquer um ou mais dos genes ou qualquer combinacao
dos seguintes genes pode ser avaliado como parte de um
perfil de tensdo éssea. O perfil de tensdo 6ssea pode ser
avaliado para ver se, por exemplo, um mimético de Norrin
induz uma intensificacd&o no perfil de tensdo dssea ou di-
minui a inibig¢do de Dkk e/ou Kremen nos genes de um per-

fil de tensdo o6ssea.

TABELA 2

Efito da Carga Sobre a Expressdo de Gene In vitro
Resposta de Célu-

Gene Tipo de Gene las MC3T3 a Carga
Gravitacional

AP1B1 Gene regulado por ten- Regulado positi-
sao vamente

AXIN Componente da via de Regulado positi-
Wnt vamente

BMP1 Inducdo observada por Regulado positi-
iGSK-3 vamente

CBFB Fungcao de osteoblasto  Regulado positi-
vamente

CCND1 Gene alvo de Wnt Regulado positi-



93

Resposta de Célu-

Gene Tipo de Gene las MC3T3 a Carga
Gravitacional

vamente

CCND3 Ciclo celular Regulado positi-
vamente

CELSR2 Receptor do tipo G Regulado positi-
vamente

CHUK/IKK alfa Facilita a transloca- Regulado positi-
¢do nuclear de B- vamente

catenina

CK1l alfa Componente da via de Regulado positi-
Wnt vamente

CKB Quinase Regulado positi-
vamente

CRABP2 Diferenciagdo de os- Regulado positi-
teoblastos vamente

CSF1R Osteoclastogénese Regulado positi-
vamente

CTGF Fator de crescimento Regulado positi-
vamente

DVL1 Intermedidrio de sina- Regulado positi-
. lizacdo de Wnt vamente

EPHB6 Gene alvo de Wnt Regulado positi-
vamente

FOSL1 Gene regulado por ten- Regulado positi-
sao vamente

GADD45B Ciclo celular Regulado positi-
vamente

GADD45G Ciclo celular Regulado positi-
vamente

GJAl Gene alvo de Wnt Regulado positi-
vamente

GJB3 Gene alvo de Wnt Regulado positi-
vamente

HERPUD1 Gene alvo de Wnt Regulado positi-
vamente

IGFBP6 Regulado positi-
vamente

IL1R1 Sinalizagdo mediada Regulado positi-
por IL-1, inflamacdao vamente

IL1RL1 Sinalizacdo mediada Regulado positi-
por IL-1, Inflamacao vamente

IL4RA Inflamacgéo Regulado positi-
vamente

ITGAS Sinalizacgdo de in- Regulado positi-
tegrina vamente

JUN Gene regulado por ten- Regulado positi-
sao vamente

JUND1 Gene regulado por ten- Regulado positi-

sao vamente



Gene

LDLR

LOX

MAPKAPK2

MSX1

MYCS

NCAM1

NFATC1

NFKB1

PDGFA

PRDC-PENDING

PTGS1
PTGS2
RAMP 3
RUNX
RUNX2/CBFAL

SDC1

SERPINE1
SPARCL1
STAT3
TANK
TGFB1
THBD

TIEG

94

Tipo de Gene

Receptor de lipopro-
teina
Lisil oxidase

Quinase na sinalizacgdo
regulada por tensao
Gene alvo de Wnt

Gene alvo de Wnt
Gene alvo de Wnt
Inflamacao

Inflamacgdo, prolifera-
cdo
Fator de crescimento,
desenvolvimento de os-
teoblastos
Proteina do tipo Cere-
berus
Inflamacéao

Gene alvo de Wnt
Sinalizacdo de calcio
Funcao de osteoblasto
Funcdo de osteoblasto

Proteoglicano requeri-
do para sinalizacédo de
Wnt
Protease

Funcao de ostecblasto

Proliferacdo e cresci-
mento celular
Inflamacdo, Sinaliza-
¢do de NF-kB
Gene de sinalizacdo de
TGFE beta
Funcdo de célula en-
dotelial
Gene de sinalizacédo de
TGFEF beta

Resposta de Célu-
las MC3T3 a Carga
Gravitacional
Regulado positi-
vamente
Regulado positi-
vamente
Regulado positi-
vamente
Regulado positi-
vamente
Regulado positi-
vamente
Regulado positi-
vamente
Regulado positi-
vamente
Regulado positi-
vamente
Regulado positi-
vamente

Regulado positi-
vamente
Regulado positi-
vamente
Regulado positi-
vamente
Regulado positi-
vamente
Regulado positi-
vamente
Regulado positi-
vamente
Regulado positi-
vamente

Regulado positi-
vamente
Regulado positi-
vamente
Regulado positi-
vamente
Requlado positi-
vamente
Requlado positi-
vamente
Regulado positi-
vamente
Regulado positi-
vamente
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Resposta de Célu-

Gene Tipo de Gene las MC3T3 a Carga
Gravitacional

TIMP1 Metaloproteinase de Regulado positi-
matriz vamente

TIMP3 Metaloproteinase de Regulado positi-
matriz vamente

TNFRSF11B/0OPG Gene alvo de Wnt Regulado positi-
vamente

TRAF3 Sinalizacdo de NF-kB Regulado positi-
vamente

WISP1 Gene alvo de Wnt Regulado positi-
vamente

A determinagdo de se os agentes de teste admi-
nistrados podem induzir um efeito modulador &sseo pode
ser avaliada por raios X quanto a alteracdes da densidade
b6ssea ou por sacrificio do animal e exame de osso corti-
cal, conforme descrito no pedido de patente norte-
americana n° 10/680.287 e Pedido Internacional PCT n°
PCT/US2004/17951, ou qualquer um dos métodos aqui descri-
tos ou conhecidos na técnica. O conteldo desses pedidos é
aqui incorporado por referéncia em sua inteireza para to-
das as finalidades.

4. Métodos de Estudo da Carga Ossea In vitro

Um aspecto da invengdo é o estudo do efe;to da
carga Ossea in vitro e meios pelos quais os beneficios da
carga Ossea (isto é, mineralizacdo 6ssea aumentada) podem
ser intensificados. O estudo da intensificacd&o da carga
6ssea pode ser feito tanto in vivo (conforme acima discu-

tido), quanto in vitro. A intensificacdo da carga déssea
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pode ser primeiro realizada in vitro, seguida, entdo, por
experimentos in vivo, como aqueles acima discutidos.

Conseqlentemente, um aspecto da invencdo envol-
ve a colocagdo das células sob condigdes que simulem es-
timulos de carga. Ha varios métodos disponiveis para a
distorgdo de culturas celulares para simular a resposta
de carga Ossea observada in vivo. Esses métodos incluem,
mas nao se limitam a, cisalhamento com fluido, compresséao
hidrostatica, estiramento uniaxial, estiramento biaxial,
carga gravitacional e carga induzida usando-se um Flexer-
cell® ou sistema equivalente.

4.1 Estimulos de Carga Ossea

Genes preferidos que s&o modulados pof um esti-
mulo de carga Ossea, como aqueles proporcionados por
qualquer um dos métodos acima, incluem, mas ndo se limi-
tam a, SFRP1l, conexina, WISP2 43, CCNDl, WntlOb, Jun,
Fos, PTGS2Z2 (COX-2) e eNOS. Genes adicionais podem ser mo-
nitorizados quanto a aumentos em sua atividade (por exem-
plo, transcritos de mRNA aumentados e proteina), conforme
refletido nas presentes Tabelas. Pelo menos seis genes
que se mostraram consistentemente regulados positivamente
em resposta a carga Ossea (isto é, Jun, Fos, eNOS, SFRP1,
COX-2 e Conexina 43) também sdo intensificados pela adi-
¢do de um agente que ative a via de Wnt. Outros genes,
como Wnt2, n&o sao intensificados pela adicdo de reagen-

tes que ativaram a via de Wnt (por exemplo, inibidores de
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GSK-3 e Wnt 3A e seus agonistas, miméticos e variantes) e
apenas respondem a carga 6ssea. Assim, um aspecto inclui-
ria o uso desses sistemas in vitro para estudas a inten-
sificagcdo dos genes de perfil de tensdo em resposta a,
por exemplo, um mimético de Norrin, um agonista de Nor-
rin, um mimético de Frizzled4 ou um mimético de Friz-
zled4d.

4.1.1 Estimulo de Cisalhamento com Fluido

Um método de inducgdo da carga 6ssea é por cisa-
lhamento com fluido. O cisalhamento com fluido pode uti-
lizar um viscosimetro de cone e placa que gera um cisa-
lhamento lamina continuo por um mecanismo de agitacdao.
Alternativamente, um aparelho de algca de fluxo pode pro-
duzir esse cisalhamento em uma cdmara de cultura de fluxo
paralelo. Estes ultimos método e aparelho s&o exemplifi-
cados pelo sistema Streamer produzido pela Flexcell In-
ternational Corporation. Também se sabe que o aparelho
de alca de fluxo produz um estimulo reprodutivel e con-
sistente. As Unicas desvantagens sdo que os pontos extre-
mos sao tipicamente de curta duracdo e se essas altera-
¢des tém impacto sobre a funcdo de osteoblastos diferen-
ciados (Basso et al., 2002 Bone 30(2): 347-51).

4.1.2 Estimulo de Compressdo Hidrostéatica

Um segundo método de indugdao de carga Ossea é o
uso de compressdo hidrostatica. A compressdo hidrostatica

pode utilizar ar comprimido para gerar uma forga continua
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ou intermitente que se acredita que localiza a forca es-

pecificamente em regides em que as células interagem com

a proteina de matriz extracelular/proteinas de adesdo.
4.1.3 . Estimulo de Estiramento Uniaxial

Um terceiro meio de induzir carga éssea in vi-

‘tro é o uso de um estimulo de estiramento uniaxial. O mé-

todo de estiramento uniaxial utiliza forca de estiramento
em uma direcdc. O método envolve o crescimento de células
em uma cultura de tecido em uma tira tratada de pelicula
de poliestireno ou outra pelicula, que é fixada a uma ca-
mada flexivel de silicone. A camada de silicone é adicio-
nalmente fixada a duas barras metdlicas. As barras meta-
licas podem ser manipuladas uma com relacdo & outra usan-
do-se um eletromagneto ou algum outro meio de movimenta-
¢cdo. Esse método ndo cria nenhum cisalhamento com fluido.
A falta de cisalhamento com fluido torna esse método me-
nos preferido, porque o fluxo de fluido intersticial pode
desempenhar um papel maior na remodelagem éssea que o es-—
tiramento mecanico. Portanto, esse método pode nado simu-
lar completamente o que ocorre in vivo, a despeito do es-
timula reprodutivel e consistente produzido (Basso et
al., 2002 Bone 30(2): 347-51).

4.1.4 Estimulo de Estiramento Biaxial

O estiramento biaxial é essencialmente o siste-

ma Flexercell® aqui discutido. Esse método usa uma mem-
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brana de silastic revestida com colageno, sobre a qual as
células sdo cultivadas. As placas sdo, entdo, colocadas
em uma bandeja especial, que é fixada a uma bomba de va-
cuo. A bomba de vacuo estira e relaxa a membrana, por es-
tiramento ou outra forma de distorcdo da membrana celu-
lar. Além disso, qualquer movimentacdo do meio ou fluido
aumentara ainda mais o cisalhamento com fluido.

4.1.5 Estimulo de Carga Gravitacional

A carga gravitacional é outro método pelo qual
a carga Ossea pode ser induzida in vitro. Essencialmente,
aplica-se forga as células, fazendo com que as células se
achatem. Para detalhes adicionais, veja, por exemplo,
Hatton et al., 2003 J. Bone & Min. Res. 18(1l): 58-66; e
Fitzgerald et al., 1996 Exp. Cell. Res. 228: 168-71. Es-
pecificamente, as células sdo cultivadas sobre placas ou
laminulas e, entdo, expostas a forgas G crescentes.

4.1.6 Estimulo Flexercell®

Um método preferido para a avaliacdo da inten-
sificacdo a base de reagentes da via de Wnt e da minera-
lizacdo 6ssea é o uso do sistema Flexercell®, um estimulo
de estiramento biaxial. Resumidamente, células Osseas
(por exemplo, células MC3T3) sdo expostas a cerca de
3.400 pe. Cargas de cerca de 50 pe a cerca de 5.000 pe (e
qualquer valor intermediario) também podem ser usadas pa-
ra estimulos de carga mecdnica. Qualquer estimulo nessa

faixa simula estimulos fisioldgicos de carga dssea. Esti-



10

15

20

25

100

mulos acima de 5.000 pe resultam em cargas patofisioldgi-
cas e, portanto, nao sao preferidas. As células também
podem ser expostas a um modulador da via de Wnt (por e-
xemplo, um inibidor de GSK) antes da exposicdo ao estira-
mento biaxial.

Os genes regulados positivamente pela adminis-
tragao apenas da carga ou com um inibidor de GSK-3 inclu-
em, mas ndo se limitam a, COX-2, eNOS, conexina 43, Fos,
Jun, WISP2, WntlOb, Ciclina D1 e SFRP1. O perfil de ex-
pressdo obtido in vitro com os estudos Flexercell® simu-
lam o perfil de expressdao de genes sob carga in vivo (is-
to é, andlise de RNA realizada em células de tibias de
camundongos HBM TG em que os camundongos tenha sido sub-
metidos a carga éssea usando um sistema de quatro pon-
tos). Assim, esse ensaio de carga mecdnica, ou o uso de
outro meio de carga mecdnica com as varias linhagens ce-
lulares aqui apresentadas, pode ser usado para identifi-
car moléculas pequenas, peptidios, imunoglobulinas e ou-
tras que modulem e, de preferéncia, ativem a via de Wnt
canbénica e que simulem o fendétipo HBM. Um mimético de
Norrin pode produzir a mesma resposta que Norrin ou uma
resposta intensificada, como a resposta intensificada da
variante HBM de LRP5 de massa dssea aumentada. Assim, o
uso desse sistema seria util para a triagem de reagentes

que intensifiquem os genes regulados positivamente do
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perfil de tensdao de da maneira HBM, assim como uma agéo
de maneira equivalente a Norrin de tipo selvagem.

Os métodos in vitro de inducdo de estimulos de
tensdo mecanica sobre células também podem ser usados pa-
ra estudas a proliferagdo celular e a apoptose, o que é
relevante para a remodelagem éssea, e a necessidade de
proliferacdo de osteoblastos e osteoclastos e ressorcédo
de osteoclastos. Por exemplo, células osteoblasticas HBM
e nao afetadas podem ser vistas em placas bioflex de 6
pogos e cultivadas durante 2-3 dias em meios de cresci-
mento contendo 10% de FBS até que as células estejam cer-
ca de 60% confluentes. Vinte e quatro horas antes da car-
ga mecanica, o meio é substituido por 1 mL de meio basal
contendo de cerca de 2 a cerca de 4% de FBS. As células
sdo, entdo, submetidas de cerca de 50 a cerca de 5.000 ue
de carga durante cerca de 1 a cerca de 5 horas. As célu-
las podem ser adicionalmente estudadas quanto a reagentes
que sejam miméticos de Norrin ou que sejam agonistas do
complexo LRP5/Norrin/Frizzled4 (por exemplo, agonistas de
Norrin, agonistas de Frizzled4 ou agonistas de LRP5), as-
sim como seus antagonistas.

Depois da carga, as células sdo cultivadas du-
rante um periodo de tempo adicional. Subseqientemente, o
numero de células e a proliferacdo podem ser avaliados
usando-se inumeros ensaios comerciais ou ensaios conheci-

dos na técnica, incluindo, mas ndo limitados a, incorpo-
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racdao de [3H]—timidina, incorporagdo de 5-bromo-2’-
desoxiuridina (BrdU), ensaio de sais de 3-(4,5 dimetilti-
azol-2-il)-=5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
triazélio (MTS), ensaio TUNEL (isto é, etiquetagem de ex-
tremidade de entalhe dUTP de desoxinucleotidiltransferase
terminal) ou ensaio de Anexina V.

Os seguintes genes podem ser analisados com re-
lagcdao ao perfil. Em outra modalidade, antagonistas de Wnt
podem ser triados ou usados para tratar individuos em que
seja necessaria a desmineralizacdo oéssea (por exemplo,
osteopetrose). Antagonistas de Wnt incluem, mas ndo se
limitam a, antagonistas de Dkkl e antagonistas de Kremen.
Agonistas de Norrin e miméticos de Norrin juntamente com
agonistas e miméticos de Frizzled4, agonistas e miméticos
de Wnt e agonistas e miméticos de LRP5 e LRP6 também po-
dem ser avaliados com esse sistema.

TABELA 3
Genes Para o Desenvolvimento de Microarranjo de Alta

Massa Ossea ou Arranjo de Proteina/Anticorpo

ONDE E
GENE DESCRICAO EXPRESSADO
ACP5 fosfatase &cida 5, resis- Osso e céan-
tente a tartarato cer de cdlon
CCND1 ciclina D1 (PRADl: adenoma- Osso HBM
tose de paratiredide 1)
CNK1 homélogo 3 do oncogene vi- Osso e can-

ral de leucemia eritroblds- cer de cdélon
tica v-erb-b2 (aviaria)

COL1Al colageno, tipo I, alfa 1 Osso HBM
COL6A3 colageno, tipo VI, alfa 3 Osso HBM
CTGF fator de crescimento de te- Osso HBM

cido conjuntivo



GENE
CTSK

CX3CR1
DELTEX

EPHB2

ERBB3

FAP

FBLN1
FGE-2

FGE-7

FOS

FZD2

GADD45A

GAS6
GJAl

IGF2

IGF2R

IGFBP6

IL-6

ITGBS
ITGBL1
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DESCRICAO
catepsina K (picnodisoste-
se)

Receptor 1 de quimiocina
(C-X3-C)

deltex homdlogo 2
phila), EphB2
intensificador de conector
do tipo KSR (supressor qui-
nase de ras de Drosophila)
Oncogene GRO1 (atividade
estimuladora do crescimento
de melanoma, alfa)

proteina de ativacdo de fi-
broblastos, .alfa

fibulina 1

fator de crescimento de fi-
broblastos 2 (béasico)

fator de crescimento de fi-
broblastos 7 (fator de
crescimento de queratindci-
tos)

Homdélogo do oncogene viral
de osteossarcoma murideo
fos FBJ

(Droso-

Homélogo 2 de frizzled
(Drosophila)

Parada do crescimento e in-
dutivel por lesd&o a DNA,
alfa

Especifico para parada de
crescimento 6

Proteina de juncdo de véo,
alfa 1, 43 kD (conexina 43)
fator de crescimento do ti-
po insulina 2 (somatomedina
A)

Receptor 2 fator de cresci-
mento do tipo insulina
Proteina 6 de ligacdo a fa-
tor de crescimento do tipo
insulina

interleucina 6 (interferon,
beta 2)

integrina, beta 5
integrina, beta-like 1 (com
dominios repetidos do tipo
EGFE)

ONDE E
EXPRESSADO
Osso HBM

Inflamacdo
em 0Sso
Osso e can-
cer de cdélon
Osso e can-
cer de cdélon

Osso e can-
cer de cdlon

Osso e céan-
cer de cdlon
Osso HBM
Inflamacéao
em 0SSO
Inflamacgado
em 0SSO

Osso e can-
cer de co-
lon/gene de
percepcdo de
carga
Osso HBM

Osso HBM

Osso HBM
Osso HBM

Inflamacao
em 0SSO

Inflamacéao
em 0sSso
Osso HBM

Inflamacao
em 0SSO
Osso HBM
Osso HBM



GENE
JUN

LOX

LRP5

LRP6

LSP1

MAPKAPK2

MCC

MET

MYBL1

MYC

eNOS

OSMR
PDGFRA

PTGS2/COX-2

SFRP1

SFRP4

SPARC

STAT1

sintetase 2
" G/H sintetase e ciclooxige-
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DESCRICAO
Hombélogo do oncogene do vi-
rus 17 de sarcoma aviario
jun

lisil oxidase

Proteina 5 relacionada ao
receptor de lipoproteina de
baixa densidade

Proteina 6 relacionada ao
receptor de lipoproteina de
baixa densidade

Proteina 1 especifica para
linfécitos

proteina quinase 2 ativada
por proteina quinase ativa-
da por mitdgeno

com mutag¢do em canceres co-
lo-retais

proto-oncogene met (recep-
tor fator de crescimento de
hepatdécitos)

Hombélogo do oncogene viral
de mieloblastose v-myb (a-
viadrio)-tipo 1

v-myc avian myelocytomato-
sis viral oncogene homolog
6xido nitrico sintetase 3
(célula endotelial)

Receptor de oncostatina M
receptor do fator de cres-
cimento derivado de plaque-
tas, polipeptidio alfa
prostaglandina endoperoéxido
(prostaglandina

nase)

proteina relacionada a
frizzled secretada 1
proteina relacionada a
frizzled secretada 4
Proteoglicano de dominios
do tipo sparc/osteonectina,
cwcv e kazal (testicano)
Transdutor de sinal e ati-
vador de transcricao 1, 91
kD

ONDE E
EXPRESSADO
Osso e céan-
cer de cob6-
lon/gene de
percepc¢do de

carga

Osso HBM
Osso HBM

Osso HBM

Inflamacéo
em 0SSO
Atividade de
osteoclastos

Osso e can-
cer de cdbélon
Osso HBM

Osso HBM

Osso e céan-
cer de cdbdlon
Genes sen-
siveis a
carga
Osso HBM
Osso HBM

Genes sen-
siveis a
carga
Osso HBM
Osso HBM

Inflamacao
em 0SSO

Inflamacao
em 0Sso



GENE
TGFBR2

THBS1

TIMP2

TIMP3

TNF

TNFRSF10B

TNFRSF11B/OPG

TNFSF11/RANKL

UNK_D83402
VCAM1

WISP2

WNT10B

WNT6
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ONDE E

DESCRICAO EXPRESSADO
fator de crescimento trans- Inflamacao
formador, beta receptor II em 0sso
(70-80 kD)
trombospondina 1 Osso HBM
inibidor tissular de meta- Osso HBM
loproteinase 2
inibidor tissular de meta- Osso HBM
loproteinase 3 (distrofia
de Sorsby fundus, pseudo-
inflamatoéria)
fator de necrose tumoral Atividade de

(superfamilia TNF, membro osteoclastos
2)

superfamilia de receptor de Inflamacdao
fator de necrose tumoral, em 0SSO
membro 10b

superfamilia de receptor de Atividade de
fator de necrose tumoral, osteoclastos
membro 1llb (osteoprotegeri-

na)

Superfamilia de fator de Atividade de
necrose tumoral (ligante), osteoclastos
membro 11

prostaglandin I2 (prostacy- Osso HBM
clin) synthase

Molécula de adesdo de célu- Inflamacdao

las vasculares 1 em 0SSO
proteina 2 da via de Osso HBM
sinalizacgdo induzivel por

Wntl

Familia dos sitios de inte- 0Osso e can-
gracao MMTV sem abas, mem- cer de cdblon
bro 10B

Familia dos sitios de inte- Osso HBM
gracao MMTV sem abas, mem-
bro 6

Os materiais e métodos relacionados aos arran-

jos de proteinas e acidos nucléicos para carga 6ssea sdo

discutidos em maiores detalhes no Pedido Internacional

PCT n°® PCT/US2004/17951, que é aqui incorporado em sua

inteireza para todas as finalidades.
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4.2 Avaliacao Funcional de Norrin em Xenopus

Embrides de Xenopus sdo um sistema de ensaio in
vivo informativo e bem estabelecido para avaliar a modu-
lagdo da sinalizacdo de Wnt veja, por exemplo, McMahon et
al., 1989 Cell 58: 1075-84; Smith e Harland 1991 Cell 67:
753-65, revisado em Wodarz e Nusse, 1998 Annu. Rev. Cell.
Dev. Biol. 14: 59-88).

A modificagdo da via de sinalizacdo de Wnt por
impacto sobre o complexo Norrin-Frizzled4-LRP5 pode ser
visualizada por exame dos embrides quanto a um fendtipo
de dorsalizacgdo (eixo corporal duplicado) apds injecdo de
RNA no blastémero ventral no estédgio de 4 ou 8 células.
No nivel molecular, os fendétipos podem ser analisados
buscando-se a expressdo de varios genes marcadores em em-
brides no estdgio de 10,5 dias. Esses marcadores inclui-
riam marcadores genéricos de endoderma, mesoderma e ecto-
derma, assim como varios transcritos especificos para te-
cido.

A anadlise dos embrides pode ser feita usando-se
RT-PCR/TagMan® e pode ser feita em tecido embrionario to-
tal ou de maneira mais restrita (microdisseccdo). Como
esse sistema é muito flexivel e rapido, pela injecdo de
combinag¢des de transcritos, como Norrin, LRP5/LRP6 e Fz4,
pode-se dissecar o mecanismo da via de sinalizacdo de

Norrin. Estudos anteriores demonstraram que LRP6 isolada-
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mente ou em combinagdo com LRP5 + WntS5a era capaz de in-
duzir duplicagdo do eixo (dorsalizacdo) nesse sistema
(Tamai et al., 2000 Nature 407: 530-35). Uma vez estabe-
lecida a sinalizagao de Norrin, pode ser usada para ava-
liar por antagonistas de Dkk e Kremen e agonistas de Nor-
rin e miméticos de Norrin.

4.2.1 Construtos Para Expressdo em Xenopus
(Vetor pCs2¥)

cDNAs de Norrin, LRP5/6, Fz4, Dkk (por exemplo,
Dkkl), Wnt e Kremenl/2 podem ser subclonados emum vetor,
como pCS2", na orientacdo em sentido com relacdo ao pro-
motor do vetor SP6. O vetor pCS2" contém um sinal de po-
liadenilagdao do virus SV40 e a seqiiéncia do promotor T3
(para geracao de mRNA anti-sentido) a jusante do enxerto.
Outros vetores também podem ser utilizados para expressao
das proteinas, em qualgquer combinacdo.

4.2.2 Protocolo de Sintese e Microinjecéao
de mRNA

mRNA para microinjecdo em embrides de Xenopus
pode ser gerado por transcricdo in vitro usando-se os
construtos de cDNA no vetor pCS2*, por exemplo, conforme
acima descrito, como molde. O RNA é sintetizado usando-se
o kit de transcrigdo de RNA rematado de alto rendimento
Ambion mMessage mMachine (Ambion Cat. N° 1340) segundo as

especificagdes do fabricante para as reacdes de polimera-
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se Sp6. Os produtos de RNA podem ser levados a um volume
final de 50 pL em agua estéril e destilada em vidro e pu-
rificada em Colunas Quick Spin para Purificacdo de RNA
Radiomarcado usando-se uma coluna de G50-Sephadex (Roche,
Cat. N° 1274015) segundo as especificacdes do fabricante.
O eluido resultante foi finalmente extraido com fe-
nol:cloroférmio:alcool isoamilico e precipitado com iso-
propanol usando-se protocolos padronizados (Sambrook et
al., 1989). Os volumes de RNA finais normalmente sdo de
aproximadamente 50 pL. A concentragdo de RNA pode ser de-
terminada por valores de absorbancia a 260 nm e 280 nm. A
integridade do RNA pode ser visualizada por coloracdo com
brometo de etidio de eletroforese em gel de agarose des-
naturante (formaldeido) (Sambrook et al., 1989). Varias
quantidades de RNA (de cerca de 2 pg a cerca de 1 ng) sé&o
injetadas no blastdmero ventral do embrido de 4 ou 8 cé-
lulas de Xenopus. Esses protocolos sdo descritos em Moon
et al., 1989 Technique-J. Meth. Cell & Mol. Biol. 1: 76-
89, e Peng, 1991 Meth. Cell. Biol. 36: 657-62.

Moléculas identificadas como moduladoras da
fungdo de Norrin ou que ajam como miméticos de Norrin em
qualquer dos ensaios aqui descritos podem ser adicional-
mente validadas usando-se modelos animais ou outros en-
salios de triagem in vitro.

4.3 Avaliagdo de Norrin Quanto ao Efeito Oste-
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ogénico em Células Tronco Mesenquimais

Células tronco mesenquimais humanas (hMSCs)
(Cambrex Bio Science, Walkersville, MD) e células tronco
de camundongo (por exemplo, C3H10T1/2, ATCC) podem ser
induzidas a se diferenciarem em ndédulos 6sseos minerali-
zados (Jaiswal et al., 1997 J. Cell Biol. 64: 295-312) ou
tecidos adiposos (Pettinger et al., 1999 Science 284:
143-147) in vitro por meio osteogénico ou adipogénico,
respectivamente. A ativacdo do sinal de Wnt intensifica a
osteogénese e inibe a adipogénese em hMSCs. Espera-se que
a sinalizacdo mediada por Norrin-Fz4-LRP5 proporcione um
tipo similar de padrdes de diferenciacdo em hMSCs. Assim,
a identificacdo de miméticos de Norrin e agonistas de
Norrin usando hMSCs (ou outra célula MSC de outro verte-
brado) é um ensaio de triagem considerado.

Além de células tronco mesenquimais humanas,
células tronco de outros animais vertebrados também podem
ser usadas. Células tronco mesenquimais sdo células pro-
genitoras de varias células ésseas (por exemplo, osteo-
blastos), assim como de adipdcitos (veja, por exemplo,
Bennett et al., 2005 Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 102(9):
3324-3329) . Alternativamente, podem-se substituir por cé-
lulas mais diferenciadas como pré-osteoblastos, ostedci-
tos e osteoblastos maduros. Deve-se notar que, em casos

em que a linhagem celular é indicada como sendo uma li-
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nhagem celular derivada de seres humanos, estas podem ser
substituldas por células andlogas de outro animal verte-
brado.

4.3.1 Avaliagdo da Atividade Osteogénica
por Superexpressdo de Norrin

Resumidamente, a Norrin pode ser adicionada a
hMSCs (passagem 3-6) como uma proteina purificada ou como
parte de um meio condicionado, ou expressada por infeccéao
de hMSCs usando-se vetores virais. Alternativamente, Nor-
rin, agonistas de agonistas de Norrin e miméticos de Nor-
rin podem ser adicionados as hMSCs juntamente com o meio
osteogénico (meio de crescimento suplementado com 10 nM
de dexametasona, 50 pg/mL de &cido L-ascdrbico e 5 mM de
beta-glicerofosfato). Depois de cerca de 1 a cerca de 3
semanas de incubag¢do juntamente com o meio de controle
apropriado a cerca de 37°C, e com reabastecimento semanal
de memio fresco com ou sem Norrin, a atividade osteogéni-
ca pode ser medida por técnicas padronizadas. Por exem-
plo, a atividade osteogénica pode ser medida por colora-
¢do das células quanto a expressdo da proteina fosfatase
alcalina (AlkPhos), determinacdo da atividade enzimdtica
da AlkPhos, inducdoc de mRNAs de AlkPhos ou osteocalcina e
deteccdo da mineralizagdo por Vermelho Alizerina ou colo-
ragdes von-Kossa juntamente com controles apropriados.

4.3.2 Avaliacdo da Modulacdo de Adipogénese

por Superexpressao de Norrin
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Norrin, agonistas de Norrin ou miméticos de
Norrin podem ser adicionados a hMSCs por expressdao usan-
do-se vetores virais ou de outros tipos Jjuntamente com
meio de diferenciagdao adipogénica (isto é, meio de cres-
cimento contendo 10 nM de dexametasona, 50 pg/mL de fos-
fato de a&cido L-ascérbico, 500 pM de isobutilmetilxantina
e 60 pM de indometacina) durante 1-3 semanas. O efeito de
Norrin, agonistas de Norrin ou miméticos de Norrin sobre
a modulacao de adipdcitos pode ser determinado pela alte-
racado da expressao de genes marcadores adipogénicos (por
exemplo, Adipsina) ou por coloracdo das células com rea-
gente 6leo vermelhor O.

Alteracdes na expressdo devidas a administracdo
de agentes de teste podem ser realizadas usando-se tecno-
logia de arranjo de DNA. Essa tecnologia ja& é usada para
testar obesidade e diabetes. Conseqientemente, um aspecto
seria a triagem de agentes de teste usando-se tecnologia
de arranjo de DNA desenvolvida para obesidade. Veja, por
exemplo, Nadler et al., 2000 Proc. Natl. Acad. Sci.
97(21): 11371-11376, e os genes indicados por metabolismo
lipidico, proteinas secretadas, assim como outros genes
com expressao diminuida ou aumentada associados a obesi-
dade. As células usadas juntamente com a tecnologia de
arranjo de DNA podem ser células mesenquimais, adipdcitos
ou pré-adipdcitos ou outras células aqui discutidas.

Alteragdes in vivo nos niveis de lipidios e a-
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dipogénese podem ser medidas por varios testes diferen-
tes. Sangue e soro podem ser coletados e analisados quan-
to a gquimica sangliinea. Assim, miméticos de Norrin ou a-
gonistas de Norrin podem ser triados quanto aos efeitos
in vivo. Da mesma forma, inibidores de Dkk e/ou inibido-
res de Kremen podem ser triados quanto a seu impacto so-
bre a atividade de Norrin (na presenca ou auséncia de um
agonista de Norrin) ou mimético de Norrin com o complexo
LRP5/LRP6/Frizzled4.

4.3.3 Avaliagdo da Modulacdo de Osteogénese
e Adipogénese por Desativacdo do Gene de Norrin

Com o uso de um meio osteogénico ou adipogéni-
co, hMSCs se diferenciam em linhagens osteogénicas ou a-
dipogénicas. RNAs em forma de grampo pequeno de Norrin,
Frizzled4 ou LRP5 podem ser usados como um controle para
demonstrar os efeitos intensificadores de Norrin e Friz-
zled4 na via e para mostrar o impacto que a inibicdo des-
sas proteinas tem sobre a adipogénese e osteogénese. Por
exemplo, na presenca de meio osteogénico e infeccao do
vetor viral contendo shRNA de Norrin, a transcricdo do
gene de Norrin pode ser bloqueada e a diferenciacdo de
hMSCs em osteoblastos ou a producdo de ndédulos dsseos mi-
neralizados que possam ser detectados por varios dos mé-
todos acima indicados.

A desativacdo de gene em cultura de tecido e in

vivo pode ser conseguida por andlogos de DNA ou RNA espe-
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cificos para seqiéncia que possam bloquear a atividade de
seqiéncias genéticas de fita simples selecionadas. Exem-
plos dessas abordagens incluem a tecnologia de oligonu-
cleotideos anti-sentido e a introducdo de um RNA de fita
dupla homélogo (dsRNA) ou RNA de interferéncia curto
(siRNA), que também é chamada de silenciamento de gene
pbds-transcricdo (PTGS) ou interferéncia de RNA (RNAi).
Isso pode ser conseguido pela introdugcdo na célula de
SsiRNAs especificos para os mRNAs do gene alvo dados medi-
ante shRNAs (RNAs em forma de grampo curto) usando-se va-
rios vetores de distribuicgdo de gene viral ou por trans-
fecgao de vetores plasmidicos. Métodos para a realizacéo
de interferéncia de RNA e silenciamento de gene s&o co-
nhecidos conforme discutido, por exemplo, em Meister e
Tuschl, 2004 “Mechanisms of gene silencing by double-
stranded RNA,” Nature 431: 343-349; Dorsett e Tuschl,
2005 “siRNAs: applications in functional genomics e po-
tential as therapeutics,” Nat. Rev. RNA Interference Col-
lection 40-51, e referéncias ai citadas. Uma vez que o
siRNA seja introduzido, a extensdo da desativacdo do gene
alvo é medida por técnicas padronizadas, incluindo gRT-
PCR, Northern Blots para RNAs ou por Western blots para

expressdo de proteinas.
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5. Kits Para Agentes de Teste que Modulam
Norrin

Outro aspecto considera kits para teste de a-
gentes que modulem a atividade de Norrin e, de preferén-
cia, para agentes que, mediante modulacdo da atividade de
Norrin, modulem a via de Wnt. Esses kits podem ser usados
para a triagem de miméticos de Norrin e agonistas de Nor-
rin, assim como outros miméticos e agonistas do complexo
LRP5/Norrin/Frizzled4d.

Os kits considerados incluiriam células e aci-
dos nucléicos que codificam pelo menos Norrin e Friz-
zled4. De preferéncia, haveria acidos nucléicos que codi-
ficam LRP5, Dkk (qualguer uma das Dkks), HBM e/ou Kremen
(Kremen 1 e 2), assim como Norrin e Frizzled4 e/ou qual-
quer de suas combinag¢des. LRP6 e Wnts também podem estar
incluidas. Acidos nucléicos que codificam os polipepti-
dios acima estariam operacionalmente ligados a um vetor.
O vetor também estaria de preferéncia incluido para fins
de controle. Os kits poderiam ser planejados para uso de
transfecgdo transitdria ou para transfeccdo estavel de
ceélulas.

Alternativamente, os kits podem conter protei-
nas purificadas de quaisquer das proteinas acima para uso
em sistemas de ensaio in vitro, como aqueles aqui descri-
tos. Podem incluir substratos como nitrocelulose, placas

ELSA ou outros substratos adequados.
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Os kits incluiriam, de preferéncia, um sistema
repdérter apropriado para o ensaio, se de fosfatase alca-
lina, ou proteinas mais fluorescentes, e outras.

Em um aspecto, o kit poderia vir com linhagens
celulares congeladas para uso na triagem. Em outro aspec-
to, o kit poderia vir com instrug¢des relacionado células
apropriadas, previamente testadas, que sejam adequadas
para os ensaios in vitro aqui descritos.

Em outro aspecto, o kit poderia vir com os va-
rios repdrteres, enzimas e reagentes necessdrios para de-
tectar o repoérter usado para detectar a modulacdo. Por
exemplo, se for usado o sistema de ensaio TCF-luci e TK-
renila, o kit poderia vir com TCF-luci e TK-renila luci-
ferases e reagentes de detecgdo. Os kits também poderiam
vir com animais transgénicos, em que um cDNA para Dkk,
Norrin, LRP5, LRP6, HBM, Kremen, Wnt e/ou Frizzled4 foi
introduzido em um animal (ais). Os kits podem incluir uma
série desses animais para elucidacdo da atividade de um
reagente de teste particular.

6. Linhagens Celulares

Outro aspecto é a preparacdo de linhégens celu-
lares que n&o expressem Norrin e/ou Frizzled4. Essas li-
nhagens celulares podem ter, entdo, expressado de maneira
transitdéria ou estavel formas ndo nativas de LRP5, LRPS6,
Frizzled, Norrin, Dkk, Kremen, Wnt e Norrin em qualquer

das combinagdes aqui discutidas. Conseqientemente, as li-
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nhagens celulares podem ser usadas para a triagem de rea-
gentes que sejam miméticos de Norrin ou agonistas de Nor-
rin. Por exemplo, em uma linhagem celular que tenha for-
mas nao nativas (nao enddgenas) de LRP5 e Frizzledd4 ex-
pressadas e seja desprovida de Norrin, ndo haveria meio
pelo qual ativar a via de Wnt através do mecanismo de
LRP5-Frizzled4-Norrin. Entretanto, com a introducdo de um
mimético de Norrin, as vias seriam ativadas. Essas linha-
gens celulares seriam controles uUteis para a identifica-
¢do de miméticos de Norrin. As células poderiam ter, en-
tdo, transcritos ndao enddégenos adicionais de Dkk e/ou
Kremen introduzidos, com a triagem examinada para agentes
de teste que modulem a interacdo de Dkk e/ou Kremen com o
complexo Frizzled4-LRP5/6-Norrin. Usando-se esse proces-—
so, antagonistas de Dkk e/ou antagonistas de Kremen podem
ser identificados. A introdugdo de Norrin ndo enddgena em
uma dessas linhagens livres de Norrin pode ser usada para
avaliar agonistas de Norrin sobre a interacdo Norrin-
LRP5-Frizzledd.

A expressao estavel e transitéria de acidos nu-
cléicos que codifiquem qualquer uma das proteinas ou seus
fragmentos polipeptidicos biologicamente ativos pode ser
realizada por meios conhecidos na técnica. Veja, por ex-
emplo, R. IAN FRESHNEY, CULTURE OF ANIMAL CELLS: A MANUAL OF BASIC
TECHNIQUE (2000) e JOSEPH SAMBROOK E DAVID W. RUSSELL, MOLECULAR

CLONING: A LABORATORY MANUAL (3rd ed. 2001).
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Células que nao tém Nofrin enddégeno incluem,
mas nao se limitam a, células renais. Consegqgiientemente,
células renais proporcionam uma ferramente util para a
triagem de miméticos de Norrin. Alternativamente, podem-
se preparar linhagens celulares que estejam desativadas,
em que um ou mais dos genes que codificam LRP5, LRP6,
Norrin, uma Wnt, uma Dkk, uma Kremen e/ou Frizzled4 estdo
desativados, de modo que um polipeptidio enddgeno néo
possa mais ser sintetizado. Esse procedimento pode ser
realizado em qualquer células, como, mas ndo limitadas a,
adipoécitos, pré-adipdcitos, células mesenquimais, varias
células 6sseas e células renais.

Ficara claro para aqueles versados na técnica
que véarias modificagdes e variacgdes podem ser feitas nos
materiais e métodos aqui descritos, sem sair do espirito
ou ambito da inveng¢do. Assim, pretende-se que a presente
invengdo cubra as modificacdes e variacdes desta inven-
¢do, contanto que estejam dentro do dmbito das reivindi-
cagdes anexas e seus equivalentes.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1: Ensaio de Sinal de Norrin/Wnt-TCF

Isolamento do clone de Norrin. cDNA foi clonado
por métodos de PCR padronizados a partir dos clones
IMAGE. Especificamente, a seqliéncia de quadro de leitura
aberta (ORF) de Norrin do NCBI (NM 000266) foi usada para

buscar clones IMAGE disponiveis. O clone n°® 5179578 foi
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identificado como um cDNA de comprimento total previsto.
O clone IMAGE foi adquirido na Open Biosystems (Hunts-
ville, AL). O ORF foi amplificado por técnicas de PCR pa-
dronizadas usando-se 0s seguintes primers: 5'-
CATATGAATTCACCATGAGAAAACATGTACTAGCTGCATC-3" (SEQ ID NO:1)
(que traz um sitio EcoRI para clonagem, assim como um
consenso Kozak imediatamente em 5' do ATG de iniciacdo),
e 5'-GATATGCGGCCGCTCTAGATCAGGAATTGCATTCCTCGCAGTG-3' (SEQ ID
NO:2) (que traz tanto um sitio Xbal, quanto um NotI apds
o cbébdon de parada). O prodﬁto de PCR resultante foi dige-
rido com EcoRI e NotI e clonado nos sitios EcoRI e NotI
de pcDNA3.1l (Invitrogen). Isolados positivos foram iden-
tificados por digestdo de restrigdo e confirmados por a-
nalise de seqiéncia de DNA quanto a correspondéncia a se-
giéncia publicada (N° de Acesso NM 000266).

Isolamento do clone de Kremen. O fragmento de
comprimento total amplificado por PCR foi subclonado no
vetor pcDNA3.1 nos sitios de enzima de restrigdo Eco-
RI/BamHI. A sequéncia isolada foi, entdo, verificada
gquanto a correspondéncia com a sequéncia de KremenZ huma-
na publicada (N° de Acesso NM 172229/ AB086405.1 e
NP 757384.1). O cDNA foi isolado do RNA total da linhagem
celular U20S do tipo osteoblasto humano. O RNA total de
cerca de 2,5x10°% células U20S foi purificado usando-se o

kit RNeasy (Qiagen, Valencia, CA) segundo o protocolo do
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fabricante. Isolado de cDNA de Kremen? foi amplificado
segundo métodos de PCR padronizados. Os primers de PCR
usados foram:

primer 5': 5’ -GGACGAATTCACCATGGGGACACAAGCCCTGCAG-
3’ (SEQ ID NO:3)

primer 3': 5’ -CTCGCTCATCTCCGCTCTCTGAGGATCCCAGG-3’
(SEQ ID NO:4). Fragmento de comprimento total amplificado
por PCR foi subclonado no vetor pcDNA3.1l nos sitios de
enzima de restricdo EcoRI/BamHI, e a seqiiéncia inteira
foi verificada quanto a correspondéncia com a seqliéncia
de KremenZ humana publicada (N° de Acesso NM 172229/
AB086405.1, NP 757384).

Isolamento do clone de Dkk. Um cDNA humano com
o numero de acesso no GenBank AF127563 estava disponivel
na base de dados publica. Usando-se essa sequiéncia, pro-
jetaram-se primers de PCR para amplificar o quadro de
leitura aberto com uma seqliéncia de consenso Kozak imedi-
atamente a montante do ATG de iniciacdo. Oligos 117162
(5'-CAATAGTCGACGAATTCACCATGGCTCTGGGCGCAGCGG-3"'; SEQ ID NO:5)
e 117163 (5'-GTATTGCGGCCGCTCTAGATTAGTGTCTCTGACAAGTGTGAA-3";
SEQ ID NO:6) foram usados para a triagem de uma bibliote-
ca de cDNA de uUtero humano por PCR. O produto de PCR re-
sultante foi purificado, subclonado em pCRII-TOPO (Invi-
trogen Corp.), teve sua seqgiliéncia verificada e foi dige-
rido com EcoRI/XhoI. Esse enxerto foi subclonado no vetor

pCS2" nos sitios EcoRI-Xhol.
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Um cDNA de comprimento total codificando Dkk2
humana foi isolado para investigar a especificidade da
interagdo Zmax/LRP5/HBM com a familia de moléculas Dkk.
Dkkl foi identificada em levedura como um parceiro de 1li-
gacdo em potencial de Zmax/LRP5/HBM. Dkkl também foi de-
monstrada na literatura como um antagonista da via de si-
nalizagcdo de Wnt, ao passo que Dkk2 ndo é (Krupnik et
al., 1999). O cDNA de comprimento total de Dkk2 serve de
ferramenta para discriminar a especificidade e significa-
do bioldégico de interagdes Zmax/LRP5/HBM com a familia
Dkk (por exemplo, Dkkl, Dkk2, Dkk3, Dkk4, Soggy, seus ho-
mélogos e variantes e outros). Uma seqgiiéncia de cDNA hu-
mano para DkkZ (N° de Acesso no GenBank NM 014421) estava
disponivel na base de dados publica. Usando-se essa se-
guéncia, projetaram-se primers de PCR para amplificar o
gquadro de leitura aberto com uma seqiiéncia de consenso
Kozak imediatamente a montante do ATG de iniciacdo. Oli-
gos 51409 (5'- CTAACGGATCCACCATGGCCGCGTTGATGCGG-3'; SEQ
ID NO:7) e (5'-GATTCGAATTCTCAAATTTTCTGACACACATGG-3"'; SEQ
ID NO:8) foram usados para a triagem de bibliotecas de
cDNA de embrido e cérebro humano por PCR. O produto de
PCR resultante foi purificado, subclonado em pCRII-TOPO,
teve sua sequiéncia verificada e foi digerido com Ba-
mHI/EcoRI. Esse enxerto foi subclonado no vetor pCS2* nos

sitios BamHI-FEcoRI. Para uma discussdo adicional referen-
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te a clones de Dkkl e Dkk2, veja o Pedido Internacional
PCT n° PCT/US02/15982. Construcdes similares para Dkk3 e
Dkk4 podem ser preparadas usando-se as seqliéncias aqui
mencionadas.

Clones de LRP6 clones. LRP6 de comprimento to-
tal foi isolado do vetor pED6dpcd por digestdo com Xhol-
Xbal. O cDNA de comprimento total foi remontado nos si-
tios XholI-Xbal de pCS2'. A orientacdo do enxerto foi con-
firmada por seqUehciamento de DNA.

LRP5 (Zmaxl) e HBM. O cDNA de enxerto foi iso-
lado dos construtos de retrovirus de cDNA de comprimento
total (com seqgliéncias de Kozak otimizadas) por digestéo
com BglII-EcoRI e subclonado nos sitios BamHI-EcoRI do
vetor pCS2'. Para maiores detalhes quanto a construtos de
LRP5 e HBM, veja a patente norte-americana n® 6.770.461 e
o Pedido Internacional PCT n° PCT/US01/16946, intitulado
“"Regulagdo dos niveis de lipidios pelo gene de Zmaxl ou
HBM” .

Clones de Wnt. Os genes de Wnt utilizados nos
experimentos aqui mostrados foram obtidos da seguinte ma-
neira. Dez cDNAs diferentes de Wnt de comprimento total
foram adquiridos na Upstate Biotechnology (Lake Placid,
NY) no vetor pUSEamp(+). Os genes sdo: Wntl (Cat. No. 21-
121), Wnt2 (Cat. No. 21-122), Wnt3 (Cat. No. 21-123),

Wnt3a (Cat. No. 21-124), Wntd4 (Cat. No. 21-125), Wntb5a
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(Cat. No. 21-133), Wntbb (Cat. No. 12-126), Wnté (Cat.
No. 21-127), Wnt7a (Cat. No. 21-128) e Wnt7b (Cat. No.
21-129). Os enxertos foram liberados por digestdo com
Xbal e subclonados no sitio Xbal do vetor pCS105 para ex-
pressao em Xenopus. A orientagdo foi confirmada por
andlise de seqiiéncia.

cDNA de Wntll de comprimento total foi isolado
de 1x10° células de osteoblasto humanas (HOBs, passagem
n® 13) por RT-PCR usando-se o Kit GCRich (Cloﬁtech, Moun-
tain View, CA) e os seguintes primers especificos: (Dire-
to): 5’ -GGGAATTCGCGACGATGAGGGCGCGGCCGCA-3’ (SEQ ID NO:9)
(inclui o) sitio EcoRI) e (Reverso) : 57 -
GGGCGGCCGCAGGGCCTCACTTGCAGACATAGC-3" (SEQ ID NO:10) (in-
clui o sitio NotI). O fragmento de DNA gerado por RT-PCR
foi digerido com EcoRI e NotI e enxertado nos sitios cri-
ados EcoRI e NotIl do vetor pcDNA3.1l. A seqiiéncia de com-
primento total foi verificada quanto a correspondéncia a
sequiéncia de Wntll publicada (N° de Acesso Y12692).

cDNAs de comprimento total para outros genes de
Wnt podem ser obtidos por técnicas de PCR padronizadas a
partir de varias fontes de bibliotecas de c¢DNA humano,
usando-se a seqiéncia publica para projetar primers para
a amplificagdo do quadro de leitura aberto do gene e fa-
cilitar a suclonagem no vetor pCS105 ou vetor de mamifero

do tipo pcDNA3.1 ou outro vetor de mamifero adequado.
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Primers adequados para outros genes de Wnt sdo apresenta-
dos na Tabela 1 abaixo. “F” significa primer “direto” e

“R” primer “reverso”.

TABELA 1
Oligo Seqiéncia SEQ
No. ID NO

Wnt 10b — N° de Acesso U81787

51304 F 5-CTAACGGATCCACCATGCTGGAGGAGCCCCG-3 11

51306 R 5-GATTCGAATTCTCACTTACACACATTCACCC-3 12
Wnt 10a - N° de Acesso AY009400

118978 F 5-CTAACGGATCCACCATGGGCAGCGCCCACCC-3 13

118977 R 5-GATTCGAATTCTCACTTGCAGACGCTGACC-3 14
Wntl6a — N° de Acesso AF169963

51294 F 5-CTAACGGATCCACCATGGAAAGGCACCCACCC-3 15

51296 R 5-GATTCGAATTCTTACTTGCAAGTGTGGACATC-3 16
Wntloe — N° de Acesso AF152584

51298 FF 5-CTAACGGATCCACCATGGACAGGGCGGCGCTC-3 17

51296 R 5-GATTCGAATTCTTACTTGCAAGTGTGGACATC-3 18
Wnt8d - N° de Acesso AY009402)

51300 F 5-CTAACGGATCCACCATGGGGGAACCTGTTTATGC—3 19

51302 R 5-GATTCTCTAGACTAGATATAGACCCCAAACC-3 20

Wnt8b - N° de Acesso Y11094
118973 F 5- 21
CTAACGGATCCACCATGTTTCTTTCAAAGCCTTCTGTG-3

118980 R 5-GATTCGAATTCTTAGGGTTTTCTCCCGGGTTTG-3 22
Wnt2b2 - N° de Acesso AB045117

118979 F 5-CTAACGATTCAACATGCTGAGACCGGGTGGTG-3 23

118974 R 5-GATTCTCTAGATCAGGTCTGGTCCAGCCAC-3 24
Wnt2bl - N° de Acesso ABR045116

118975 F 5-CTAACTCTAGAATGTTGGATGGCCTTGGAG-3 25

118976 R 5-GATTCTCTAGATCAGGTCTGGTCCAGCCAC-3 26

Ensaio Repdrter. O ensaio TCF envolve um repdr-
ter 16x-TCF (contendo 16 cépias do elemento TCF sensivel

ao sinal de Wnt-beta-catenina com promotor TK basal) e
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gene de Luciferase. O construto contém 16 cbdpias dos si-
tios de ligagdo a TCF localizados a montante de um promo-
tor TK minimo (timidina quinase) e gene de luciferase no
vetor pGL3 (Promega, Madison, WI). A seqiéncia dos quatro
sitios de ligagao a TCF (vejas as sequéncias pareadas a-
baixo) foi gerada por abordagem de sintese de oligonucle-
otideos e contém a seguinte seqléncia com sitios de enzi-
mas de restricdo Nhel e Xhol nas extremidades 5’ e 37,
respectivamente. Os dominios sublinhados indicam os si-
tios de 1ligag¢do a TCF. Apresentam-se ambas as fitas.
Quando as duas fitas s&o aneladas, sitios de restricao
compativeis NheI (5’) e Xhol (3’) s&o introduzidos para
clonagem adicional e contém sitios de ligacd&o a TCF (SEQ
ID NOS: 27 e 28 respectivamente):

5'-CTAGCGAGAACAAAGGAGATTCAAAGGAGATCAAAGGAGATCAAAGGACTAGTTC-3"

3'-TCGAGAACTAGTCCTTTGATCTCCTTTGATCTCCTTTGAATCTCCTTTGTTCTCG-5"

TK-renila (Promega Corp., WI) como controle de
normalizacdo de ensaio interno; e construtos baseados no
vetor pcDNA de cDNAs de Norrin, Wntl, Wnt3a, Dkkl e Kre-
men2 conforme acima discutidos, e um construto de Friz-
zled4 (Origene Tech. Inc.; Rockville, MD) também fazem
parte do ensaio. Pode-se substituir por outros vetores
capazes de expressar diferentes formas de Norrin, Wntl,
Wnt3a, Dkkl e Kremen? de vertebrados.

Os clones individualmente contendo esses genes

sao co-transfectados em células Renais Embriondrias Huma-
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nas (HEK)-293A (ATCC, Manassas, VA) ou em uma linhagem
celular do tipo osso/osteoblasto derivada de osteossarco-
ma humano, U20S (ATCC). As células foram cultivadas em
Meio Essencial Minimo de Dulbecco (DMEM) (Invitrogen) ou
meio RPMI (Invitrogen) suplementado com 10% de soro bovi-
no fetal termicamente inativado (FBS), 1% de glutamax
(Invitrogen) e 1% de penicilina/estreptomicina (Invitro-
gen) .

Células HEK-293A (50.000 células por pogo) ou
células U20S (25.000 células por pocgo) foram plaqueadas
em placas de 96 pog¢os. Apds 24 horas de incubacdo depois
do plaqueamento (aproximadamente 80-90% confluentes), o
meio foi substituido com 100 pL de meio OPTIM livre de
soro fresco (Gibco/BRL). Ambos os tipos de células foram
transfectadas com 16x-TCF(TK)-Luciferase de Vaga-lume
(0,3 ng/poco) e TK-Renila-luciferase (0,06 ng/poco) usan-
do-se o reagente de transfeccdo Lipofectamine 2000 (Pro-
mega; Madison, WI) de acordo com as instrucbes do fabri-
cante. Os experimentos foram realizados em duplicata.

Os construtos de cDNA de teste foram transfec-
tados a diferentes concentracdes, conforme necessario.
Cerca de 0,0005 pg/poco a 0,05 pg/poco de cDNA de cada um
dos construtos foram usados. A transfeccdo foi realizada
com Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) de acordo com as
instrugdes do fabricante. A mistura de DNA e o reagente

foram incubados durante 30 min. 50 pL/poco da mistura de
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DNA-reagente foram adicionados aos 100 pL de meio OPTIM.
As células foram, entdo, cinbuadas durante quatro horas a
37°C. O meio de transfeccdo foi substituido por 150 pL de
meio DMEM ou RPMI nas células HEK 293A e U20S, respecti-
vamente. Apds 20-24 horas de incubacdo a 37°C em um incu-
bador de CO;, o meio foi removido. As monocamadas de cé-
lulas transfectadas foram lisadas pela adicdo de 150 pL
de 1X tampao de lise Dual Luci Reagent (Promega Corp.).

Depois d? 10 minutos, 20 pL do lisado foram
transferidos para uma nova placa branca de 96 pocos (Pac-
kard/Costar). Os lisados de células foram misturados com
100 pL/pogo de tampd&o LARII (Dual Luci Reagent), e as U-
nidades de Luciferase Relativas (RLUs) foram medidas u-
sando-se um contador de luminescéncia Packard Topcount
NXT™ (Meriden, CT). Isso fol seguido pela adicdo de 100
pL/pogo de reagente “stop & glo” (Dual Luci Reagent), e a
renila luciferase de controle de ensaio interno foi medi-
da usando-se o contador de luminescéncia Packard Topcount
NXT™,

A razao de TCF-luciferase de vaga-lume para re-
nila foi calculada e é apresentada como graficos de bar-
ras nas FIGS. 1-4. Os experimentos foram feitos em qua-
druplicata, com os desvios padrdo calculados para o grau
de erro mostrado.

A FIG. 1 indica que, quando o cDNA de Norrin

era transfectado em células U20S humanas, proporcionava
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uma indugdao de aproximadamente 2 a 3 vezes (barra
inclinada rosa) do sinal de TCF na auséncia de
transfeccdo com cDNA de Wnt. Entretanto, as células HEK-
293A transfectadas nao produziram nenhuma ativacao
significativa do sinal de TCF. A FIG. 1 também mostra que
a co-transfeccdo de Norrin e LRP5, um de seus co-
receptores em células HEK-293A, ndo ativou o sinal de TCF
{barra quadriculada roxa).

Interessantemente, quando os vetores contendo
0os genes para Norrin (Nr) ou LRP5 (L5) eram co-
transfectadas em células U208, o sinal de TCF era
intensificado. Os materiais e métodos foram utilizados
conforme acima descrito. Veja a FIG. 1, lado direito.
Quando tanto Norrin, quanto LRP5 eram co-transfectadas em
células U20S, o sindl de TCF era sinergicamente
intensificado (barra mais a direita, FIG. 1) -
aproximadamente 6 vezes mais que apenas vetor (controle).
Como Norrin requer o receptor de Frizzledd (Fz4), além do
co-receptor de LRP5/6, os dados indicam que as células
U20S contém Fz4, ao passo que as células HEK-293A sao
desprovidas de Fz4. Sem Fz4, Norrin n&o pode induzir o
sinal de TCF e, portanto, a falta de resposta nas células
HEK-293A (lado esquerdo da FIG. 1).

EXEMPLO 2: Fz4 é Requerida Para Sinalizacdo de

Norrin
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Para avaliar a interacdo Fz4-Norrin, os cDNAs
de Fz4 e LRP5 foram transfectados em ambos os tipos de
células que também foram transfectados com Norrin. As
transfec¢gdes foram realizadas conforme acima discutido no
Exemplo 1. A deteccdo de TCF fol realizada, e os
construtos foram usados conforme discutido no Exemplo 1.
Os dados foram obtidos em quadruplicata, com a andlise
estatistica sendo um cédlculo do desvio padréo.

As células HEK-293A mostram que ndo had nenhuma
resposta de TCF para apenas vetor (V), apenas LRP5 (L5),
apenas Fz4 (F4) ou LRP5 e Norrin (L5+Nr). A adicdo de
Norrin e Fz4 (F4+Nr) proporciona um aumento de aproxima-
damente 6 vezes no TCF com relagdo a vetor ou Fz4 apenas.
Os dados na FIG. 2 demonstram que, em células HEK-293A, a
Fz4 funcional era o fator limitativo para a ativacdo do
sinal de Norrin-TCF. Também indicam que, em células HEK-
293A, a interag¢do Norrin-Fz4 provavelmente utiliza os re-
ceptores de LRP5/6 enddgenos das células. Além disso, a
co-transfecgcao de LRP5 juntamente com Fz4 e Norrin
(L5+F4+Nr) em células HEK-293 resulta em uma intensifica-
¢do adicional do sinal de TCF, até 16 vezes com relacdo a
células HEK293A transfectadas com apenas LRP5 (L5) e ape-
nas Norrin (Nr). Veja o lado esquerdo da FIG. 2.

Em contraste, os mesmos testes foram conduzidos
com células U20S. As células U20S proporcionaram uma ati-

vidade de TCF significativamente maior por co-transfeccao
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de Fz4 e Norrin (F4+Nr) com relacdo a apenas vetor (V),
apenas LRP5 (L5), apenas Frizzled4 (F4) e células U20S
co-transfectadas com LRP5 e Norrin (L5+Nr). Veja a FIG.
2. A resposta em células U20S foi adicionalmente intensi-
ficada quando Fz4, LRP5 e Norrin (F4+L5+Nr) foram todas
co-transfectadas nas células (de cerca de 2 vezes a cerca
de 6 vezes). Esses dados em células U20S provavelmente
indicam a presenca de componentes de sinal de Wnt endbége-
nos, incluindo receptores de Fz4 e LRP5/6.

EXEMPLO 3: O Sinal de LRP5-Fz4-TCF Induzido por
Norrin Pode ser Inibido Sinergicamente por Dkkl e Kremen?2
em Células U208

As células U20S foram transfectadas ou co-
transfectadas com vetor em branco (V), LRP5 (L5),
Frizzled4 (Fz4), Norrin (Nr), Kremen2 (Krm2) ou Dkkl,
conforme indicado na FIG. 3, de acordo com ©os
procedimentos de ensaio apresentados no Exemplo 1. Os
resultados foram obtidos em quadruplicata, e o desvio
padrdo foi calculado a partir deles.

A FIG. 3 apresenta a razdo de modulacdo do
sinal de TCF-luci para renila em ensaios U20S-TCF quando
transfectados com os varios construtos de cDNA. No lado
direito da FIG. 3, as barras indicam que a transfeccio de
LRP5 (L5), Fz4 (Fz4) ou Norrin (Nr) proporcionou uma
indicagdo de 2 a 5 vezes com relacdo ao controle de

vetor. Entretanto, a co-transfecgdo tanto de Fz4, quanto
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de Norrin (Fz4 + Nr) resultaram em uma indugdo de 15
vezes do sinal de TCF.

C efeito de Fz4 e Norrin foi adicionalmente
intensificado pela expressdo do cDNA de LRP5 (L5) (isto
é, barra mais alta e mais escura). A atividade maxima de
Fz4+Nr+L5 foi inibida parcialmente pela co-transfeccdo
das células com Dkkl. Quando tanto Dkkl, quanto Krm2
foram adicionados as células co-transfectadas com LRP5,
Fz4 e Norrin (L5+Fz4+Nr), o sinal de TCF foi quase
completamente inibido (lado direito, barra mais a
direita).

Os resultados apresentados na FIG. 3 indicam
que o sinal de TCF mediado por Norrin-LRP5-Fz4 pode ser
inibido por Dkkl. Dkkl é considerada um inibidor
eficiente da via candnica de Wnt induzida por Wnt-LRP5-
Fz. Interessantemente, a adicdc de Kremen? (Krm2) faz
sinergia com Dkkl e, por sua vez, resultou no bloqueio da
agdo de Norrin de intensificacdo da via de Wnt.

EXEMPLO 4: Sinais de TCF Mediados por Norrin
com HBM e LRP5 Sao Diferenciaimente Inibidos por Dkkl e
Kremen?2

Uma comparag¢do da modulacdo do sinal de Norrin-
TCE por LRP5 ou seu mutante de ganho de funcado, HBM, foi
estudada em células U20S transfectadas com cDNA. Os re-
sultados sdao apresentados na FIG. 4. A transfeccdo de cé-

lulas U20S com cDNA de HBM forneceu um sinal de TCF 1i-
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geiramente maior do que com a transfecgdo com cDNA de
LRP5. Veja o lado esquerdo da FIG. 4, gue mostra apenas
vetor (V), apenas LRP5 (L5), apenas HBM (H), apenas Friz-
zled4 (Fz4) e Norrin (Nr). As construcgdes e condicgdes sado
conforme descritas para o Exemplo 1. O experimento foi
realizado em quadruplicata, com o o padrdo de erro calcu-
lado a partir dele.

A co-transfecgdo das células U20S com Norrin e
Fz4, assim como LRP5 (Nr+Fz4+L5) ou HBM (Nr+Fz4+H), re-
sultou em sinal de TCF maximo tanto com cDNAs de LRPS,
quanto de HBM, isto é, cerca de 25 vezes com relacdo a
atividade basal. A co-transfeccdo de Dkkl com Norrin,
Frizzled4, LRP5 ou as combinac¢des de Norrin, Frizzled4 e
HBM resultou em um ainibigdo de cerca de 38-40% do sinal
de TCF. A inibicdo por Dkkl foi adicionalmente intensifi-
cada com a adigdo de Kremen2 (Krm2). Veja o lado direito
da FIG. 2, duas barras mais a direita.

A analise comparativa do sinal de Norrin-TCF
implica que o sinal de Norrin-Fz4-TCF mediado por LRP5
mutacdo G171V confere uma resisténcia parcial da acdo i-
nibidora de Kremen? e Dkkl. Essa observacdo interessante
é muito similar aos resultados anteriormente observados
com o sinal de TCF mediado por Wnt3a e Wntl com LRP5 e
HBM na presenga de Dkkl e Kremen?. Relatou-se que a sina-
lizacao de LRP5-Wnt-TCF modula a osteogenese, ao passo

que a mutacgdo HBM leva a um fendtipo de alta massa ossea
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em seres humanos e em camundongos transgénicos. Com bgase
nesses resultados, é provavel que Norrin, como um ligante
mais especifico do complexo LRP5-Fz4 do que Wnts, desem-
penhe um papel significativo no metabolismo 6sseo.

Em cada um dos exemplos acima, Dkkl pode ser
substituido por DkkZ, Dkk3 e/ou Dkk4. Além disso, nos e-
xemplos que usam Kremen2, entende-se que esta poderia ser
substituida por Kremenl, que seria usada da mesma manei-
ra. Além disso, as proteinas ou polipeptidios biologica-
mente ativos podem ser introduzidos por co-transfeccdes
ou pela adig¢do da proteina purificada e/ou meios condi-
cionados contendo a proteina e/ou polipeptidios biologi-
camente ativos.

Com os dados in vitro acima discutidos, demons-
trou-se que Norrin intensifica a via candnica de Wnt me-
diada por LRP5-Frizzled4 por ativacdo do repdérter TCF e
células oésseas U20S e ndo em células HEK-293A sem a
transfecgdo da sincells without the transfection of Friz-
zled4. A sinalizagdo de Wnt mediada por LRPS é importante
na formagado/manutencgdo éssea, conforme evidenciado pelo
fenétipo de alta massa o6ssea (“HBM”) na mutac¢do LRP5-
G171V em seres humanos e animais transgénicos. Os dados
também mostram que o sinal de TCF mediado por Norrin na
presenca do mutante LRP5-G171V (HBM) é menos sensivel a
inibicdo mediada por Dkkl, em comparacdo com LRP5. Com a

hipétese de que uma inibigdo diminuida devido & mutacéio



10

133

G171V em LRP5 seja uma das causas do fendétipo HBM, espe-
rariamos que a Norrin, sua expressdo, sua inducdo e/ou
miméticos de Norrin pudessem intensificar a formacdo ou
manutencdo 6ssea in vivo. Assim, uma desativacdo de Nor-
rin in vivo poderia mostrar osteopenia. Os ensaios acima
sdo ensalios representativos para uso na triagem, entre
outros, de miméticos de Norrin, agonistas de Norrin e a-
gonistas de Frizzled4.

Todas as referéncias aqui citadas sdo incorpo-
radas por referéncia em sua inteireza para todas as fina-

lidades.
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1. Método de identificacdo de um agente que
module ossos ou um lipidio, caracterizado pelo fato de
qgue compreende:

(a) a colocacgdo de uma proteina Frizzled4 ou um
fragmento polipeptidico de Frizzled4 biologicamente ativo

com uma proteina LRP5 ou uma proteina LRP5 biologicamente

ativa na presenga do agente; e

(b) a determinacdo de se o dito agente interage
com Frizzled4 ou fragmento polipeptidico biologicamente
ativo de Frizzled4 e/ou LRPS5 ou fragmento polipeptidico
biologicamente ativo de LRP5 e modula pelo menos um parad-
metro de osso e/ou um lipidio.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que a proteina Frizzled4 ou
fragmento polipeptidico bioclogicamente ativo de Frizzled4
esta ligado a proteina LRP5 ou fragmento polipeptidico
biologicamente ativo de LRPS.

3. Método, de acordo com a reivindicacado 1,
caracterizado pelo fato de que o agente é um mimético de
Norrin.

4. Método de identificacdo de um agente que

module o metabolismo Osseo ou metabolismo lipidico, ca-

racterizado pelo fato de que compreende:
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(a) a colocagdo de uma proteina Norrin ou um
fragmento polipeptidico de Norrin biologicamente ativo e
uma proteina Frizzled4 ou um fragmento polipeptidico bio-
logicamente ativo de Frizzled4 fusionado a proteinas LRP5
e/ou LRP6 ou fragmentos polipeptidicos biologicamente a-
tivos de LRP5 e/ou LRP6 na presenca do agente; e

(b) a medigdo de pelo menos um parémetro de mo-
dulacgdo éssea e/ou modulacdo lipidica para identificar o
agente que module metabolismo ésseo ou metabolismo lipi-
dico.

5. Método, de acordo com gqualquer uma das
reivindicagdes 1 ou 4, caracterizado pelo fato de que o
pardmetro de modulacdo 6ssea é um de densidade 6ssea, re-
sisténcia 6ssea, numero de trabéculas, tamanho do osso ou
conectividade do tecido, ou qualquer de suas combinacdes.

6. Método, de acordo com a reivindicacgédo 1,
caracterizado pelo fato de que o parémetro de modulacéao
lipidica é uma alteracd&o no nivel de HDL, VLDL, coleste-
rol, triglicerideos, apoE ou LDL.

7. Método, de acordo com gualquer uma das
reivindicac¢des 1 ou 4, caracterizado pelo fato de que o
parametro 6sseo medido é a expressdo alterada de uma ou
mais de COX-2, Jun, Fos, ciclina D1, WntlOB, SFRP1l, cone-
xina 43, eNOS, Wntl0B, ciclina D1, Frizzled2, e a WISP2 é

modulada.
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8. Método, de acordo com a reivindicacdo 7,
caracterizado pelo fato de gue o parémetro 6sseo medido é
a expressao alterada de uma ou mais de COX-2, Jun, Fos,
ciclina D1, Wntl0B, SFRP1l, conexina 43, e eNOS é modula-
da.

9. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 ou 4, caracterizado adicionalmente pelo
fato de que compreende uma proteina Dkk ou um fragmento
polipeptidico de Dkk biologicamente ativo.

10. Método, de acordo com qualgquer uma das
reivindicagdes 1 ou 4, caracterizado adicionalmente pelo
fato de que compreende uma proteina Kremen ou um fragmen-
to polipeptidico de Kremen biologicamente ativo.

11. Método, de acordo com a reivindicacédo 10,
caracterizado adicionalmente pelo fato de que compreende
uma proteina Dkk ou um fragmento polipeptidico de Dkk bi-
ologicamente ativo.

12. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 1 ou 4, caracterizado adicionalmente pelo
fato de que compreende uma proteina Wnt ou um fragmento
polipeptidico de Wnt biologicamente ativo.

13. Método de identificacdo de um agente que
module a atividade de Norrin-Frizzled4, caracterizado pe-

lo fato de que compreende:
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(a) a colocagao do agente, uma proteina Norrin
ou fragmento polipeptidico biologicamente ativo de Norrin
e uma proteina Frizzled4 ou fragmento polipeptidico bio-
logicamente ativo de Frizzled4 fusionado a LRP5 e/ou LRP6
ou fragmento polipeptidico biologicamente ativo de LRP5
e/ou LRP6, ou fusionada a um dominio de ligacdo a ligante
(LBD) contendo um fragmento polipeptidico de LRP5, e:

(i) uma proteina Kremen; e/ou

(ii) uma proteina Dkk; e

(b) a determinagcdo de se o agente modula uma
atividade de Norrin-Frizzled4.

14. Método, de acordo com a reivindicacdo 13,
caracterizado pelo fato de que o agente é um mimético de
Norrin, antagonista de Dkk ou um antagonista de Kremen.

15. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1, 4, ou 13, caracterizado pelo fato de
que uma ou mais proteinas estdo fixadas em um substrato.

16. Método de identificacdo de um agente que
regule a modulagdo 6ssea ou modulagdo lipidica, caracte-
rizado pelo fato de que compreende:

(a) a administragdo do agente a uma célula que
expresse Frizzled4 e LRPS5, em que Frizzled4 é uma protei-
na Frizzled4 ou um polipeptidio de Frizzled4 biologica-
mente ativo, e LRP5 é uma proteina LRP5 ou um polipepti-

dio biologicamente ativo de LRP5;
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(b) a determinacdo de se a dita administracao
do agente modula uma interacdo LRP5-Frizzled4; e

(c) a determinacdo de se o agente modula um pa-
rametro 6sseo ou pardmetro lipidico.

17. Método, de acordo com a reivindicacao 16,
caracterizado pelo fato de que o agente é um mimético de
Norrin, a antagonista de Dkk ou um antagonista de Kremen.

18. Método, de acordo com a reivindicacgao 16,
caracterizado pelo fato de que a célula ndo expressa Nor-
rin.

19. Método, de acordo com a reivindicacao 16,
caracterizado pelo fato de que a célula expressa uma
Frizzled4, LRP5 e/ou Norrin ndo enddgena.

20. Método de identificacdo de um agente que
regule modulacgdo éssea ou modulacdo lipidica, caracteri-
zado pelo fato de que compreende:

(a) a administrag¢ao do agente a uma célula que
expresse LRP5, Norrin e Frizzled4, em que LRP5 é uma pro-
teina LRP5 ou um polipeptidio de LRP5 biologicamente ati-
vo, Norrin & uma proteina Norrin ou um polipeptidio de
Norrin biologicamente ativo, e Frizzled4d é uma proteina
Frizzled4 ou um polipeptidio biologicamente ativo de
Frizzled4;

(b) a determinacdo de se a dita administracéo

do agente modula a interacdo Norrin-Frizzled4; e
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(c) a determinagdo de se o agente modula um pa-
rametro de modulacao 6ssea ou modulacdo lipidica.

21. Método, de acordo com a reivindicacdo 20,
caracterizado pelo fato de que a célula expressa uma Nor-
rin, LRPS5 e/ou Frizzled4 ndo enddgena.

22. Método, de acordo com a reivindicacdo 20,
caracterizado pelo fato de que a célula ndo expressa uma
Norrin enddégena.

23. Meétodo, de acordo com a reivindicacao 20,
caracterizado pelo fato de que o agente é um mimético de
Norrin, a antagonista de Dkk ou um antagonista de Kremen.

24. Método, de acordo com a reivindicacao 20,
caracterizado pelo fato de que LRPS é co-expressada como
um polipeptidio de fusdo com Frizzled4.

25. Método, de acordo com a reivindicacdo 20,
caracterizado pelo fato de que as células sdo células de
vertebrados.

26. Método, de acordo com a reivindicacao 25,
caracterizado pelo fato de que as células sdo células 6és-
seas, células renais, células mesenquimais, adipdcitos,
pré-adipécitos ou células de Xenopus.

27. Método, de acordo com a reivindicacao 20,
caracterizado pelo fato de que o pardmetro de modulacédo
lipidica é uma alteracdo no nivel de HDL, VLDL, coleste-

rol, apoE e/ou LDL, ou qualquer de suas combinacdes.
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28. Método, de acordo com a reivindicacdo 20,
caracterizado pelo fato de que o pardmetro de modulacao
O0ssea ¢é densidade o&ssea, resisténcia 6ssea, numero de
trabéculas, tamanho do osso ou conectividade do tecido,
ou qualquer de suas combinacdes.

29. Método, de acordo com a reivindicacdo 20,
caracterizado pelo fato de que o pardmetro de modulacdo
Ossea é expressdo alterada induzida por administracdo do
agente de um ou mais de COX-2, Jun, Fos, ciclina D1,
Wntl0B, SFRP1, conexina 43, eNOS, WntlOB, ciclina D1,
Frizzled2, e WISP2 & modulada pela administracdo do agen-
te.

30. Método, de acordo com a reivindicacdo 20,
caracterizado pelo fato de que o parédmetro de modulacdo
Ossea é expressdo alterada induzida por administracdo do
agente de um ou mais de COX-2, Jun, Fox, ciclina D1,
Wntl1l0B, SFRP1l, conexina 43 e eNOS.

31. Método, de acordo com a reivindicacdo 20,
ca;acterizado pelo fato de que outra série de células co-
expressa Norrin-Frizzled4 e Dkk, e determinacdo de se o
dito agente modulacdo a inibigdo por Dkk de Norrin-
Frizzled4.

32. Método, de acordo com a reivindicacao 20,
caracterizado pelo fato de que outra série de células co-

expressa Norrin, Frizzled4 e Kremen, e determinacdo de se
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o dito agente modula a inibic&o por Kremen de Norrin-
Frizzled4.

33. Método, de acordo com a reivindicacdo 20,
caracterizado pelo fato de que outra série de células ex-
pressa Norrin, Frizzled4, Kremen e Dkk, e determinacdo de
se o dito agente modula a inibig¢do por Kremen e/ou Dkk de
Norrin-Frizzled4.

34. Método, de acordo com a reivindicacdo 20,
caracterizado pelo fato de que outra série de células ex-
pressa Norrin, Frizzled4, Wnt e Dkk, e determinacdo de se
o dito agente modulacdo a inibicdo por Dkk de Norrin-
Frizzled4d.

35. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 9, 11, 13, 14, 17, 23, 31, 33, ou 34, ca-
racterizado pelo fato de que a Dkk é Dkkl, Dkk2, Dkk3 ou
Dkk4, ou um polipeptidio biologicamente ativo de Dkkl,
Dkk2, Dkk3 ou Dkk4.

36. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 10, 32 e 33, caracterizado pelo fato de
que Kremen €& Kremenl ou Kremen2, ou um polipeptidio bio-
logicamente ativo de Kremenl ou Kremen?2.

37. Método, de acordo com a reivindicacao 25,
caracterizado adicionalmente pelo fato de que compreende
a triagem do agente quanto a intensificacdo da atividade

de LRP5 nas células.



10

15

20

25

38. Método, de acordo com a reivindicacdo 25,
caracterizado pelo fato de que as células sdo células o6s-
seas, adipdécitos, pré-adipdbdbcitos, células tronco, ou cé-
lulas renais.

39. Método, de acordo com a reivindicacao 38,
caracterizado pelo fato de que as células 6sseas sdo cé-
lulas KHOS/NP, células KHOS-240S, células KHOS-321H, cé-
lulas DSDh, células VA-ES-BJ, células 7F2, células U20S,
células HOSTES85, células ROS, células MC3T3-E6, células
UMR-106, células Saos2, células MG63 ou células HOB.

40. Método, de acordo com a reivindicacado 41,
caracterizado pelo fato de gque as células ésseas sao cé-
lulas U20S.

41. Método, de acordo com a reivindicacao 38,
caracterizado pelo fato de que as células tronco sédo cé-
lulas tronco mesenquimais e células C3H10T1/2.

42. Método, de acordo com a reivindicacdo 41,
caracterizado pelo fato de que as células tronco mesen-
gquimais s&o células tronco mesenquimais adultas humans.

43. Método, de acordo com a reivindicacdo 38,
caracterizado pelo fato de que as células renais s&o cé-
lulas HEKZ293A ou células HEK293T.

44. Método, de acordo com a reivindicagéo 20,
caracterizado adicionalmente pelo fato de que compreende

a etapa de administragdo do agente a um animal, e a de-
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terminacdo de se o dito agente induz uma alteracgdo na
massa 6ssea do dito animal.

45, Método, de acordo com a reivindicacdo 44,
caracterizado pelo fato de que o dito animal é um animal
transgénico.

46. Método, de acordo com a reivindicacdo 44,
caracterizado pelo fato de que o dito animal transgénico
€¢ um animal transgénico LRP5 ou HBM.

47. Método, de acordo com a reivindicacdo 44,
caracterizado pelo fato de que o animal transgénico é um
animal com desativacdo de Norrin ou um animal com desati-
vagdo de Frizzled4.

48. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 44-47, caracterizado pelo fato de que o
dito animal é um camundongo.

49, Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 12, 34 e 47, caracterizado pelo fato de
que Wnt é& Wnt 1 a Wnt 19.

50. Método, de acordo com a reivindicacdo 49,
caracterizado pelo fato de que Wnt é Wntl, Wnt3, Wnt3a ou
WntlOb.

51. Kit para identificar um agente gque module
a atividade de LRP5-Norrin-Frizzled4, caracterizado pelo
fato de que compreende:

(a) uma série de células incapazes de expressar
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Norrin gque sejam co-transfectadas com &acidos nucléicos
que codifiquem Frizzled4 e LRP5 ou fragmentos polipepti-
dicos biologicamente ativos de Frizzled4 e LRP5;

(b) opcionalmente, um acido nucléico de Dkk pa-
ra co-expressdo em uma série de células que co-expressem
Frizzled4 e LRP5 ou seus fragmentos polipeptidicos biolo-
gicamente ativos;

(c) opcionalmente, um &cido nucléico de Kremen
para co-expressdo em uma série de células gque co-
expressem Frizzled4 e LRP5 ou seus fragmentos polipepti-
dicos biologicamente ativos, e/ou para co-expressdo em
uma série de células que co-expressem Frizzledd4, LRP5, e
Dkk ou seus fragmentos polipeptidicos biologicamente ati-
vVoSs;

(d) opcionalmente, um &acido nucléico de LRP6
para co-expressao em uma série de células que co-
expressem Frizzled4 e LRP5, ou seus fragmentos polipepti-
dicos biologicamente ativos; e

(e) opcionalmente, um acido nucléico de Wnt paF
ra co-expressdao em uma série de células que co-expressem
Frizzled4 e LRP5, ou seus fragmentos polipeptidicos bio-
logicamente ativos.

52. Kit, de acordo com a reivindicacédo 51, ca-
racterizado pelo fato de que as células sdo células de

vertebrados.
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53. Kit, de acordo com a reivindicacdo 51, ca-
racterizado adicionalmente pelo fato de que compreende um
sistema repérter para medir a modulacdo da atividade de
LRP5-Norrin-Frizzled4.

54. Kit, de acordo com a reivindicacdo 51, ca-
racterizado pelo fato de que Dkk é Dkkl, Dkk2, Dkk3 ou
Dkk4, e Kremen é Kremenl ou Kremen?.

55. Kit, de acordo com a reivindicacdo 52, ca-
racterizado pelo fato de que as células de vertebrados
sdo células oésseas, adipdcitos, células renais, células
de Xenopus ou células tronco.

56. Kit, de acordo com a reivindicacao 55, ca-
racterizado pelo fato de que as células 6sseas sdo célu-
las KHOS/NP, células KHOS-240S, células KHOS-321H, célu-
las DSDh, células VA-ES-BJ, células 7F2, células U20S,
células HOSTE85, células ROS, células MC3T3-E6, células
UMR-106, células Saos2, células MG63 e células HOB.

57. Kit, de acordo com a reivindicacdo 55, ca-
racterizado pelo fato de que as células-renais sao célu-
las HEK293A ou células HEK293T.

58. Kit, de acordo com a reivindicacdo 55, ca-
racterizado pelo fato de que as células tronco sdo célu-
las tronco mesenquimais e células C3H10T1/2.

59. Kit, de acordo com qualquer uma das rei-

vindicagdes 55 e 56, caracterizado pelo fato de que as
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células Osseas sdo células U20S.

60. - Kit, de acordo com a reivindicacdo 51, ca-
racterizado pelo fato de que Wnt é Wnt 1 a Wnt 109.

6l. Kit, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacdes 51 e 60, caracterizado pelo fato de que Wnt é
Wntl, Wnt3, Wnt3a ou WntlOb.

62. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 1-4, 13, 16, ou 20, caracterizado pelo fa-
to de que compreende a etapa de determinacdo de se o a-
gente modula um lipidio em um vertebrado.

63. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1-4, 13, 16, ou 20, caracterizado pelo fa-
to de que compreende a etapa de determinacdo de se o a-
gente modula ossoem um vertebrado.

64. Célula ou linhagem celular desprovida de
Norrin nativo e que expresse uma LRP5 ndo nativa e uma
Frizzled4 nao nativa, caracterizada pelo fato de que a
LRP5 ndo nativa é uma proteina LRP5 ndo nativa ou a seu
fragmento biologicamente ativo e a Frizzled4 n&o nativa é
uma proteina Frizzled4 ndo nativa ou seu fragmento biolo-
gicamente ativo.

65. Linhagem celular, de acordo com a reivin-
dicagao 64, caracterizada pelo fato de que a LRPS ndo na-
tiva e/ou a Frizzled4 ndo nativa sdo expressadas de ma-

neira estavel.
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06. Linhagem celular, de acordo com a reivin-
dicacdo 64, caracterizada adicionalmente pelo fato de que
expressa uma Dkk ndo nativa e/ou uma Kremen ndo nativa ou
fragmentos polipeptidicos biologicamente ativos de uma
Dkk ndo nativa ou Kremen ndo nativa.

67. Linhagem celular, de acordo com a reivin-
dicacdo 64, caracterizada pelo fato de que a Dkk ndo na-
tiva é Dkkl, Dkk2, Dkk3 ou Dkk4 e a Kremen ndo nativa é

Kremenl ou Kremen?2.



Ratio of TCF-Luci/ Renilla

1/4
FIG. 1
Ratio of TCF-Luci/Renilla = Razdo de TCF-Luci/Renila
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FIG. 2
Ratio of TCF-Luci/Renilla = Razao de TCF-Luci/Renila
HEK-293A cells = células HEK-293A
U20S cells = células U20S
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FIG. 3
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FIG. 4
Ratio of TCF-Luci/Renilla = Razdo de TCF-Luci/Renila
U20S cells = células U20S
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RESUMO

“METODO DE IDENTIFICAGAO DE UM AGENTE QUE
MODULE 0SSOS OU UM LIPIDIO; METODO DE IDENTIFICAGAO DE UM
AGENTE QUE MODULE A ATIVIDADE DE NORRIN-FRIZZLED4; KIT
PARA IDENTIFICAR UM AGENTE QUE MODULE A ATIVIDADE DE
LRPS-NORRIN—FRIZZLED4; CELULA OU LINHAGEM CELULAR
DESPROViDA DE NORRIN NATIVO E QUE EXPRESSE UMA LRP5 NAO
NATIVA E UMA fRIZZLED4 NAO NATIVA”

O relatério apresenta materiais e métodos para
a triagem e identificac¢do de reagentes que modulem a ati-
vidade de Norrin conforme se relacionada com a sinaliza-
¢ao da via de Wnt. De preferéncia, os agentes assim iden-
tificados modulam a remodelagem 6ssea e/ou os niveis de
lipidios e podem ser miméticos de Norrin e agonistas de
Norrin, assim como outros agonistas e miméticos do com-

plexo LRPS5/Norrin/Frizzled4.
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