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O presente invento diz respeito ao desenvolvimento de uma
linha celular de mamifero gque expressa abundantemente Myc e a
purificacdoc de quantidades significativas de c-Myc a partir destas
células. S3o descritos trés tipos de oligomerizagdo de proteina (ou
formagdes de complexos) conduzidos por c~Myc: (1) complexos de
homo-oligdmero (dagqui em diante designados complexos Cl) formados
pela associagd@o de pelo menos dois peptideos de c~-Myc, (2) complexos
de hetero-oligémeros (aqui desighados complexos C2) formados por
heterodimerizacdo de pelo menos dois peptideos, pelo menos um dos
quais n3o & o peptideo c-Myc e especificamente hetero-oligomerizagdo
entre c-Myc e um factor de 26-29 Kd e (3) complexos hetero-oligo-
méricos (agui designado complexo C2’) formado na presenca de c-Myc,
no entanto tais proteinas hetero-oligoméricas ndo contendoc guaisquer
peptideos que sejam c-Myc. O invento & ainda dirigido a um método
reprodutivel e preciso para a classificagdo objectiva de compostos,
incluindo farmacos humanos, como inibidores da actividade de c-Myc.
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"PARCETROS, MOTIVOS, ENSAIOS DE DESPISTE E UTILIZACOES DA LIGAGAO
DE C-MYC A DNA"

MEMORIA DESCRITIVA

Resumo

0 presente invento diz respeito ao desenvolvimento de
uma linha celular de mamifero gque expressa abundantemente Myc e a
purificacdo de quantidades significativas de c¢-Myc a partir
destas células. Sdo descritos trés tipos de oligomerizagdo de
proteina (ou formacdes de complexos) conduzidos por c-Myc: (1)
complexos de homo-oligdmero (daqui em diante designados complexos
Cl) formados pela associacdo de pelo menos dois peptideos de
c-Myc, (2) complexos de hetero-oligdmeros (agqui designados
complexos C2) formados por heterodimerizagdo de pelo menos dois
peptideos, pelo menos um dos quais ndo & o peptideo c-Myc e
especificamente hetero-oligomerizag¢do entre c-Myc e um factor de
26~29 Kd e (3) complexos hetero-oligoméricos (aqui designado
complexo C2’) formado na presenca de c-Myc, no entanto tais
proteinas hetero-oligoméricas ndo contendo gquaisquer peptideos
gue sejam c-Myc. O invento & ainda dirigido a um método reprodu-
tivel e preciso para a classificagdo objectiva de compostos,
incluindo farmacos humanos, como inibidores da actividade de

c-Myc.



Referé&ncia a Pedidos de Patente Relacionados

Este pedido de patente & uma continuacdo em parte do
Pedido de Patente N2 07/510,253, entregue em 19 de Abril, 1990.

Canpo do TInvento

Este invento é dirigido a métodos para a purificacgdo da
proteina Myc de mamiferos e métodos para a identificagdo de
compostos que inibem a actividade de transcrigdo de c-Myc.

FUNDAMENTO DO INVENTO

Myc & um oncogene nuclear cuja expressdo aberrante esta
associada a muitos tipos diferentes de cancros humanos em tecidos
muito diferentes (Cole, M.D., Ann. Rev. Genet. 20:361-384
(1986)). Se bem gque o mecanismo da acgdo da oncoproteina c-Myc
permaneca desconhecido, sabe-se claramente que ela desempenha um
papel no controle do crescimento e diferenciagdo celulares
(Luscher e Eisenman, Genes & Dev. 4:2025-2035 (1990); Penn et
al., Sem. Cancer Biol. 1:69 (1990)). Um mecanismo plausivel para
a acgdo de Myc & como regulador da transcricdo numa via que
controla directamente a proliferacdo e diferenciacdo. Este modelo
é consistente com varias observagdes. Primeiro, sabe-se desde ha
muito tempo que Myc & uma proteina nuclear com uma afinidade
geral para DNA (Abrams et al., Cell 29:427-439 (1982); Alitalo et
al. Nature 306:274-277 (1983); Donner et al. Nature 296:262-265
(1982); Persson e Leder, Science 225:718-721 (1984)) e recente-
mente foi identificado um sitio que & ligado especificamente por
variantes de c-Myc expressas em bactérias (Blackwell et _al.
Science 250:1149-1151 (1990)); Prendergast e Ziff, Science
251:186-189 (1991)). Em seqgundo lugar, mostrou-se que c-Myc de
tamanho completo activa e reprime genes em ensaios de transfeccgdo



transitoria (Kaddurah-Daouk et al. Genes & Dev. 1:347-357; Yang
et al., Mol. Cell. Biol. 11:2291-2295 (1991)) e estimulam fraca-
mente a transcrigcdo quando fundidos a um dominio heterdlogo de
ligacdo a DNA (Lech et al., Cell 52:179-184 (1988); Kato et al.
Mol. Cell. Biol. 10:5914-5920 (1990)). E finalmente, semelhang¢as
de sequéncias descritas abaixo colocam Myc no grupo dos factores
de transcrigdo conhecidos.

Myc contem dois dominios que sugerem que se oligomeri-
za, talvez como um dimero, e liga-se especificamente a DNA: um
dominio tipo fecho de correr de leucina e um dominio béasico
helix-ansa-helix (B-HLH). O dominio em fecho de correr de leucina
é uma estrutura em hélice alfa encontrada em proteinas que se
ligam a DNA numa sequéncia especifica como seja Fos e Jun onde
medeia a homo ou heterodimerizacdo via uma interaccdo enrolado-
-enrolado (Landschulz et al., Science 240: 1759-1764 (1988);
O’Shea et al., Science 243:538-542 (1982); e revisto em Busch e
Sassoned-Corsi, TIG 6:36-40 (1990)). Esta dimerizacgdo & necesséa-
ria para a ligagdo ao DNA (Gentz et al., Science 243:1695-1699
(1989); Halazonetis et al., Cell 55:917-924 (1988); Kouzarides e
Ziff, ©Nature 336:646-651 (1988); Turner e Tijan, Science
243:1698-1694 (1989)). A regido HLH também parece mediar a
oligomerizagdo necessdria para a ligagdo a DNA em varias protei-
nas importantes no desenvolvimento (Murre et al., Cell 58:537-544
(1989); Murre et al., Cell 56: 777-783 (1989)). As proteinas HIH

formam uma familia grande e cada vez maior de genes e incluem os

produtos dos genes achaete-scute e daughterless responsaveis pelo

desenvolvimento neural em Drosophila, a familia dos genes R que
regulam o padrdo de pigmentacdo no milho, MyoD e varias outras
proteinas envolvidas na diferenciacgdo especifica dos misculos em
vertebrados e uma proteina de 1ligag8o ao centrémero, CBFl, de
levedura (Braun et al., EMBO J. 8:701-709 (1989); Cai e Davies,
Cell 61:437-446 (1990); Caudy et al., Cell 55:1061-1067 (1988);



Cromiller et al. Genes & Dev. 2:1666-1676 (198§); Davies et al.,
Cell 51:987-1000 (1987); Edmondson e Olson, Genes & Dev.
3:628-640 (1989); Ludwig e Wessler, Cell 62:849-851 (1990);
Pinney et al. Cell 53781-793 (1988); Rhodes e Konieczny, Genes &
Dev. 32050-2061 (1989); Villares e Cabrera, Cell 50:415-424
(1987); Wright et al., Cell 56:607-617 (1989)). Se bem que muitas
proteinas contenham um HLH ou um motivo em fecho de correr de
leucina, Myc & uma de um pequeno nimero de proteinas que contem
HLH e simultaneamente um dominio em fecho de correr com leucina.
Tanto as proteinas contendo o dominio em fecho de correr com
leucina como as proteinas com HLH requerem um segmento de aminoa-
cidos basicos adjacentes ao motivo de dimerizagdo para o contacto
com o DNA (revisto em Busch e Sassone-Corsi, TIG 6:36-40 (1990);
Jones, N., Cell 61:9-11 (1990)). E interessante que todas as
proteinas B-HLH parecem ligar-se a sequéncias de DNA estreitamen-
te relacionadas conhecidas como as caixas E. Estes s3o motivos de
sequéncias encontradas na imunoglobulina e noutros potenciadores
especificos de tecidos tendo um nGcleo NNCANNTGNN [SEQ ID N2 16]
onde diferentes bases centrais sdo preferidas por diferentes
proteinas B-HLH e as sequéncias delimitantes podem afectar a
afinidade da 1ligagdo (Blackwell et al., Science 250:1149-1151
(1990) ; Blackwell e Weintraub, Science 250:1104-1110 (1990)). O
nicleo do sitio de ligacdo descrito para c-Myc, CACGTG, enquadra-
-se neste padrdo e tem a mesma sequéncia do nlicleo do elemento da
sequéncia a montante (USE) do principal promotor tardio dos
Adenovirus (Blackwell et al., Science 250:1149-1151 (1990);
Prendergast e Ziff, Science 251:186-189 (1991)). Um factor de
transcrigao celular (USF ou MLTF) dque se liga ao USE foi recente-
mente clonado e também contem um dominio B-HLH adjacente ao
dominio em fecho de correr de leucina (Gregor et al. Genes Dev.
4:1730-1740 (1990)).
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Observou-se que muitas destas proteinas B-HLH ou com o
dominio em fecho de correr de leucina foram homodimeros e hetero-
dimeros com outras proteinas tendo motivos de dimerizagdo seme-
lhantes (revisto em Busch e Sassone-Corsi, TIG 6:36-40 (1990);
Jones N., Cell 61:9-11 (1990)). A heterodimerizag¢do entre grupos
especificos de proteinas com B-HLH ou com dominios em fecho de
correr de elucina pode alterar as suas propiedades de ligagdo ao
DNA. Se bem que os homodimeros se devam ligar fracamente, os
heterodimeros com o parceiro adequado podem ligar-se com uma
maior afinidade e nalguns casos com uma nova especificidade
(Jones, N., Cell 9:9-11 (1990)), Blackwell e Weintraub, Science
250: 1104-1110 (1990); Wright et al., Mol. Cell. Biol. 11:4104-
-4110 (1991)). Myc é capaz de formar um homo-oligdmero em concen-
tracdes elevadas in vitro (Dang et al., Nature 337:664-666
(1989); Kerhoff e Bister, Oncogene 6:93-102 (1991)), ainda que
ndo seja claro o facto da formagdo do homo-oligdmero in vivo
(Dang et al. Mol. Cell Biol. 11:954-962 (1991)). Parece provavel
que Myc tenha uma interaccdo directa com outras proteinas celula-
res para formar hetero-oligdmeros e de facto tal proteina parcei-
ra designada Max foi recentemente identificada (Blackwood e
Eisenmann, Science 251:1211-1217 (1991)). O efeito due tais
proteinas parceiras possam ter na especificidade da ligagdo de
Myc a DNA é& provavel que sejam fundamental para a compreensdo da
funcdo de Myc.

Muito do trabalho in vitro feito com proteinas B-HLH
utilizou proteina transcrita e traduzida in vitro ou usou protei-
na expressa em bactérias. Myc expressa por estes meios foi usada
para determinar a especificidade da ligagdo e para demonstracgdo
de que Myc pode formar heterodimeros com Max (Blackwell et al.,
Science 250:1149-1151 (1990); Prendergast e Ziff, Science 251:
186-189 (1991); Blackwood e Eisenmann, Science 251: 1211-1217
(1991)). Myc, no entanto, &€ modificada apds a tradugdo por pelo
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menos uma fosforilagdo em células de memifero (Hann e Eisenmann,
Mol. Cell. Biol. 4: 2486-2497 (1984); Ramsay et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81:7742-7746 (1984)) e pensa-se que as modifica-
¢cdes apds traducdo regulem a funcdo de muitas proteinas, incluin-
do os factores de transcrigdo Myb, Fos, HSF, CREB e SP-1 (Abate
et al., Science 249:1157-1161 (1990); Jackson et al., Cell
63:155-165 (1990); ULuscher et al., Nature 344:517-522 (1990);
Sorger et al., Nature 329:81-84 (1987); Yamamoto et al., Nature
334:494-498 (1988)). Em adig¢do, fol descrito que Myc produzido em
células aviarias se 1liga mais fortemente a DNA-celulose do dque
Myc produzido em bactérias (Kerhoff e Bister, Oncogene 6:93-102
(1991)).

Varias linhas de evidéncia argumentam que as fungdes
biogquimicas de Myc serdo determinadas em grande parte pela
hetero-oligomerizag¢do com Max e talvez com outros factores ainda
nao identificados. Para uma compreensdo completa da fungdo de
c-Myc sera pois necesséaria a identificagdo de todas as proteinas
parceiras e uma caracterizacdo funcional dos complexos que estas
proteinas formam na auséncia ou presenga de c-Myc. Para descobrir
a natureza da funcdo de Myc sera necessdrio determinar ndo sbé as
propriedades de ligagdo de todos os complexos importantes como
também determinar se diferem no seu modo de accdo depois de
ligados. A modificacdo apds traducdo deve desempenhar um papel na
modulagdo da formagdo, ligagdo ou outras actividades destes
complexos e a disponibilidade de grandes duantidades de c-Myc
modificada como aqui se descreve deverd facilitar uma abordagem
bioquimica para este problema. Tais estudos deverdo conduzir-nos
a uma compreensdo dos complexos disponiveis em tempos diferentes
em diferentes tipos celulars e as consequéncias para cada célula

em termos de crescimento e diferenciagdo adeguados ou oncogéne-

Se.



Ainda, até a data ndo foram identificados inibidores da
acgdo de c-Myc. A identificacdo de tais inibidores deve-se a
auséncia de identificacdo de uma sequéncia especifica de 1ligacao
ao DNA a que se ligue c-Myc e da inexisténcia de um ensaio
simples, barato e reprodutivel que possa rapidamente identificar
potenciais inibidores e seus derivados activos. Assim, existe
também a necessidade de ensaios de despiste rapidos e econdmicos

que identifiquem actividade inibidora especifica de c-Myc.

SUMARIO DO INVENTO

Reconhecendo a importdncia potencial dos inibidores da
actividade da oncoproteina c-Myc no tratamento de muitas formas
de cancro e sabendo da inexisténcia de um sistema de ensaio
simples em que tais inibidores possam ser identificados, os
inventores estudaram a ligagdo ao DNA de c-myc.

Estes esforgos conduziram ao desenvolvimento de uma
linha celular de mamifero que expressa abundantemente Myc e &
purificacdo de quantidades significativas de c¢-Myc a partir
destas células. Estes esforgos culminaram na descoberta de trés
tipos de oligomerizacdo proteica ou formacdao de complexos condu-
zida por c-Myc: (1) complexos de homo-oligdmeros (aqui designados
complexos Cl1l) formados por associagdo de pelo menos dois pepti-
deos de c-Myc, (2) complexos de hetero-oligdmeros (aqui designa-
dos complexos C2) formados por heterodimerizagdo de pelo menos
dois peptideos, pelo menos um dos quais ndo & o peptideo c-Myc e
especificamente hetero-oligomerizagdo entre c-Myc e um factor de
26-29 Kd, e (3) complexos hetero-oligoméricos dependentes de
c-Myc (aqui designados complexo C€2’) formado na presenga de
c-Myc, no entanto, tais proteinas oligoméricas ndo contendo

guaisquer peptideos que sejam c-Myc.
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Assim, o invento & dirigido a um método reprodutivel e
preciso para a purificacdo de Myc a partir de uma fonte de
mamifero.

0 invento & ainda dirigido & utilizagdo de oligdmeros
contendo o motivo de DNA 5/-CACGTG-3’, na sua forma de cadeia
dupla, como um método reprodutivel e preciso para a deteccdo da

presenca de complexos Cl numa amostra.

O invento & ainda dirigido & wutilizagdo do motivo de
DNA 5/~CACGTG-3’, na sua forma de DNA de cadeia dupla, como um
método reprodutivel e preciso para a detecgdo de complexos C2
numa amostra.

O invento @ ainda dirigido & utilizagdo do motivo de
DNA 5’/-CAGCTG-3’, na sua forma de DNA de cadeia dupla, como um
método reprodutivel e seguro para a detecgdo de complexo C2’/ numa

amostra.

0 invento & ainda dirigido a uma fracg¢do de proteina de
26-29 Kd purificada a partir de células de ovario de hamster
chinés (CHO) ou de baculovirus, tal fracgdo proteica contendo
pelo menos um peptideo capaz de formar oligdmeros do complexo C2

com c-Myc.

0 invento & ainda dirigido a uma fracgdo proteica de
40-50 Kd purificada a partir de células CHO, tal fracgdo proteica
contendo pelo menos um peptideo capaz de formar oligdémeros do

complexo C2’ na presenca de c-Myc.

O invento & ainda dirigido a um método reprodutivel e
preciso para a classificagdo objectiva de compostos, incluindo
farmacos humanos, como inibidores da actividade de c¢c-Myc e



especialmente como um inibidor da formagdo do complexo C2 ou da

formacdo do complexo C27,

O invento é ainda dirigido a um método reprodutivel e
preciso para a classificacgdo objectiva de compostos, incluindo
farmacos humanos, como inibidores da actividade de c-Myc e
especialmente como um inibidor da 1ligagdo a DNA do complexo C1,
da ligagdo a DNA do complexo C2 ou da ligag3o a DNA do complexo
c27.,

.

O invento proporciona ainda um método para a identifi-

cagdo e classificagcdo do mecanismo de acgdo de um composto

biocactivo inibidor de c-Myc.

O invento proporciona ainda um ensaio para o controle
do isolamento e/ou purificacdo de um peptideo capaz de formar um
complexo C2 ou C2’ ou uma mistura de tais peptideos a partir de
uma preparag¢ao bruta.

0 invento ainda proporciona um ensaio para o controle
do isolamento e/ou purificacdo de um composto inibidor de c-Myc
ou mistura de tals compostos a partir de uma preparagdo bruta de

tais compostos.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Fig. 1 Proteina c-Myc purificada. A) 1 ug de proteina

c-Myc purificada a partir da 1linha celular CHO expressando
abundantemente 5A foi sujeito a electroforese em gel bidimensio-
nal. Um gel em tubo para isoelectrofocagem correu com anfolitos
pPH 5-7 seguido de SDS-PAGE e coloragdo com prata. As proteinas
c-Myc estdo entre paréntesis e as setas distinguem as espécies de

60, 62 e 72 KDa. O gel foi arranjado para esta figura; a gama de
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pI para as proteinas Myc foi de 5,0-5,6. B) 0,5 pug da proteina
c-Myc purificada derivada das linhas celulares indicadas foi
sujeita a electroforese num gel de SDS e visualizada por colora-
¢80 com prata (faixa da esquerda) ou electrotransferido para
nitrocelulose e sujeito a imunotransferéncia usando o anticorpo
policlonal ST-2 (2 faixas da direita).

Fig. 2 Ligacdo a DNA das Proteinas c-Myc Purificadas. O
EMSA foi realizado como descrito em materiais e métodos usando

quantidades iguais (aproximadamente 2 ng) das sondas que se
sequem e 0,5 ug de c-Myc purificado produzido por CHO ou c-Myc
produzido por baculovirus: (,uEZ)3 faixas 1 e 7, (uSE)3 faixas 2 e
8, MLC-A faixas 3 e 9, MLC-B faixas 4 e 10, (USE)3 faixas 5, 11 e
12 e HES faixas 6 e 13. Nos materiais e métodos sdo dadas as
sequéncias de tamanho completo da sonda. As faixas 1-6 e as

faixas 7-13 sdo exposigdes diferentes das faixas do mesmo gel.

Fig. 3 A actividade de ligacdo de Cl estd presente enm

fatias de géis de SDS contendo Myc. 400 pg de c-Myc produzido por

CHO ou 163 pug de c-Myc produzido por baculovirus foram separados
num gel de SDS-PAGE. As proteinas de fatias de 0,5 cm foram
recuperadas, renaturadas como descrito em materiais e métodos e
analisadas por EMSA usando a sonda (USE)3. 0,4 ug da Myc de CHO
aplicada e 5 ul da proteina da fatia contendo Myc de CHO foram
analisados no mesmo gel (painel da esquerda). 0,37 ug de Myc de
baculovirus aplicado e 5 ul da proteina da fatia Myc de baculovi-
rus foram analisados no mesmo gel (painel da direita). As fatias
das outras gamas de peso molecular do mesmo dgel ndo apresentaram

qualquer ligagdo (resultados ndo apresentados).

Fig. 4. A actividade & formada por c-Myc e um factor de
26-29 KD. Proteinas de fatias de gel foram recuperadas e
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analisadas por EMSA como descrito em materiais e métodos usando a

\

sonda (USE)3. As faixas 1-4 representam proteinas do mesmo gel
aplicadas com Myc produzido por baculovirus descrito na Fig. 5.
Estas faixas contém 0,37 pug do material aplicado (faixa 1), 0,75
ug de BSA com 7,5 ul de proteinas de uma fatia de Myc (faixa 2)
ou uma fatia de 26-29 KD (faixa 3) ou 7,5 de cada fatia usada
para as faixas 1 e 2 mais 0,2 ug de BSA (faixa 4). As faixas 5-8
e 10 contém proteinas de géis aplicadas com Myc purificada a
partir de células CHO. Estas faixas contém 0,47 do aplicado no
gel (faixa 5), 4 pl de material de uma fatia de Myc de um gel a
gque se aplicou 400 ug de Myc (faixa 6), 7 pl de material de uma
fatia de 26-29 KD de um gel semelhante mais 0,8 ug de Proteina A
(faixa 7) e 4 pl da fatia de Myc e 7 pg da fatia de 26-29 KD
(faixa 8). As faixas 9-12 utilizam as proteinas de fusdo Proteina
A-Myc expressas por bactérias contendo os dominios B-HLH e em
fecho de correr de leucina de Myc (aminodcidos 353-439) ou sem a
regido basica e contendo os aminodcidos 372-439 de Myc. Estas
foram expressas e purificadas como descrito em materiais e
métodos. A faixa 9 contem 0,5 ug de Proteina A-Myc(353-439) e a
faixa 10 contem o mesmo mais 7 ul da fatia de 26-29 KD. A faixa
11 contem 1 pug da Proteina A-Myc(372-439) e a faixa 12 contem 0,5
ug de Proteina A-Myc(372-439)mais 7 pl da fatia de 26-29-KD.

Fig. 5. A actividade de ligacdo de C2‘ requere um

factor de 40-50 KD. A) 101 pug de c-Myc produzido por CHO foi

separado num gel de SDS. As proteinas foram recuperadas, ressus-
pensas em 100 pul e renaturadas e analisadas por EMSA usando a
sonda ERP3/4. Esta sonda contem a fraccdo do potenciador MLC que
engloba o sitio pE2. As amostras de EMSA continham 0,3 pug do
material aplicado no gel de SDS (faixa 1), 7,5 pl das proteinas
da fatia de Myc (faixa 2) ou a fatia de 40-50 KD (faixa 3) ou 7,5
4l de ambas as fatias renaturadas em conjunto (faixa 4). B) As

amostras de EMSA continham 0,9 pg de c-Myc produzido por



baculovirus (faixa 5), 3 ul de proteina derivada da fatia de
40-50 KD de um gel em que se aplicou 400 ug de c-Myc produzido
por CHO (faixa 6) ou ambos renaturadas em conjunto (faixa 7). A
sonda foi ERP1/2. C) As amostras de EMSA continham 10 gl (0,9 ug)
da proteina de fusdo de c-Myc produzida por bactérias contendo os
aminodcidos 353-439 de Myc (faixa 8), 0,47 pug de c-Myc produzido
por CHO (faixa 9), 5 pl de proteina derivada da fatia de gel
40-50 KD de um gel em que se aplicou 400 ug da Myc produzida por
CHO mostrada na faixa 9 (faixa 10) ou 5 pl do mesmo material de
40-50 KD renaturado na presenca de 0,9 pug de Myc produzida por
baculovirus mostrada na faixa 5 (faixa 11), 2 ul (0,18 ug) da
proteina de fusdo Myc produzida por bactérias contendo os aminoa-
cidos 353-439 de Myc (faixa 12) ou 4 pl (0,36 ug) da mesma
proteina de fusdo Myc produzida por bactérias (faixa 13). A sonda
foi ERP1/2.

Fig. 6. Anticorpos contra c-Myc interactuam com os

complexos Cl e C2. As reaccdes de EMSA foram estabelecidas com as

preparacdes de proteina Myc indicadas (0,37 pg de c-Myc produzido
por baculovirus ou 0,47 pug de c-Myc produzido por CHO). Estas
reacgdes foram pré-incubadas 30 minutos em gelo na presenga do
anticorpo indicado (monoclonal a-Myc 1F7 ou um monoclonal dirigi-
do contra o repressor de lambda, cI). 1 ng da sonda SMS ou a
sonda contendo uE2 nmero 7 (ver Fig. 7) foi adicionado subse-
quentemente e a a ligagdo e a electroforese realizadas como

habitualmente.

Fig. 7. Oligonucledtidos seleccionados a partir da

sequéncia ao acaso apds 8 ciclos de EMSA. As sequéncias foram

seleccionadas a partir de oligonucledtidos contendo 20 pares de
bases de sequéncia ao acaso usando um processo EMSA reiterativo
descrito nos materiais e métodos. Os nucledtidos sublinhados sdo

dos sitios dos iniciadores de PCR. As Tabelas abaixo mostram as
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sequéncias alinhadas contendo a frequéncia de ééda uma das Dbases
nas 6 posigdes delimitantes & volta dos motivos CACGTG. Apenas as
bases a sequir a uma correspondéncia correcta de CACGTG foram
apresentadas uma vez que as sequéncias sem este nicleo central
ndo funcionam como sitios de alta afinidade de ligag&o (Fig. 8, e
resultados ndo apresentados). Os nimeros carragados adjacentes a
sequéncias individuais indicam os oligonucledtidos que foram
testados individualmente por EMSA na Fig. 8. Os asteriscos
indicam mais sequéncias que foram testadas individualmente
(resultados nao apresentados).

Fig. 8. Sitios seleccionados formam complexos previs-

tos. Realizou-se EMSA usando 2,8 ng da sonda SMS ou iguais
gquantidades (1 ng) das sondas 1-11 indicadas na Fig. 7. As sondas
1-11 foram marcadas e paralelamente isoladas em gel e tinham
actividades especificas aproximadamente iguais. As reacgdes de
ligacdo ndo continham proteina adicional (-), 0,37 ug de c-Myc
produzido por baculovirus (B) ou 0,47 ug de c-Myc produzido por
CHO (C). A sonda livre & visivel no fim do gel.

Fig. 9. Ensaios de competicdo com os complexos Cl e C2.

A reaccgdo padrao de EMSA foi aumentada para 11 amostras contendo
0,4 ug de c-Myc purificado produzido por baculovirus por amostra.
A sonda e competidor foram (USE)3. Apds deixar 20 minutos para a
ligagdo 20 pl fol aplicado num gel de EMSA, préviamente corrido,
como meio de medir a quantidade de partida do complexo (ST) e
adicionou-se suficiente competidor frio & restante amostra para
se conseguir um excesso molar de 250 vezes relativamente & sonda.
Imediatamente quando da adigdo do competidor a amostra foi
suavemente misturada e amostras de 20 ul foram aplicadas nos
tempos indicados (0, 30 s, 1 min, 4 min, etc.) Uma amostra
testemunha (C) foi criada individualmente na gqual o competidor

foi adicionado antes do 1inicio da 1ligagcdo para demonstrar
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competicdo completa. Esta amostra foi aplicada na mesma altura da
amostra TS. Todas as amostras foram aplicadas num gel continua-
mente a correr de forma que o complexo na faixa de partida migra

d frente do complexo equivalente nas faixas aplicadas mais tarde.

DESCRICAO DAS REALIZACOES PREFERIDAS

Na descricdo que se segue usou-se extensivamente uma
série de termos correntemente utilizados na tecnologia de DNA
recombinante. Para proporcionar uma compreensdo mais clara e
consistente da especificacgdo e reivindicag¢bes, incluindo o ambito

a ser dado a tais termos, sdo dadas as definicgdes que se seguem.

Oligbmero de interesse. Conforme agqui usado, um "oligo-
mero de interesse" refere-se a qualquer um dos tipos gque se
seguem de proteinas oligoméricas: primeiro, oligdmeros contendo
Myc incluindo homo-oligdmeros de peptideos Myc (um complexo Cl) e
hetero-oligémeros contendo pelo menos um peptideo de Myc e unm
peptideo de um "parceiro" de Myc (um complexo C2); segundo, dque
formam na presenca de homo-oligdmeros contendo Myc ou de hetero-
-oligbmeros contendo Myc mas que eles proérpios nao contém o
peptideo Myc, tais oligdmeros incluindo homo-oligdémeros né&o
contendo Myc que se assocliam na presenga de hetero-oligdmeros nao
contendo Myc dque se associam na presenca de Myc (um complexo
car).

Oligdémero. Um "oligdmero" referindo-se a proteinas
significa uma proteina composta por mais de uma subunidade
peptidica, como sejam dimeros, trimeros, tetrémeros, etc. Tal
proteina oligomérica pode ser um homo-oligdmero, ou seja, compos-—
to totalmente por duas ou mais subunidades idénticas; como
alternativa tal proteina oligomérica pode ser um hetero-oligdme-

ro, ou seja, composto por pelo menos dois peptideos diferentes.



Oligémeros contendo trés ou mais peptideos podem conter mais de

uma cdpia de um peptideo.

-

Proteina(s) C2’ Como aqui & usado, por conveniéncia,

uma "proteina C2’" & uma proteina ou peptideo que & um membro da
segunda classe dos "oligdmeros com interesse', ou seja, uma
proteina que forma oligdmeros na presenga de Myc, homo-oligdmeros
de c-Myc ou hetero-oligdémeros contendo Myc de forma a ligar-se a
uma sequéncia especifica de DNA, mas que ndo contem um peptideo
Myc, tais oligdmeros incluindb homo-oligémeros ndoc contendo Myc
que se associam ha presenca de hetero-oligdémeros contendo ou néao

Myc que se associam na presenga de Myc.

Operacionalmente ligado. Tal como aqui & usado, dois

elementos macromoleculares estdo ligados operacionalmente quando
os dois elementos macromoleculares estdo fisicamente arranjados
de forma a que tais factores que influenciam a actividade do
primeiro elemento fazem com que este induza um efeito sobre o
segundo elemento. Por exemplo, a transcrigcdo de uma sequéncia
codificadora que estda operacionalmente ligada a um elemento
promotor & induzida por factores que "activam" a actividade do
promotor; a transcricdo de uma sequéncia codificadora que esta
operacionalemnte ligada a um elemento promotor & inibida por
factores que 1'"reprimem" a actividade do promotor. Assim, uma
regido de promotor estaria operacionalmente 1ligada & sequéncia
codificadora de uma proteina se a transcrigdo da actividade da
sequéncia codificadora for influenciada pela actividade do

promotor.

Resposta. Tal como aqui & wusado o termo '"resposta"
destina-se a referir uma alteragdo em qualquer pardmetro gque

possa ser usado para medir, indicar ou de outra forma descrever a
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acgdo de c~Myc ou a formagdo de oligdmeros (homo-oligdmero
(complexo Cl) ou hetero-oligbémero (complexo C2)), incluindo a
formagdo de hetero-oligdmeros dependente de c-Myc (complexo C27).
A resposta pode ser revelada por uma alteragdo fisica (como seja
uma alteragdo do fendtipo) ou pode ser revelada como uma altera-
¢do molecular (como seja uma alteragdo numa velocidade de reaccgio
ou numa constante de afinidade). A detecgdo da resposta pode ser
realizada por qualquer meio adequado. "Detecgdo" refere-se a
qualquer método pelo qual tal resposta pode ser avaliada de forma
a proporcionar um indicio significativo sobre a ocorréncia do

acontecimento.

Composto. O termo "composto" destina-se a referir uma
entidade quimica, na fase sélida, liquida ou gasosa. O termo deve
ser entendido como incluindo compostos sintéticos, produtos
naturais e entidade macromoleculares tais como polipeptideos,
polinucledtidos ou lipidos e também pequenas entidades tais como

neurotransmissores, ligandos, hormonas ou compostos elementares.

Composto biocactivo. O termo "composto bioactivo"

destina-se a referir qualquer composto que induza uma resposta

detectavel ou mesurdvel nos métodos do invento.

Promotor. Um "promotor" & uma sequéncia de DNA 1locali-
zada proximo do inicio da transcricdo no extremo 5/ da sequéncia
transcrita. O promotor pode conter miltiplos elementos regulado-
res que interactuam na modulagdo da transcrigdo do gene operacio-
nalemnte ligado.

Expressdo. A expressao & um processo pelo qual a
informagdo codificada dentro de um gene & revelada. se 0 gene

codificar uma proteina, a expressdo envolve a transcricdo do DNA
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para mRNA, o processamento do mRNA (se necessario) para dar um
produto mRNA maduro e tradugdo do mRNA maduro para dar proteina.

Uma molécula de 4&cido nucleico, como seja um DNA ou
gene é referida como sendo "susceptivel de expressar" um polipep-
tideo se o DNA possuir as sequéncias codificadoras do polipepti-
deo e as sequéncias de controle da expressdo que, no ambiente
hospedeiro adequado, proporcionam a capacidade de transcrever,
processar e traduzir a informagdo genética contida no DNA para
dar origem a um produto proteico e se tais sequéncias de controle
da expressdo estiverem operacionalmente ligadas & sequéncia de

nucledtidos que codifica o polipeptideo.

Veiculo de clonagem. Um "veiculo de clonagem" & qual-

quer entidade molecular que seja capaz de libertar uma sequéncia
de acido nucleico para o interior de uma célula hospedeira para
fins de clonagem. Exemplos de veiculos de clonagem incluem
plasmideos ou genomas fagicos. Um plasmideo que se pode replicar
autonomamente na célula hospedeira & especialmente pretendido.
como alternativa, uma molécula de A&cido nucleico gque pode ser

inserida no DNA cromossdmico da célula hospedeira & especialmente
atil.

Os veiculos de clonagem sdo muitas vezes caracterizados
por um ou mais sitios de reconhecimento por endonucleases nos
quais tais sequéncias de DNA podem ser cortadas numa forma
determindvel sem perda de uma fungdo biolégica essencial do
velculo e no qual o DNA possa ser cortado e ligado de forma a

poder sofrer replicagdo e clonagem.

0 veiculo de clonagem pode ainda conter uma marca
adequada para usar na identificacdo de células transformadas com

o veiculo de clonagem. As marcas sdo por exemplo resisténcia &



tetraciclina ou resisténcia & ampicilina. A palavra "vector" &

por vezes usada para "veiculo de clonagem".

Veiculo de expressdo. Um "veiculo de expressdo" & um
veiculo ou vector semelhante a um veiculo de clonagem mas &
especialmente destinado a proporcionar sequéncias capazes de

expressarem o gene clonado apds transformagdo de um hospedeiro.

Num veiculo de expressdo, o gene a ser clonado &
geralmente operacionalmente ligado a certas sequéncias de contro-
le tais como sequéncias de promotor. As sequéncias de controle da
expressdo variardo dependendo se o vector se destina a expressar
0 gene operacionalmente ligado num hospedeiro procaridético ou
eucaridtico e podem adicionalmente conter elementos transcricio-
nais tais como elemtos potenciadores, sequéncias terminadoras,
elementos especificos de tecido e/ou sitios de iniciagdo e

terminacdo da traducgédo.
Hospedeiro. Por '"hospedeiro" pretende-se significar
qualquer organismo que seja o recipiente de um veiculo de clona-

gem ou expressdo.

a. Isolamento de proteina c-Myc a partir de células

de mamifero e preparacdo de fraccdes contendo

actividade de ligacio dos complexos C2 e C2/

Se bem gque tenha havido anteriormente descricdes de
proteina Myc purificada, os presentes inventores encontraram gque
as preparagdes de proteina Myc descritas e os métodos usados para
isolar aquela proteina ndo conseguiam a quantidade necesséaria
para caracterizar a acg¢do de Myc em mamiferos. Os inventores
ultrapassaram este problema e descrevem pela primeira vez um

método original e atil para o isolamento de proteina c-Myc de
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mamifero em grande gquantidade necessdrio & caracterizacdo da
ligagdo a DNA dirigida por c-Myc os inventores conseguiram também
purificar grandes quantidades de Myc a partir de um sistema
recombinante de células de insectos. A proteina Myc purificada do
invento apresenta a Gnica actividade bioquimica conhecida de
c-Myc, uma capacidade para de ligar & sequéncia CACGTG. Como
resultado directo do método do invento para o isolamento da
proteina c-Myc, os inventores foram capazes de identificar
peptideos que naturalmente se associam a c-Myc em hetero-oligd-
meros ou peptideos que naturalmente se associam uns aos outros
como resultado da accgdo de c-Myc, tais peptideos estando presen-
tes em certas fracgdes de cromatografia em coluna do esquema de
purificacdo de c-Myc.

De acordo com o invento, a purificagdo de Myc a partir
de uma fonte de mamifero & de preferéncia conseguido usando uma
linha celular de mamifero que expressa c-Myc recombinante ou nédo
recombinante e & realizada totalmente em gelo ou temperaturas
equivalentes de 0-5°C, usando reagentes e tampdes & mesma tempe-
ratura. Por exemplo, a linha celular de ovidrio de hamster chinés
(CHO) 5A que expressa Myc em grande quantidade & Gtil para tal
purificagdo. Nas células CHO5, c-Myc recombinante de murganho
esta sob o controle de um promotor reguldavel e foi integrado e
amplificado no genoma da linha celular parental CHO para estabi-
lidade e produgdo méximas. Excepto sempre que de outra forma seja
notado, para os métodos e ensaios do invento, Myc nativo ou
recombinante deverd incluir pelo menos dois exdes codificadores

de Myc.

Apdés colheita das células por centrifugagdo usando
técnicas conhecidas e antes da lise da membrana celular externa,
as células deverdo ser lavadas pelo menos uma vez num tampido

neutro de baixo teror salino como seja 0,9% NaCl em fosfato 10-50
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mM, pH 7,0-7,5 (tampdo de fosfatos salino, PBS) para remover o

restante meio de crescimento.

A lise das células lavadas & também conseguida num
tampdo de lise neutro ou ligeiramente &cido de baixa concentracgio
salina, de preferéncia & volta de pH 6,8, contendo pelo menos um
inibidor de proteases, como ceja aprotinina ou fluoreto de
fenilmetilsulfonilo (PMSF), de preferéncia contendo uma combina-
¢ao de tais inibidores. Sais como os de potassio (na forma de
KCl) e magnésio (na forma de MgClz) sdo também preferencialmente
adicionados. Ainda, detergentes ndo idnicos tais como NP40 (0,5%

v/v) e Na-desoxicolato (0,1%) deverdo ser adicionados.

A lise da membrana celular externa devera ser realizada
em condigdes que lisem a célula hospedeira sem lisar o nicleo ou
induzir perdas significativas através da membrana nuclear. As
células podem ser deixadas em repouso durante um pequeno periodo,
por exemplo, 10 minutos, no tampdo de lise contendo detergente
antes da intervengdo mecdnica ser usada no passo de 1lise. A
intervencdo mecdnica & melhor realizada com disrupgdo suave das
células tratadas com detergente, por exemplo, usando 40 estocadas
num homogenizador Dounce com um pistdo tipo A ou o equivalente de
tal tratamento.

Os nlGcleos podem ser colhidos a partir da preparaciao
celular lisada usando técnicas conhecidas, como seja por exemplo,
centrifugagdo a 1000xg durante 5 minutos a 4°C e lavados pelo
menos uma vez no memso tampdo de lise com baixa cooncentracdo de

sal usado para lisar a membrana celular externa.

Os nGcleos foram entdo ressuspensos no tampido de lise
de baixa concentracdo salina que contem ainda DNAse I suficiente
e incubado durante um tempo suficiente para degradar eficazmente



o DNA de tais nlcleos até um tamanho e viscosidade que permite
subsequente purificagdo da c-Myc a partir desta preparagdo como

descrito abaixo.

Apds tratamento com DNAse I, a amsostra foi diluida com
um tampdao neutro de alta concentragdo salina o gue leva a concen-
tracdo salina (como NaCl) da amostra para pelo menos 2M. Tal
tampdo de concentragdo salina elevada de preferéncia também
contem quantidades de MgCl2 suficientes para manter a mesma
concnetracdo deste sal na preparagdo final diluida e também mais
detergente NP40 de forma a reter niveis eficazes apds diluicdo da

amostra.

Nas células hospedeiras de mamifero, c-Myc estd geral-
mente estreitamente associado aos nidcleos. Assim, @ necessario
solubilizar c-Myc de forma a nd3o destruir a sua actividade
bioldgica ou a sua capacidade para renaturar numa forma biologi-
camente activa. O material nuclear residual & primeiro removido
por centrifugacdo e depois o sedimento ressuspenso para solubili-
zagdo de c-Myc. A solubilizagdo da proteina c-Myc de forma a
destruir esta associagdo pode ser conseguida com dodecilsulfato
de s6dio (SDS) ou ureia em concentragdes superiores a 4M. De
preferéncia utiliza-se ureia 5M. Os nilicleos ndo lisados residuais
podem também ser solubilizados nesta altura por agitacdo forte
durante cerca de 30 minutos. A solugdo & ent&o centrifugada para
sedimentar qualquer material insoldvel residual antes de passos
cromatograficos subsequentes, por exemplo a 5000xg durante cerca

de 10 minutos.

A fracgdao dosobrenadante recuperado do passo de centri-
fugagcdo & aplicada a uma coluna de DEAE Sepharose CL-6B equili-
brada em tampdo contendo ureia como descrito atras e a coluna bem

lavada com tal tampdo para remover a proteina ndo ligada. Unma



segunda lavagem foi realizada com a adigdo de uma gquantidade
intermédia de NaCl, 0,1 M NaCl ao tampdo. Finalmente, a proteina
c-Myc foi eluida aumentando a concentrag¢do salina no tampdo para
0,35M.

Toda a proteina que eluiu com a lavagem de sal 0,35M
foi colhida e aplicada numa coluna de FPLC Mono-Q. A coluna foi
lavada e aplicado um gradiente de 0,10 M NaCl a 0,35 M NacCl,
seguido de um passo de lavagem com 2M NaCl. Mantendo gradiente em
concentragdes salinas intermédias, por exemplo a cerca de 0,19 M
NaCl até a cauda final da proteina contaminante ter acabado de

eluir aumentard a pureza da proteina Myc subsequentemente eluida.

Myc pode ser identificado no eluente da coluna por
qualquer técnica que reconhega especificamente a proteina Myc ou
a sua actividade. Por exemplo, um anticorpo monoclonal como seja
1F7 pode ser usado num imunoensaio para a presenca da proteina
Myc. Como alternativa, a actividade de ligagdo a DNA a um oligo-
nucledtido contendo a sequéncia 5’/-CACGTG-3’ pode ser usada para
controlar a purificagdo. O anticorpo monoclonal 1F7 & dirigido
contra a sequéncia peptidica dos aminodcidos 305-317 em c-Myc
murino. Outros anticorpos monoclonais contra Myc fteis em tais

ensaios podem ser adquiridos comercialmente.

Conjuntos de fracgdes desta coluna continha as activi-
dades de ligagdo de C2 e (2’ descritas abaixo e a presenca de
peptideos capazes de entrar nos hetero-oligdmeros C2 e C2’' e
especialmente hetero-oligémeros C2 e C2’, podem ser testados pela
capacidade de tais hetero-oligdmeros em se ligarem as sequéncias
de DNA5’/-CACGTG-3’ e 5’/-CAGCTG-3’, respectivamente. Myc purifica-
do a partir de células CHO surgiu como varias bandas em imuno-

transferéncia.



b. Purificacdo de c-Myc e seus parceiros a partir de

uma fonte de baculovirus

c-Myc humana pode também ser purificada usando o
sistema de expressdo abundante de Myc em baculovirus. Para a
purificagdo células Sf9 que tinham sido infectadas com baculovi-
rus recombinante portador do gene c-Myc, usando técnicas conheci-
das foram colhidas antes da lise (~48 horas pdés-infeccdo). A
solubilizagdo e purificag¢do da c-Myc recombinante foram realiza-
das como para Myc produzido por CHO resultando num rendimento de
2,5 mg/8x108 células. Myc purificado a partir destas células de
insecto estava aparentemente homogéneo por coloracdo com prata e
migrou numa electroforese como uma banda difusa de =60 KD. Isto
estava em oposigdo com as miltiplas bandas observadas com Myc de

mamifero por imunotransferéncia (Fig. 1B).

c. Deteccdo da actividade de ligacdo a DNA especifica

de sequéncia

As preparagdes atrds contém duas actividades de ligacédo
a DNA especificas de sequéncia possuindo as duas a proteina Myc.
A primeira actividade contem apenas Myc (i.e., forma o homo-oli-
gbmero Myc) e liga-se muito fracamente a sequéncias com o niicleo
CACGTG. A ligagdo foi testada por determinacdo a velocidade de
exclusdo e por ensaios de competicdo, ambas técnicas conhecidas.
A ligagdo de homo-oligdmeros de c¢c-Myc & caracterizada por uma
velocidade de exclusdo alta e pela observacdo de que & quase
impossivel adicionar suficiente sequéncia competidora fria para
retirar por competicdo este complexo em ensaios de alteracdo da
mobilidade electroforética (EMSA). Esta Gltim observagdo implica
que pode ndo ser possivel aumentar as concentra¢des de nucledti-

dos acima do KD, impossibilitando assim a determinacdo exacta de



qual a fracgdo das preparagdes finais de Myc s8o activas na

ligagdo especifica de sequéncia pelos homo-oligdmeros de Myc.

Um processo de selecgdo de sitios de ligacio pode ser
usado para determinar o sitio de 1ligagdo Sptimo para Myc. Os
sitios podem ser seleccionados a partir de um conjunto de oligé-
meros ao acaso, como sejam 20-meros, de forma a diminuir as
hipéteses de erro na determinagdo de um sitio de ligagdo &ptimo.
Pode ser wusada uma sequéncia consensus de 12 Dbases de
GACCACGTGCTC [SEQ ID N2 1], com a caixa central E de CACGTG
surgindo como a wmais conservada. Halazonetis e Kandil
(Halazonetis e Kandil, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:6162-6166
(1991)) assumiram gque as sequéncias delimitantes devem ser
simétricas e descreveram uma sequéncia 6éptima de GACCACGTGGTC
[SEQ ID N22]. Esta sequéncia é muito semelhante ao consensus que
€ preferido aqui, diferindo apenas na posicdo 10 (onde predomi-
nantemente um C foi utilizado no invento, se bem que G esteja
significativamente representado Fig. 7, Grupo I). De acordo com o

-

invento, & possivel seleccionar uma sequéncia consensus de 12

bases a partir de um conjunto de complexidade prevista de 420

(zlolz) indicando assim que Myc tem uma preferéncia forte relati-
vamente a uma sequéncia apesar da sua aparente afinidade de

ligagdo fraca.

O segundo complexo de 1ligacdo a DNA contendo Myc
proporcionado pelas preparagdes do invento também se 1liga a
sequéncias com um nicleo de CACGTG, mas liga-se mais fortemente
do Myc sdzinho. Este complexo (o complexo C2) requere um factor
de 26-29 KD para além de Myc. Este factor adicional copurificou
com Myc, presumivelmente devido &s propriedades cromatograficas
semelhantes e ndo via associagdo com Myc pois a cromatografia
efectuada em ureia 5M desnaturaria esta associacdo. Este factor

adicional assemelha-se a Max, uma proteina cujo gene foi
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recentemente isolado a partir de célﬁlas de mamifero, por ndo se
ligar eficazmente a DNA por si s6 mas poder hetero-oligomerizar
com Myc para se ligar fortemente & sequéncia CACGTG. No entanto,
o factor do invento difere de Max no seu tamanho aparente (Max
estd descrito como migrando como 21 KD). Ainda, o hetero-oligé-
mero Myc/Max parece migrar pelo menos tdo lentamente como um
complexo de apenas Myc em EMSAs, enquanto que o complexo C2do

invento migra mais rapidamente do Myc sézinho.

Para além do factor de 26-29 KD, foi identificado um
segundo factor de 40-50 KD. Os sitios seleccionados por complexos
contendo este factor (aqui designados complexos C2’) continham um
nicleo CAGCTG (o motivo da sequéncia pE2) assim como sequéncias

delimitantes muito semelhantes a um sitio de ligac¢do recentemente
descrito para homo-oligdmeros de miogenina (Wright et al., Mol.
Cell. Biol. 11:4104-4110 (1991)). A miogenina & uma proteina
contendo HLH com um peso molecular previsto de 32,5 KD cujo sitio
de ligagdo Sptimo & AACAGT/CTGT ([SEQ ID Ne93]. Nenhum dos sitios
seleccionados (0/36) éelos complexos C2 ou C2’ do invento conti-
nha um motivo CAGTTG enquanto aproximadamente metade dos sitios

seleccionados pela miogenina continham tais sequéncias.

d. Ensaio para um composto que inibe a accdo de Myc

Para facilidade na descrigdo destes ensaios, a associa-
¢do do complexo Cl e/ou ligagdo a DNA, a associacdo do complexo
C2 e/fou a ligagdo a DNA e a associagdo do complexo C2/ e/ou

ligagdo a DNA sdo todos referidos como actividade de c-Myc.

Os ensaios para a actividade de c-Myc podem ser reali-
zados in vitro ou in vivo. Os ensaios in vitro podem ser realiza-

dos como descrito nos Exemplos, por exemplo avaliando os efeitos

do composto pretendido ou varias gquantidades de tal composto



sobre os resultados do ensaio de alteracdo da mobilidade electro-
forética e de técnicas de selecgdo de sitios que revelardo se a
ligagdo do oligémero com interesse a um motivo especifico de uma

sequéncia de DNA ocorreu na presenca do composto.

Para o ensaio in vivo de um composto que inibe a
actividade de c-Myc pretendida s&o utilizadas pelo menos duas
construgdes genéticas. Primeiro & necessario uma construcido
recombinante capaz de expressar Myc; segundo & necessdrio um gene
repdérter cuja expressdo estd operacionalmente ligada & actividade

Myc e especialmente & ligagdo do oligdmero pretendido & sequéncia

de DNA ou motivo especifico.

Caso se pretenda, pode também ser usada uma construgdo
recombinante capaz de expressar uma proteina do complexo C2 ou
uma proteina do complexo C2/. Como alternativa, pode ser escolhi-

do um hospedeiro que expresse naturalmente tal proteina.

As construgdes recombinantes que sdo capazes de expres-
sar a proteina Myc podem ser construidas usando as linhas gerais

como descrito abaixo ou adgquiridas comercialmente.

A sequéncia de ligagdo a DNA pretendida pode estar
operacionalmente ligada a qualquer gene que confira uma marca
selecciondvel no sistema. Numa realizacdo preferida, usa-se um
gene de uma marca gue permita a selecgdo fenotipica em levedura e

especialmente em Saccharomyces cerevisiae.

A levedura que foi cotransformada com um gene myc
expressavel e com a sequéncia de ligagdo a DNA pretendida pode
ser usada para (1) identificar a presenga ou auséncia de protei-
nas enddgenas hospedeiras que interactuam com Myc num clomplexo

C2 ou C2’ (2) classificar uma proteina como uma proteina do
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complexo Cl1 ou como uma proteina do complexo C2/; e (3) identifi-
car e classificar compostos como agentes que destroem tal activi-
dade Myc. As protelnas do complexo C2 foram anteriormente desig-
nadas proteinas "parceiras" de Myc.

Estas trés aplicagdes baseiam-se no mesmo principio: na
presenca de actividade bioldgica de c-Myc, uma de trés coisas
acontecerdo: formam-se os complexos Cl; formam-se os complexos
C2; ou formam-se os complexos C2’. Os complexos proteicos assim
formados e especialmente os complexos oligoméricos, ligar-se-3o a
um motivo de DNA especifico, a ligagdo a tal motivo estara
operacionalmente ligado ao gene da marca e a expressio do gene da
marca serd alterada, de preferéncia estimulada, como resposta a
tal ligagdo a DNA. Na auséncia de de tal oligomerizagdo, a
formagdo do complexo oligémero-DNA ndo ocorrerda e a expressio da
proteina marca ndo sera alterada.

Nos ensaios do invento, pode haver algum nivel de
ligagdo a sequéncia de ligagdo a DNA pretendida mesmo na auséncia
de c-Myc. No entanto gquando c-Myc estd presente na célula, a

quantidade e forga da ligagdo especifica a DNA & aumentada.

Os hospedeiros que foram cotransformados com um gene
c-Myc expressavel e com a sequéncia de ligacdo a DNA pretendida
podem ser usados para testar a presenga ou auséncia de proteinas
hospedeiras endégenas que interactuem com a actividade de c-Myc.
Se tais anadlises revelarem que o hospedeiro contem proteinas de
ligagdo a c~Myc ou oligdmeros dependentes de c-Myc que, na
presenga de c-Myc se ligam especificamente a uma sequéncia de DNA
pretendida, tal proteina parceira de c-Myc ou proteina dependente
de oligdmero pode ser isolada usando técnicas conhecidas como
sejam a andlise de alteracdo da mobilidade em géis, vectores de

clonagem de expressdo de cDNA, tais como, por exemplo lambda gtl0
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e lambda gtll ou outros sistemas de clonagem especificamente
destinados a clonagem de alta eficiéncia e expressdo de cDNA de
tamanho completo em levedura, como sejam por exemplo pGl e
PTRP56, todos eles podendo ser adquiridos comercialmente
(Clontech, Palo Alto, California).

Ndo & necessadrio que o hospedeiro seja totalmente
deficiente em proteinas do complexo C2 (proteinas parceiras de
c-Myc) ou proteinas do complexo C2’ para serem Uteis no método do
invento. Como descrito abaixo, se c-Myc for expresso em niveis
muito superiores aos encontrados no hospedeiro, a transcrigcdo do
gene repdrter a partir de proteinas parceiras enddgenas pode ser
negligivel ou em quantidade t&o pequena que ndo altera a utilida-

de dos métodos do invento.

Se a expressdo de c-Myc for transcrita com um promotor
forte e/ou se a cassete de expressdo de c~Myc for fornecida num
vector de elevado nimero de cobopias, os niveis de c-Myc serdo
suficientemente altos para ultrapassarem um fundo baixo e tais
construgdes de c-Myc poderdo ser usadas para analisar a capacida-
de das parceiras de c-Myc clonadas para influenciar a ligagdo a
DNA de c-Myc. Os familiarizados com a matéria podem adaptar o
sistema de expressdo para o nivel de expressdo pretendido usando

métodos conhecidos.

A proteina do complexo C2 (a proteina parceira) ou a
proteina do complexo C2’, se dada como uma constru¢do recombinan-
te & célula hospedeira, deverad ser expressa em niveis comparaveis
aos da proteina c¢-Myc.As proteinas do complexoc C2 podem ser
identificadas usando um ensaio de placas fagicas, como descrito
no pedido de patente copendente U.S. "Protein Partner Screening
Assays and Uses Thereof", Pedido de Patente N2 510,254, entregue

em 19 de Abril, 1990 e aqui incluido como referéncia. As
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proteinas identificadas por tal ensaio de despiste podem ser
subclonadas nos vectores de expressdo eucaridticos conhecidos e
que podem ser adquiridos comercialmente de forma a proporcionar

uma fonte recombinante de express&o do gene da proteina parceira.

As construcgdes genéticas do invento podem ser colocadas
em diferentes plasmideos ou combinadas num plasmideo. Uma cons-
trugcdo pode também ser inserida no genoma de uma célula hospedei-
ra. De preferéncia, a construgdo codificadora da proteina c-Myc e
a construgdo codificadora da proteina do complexo €2 ou da
proteina do complexo C2’ sdo proporcionadas ao hospedeiro em dois

plasmideos diferentes.

E importante estabelecer que o efeito do composto &
devido a um efeito na actividade c¢-Myc e nd3o a um efeito na
actividade do produto repdrter per se. Tal efeito pode ser
estabelecido por comparagdo dos resultados encontrados em hospe-
deiros que ndo tém o vector de expressdo de c-Myc ou o vector de
expressdo da proteina C2 ou C2’ ou ambos.

O motivo de ligagdo a DNA pretendido pode estar situado
em qualquer sitio na cassete de transcrigcdo do gene repdrter o
que permite a transcrigdo daquele gene operacionalmente ligada &
ligagcdo do oligémero pretendido. Assim, tal motivo pode estar
situado 5/ relativamente ao sitio de iniciacdo da transcricdo ou
3’ relativamente ao sitio de iniciagdo da transcrigdo, por

exemplo, num intrdo, semelhante & sua localizacdo relativamente &
regido do promotor nos genes das imunoglobulinas.

0 gene repdrter cuja expressdo estd operacionalmente
ligada & actividade c-Myc e especialmente & ligacdo a DNA do
oligdémero pode ser gualquer gene cuja expressdo possa ser contro-

lada. Qualquer alteracgdo detectavel do fendétipo pode servir como



base aos métodos do invento. Numa realizagdo preferida, o gene
reporter & um gene que ndo & normalmente expresso pelo hospedei-
ro, ou um gene que substituli o gene enddégeno do hospedeiro. Pode
ser usado qualquer gene repdrter que possa estar operacionalmente
ligado a um promotor capaz de responder & ligagdo do oligdmero
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com interesse & sequéncia de DNA alvo especifica.

Sdo especialmente Gtels por exemplo genes que transmi-
tam ao hospedeiro capacidade para crescer num meio selectivo. Por
exemplo, em levedura, a utilizagdo do gene LEU2 de levedura como
gene repdrter em estirpes que normalmente ndo possuam LEU2
permite que tais leveduras cresgcam em leucina como Gnica fonte de
carbono. A expressio do gene repdrter & controlada por mera
observacdao do crescimento do hospedeiro em leucina. De forma
semelhante, a utilizagdo do gene suc2 como gene repdrter permiti-
réd o crescimento do hospedeiro levedura suc2 em sucrose a ser
usado como método de detecgdo. Em ambos os'exemplos, 0 crescimen-
to no substrato indicado podera ser usado para indicar a 1ligacdo
especifica a DNA do oligémero com interesse e auséncia de tal
crescimento poderd ser usado para indicar a auséncia de 1ligagédo

ou auséncia da formacdo de oligdmeros.

Num outro exemplo, uma construcdo (e hospedeiro) que
seja gg;1+ggl10- respondera a galactose no meio; uma construgdo
(e hospedeiro) que seja lggz+gg;l+ serd sensivel & lactose.
Outros genes repbrteres incluem his3, ura3 e trp5. Os familiari-
zados com a matéria poderdo imaginar muitos outros sistemas
repdrter adequados que revelem a presenga ou inibig¢do da ligacio

a DNA ou actividade bioldgica do oligdmero com interesse.

As construgdes repdter em gque o motivo da sequéncia de

DNA pretendida e o gene repdrter lacZ estdo operacionalmente

ligados expressardo B-galactosidase como resposta & ligacdo de
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uma actividade c-Myc induzida pela ligacdo de oligdémeros a tal
sequéncia de DNA. Tal expressdo poder ser facilmente avaliada
controlando a capacidade do hospedeiro para produzir B-galactosi-
dase (Maniatis, T. et al., Molecular Cloning
Manual), 22 edigdo,
- deteccdo da

(A Laboratory
Cold Spring Harbor Laboratory,
produgdo de B-galactosidase pode ser controlada visualmente pela

1989).

A
X~-gal (comercialmente disponivel na

sua actividade de redugcdo do corante cromofdérico
uma forma

International Biotechnolo-
gies, Inc., New Haven, CT). A B-galactosidase reduz X-gal para
gue possui uma cor azul. Numa outra

sequéncia codificadora da cloranfenicol-acetiltransferase (CAT)
e usada como gene repdrter.

realizagdo, a
Pode ser usado

-

e
qualquer método de

identificar a expressdo do gene repdrter. Por exemplo, os
um imunoensaio.

niveis
imunoensaios
s6lida. Em adicdo,

detecgao que possa

do produto do gene repdrter podem ser directamente testados
Tais incluem

anticorpo estd numa fase liquida ou 1ligado a um veiculo de

com
aqueles em dque o
fase
0 dgene repdrter pode ser detectavelmente
marcado de varias formas para usar em imunoensaios. Os imunoen-
saios preferidos para a deteccdo de uma proteina repdrter incluenm
ensaios imunossorventes 1ligados a enzimas (ELISA) ou outros
ensailos conhecidos, como sejam ensaios imunofluorescentes,
ensaios quimioluminescentes ou bioluminescentes.
—
Num ensaio para despistar
para alterar a

a capacidade de um
ligagdo do oligdmero
que contém o motivo

composto
conm interesse, estirpes
podem ser semeadas e

de
levedura que expressam tal peptideo ou peptideos pretendidos e
da sequéncia de

crescidas como tapetes e
testado pode ser aplicado sobre as

ligagdo a DNA relacionada,

o composto a ser
placas num disco de papel de
filtro que estd impregnado com tal composto. Como alternativa,

(o)
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composto pode ser incorporado no meio em que as células hospedei-

ras estejam a crescer.

Pode-se detectar a capacidade de um composto para
alterar a actividade de c¢-Myc pelo aparecimento de uma zona, a
qual muitas vezes se assemelha a um halo, & volta de um disco
impregnado de composto. Se por exemplo, o composto for téxico
para a sobrevivéncia do hospdeiro per se, o hospedeiro nao
crescerda na zona contendo o composto.

Os métodos do invento podem ser usados para fazer o
despiste compostos na sua forma pura, numa variedade de concen-
tragdes e também na sua forma impura. Os métodos do invento podem
também ser usados para identificar a presenca de tais inibidores
em extractos brutos e para segquir a purificacgdo dos seus inibi-
dores. Os métodos do invento sdo também Gteis para avaliar a
estabilidade dos inibidores identificados como atras, para

avaliar a eficacia de varias preparacgoes.

A permeabilidade das células a varios compostos pode
ser aumentada, se necessirio, pela utilizagdo de uma estirpe
celular mutante gue possui uma maior permeabilidade ou pela
utilizagdo de compostos que sabe aumentarem a permeabilidade. Por
exemplo, em levedura compostos tais como o©O nonapeptideo
polimixina B podem ser usados para aumentar a permeabilidade de
levedura a pequenos compostos. Em células dos eucariotas
superiores, o dimetilsulfdéxido (DMSO) pode ser usado para
aumentar a permeabilidade. Os andlogos de tais compostos que
sejam mais permedveis através das membranas de levedura podem ser
igualmente usados. Por exemplo, os derivados dibutirilo muitas

vezes apresentam uma maior permeabilidade.
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Numa realizagdo preferida, as construcdes genéticas e
os métodos para os usar sdo utilizados em hospedeiros eucariéti-
cos e especialmente em levedura, células de insecto e células de

levedura. A sequéncia introduzida é incorporada num plasmideo ou

vector capaz de replicagdo auténoma ou de actividade integradora.

A sequéncia de c-Myc & conhecida (Battey, J. et al.,
Cell 34:779-787 (1983)) e sondas que sejam capazes de identificar
um clone de c-Myc podem ser adquiridas comercialmente (New
England Nuclear/Dupont Biotechnology, Boston, MA).

A sequéncia de DNA do gene pretendido pode ser cons-
truida por sintese quimica caso ndo se pretenda usar um clone do
genoma ou mRNA como fonte da informag¢do genética. Os métodos de
sinbtese quimica do DNA sdo bem conhecidos (0Oligonucleotide
Synthesis, A Pratical Approach, M.J. Gail, ed. IRL Press, Was-
hington, D.C., 1094; Synthesis and Applications of DNA and RNA,
S.A. Narang, ed. Academic Press, San Diego, CA, 1987) Devido ao
cédigo genético ser degenerado mais de um coddo pode ser usado
para construir a sequéncia de DNA codificadora de um aminodcido
particular (Watson, J.D., Em: Molecular Biology of the Gene, 32
edigdo, W.A. Benjamim, Inc., Menlo Park, CA, 1977, pp. 356-357).

Para expressar as construgdes recombinantes do invento,
sd0 necessarios sinais de transcricdo e tradu¢do reconheciveis
pelo hospedeiro. Uma sequéncia clonada codificadora de uma
proteina, obtida através dos métodos descritos atris, (de prefe-
réncia numa forma de cadeia dupla), pode ser operacionalmente
ligada a sequéncias gque controlem a transcricdo num vector de
expressdo e introduzida por exemplo por transformacdo numa célula
hospedeira para produzir proteinas recombinantes dUteis nos
métodos do invento, ou seus derivados funcionais. Tais técnicas
sdo bem conhecidas (Recombinant DNA Technology, Wu, R. et al.,



eds., Academic Press, (1989); Maniatis, T. et al., Molecular
Cloning (A Laboratory Manual) segunda edigdo, Cold Spring Harbor
Laboratory, 1989).

Os sinais reguladores da iniciacdo da transcricdo podem
ser seleccionados de forma a permitir a expressdo ou activacdo da
expressdo da construgdo c-Myc ou da construgdo do peptideo do
complexo C2 recombinante (ou do peptideo C2’), ou de ambos, de
forma a que a expressdo de tais construgdes possam ser moduladas
caso se pretenda. S3o particularmente interessantes os sinais
reguladores que sejam sensiveis & temperatura de forma a que ao
variar-se a temperatura, a expressio possa se reprimida ou
iniciada ou que sejam sujeitos a regulagdo quimica, por exemplo
por um metabolito, sal ou substrato adicionado ao meio de cresci-

mento.

Sempre que as sequéncias de controle da expressdo
nativas ndo funcionem satisfatoriamente na célula hospedeira,
entdo podem ser substituidas por sequéncias funcionais na célula

hospedeira.

A expressdo das construgbes do invento em diferentes
hospedeiros pode resultar em diferentes modificagdes pés-traducédo
que possam alterar as proteinas expressas por estas construgdes.
E necessario expressar as proteinas num hospedeiro em que a
capacidade da proteina para reter a sua fungdo bioldgica ndo seja
alterada. A expressdo das proteinas em hospedeiros levedura & de
preferéncia conseguido usando sinais reguladores de levedura. Os
vectores do invento podem conter elementos reguladores operacio-
nalmente ligados tais como sequéncia activadoras a montante em
levedura ou elementos de DNA que confiram expressdo especifica de
espécie, tecido ou tipo celular num gene operacionalmente ligado.
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Em geral os vectores de expressdo contendo sequéncias
reguladoras da transcrigdo, como sejam sequéncias de promotores
e sequéncias de terminagdo da transcricdo sdo usadas em ligacdo
com um hospedeiro. Estas sequéncias facilitam a transcrigdo
eficaz do fragmento de gene que lhe esteja operacionalmente
ligado. Em adigd@o, os vectores de expressdo também contém tipica-
mente elementos de DNA discretos tais como por exemplo (a) uma
origem de replicacdo que permita a replicacdo auténoma do vector
ou elementos que promovam a insergdo do vector no cromossoma do
hospedeiro de forma estdvel e (b) genes especificos que sejam
capazes de proporcionar selecgdo fenotipica em cé&lulas transfor-
madas. Os vectores de expressdo eucaridticos podem também conter
elementos que lhe permitam ser mantidos nos hospedeiros procarid-

ticos; tais vectores sio conhecidos como vectores vai-vem.

A natureza precisa das regides reguladoras necessdrias
para a expressdo do gene variardo entre as espécies ou tipos
celulares e existem muitos sistemas vectores de expressdo adequa-
dos que podem ser adquiridos comercialmente.

Numa realizagdo altamente preferida, as leveduras sdo
usadas como células hospedeiras. Os elementos necessirios a
transcrigdo de um gene em levedura foram recentemente revistas
(Struhl, K. Ann. Rev. Biochem. 58:1051-1077 (1989)). Em levedura,
a maior parte dos promotores contem trés elementos de DNA béasi-
cos: (1) uma sequéncia activadora a montante (UAS); (2) um
elemento TATA; e, (3) um elemento de iniciacdo (I). Alguns
promotores podem conter elementos operadores. Os métodos usados
em genética de leveduras sdo bem conhecidos (Struhl, K. Nature
305:391-397 (1983); Sherman, et al., Methods in Yeasts Genetics,
Cold Spring Harbor Laboratory (1983)).



Numa outra realizacio as células de mamifero sio usadas
como células hospedeiras. Uma larga variedade de sinais regulado-
res da transcrigdo e da tradugdo podem ser derivados para a
expressao das proteinas em células de mamifero e especialmente a
partir de sequéncias gendmicas de virus que infectem células

eucaridticas.

Uma vez preparado o vector ou sequéncia de DNA contendo
a ou as construgcdes para expressdo, a ou as construcdes de DNA
s@o introduzidas numa célula hospdeira adequada por qualquer uma
de uma variedade de métodos adequados, por exemplo por transfor-
magdo. Apds a introdugdo do vector, as células recipientes séao
crescidas num meio selectivo o gqual selecciona o crescimento de
células contendo o vector. A expressdo das sequéncias do gene
clonado resulta na produgdo da proteina. Esta expressdo pode ter

lugar numa forma continua nas células transformadas ou numa forma
controlada.

Pode-se construir transformantes geneticamente estaveis
com sistemas vectores epissomais ou com sistemas vectores inte-
grados pelo que o DNA da proteina de fusdo & integrado no cromos-
soma do hospedeiro. Tal integragdo pode ocorrer de novo dentro da
célula ou ser auxiliada pela transformagdo com um vector que se
insere funcionalmente no cromossoma do hospedeiro, por exemplo,
com vectores retrovirais, transposdes ou outros elementos de DNA

que promovam a integracdo de sequéncias de DNA nos cromossomas.

As células que foram transformadas com o0s vectores de
DNA do invento, sdo seleccionadas também através da introducdo de
uma ou mais marcas que permitam a selecgdo das células hospedei-
ras que contém o vector, por exemplo, a marca pode proporcionar
resisténcia a biocidas, e.g., resisténcia a antibidéticos ou a

metais pesados, tais como cobre ou similares.
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A célula hospdeira transformada pode ser fermentada ou
cultivada de acordo com meios conhecidos para se conseguir
crescimento celular 6ptimo e também para se conseguir expressdo
dptima dos fragmentos das sequéncias proteicas clonadas. Como
aqui descrito um nivel elevado de expressdo de proteina recombi-
nante para as sequéncias clonadas das proteinas pode ser conse-

guido de acordo com um processo preferido deste invento.

Os métodos do invento ndo se destinam a ser limitados a
c-Myc e possuem utilidade para a caracterzagdo de inibidores
contra qualquer proteina Myc, como seja por exemplo, N-Myc e
L-Myc. Os peptideos do complexo C2 do invento podem interactuar
com mais de uma proteina Myc e os peptideos do complexo C2/ do
invento podem formar-se como resultado da actividade de mais de
uma proteina Myc.

Os exemplos que se sedquem descrevem ainda os materiais
e métodos usados na realizagdo do invento. Os exemplos ndo se

destinam a limitar de forma alguma o invento.



EXEMPI.OS

EXEMPIO 1

Materiais e Métodos

Crescimento celular e expressio abundante de Myc: A

linha celular 5A foi mantida em culturas em suspensdo sob selec-
cdo com metotrexato 80 uM. A purificacdo da proteina comecou com
aproximadamente 6 litros de células a 8 x 105/ml crescidas sem
selecgdo. A indugdo do promotor de choque térmico foi conseguida
por ressuspensdo e meio fresco previamente aquecido (43°C) a 1/3
do volume original. As células foram incubadas com agitacdo a
43°C durante 1 hora. Para permitir a tradug¢do do mRNA acumulado,
as células foram transferidas para condigdes de cultura a 37°C
durante 3 horas. As células foram ent&do sujeitas a purificacdo

descrita abaixo.

O vector de expressdo em baculovirus foi construido por
insercdo do fragmento BamHI/BclII de pGEMMycB [Halazonetis e
Kandil, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:6162-6166 (1991)] no sitio
BamHI de um vector de expressdo para baculovirus, pVL941, obtido
do laboratdério de Max Summers (Texas A&M University, College
Station, Texas). O plasmideo resultante continha toda a sequéncia
codificadora do gene Myc humano incluindo 6 nucledtidos 5/
relativamente ao coddo de iniciagdo e 3/ relativamente & sequén-
cia ndo traduzida estendendo-se até ao sitio gendémico Rsal.
As células Sf9 foram cultivadas e infectadas com baculovirus
recombinante de acordo com os métodos de Summers [Summers e
Smith, A Manual of Methods for Baculovirus Vectores and Insect
Cell Culture Procedures, Texas Agricultural Experiment Station
Bulletin Ne¢ 1555] com pequenas alteracdes. As células foram

passadas em cultura em suspensdo e semeadas em placas de cultura
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de tecidos de 150 mm de didmetro para a produgdo de proteina. As
células foram infectadas e colhidas aproximadamente 48 horas pds
infecgdo por raspagem. As células foram entdo lavadas em PBS e

[ .

sujeitas & purificacgdo descrita abaixo.

A proteina de fusdo Proteina A-c-Myc foi expressa na
estirpe AR68 de E. coli a partir de um vector anteriormente
publicado pRIT2T [Dang, C.V., Anal. Biochem. 174:313-317 (1988)]
que fundiu a fracgdo de ligagdo a Ig da proteina A aos aminodci-
dos 353-439 ou aminodcidos 372-439 de c-Myc. O crescimento e
indugdo das células foi como descrito por Dang et al. [Anal.
Biochemn. 113:313—317 (1988) 7.

Purificagdo da proteina: Todos os passos de purificacgdo

foram realizados em gelo ou com tampdes arrefecidos em gelo a
menos que de outra forma seja estabelecido. As células podem ser
usadas frescas ou guardadas por arrefecimento ripido em azoto
liquido para as preparacgdes em grandes lotes. As células 5A ou
Sf9 foram lavadas em tampdp de fosfatos salino (PBS) e ressus-
pensas a 2,1 x 107 células/ml em Tampdo de Lise de Baixa Concen-
tragdo Salina (20 mM HEPES pH 6,8, 5 mM KCl1, 5 mM MgClz, 0,5%
NP40, 0,1% Na-desoxicolato, 1 ug/ml de aprotinina e 0,1 mM PMSF)
[Evan e Hancock, Cell 43:253-261 (1985)]. Apds 10 minutos as
células foram sujeitas a 40 estocadas num homogenizador Dounce
com um pistdo tipo A. Os nlcleos foram sedimentados a 1000xg, 5
min, 4°C, lavados uma vez em 50 ml de Tampdo de Lise de Baixa
Concentragdo Salina, ressuspensos a 2,5x108 nicleos/ml em Tampao
de Lise de Baixa Concentragdo Salina contendo 50 pg/ml de DNAse I
e incubados a 4°C durante 1 hora. Um volume igual de Tampdo de
Alta Concentragdo Salina 2x arrefecido em gelo (concentragdes
2x: pH 7,4, 4M NaCl, 1 mM Mgclz, e 0,1% NP40) [Evan e Hancock,
Cell 43:253-261 (1985)] foi entdo adicionado, misturado suavemen-

te e incubado durante 10 minutos. O material nuclear residual



(incluindo a proteina c-Myc) foi sedimentado (2000xg, 10 minutos,
4°C) e ressuspenso para solubilizacdo a 5,5x107 equivalentes de
nicleos/ml em Tampdo A (50 mM Tris, pH 8,0, 2 mM EDTA, 5% glice-
rol, 0,1 mM DTT, e 0,1 mM PMSF). [Watt et al., Mol. Cell. Biol.
5:448-456 (1985)] contendo ureia 5M (referido como tampdo A ureia
5M) conseguido por diluigdo de um stock de ureia 6 M recentemente
desionizada. Este e todos os tampdes usados nas colunas foram
passados aﬁravés de unidades de filtracdo de poros de 0,2 um. Os
nicleos residuais foram solubilizados por agitacdo forte em gelo
durante 30 minutos. Esta solugdo de proteina foi centrifugada (10
minutos, 5000xXg, 4uC) para sedimentar qualquer material insoldvel
antes da cromatografia. O sobrenadante foi aplicado numa coluna
de 10 ml de DEAE Sepharose CL-6B (Pharmacia) equilibrada com 5
volumes da coluna de Tampdo A ureia 5M. A aplicag¢do da amostra
foi a 0,1 ml/min e a lavagem da coluna e eluicdo foram a 0,4
ml/min. Apds aplicagdo, a coluna foi 1lavada com 3 volumes de
Tampdpo A ureia 5M ndo contendo mais sal seguido de 4 volums do
mesmo tampdo contendo 0,1M NaCl. A proteina Myc foi eluida no
passo de eluigdo seguinte a 0,35M NacCl. Aé fracgdes contendo
proteina deste passo de 0,35 M NaCl foram reunidos e diluidos com
Tampdo A ureia 5M para 0,1M NaCl e aplicado numa coluna Mono-Q de
FPLC (Pharmacia) corrida a 0,5 ml/min. A coluna de Mono-Q foi
eluida com um gradiente programado de 5 ml indo de 0,10 M NacCl
até 0,35M NaCl seguido de um passo de 2M NaCl. Para uma maior
pureza o gradiente foi mantido manualmente a aproximadamente 0,19
M até a principal proteina contaminante acabar de eluir conforme
determinado por um monitor de UV ligado em série. No desenvolvi-
mento inicial do protocolo de purificacdo as fraccgdes das colunas
foram testadas relativamente a Myc por transferéncia em barras
transversais ("slot blotting") seguido de visualizacdo usando o
anticorpo monoclonal 1F7 e o segundo anticorpo marcado com 1251.
Para outras preparag¢des a coloragdo com prata de SDS-PAGE permi-
tiu a identificagdo suficientemente clara das proteinas Myc e



permitiu avaliar a pureza das fracg¢des. As fracgdes contendo Myc
foram reunidas com base na pureza e dialisadas contra tampdo
contendo 20 mM Tris pH 7,8, 50 mM KCl, 10% glicerol, 0,1 mM DTIT e
0,1 mM PMSF (referido como Tampdo de Didlise) em sacos membrana
SpectroPor 2 para 3 mudas, 2 litros cada, durante um minimo de 3
horas cada. Os conjuntos de fracgdes preparados desta forma
continham actividades de 1ligagdo de Cl e C2 (e C2’). Para se
obter actividade de ligagdo Cl1 pura as fracgdes contendo Myc da
coluna de MnoQ foram testadas por EMSA e as que ndo possuiam
actividade de ligagdo C2 foram reunidas e dialisadas separadamen-
te.

A proteina de fusdo Proteina A-c-Myc produzida por
bactérias foi parcialmente purificada por centrifugacdo diferen-
ciada e solubilizada em wureia 5M de acordo com Watt et al.
[Bagchi et al., Mol. Cell. Biol. 7:4151-4158 (1987)] com as
seqguintes pequenas modificagdes: Inibidores de proteases estavanm
presentes no tampdo de lise inicial (10 ug/ml de pepstatina, 1 mM
PMSF, 50 ug/ml de aprotinina, 2 pug/ml de leupeptina, 10 mM
Na-metabissulfito e 1 mM benzamidina) e as células foram destrui-
das por 6 pulsos de 15 s cada num Cuisinart MiniMate em gelo. O
material solubilizado com ureia foi separado do material insoldG-
vel por centrifugacdo (10000 xg, 10 min., 4°C) e dialisado contra
Tampdo de Diadlise contendo 0,5 mM DTT. O material precipitadeo foi
removido por centrifugacdo (15000xg, 20 minutos, 4°C). A proteina
de fusdo Proteina A-Myc fol purificada a partir do sobrenadante
por afinidade com Ig essencialmente de acordo com Nilsson et al.
[EMBO J. 4:1075-1080 (1985)]. Uma amostra de 1 ml de sobrenadante
foi incubado com 0,1 ml de uma pasta a 50% de IgG Sepharose 6
fluxo rapido (Pharmacia) agitando durante 1 hora a 4°C. O sedi-
mento foli lavado duas vezes com Tampdo A e a proteina de fusédo
eluida com diiodo-salicilato de litio 0,3 M (LIS). O eluato foi

entdo dialisado extensivamente para remover LIS (inicialmente
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contra Tampdo A & temperatura ambiente para evitar a precipitagédo
de LIS, depois contra Tampdo de Didlise 4°C). As duas preparacdes
de Myc expressas por bactérias foram comparadas por coloragdo com
azul Coomassie de SDS-PAGE para assegurar que quantidades iguais

das proteinas de fusdao foram usadas nas experiéncias.

Sequenciacdo N-terminal: As 3 bandas de Myc purificada

a partir de células 5A foram individualmente isoladas por elec-
troeluigdo de acordo com Hunkapiller et al. [Meth. Enz. 91:227-
-236 (1983)] SDS-PAGE preparativo foi realizado e as bandas de
proteina removidas apds visualizagdo com Coomassie Brilliant Blue
R-250. Apds electroeluicdo o material fol precipitado 2 vezes com
metanol/acetona e submetido a sequenciagdo N-terminal por degra-
dacdo de Edman.

Anticorpos: O anticorpo monoclonal 1F7 (uma oferta
generosa de R. Chizzonite, Hoffman LaRoche), & dirigido contra a
sequéncia peptidica compreendendo os aminodcidos 305-317 em c-Myc
murina [Miyamoto et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:7232-7236
(1985)]. O anticorpo dirigido contra cI foi o anticorpo monoclo-
nal 51F (Breyer e Sauer, J. Biol. Chem. 264:13348-13354 (1989)]o
qual foi purificado por precipitagdo com sulfato de amdénio e
cromatografia em QAE Sephadex.

Ensaio de Alteracdo da Mobilidade Electroforética

(EMSA): Sondas marcadas radioactivamente foram produzidas via
preenchimento com Klenow dos oligonucledtidos emparelhados
contendo 4 bases nos extremos protuberantes 5/ (ver tabela abaixo
para as sequéncias). As reacgdes de ligagdo tiveram lugar num
volume final de 20 pl contendo 2 ng de sonda marcada, 125 ng poli
d(IC), uma quantidade indicada de proteina e as seguintes condi-
¢bes finais de tampdo: 10 mM Tris, pH 7,5, 50 mM KC1l, 0,1 mM
EDTA, 1 mM DTT, 1 nmM MgCl2 e 5% de glicerol. As reacgdes de
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ligacdo prosseguiram durante 20 minutos & temperatura ambiente e
foram entdo aplicadas imediatamente num gel de 4% de poliacril-
amida o qual tinha sido previamente corrido pelo menos 1 h a
10V/cm. A electroforese decorreu durante 1,5 hora a 10 V/cm enm
0,5x TBE.

Corte e Renaturacdo: O método de Bagchi et al. [Bagchi
et al., Mol. Cell. Biol. 7:4151-4158 (1987)] foi seguido excepto

no passo final de didlise. As amostras de proteina precipitada

contendo BSA como proteina veiculo foram solubilizadas em 6M
hidrocloreto de guanidina (200 ul a ndo ser que de outro modo
seja indicado) de acordo com Bagchi et al. [Mol. Cell. Biol.
7:4151-4158 (1987)]. Directamente antes da andlise por EMSA as
amostras foram sujeitas a didlise sbézinhas ou em combinacdo com
uma outra amostra num volume total de 15 ul. Volumes iguais de
cada amostra foram usados numa determinada experiéncia e o volume
foi levado a 15 pl usando HGuHC1l 6M contendo 0,1 mg/ml de BSA. A
didlise foli contra 40 ml de Tampdo de Dialise durante 1 h a 4°C
em discos de membrana de 13 mm flutuantes (Millipore #VSWP-013,
poro 0,025 um).

Seleccdo de Sitios a partir de Segquéncias ao Acaso: O

processo que se segue foi pensado com base no método de Pollock e
treisman [Nucl. Acids Res. 18:6197-6204 (1990)]. Um oligdmero de
52 bases "randomer" (ver tabela abaixo) foi emparelhado com o
seguinte iniciador de 16 bases: iniciador Xho I 57
CCGATATCTCGAGACGG3’, [SEQ ID N94]. O iniciador emparelhadofoi
prolongado usando Klenow e nucledtidos (0,2 mM ANTPS frios e 0,4
uM a>2p-dacTP 800 Ci/mmol) para criar um conjunto de sondas de
cadeia dupla representando aproximadamente 420 sequéncias. O
ciclo inicial de selecgdo de sitios de ligagdo por EMSA usou 200
ng deste conjunto e 0,37 ug de c~Myc produzido por baculovirus ou

0,5 pug de c-Myc produzido por CHO. Os outros pardmetros foram



como anteriormente descrito para EMSA. As faixas contendo sondas
ao acaso foram alternadas com faixas de referéncia contendo 2 ng
de sonda (USE)3 e 0,37 ug de c-Myc de baculovirus. O gel de EMSA
completo foi electrotransferido para membrana NA45 (200 mA, 2,5
horas) e a membrana molhada fol embrulhada em plastico e exposta
durante pelo menos 1,5 horas. As regides as faixas de "randomer"
correspondendo aos complexos visiveis C1 e €2 das faixas de
referéncia foram retirados e eluidos com 100 ml de solucgdo de
eluigdo (10 mM Tris, pH 8,0, 0,1 mM EDTA, 1M NaCl) 30 minutos a
68°C. O liquido foi transferido para um tubo novo e a membrana
foi lavada com 100 pul de TE gque foi adicionado a este eluato.
Apds sedimentagdo dos detritos, o DNA foi precipitado com a
adigdo de 10 pug de glicogénio, 2 ul de 1M Mgcl2 e 2,5 volumes de
etanol. O sedimento foi lavado com etanola 70%, seco e a recupe-
ragdo avaliada num contador de cintilacdo A totalidade do sedi-
mento de cada amostra (®29-57 pg) foi ressuspenso em 10 pl de
tampdo PCR 10x (500 mM KCl, 100 mM Tris, pH 8,4 1 mng/ml de
gelatina, 15 mM MgClz) e 32 pl de agua. Apds adicdo de 1 ul do
iniciador Xho I 100 MM e do iniciador Xba I (57
GGACGATCTAGATTCG3’, SEQ ID Ne5]), 5 ul de mistura de nucledtidos
(2 mM ANTPs e 4 uM a>2p-acTP 800 Ci/mmol) e 1 U de polimerase Taqg
as reacgOes foram cobertas com 6leo de parafina e sujeitas a 20
ciclos de PCR numa mdquina Ericomp: 2 min 94°C, 20x (15 seg 95°C,
15 seg 55°C), 10 minutos 72°C. Os produtos foram purificados enm
gel em 10% de acrilamidae precipitados usado 10 ug de glicogénio
como veiculo. A recuperacdo foi medida num contador de cintilacdo
e apds ressuspensdo no tampdo de reacg¢do de EMSA (10 mM Tris, pH
7,5, 50 mM KC1, 1 mM EDTA, 1 mM MgCl2 e 5% glicerol) esta sonda
foi usada para um novo ciclo de selecgdo por EMSA. Os ciclos
subsequentes foram basicamente como este, no entanto, usou-se 50
ng de sonda. Completaram-se oito ciclos de seleccdo e amplifica-
¢do para c-Myc de Dbaculovirus e sete ciclos para c-Myc de CHO.

Apds a reacgcdo de PCR final os produtos foram extraidos duas



vezes com fenol e duas vezes com éter e precipitados antes da
digestdo com Xhol e XbaI. Apds isolamento em gel o fragmento
adequado foi subclonado no vector Bluescript SK (Stratagene) e
sequenciado por processos convencionais.
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Oligonuclebétidos Usados:As sequéncias de oligonucledti-
dos que foram usadas estdo apresentadas abaixo, com as sequéncias
da caixa E sublinhadas:

SEQ ID NO. 6:
(ue2)3 5/GATCTCTGCAGCAGCAGCTGGCAGCAGCTGGCAGCAGCTGGCG3/ ;

SEQ ID NO. 7:
(ue3)3 5/GATCTGCAGTCATGTGGCGTCATGTGGCGTCATGTGGGCAG3/ ;

SEQ ID NO. 8:
(USE)3 5/GATCTGCAGTCACGTGGCGTCACGTGGCGTCACGTGGCAG3 ;

SEQ ID NO. 9:
MLC-A 57" TCGACGTCGCAGCAGGTTGCAG3' ;

SEQ ID NO.10:
MLC-B 5/ TCGACCCCACCAGCTGGCGAG3/ ;

SEQ ID NO.11:
ERP1/2 5’ AGCTTCGAACACCTGCAGCAGCTGGCAGGAGCAGGCCTA 3/;

SEQ ID NO.12:
ERP3/4 5/AGCTTTAAAATCCCCACCAGCTGGCGAAGCAACAGGTGCA3 " ;

SEQ ID NO.13:
HSE 5/AATTGCGAAACCCCTGGAATATTCCGACCTGGCAGCCTC3 ' ;

SEQ ID NO.14:
SMS 5/ TCGACTTTAGACCACGTGGTCCCCTCGA3/ ;

SEQ ID NO.15:
"Randomer"S’GGACGATCTAGATTCG(D)20CCGTCTCGAGTATCGG3’.
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EXEMPIO 2

Purificacido da Proteina c-Myc

Um dos principais objectivos deste trabalho foi purifi-
car e caracterizar Myc derivada de uma fonte de mamifero. Foi
utilizado um sistema de mamifero para expressdo abundante ante-
riormente descrito (Wurm et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 83:5414-
-5418 (1986)). Resumidamente, os dois exbes codificadores do gene
c-Myc de murganho sob o controle de um promotor dechoque térmico
de Drosophila foi integrado e amplificado no genoma de uma linha
celular de ovario de hamster chinés (CHO). Esta linha celular de
expressdo abundante, 5A, fol apatada & cultura em suspensio. O
choque térmico (43°C) induz a transcrigcdo dos genes myc amplifi-
cados enquanto que um periodo de recuperacdo subsequente de 2
horas & temperatura normal de crescimento (37°C) permite a
tradugdo. Os produtos resultantes foram fosfoproteinas de 60, 62
e 72 KD que foram imunoprecipitadas com anticorpos monoclonais
especificos contra Myc (Wurm et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
83:5414-5418 (1986)). A c-Myc produzida estava fortemente asso-
ciada ao nicleo a tentativas para a solubilizar usando um nimero
de detergentes, sais e agentes redutores foram infrutiferos
(resultados ndo apresentados). Conseguiu-se solubilizagdo signi-
ficativa com SDS ou com ureia em concentrag¢des superiores a 4M.
Para purificacdo, a Myc fol solubilizada com ureia 5M e cromato-
grafada em resina DEAE e FPLC Mono-Q como descrito em materiais e
métodos. A presenga de Myc nas fracgdes da coluna foi testado por
imunotransferéncia usando um anticorpo monoclonal anti-peptideo,
1F7 (Miyamoto et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 827232-7236
(1985)) . Este processo de purificacdo deu 150 pg de c-myc por
litro de células em suspensio (8x108 células). O Myc surgiu como

95% homogéneo avaliando por colorac¢do com prata (Fig. 1A).
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Um sitio de iniciacgdo da traducgdo aternativo para c-myc
poderad explicar alguma da heterogeneidade molecular de c-Myc
traduzido in vitro e expresso em varias linhas celulares (Hann et
al., Cell 52:185-195 (1988)). Este sitio alternativo estd a
montante do sitio de iniciagdo candnico, no entanto ndo esta
presente no nosso gene abundantemente expresso. A anadlise de
sequéncia N-terminais de cada uma das trés bandas proeminentes
descritas atras revelou conforme esperado a sequéncia previstta
pelo sitio de iniciagdo candnico (resultados ndo apresentados),
se bem que a metionina N-terminal ndo estivesse presente, presu-
mivelemnte devido ao processamento N-terminal. Portanto as
diferencas potencialmente importantes no peso molecular aparente
que sdo observadas devem ser atribuidas a modificacgbes apds

tradugdo e ndo a heterogeneidade N-terminal.

C-Myc humana foi também purificada usando o sistema de
expressdo abundante em baculovirus. Para purificacg¢do, as células
Sf9 que foram infectadas com virus recombinante foram colhidas
antes do estabelecimento da lise (%48 horas apds infecgdo). Myc
produzido usando o sistema baculovirus foli anteriormente descrito
como sendo fosforilado e como estando fortemente associado ao
nicleo (Miyamoto et al., Mol. Cell. Biol. 5:2860-2865 (1985)).

A solubilizacgdo e purificacdo foram realizadas com Myc
produzido em células CHO resultando num rendimento de 2,5
mg/8x108 células. Myc purificado a partir destas células de
insecto estava aparentemente homogéneo por coloragdao com prata e
migrou como uma sé banda difusa de =60 KD (Fig. 1B). Isto esta em
oposicdo com as miltiplas bandas observadas com Myc de mamifero

por imunotransferéncia (Fig. 1B).
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DISCUSSAQ:

Myc foi purificado até quase & homogeneidade a partir
de células de mamifero expressando abundantemente e a partir de
células infectadas com baculovirus. A proteina derivada de
mamifero parece estar altamente modificada ao contrario de Myc
expresso e purificado a partir de células de insecto. Até 19
espécies distintas de c-Myc podem ser identificadas por electro-
forese bidimensional (Fig. 1). Estas espécies diferem em tamanho
(MRs aproximadas de 60000, 62000 e 72000, apesar desta estimativa
de tamanho poder variar com diferentes condigdes do gel) e no pI.
Estas diferencas no pI devem em parte ser atribuidas a diferencas
na fosforilagdo, como se sabe que c-myc & fosforilado e a altera-
¢80 no pI da espécie & consistente com adigdes de fosfato. Se bem
que Myc produzido pelo sistema de expressdo de baculovirus né&o
apresente a mesma heterogeneidade de pesos moleculares da protei-
na de mamifero (Miyamoto et al., Mol. Cell. Biol. 5:2860-2865
(1985)). Os sitios especificos de fosforilacdo ndo foram determi-
nados para a preparagdo de Myc e outras modifica¢des ainda nido

identificadas podem distinguir estas duas preparagdes de Myc.
EXEMPIO 3

Actividade Especifica de Ligacdo a DNA Presente em c-Myc Purifi-

cado

A presenca de um dominio B-HLH em c-Myc sugeriu que ela
se ligaria a uma sequéncia tipo caixa E do padrdo geral CANNTG.
Estes sitios foram primeiro identificados em potenciadores de
imunoglobulinas mas tém sido encontrados em muitos outros
potenciadores especificos de tecidos. Determinou-se primeiro se
qualquer um destes seria 1ligado por proteinas c-Myc purificadas

descritas no Exemplo 2. Um grande niemro de sequéncias



relacionadas com a caixa E foram encontradas'por ensaios de
alteragdo da mobilidade electroforética (EMSA). Os apresentados
na Fig.2 incluem oligonucledtidos sintéticos contendo trimeros
dos sitios mE2 (CAGCTG) ou WE3 (CATGTG) .do potenciador da imuino-
globulina e um trimero do elemento a montante (USE) do principal
promotor tardio dos Adenovirus (CACGTG). Também sio apresentados
dois sitios do potenciador da cadeia leve da miosina (MLC): o
sitio A (CAGGTG) que se assemelha ao sitio potenciador da imuno-
globulina kE2 e o sitio B (CAGCTG) que tem a mesma sequéncia
nuclear do sitio pE2. O elemento de choque térmico (HSE) serviu
como téstemunhé uma vez que a sua sequéncia ndo se assemelha a um

nicelo da caixa E.

Foram detectadas trés actividades de ligacdo especifi-
cas neste ensaio formando complexos referidos como Cl (especifico
de USE), C2 (especifico de USE) e c2’ (especifico de uE2).
Conforme demonstrado abaixo, a pesar da comigragdo de C2 e de
C2’, estes representam complexos separados baseados nas diferen-
cas observadas na composicdo de proteinas assim como especifici-
dade de ligagdo. Os resultados apresentados defendem que o0s
complexos Cl sejam formados por homo-oligdémeros de Myc enquanto
que a formagdo dos complexos C2 e C2' requerem uma proteina
adicional. O complexo que migra lentamente (Cl) formou-se mais
rapidamente no USE (Fig. 2, faixas 5, 11 e 12), menos bem no
sitio semelhante uE3 (Fig. 2, faixas 2 e 8) e ndo se formou de
todo noutros sitios testados da caixa E e sem serem da caixa E.
Preparacdes de Myc derivadas de CHO e de baculovirus surgiram
semelhantes relativamente ao complexo Cl, no entanto eles diferi-
ram relativamente aos complexos de migracdo mais réapida. Nos
ensaios de Myc mamifero o complexo C2’ formou-se no sitio uE2 do
potenciador da imunoglobulina e na sequéncia tipo pE2 do sitio
MLC-B (Fig. 2, faixas 1 e 4). Myc de baculovirus ndo continha
actividade de ligacgdo com esta especificidade (Fig. 2, faixas 7 e
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10). Pelo contrario, a formagdo do complexo €22 foi detectada
usando qualquer uma das preparag¢des de Myc. O complexo C2 formou-
-se mais rapidamente no sitio USE (Fig. 2, faixas 5, 11 e 12) e
menos bem na sequéncia semelhante uF3 (Fig. 2, faixas 2 e 8).
Detectou-se pouca ou nehuma 1ligagdo nas sequéncias tipo KE2
(MLC-A Fig. 2, faixas 3 e 9 e muE5, resultados ndo apresentados).
Ndo se encontrou ligagdo especifica nas sequéncias que ndo fossem

caixa E como seja a HSE (Fig. 2, faixa 6 e 13).

As experiéncias de competicdo foram realizadas nas trés
actividades de ligagdo Cl1, C2 e C2’ para melhor caracterizar a
sua especificidade (resultados ndo apresentados). Nas experién-
cias usando as sequéncias pE2, pE3, USE, uE5 ou HSE como competi-
dores, a competicdo do complexo C2’ formado nas sondas uE2 foi
mais facilmente conseguida com os oligos uE2 enquanto dque oc
complexos C2 competiram preferencialmente para a sequéncia USE. O
complexo Cl1 competiu também mais eficazmente para a sequéncia
USE. Apresenta-se abaixo uma andlise detalhada das especificida-
des de ligacdo destes complexos.

EXEMPIO 4

Proteinas Responsidveis pela Formacdo dos Complexos Cl, C2 e €27

Um cendrio sugerido pelas diferencas na ligacdo & que
Myc possa nao ser a Unica proteina envolvida na formacdo dos trés
complexos. Para distinguir o papel de c-Myc das outras proteinas
que copurificam com ela na formagdo dos complexos observados
realizaram-se experiéncias de corte e renaturagdo como se segue.
Quantidades preparativas de Myc foram separadas por SDS-PAGE. As
proteinas forma electroeluidas a partir de fatias de diferentes
pesos moleculares, precipitadas, solubilizadas em hidrocloreto de

guanidina e dialisadas para renaturar para andalise por EMSA. A
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actividade de ligagdo do complexo Cl pode ser renaturada a partir
de fatias contendo Myc de preparacgdes de baculovirus ou de
mamifero (Fig. 3) enquanto gue nehuma das outras fatias do gel
continham actividade €1 (resultados n&o apresentados). Estes
resultados suportam Myc s6zinho seja a proteina responsavel eplo
complexo Cl e que a proteina Myc de tamanho completo tal como &
expressa em células eucaridticas se possa ligar especificamente a
sitios com a sequéncia CACGTG.

A andlise das proteinas responsdveis pela formacdo dos
complexos C2 e C2’ fol conseguida com outras experiéncias de
corte e renaturacgdo realizadas como descrito abaixo. EMSA usando
a sonda USE ndo revelou uma fatia tGnica do gel de preparagdes
derivadas de CHO ou de baculovirus as quais continham quantidades
detectaveis de 1ligagdo €2 (resultados n&do apresentados). No
entanto, esta actividade foi recuperada por renaturacdo das
proteinas a partir da fatia de 26-29 KD juntamente com proteinas
na fatia de 60-70 KD contendo Myc (Fig. 4, faixas 1-8). O compo-
nente de 26-29 estava presente nos géis com c¢-Myc produzido a
partir de CHO ou a partir de baculovirus e quando renaturadas com
Myc, demonstraram a mesma especificidade do complexo C2 no
material aplicado. A renaturacdo da fatia de 26-29 KD com BSA ou
proteina A ndo deu a actividade de ligagdo a USE sugerindo que
Myc desempenha um papel especifico na recuperacdo da actividade
de ligagdo C2. Para examinar melhor os papéis da copurificagdo de
proteinas e de mosdificagdes de Myc na ligagdo observada, Myc foi
também purificado a partir de um sistema de expressdo bacteriano.
0 sistema de expressdo e método de purificacdo usados foram os de
Chi Dang e colaboradores (ver materiais e métodos). A proteina
produzida por bactérias contem o segmento de ligagdo a IgG da
proteina A fundido com os 85 aminodcidos C-terminais de Myc, o
segmento de Myc que contem os motivos B-HLH e de fecho de correr

com leucina. Para muitas das proteinas B-HLH, a pequena regido da
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proteina contendo o motivo B-HLH ndo s0 & necessaria mas também

suficiente para a ligagdo a DNA se estiver presente o parceiro
de oligomerizagao correcto. Esta proteina foi capaz de formar o
complexo Cl nas sondas USE (Fig. 4, faixa 9) e de se combinar com
o factor de 26-29 KD para criar o complexo C2 (Fig. 4, faixa 10).
As experiéncias de competicdo confirmaram a especificidade deste
complexo C2 reconstituido. Os complexos Cl e C2 formados usando
esta proteina de fusdo bacteriana migraram mais rapidamente do
que os formados usando c-Myc de tamanho completo (comparar a Fig.
4, faixa 8 com faixas 9 e 10). Isto pode ser devido & diferenca
no tamanho entre c-Myc de tamanho completo (60-72 KD) e a protei-
na de fusdo Proteina A-Myc (=38 KD) e portanto a mobilidade do
compplexo C2 pode ser interpretada como indicadora de que Myc
estda fisicamente presente no complexo C2, presumivelmente como

parte de um hetero-oligdmero com o factor de 26-29 KD.

Experiéncias andlogas foram realizadas usando uma
proteina de fusdo bacteriana semelhante contendo apenas os 67
aminodcidos C-terminais de c-Myc. Esta proteina contem a maior
parte do dominio HLH e todo o dominio em fecho de correr de
leucina mas ndo a regifo basica. Se bem dque esta proteina seja
capaz de formar homo-oligdmeros em solugdo (Gentz et al., Science
243:1695-1699 (1989)), foi incapaz de se ligar a DNA para formar
o complexo Cl e foi também incapaz de se combinar com o factor de
26-29 KD para criar qualquer actividade de ligagdo a USE (Fig. 4,
faixa 12). Estes resultados apoiam a hipdtese do papel de Myc na
formacdo de hetero-oligdmeros requerer uma regido basica intacta,
a regido responsavel pelos contactos especificos com DNA nas
outras proteinas B-HLH.

Usando experiéncias de corte e renaturacdo a actividade
de ligagdo a uE2 responsavel pelo complexo C2’ pode ser identifi-

cada. Uma pequena quantidade do complexo C2/ foi frequentemente



observada com proteinas da fatia que englobava ‘a gama de pesos
moleculares 40-50 KD das preparagdes de Myc de mamifero (Fig.
5A). Se bem que o complexo C2’ fosse sempre visto com a prepara-
¢do contendo apenas Myc, a renatura¢§o da proteina a partir da
fatia de Myc com a fatia de 40-50 KD reprodutivelmente aumentou a
quantidade de complexo C2’ formado. Tanto Myc produzido por
baculovirus como como a proteina de fusdo expressa por bactérias
contendo a regido basica, a qual ndo forma complexos por si sb
com sondas pE2, foram também capazes de aumentar a quantidade de
complexo formado pela fatia de 40-50 KD obtida a partir de
preparagdes de mamifero (Fig. 5B e C). Surpreendentemente Myc
produzido por bactérias sem a regido béasica pode reconstituir
tambénm a actividade C€2’, enquanto varias outras proteinas
tentadas incluindo BSA, imunoglobulinas e proteina A ndo o
conseguiram. A aparente auséncia de um papel para esta regido
basica sugere que o envolvimento de Myc na formagio deste comple-

X0 pode ser outro que ndo o contacto com o DNA.

Para melhor determinar se Myc estava presente nos
complexos analisados, as preparagSes de Myc foram incubadas com
um anticorpo monoclonal especifico contra Myc antes de EMSA. A
sonda usada nesta experiéncia (SMS) continha um Gnico sitio com a
sequéncia de USE, CACGTG. O anticorpo monoclonal especifico
contra Myc eliminou tanto os complexos Cl como C2 e produziu um
complexo proeminente de mobilidade mais baixa (Fig. 9). Nido &
claro a partir destes dados quais dos dois complexos foi super-
-alterado mas a presenca de um complexo predominantemente altera-
do quando o anticorpo estd presente e de dois complexos na
auséncia de anticorpo suporta a hipdtese de o anticorpo especifi-
co de Myc ter também destruido um dos complexos originais. N&o
houve efeito com um anticorpo testemunha na formagdo do complexo
Cl ou C2. O anticorpo especifico de Myc ndo alterou o complexo

C2’, sugerindo que Myc nao estad presente neste complexo.
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A partir destas experiéncias pode-se—concluir que o
complexo Cl & formado por Myc sdézinho, que o complexo C2 contem
Myc e um factor de 26-29 KD e que o complexo C2’ contem um factor
de 40-50 KD mas ndo contem Myc. E intrigante que o complexo C2’'
necessite da presenca de Myc para a sua formagdo, mas aparente-
mente ndo contem Myc. Myc parece portanto ser capaz de afectar a
capacidade do factor de 40-50 KD para formar o complexo C2’ sem
ser um membro do complexo. Qualquer gue seja o0 mecanismo, o
aumento da actividade de ligagio a uE2 do factor de 40-50 KD
parece ser especifico de Myc uma vez que as quatro proteinas Myc
diferentes aumentaram a quantidade de complexo C2’ observado

enquanto que varias outras proteinas ndo o fizeranm.

A proteina Max pode ser imunoprecipitada a partir de
células aviérias e humanas e andlise Southern de baixa restingén-
cia sugeriu que existe um tGnico gene Max ou uma pequena familia
de genes existe igualmente noutros vertebrados (Blackwood e
Eisennmann, Science 251:1211-1217 (1991)). E possivel que células
de hamster e de insecto tenham uma Max equivalente. A recuperacio
de uma actividade tipo Max a partir de células de insecto &
particularmente interessante uma vez que n3o se encontrou até
hoje homélogos de Myc em insectos. Drosophila claramente usa
heterodimeros de B-HLH para regular aspectos do desenvolvimento e
permanece a possibilidade de que o parceiro natural da proteina
26-29 KD em células de insecto seja uma proteina B-HLH ainda n&o
identificado que funcione como Myc.

A presenca do factor 26-29 KD nestas preparagdes deve
limitar a sua utilidade em certas experiéncias. Ao reunir-se as
fracgdes contendo Myc baseadas num ensaio EMSA, pode-se obter
fracgdes que contém apenas actividade Cl1l e que ndo contem a
actividade C2, se bem que esta modificagdo reduza o rendimento

final em aproximadamente 80%.
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EXEMPLO S

Seleccdo de Sitios de Ligacdo para Myc a partir de Sequéncias de

DNA ao Acaso

Para determinar os sitios de ligagdo o6ptimos para os
trés complexos nas preparagbes de Myc descritas atras, usou-se
uma modificagdo de uma técnica recentemente descrita para o
isolamento de sitios de ligagdo preferidos a partir de sequéncias
de DNA ao acaso (Pollock e Treisman, Nucl. Acids Res. 18:6197-
-6204 (1990)). Resumidamente, foi criado um conjunto de oligonu-
cledtidos de cadeia dupla que consistiu em regides flanqueantes
de 16 bases de sequéncia definida envolvendo uma regido de 20
bases de sequéncia completamente ao acaso. Cada uma das prepara-
¢Oes de Myc eucaridtico descritas atrds foi misturada com este
conjunto de sequéncias e os complexos de DNA proteina que se
formaram foram separados por EMSA. O DNA que migrou na posicdo
dos complexos Cl ou de C2 (e comigrando com C2’) foi isolado,
amplificado pela reacgdo em cadeia com polimerase (PCR) e usado
num segundo ciclo de selecgdo por EMSA. Sete ciclos de selecgédo
(preparagdo CHO) ou oito (preparagdo de baculovirus) no total
foram efectuadas antes da subclonagem de membros individuais das
sequéncias seleccionadas. Como se esperava que cada ciclo enri-
quecesse em melhores sitios de 1ligagdo, esperava-se gque OS
oligonucledtidos finais subclonados contivessem sitios de ligacio

de alta afinidade para os complexos Cl, C2 e C2’.

As sequéncias seleccionadas foram colocadas em trés
grupos separados para andlise (Fig. 7). O grupo I contem sequén-
cias que foram seleccionadas pelo complexo Cl a partir de prepa-
ragdes de mamifero ou de baculovirus. Estas sequéncias foram
reunidas para andlise pois com ambas as preparagdes a formagdo do

complexo Cl requere apenas proteina Myc e porque as duas séries
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de sequéncias (que foram isoladas com Myc de mamifero e com Myc
de baculovirus) eram semelhantes uma & outra. A maior parte das
sequéncias seleccionadas neste grupo continham a seguéncia CACGTG
(21/27 dos subclones sequenciados). Ao alinhar-se todas as
sequéncias que continham esta sequéncia central, encontrou-se que
as sequéncias flanqueantes deste nilicleo também ndo eram ao acaso.
Determinou-se uma sequéncia consensus de 12 bases GACCACGTGCTC
[SEQ ID N2 1] para sitios seleccionados pelo complexo Cl (ver
tabela na Fig. 7 para frequéncias em cada uma das posigdes; para
uma base a ser incluida no consensus teve de se encontrar 10 de
21 sequéncias com um nidcleo CACGTG). O complexo C2 derivado de
preparagdes de baculovirus seleccionou sequédncias semelhantes &s
seleccionadas pelo complexo Cl (Fig. 7, grupo II). A maior parte
destas sequéncias seleccionadas também continham CACGTG (19/22).
Estas sequéncias tinham sequéncias flangqueantes semelhantes
adjacentes ao hexémero central relativamente & encontrada com o
complexo Cl, se bem que houvesse uma ligeira preferéncia para GCC
relativamente a CTC na regido flanqueante 3’ (ver Tabela para o
grupo II na Fig. 7).

Conforme esperado, os complexos que migraram na posigdo
de C2 gque foram seleccionados pelas preparac¢des de Myc de mamife-
ro tém uma maior diversidade de sequéncias (Fig. 7, Grupo 1III).
Véarias sequéncias (8/36) continham CACGTG. Estas sequéncias foram
presumivelmente seleccionadas pelo complexo C2 de mamifero
(compreendido por Myc e pelo factor 26-29 KD) e demonstraram as
mesmas preferéncias relativamente &s sequéncias flanqueantes que
o complexo Cl. Varios outros sitios seleccionados (9/36) conti-
nham uma sequéncia CAGCTG presumivelmente seleccionada pelo
complexo C2’/. Em adig¢do, 8 das 36 sequéncias eram muito ricas em
AT e muitas das sequéncias nos tré&s grupos continham segmentos
ricos em AT. Este enriquecimento em sequéncias ricas em AT deve

refletir uma preferéncia de Myc para estas sequéncias ou podera



apenas simplesmente indicar uma tendéncia devida ao protocolo
usado. E interessante notar, no entanto que em experiéncias de
ligagdo a filtros anteriores, a preparagdo de Myc de mamifero
demonstrou uma preferéncia para a ligacdo a sequéncias ricas en
em AT dentro de DNA de varios plasmideos ou de DNA gendmico de
lambda.

Para confirmar a validade do nosso processo de selecgdo
de sitios foi testada uma série de sitios seleccionados indivi-
dualmente por EMSA (Fig. 8). Conforme esperado, encontrou-se que
sequéncias contendo CACGTG constituiam tanto o complexo Cl como o
complexo C2 (Fig. 8, grupos de sondas 1, 2, 5 e 6) enquanto que
sequéncias contendo CAGCTG formaram apenas o complexo C2’/ (Fig.
8, grupos de sondas 7 e 8). Note-se que a actividade C2’ esta
apenas presente nas preparagdes Myc derivadas de CHO. N3o se
formaram complexos quando as sequéncias seleccionadas que conti-
nham uma caixa canénica E foram testadas (Fig. 8 grupos de sondas
3, 4, 9, 10 e 11). Portanto estas Gltimas sequéncias ndo repre-
sentam sitios de elevada afinidade para proteinas nas preparacdes
de Myc.

EXEMPLO 6

Velocidade de Formacido dos Complexos Cl e C2

As velocidades de formacdo para os complexos contendo
Myc foram medidas como um meio de comparar as suas afinidades. A
velocidade de formagdo do complexo C2 na sonda USE foi de aproxi-
madamente 1-2 minutos (Fig.9, Myc de baculovirus; resultados
semelhantes foram obtidos com Myc de CHO, resultados n3o apresen-
tados). O complexo C1 ndo competiu totalmente nesta experiéncia
usando um excesso de 250 vezes de competidor USE. Se bem que a
competigcdo ndo fosse completa, a quantidade de complexo C1



restante no tempo mais precoce susceptivel de ser avaliado ("O0")
foi significativamente menos do que a quantidade de partida e
virtualmente igual & competigdo méxima conseguida nestas expe-
riéncias. Estes resultados s3o indicadores de wuma proteina de
ligagdo fraca abundante com uma velocidade de associagdo réapida
ndo mensurdvel. Assim, Myc sb6zinho parece ligar-se significativa-

mente mais fracamente do que Myc e do que o factor 26-29 KD.
EXEMPIO 7

Identificacdo de um Inibidor da Actividade de Complexo C2 de

c-Myc em Células de Ievedura

Células hospedeiras de levedura foram transformadas com
plasmideos portadores de um vector de expressdo de c-Myc (hospe-
deiro "a"); ou o vector de expressio com c-Myc e uma proteina do
complexo C2 de 26-29 KD identificada como atras (hospedeiro "b").
Ainda todas as estirpes de levedura foram cotransformadas com um
plasmideo que contem a sequéncia codificadora da B-galactosidase
operacionalmente ligada & sequéncia do motivo CACGTG descrito

atras.

Um tapete de cada uma das estirpes de levedura trans-
formadas fol espalhado em placas de agar contendo X-gal no meio e
colocados no tapete pequenos discos de papel de filtro contendo o
composto W, X, Y ou Z. A levedura cresceu e as placas foram
controladas por crescimento das coldnias e observagdo visual da
cor das coldnias. Os resultados tipicos de uma destas experién-

cias estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1: Identificacdo de Inibidores da Actividade do Complexo

c2
Composto Levedura Crescimento de Cor do Ensaio
coldnias de B-gal
com X=-gal
nenhum a + Branco
b + Azul
W a + Branco
b + Branco
X a - -
b - -
Y a + Branco
b + Azul
Z a + Azul
b + Azul

Os resultados da tabela acima indicam que o composto W
evita a indug¢do de B-galactosidase nas células hospedeiras "b".
Portanto, o composto W & um inibidor da formacdo de hetero-oligd-
meros do complexo C2 e um inibidor da actividade biolégica de
c-Myc. O composto X inibe o crescimento de levedura per se e

portanto ndo serd um composto com interesse.

O composto Y ndo evita a inducdo da actividade de

B-galactosidase nas células hospedeiras "b". Assim, o composto Y
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ndo & um inibidor da formagdo de hetero-oligémeros do complexo
c2.

O composto Z mostra um efeito interessante na inducgdo
da actividade de B-galactosidase nas células hospedeiras "a" que
ndo contem a proteina do complexo C2 usada nos hospedeiros "b",
ndo evitando a formagdo de hetero-oligdmeros. Isto sugere que o
composto Z possa induzir a sintese de uma proteina parceira que
de outra forma ndo estd presente nas células hospedeiras de

levedura ou que ele possa ser (ou imite) tal proteina.
A partir destes resultados, o composto W seria identi-
ficado como um inibidor da formacgdo do complexo C2 e/ou ligagdo a

DNA e assim da actividade de transcricdo de c~Myc in vivo.

EXEMPI.O_8

Identificacdo de um Inibidor da Actividade de Complexo C2’ de

c=Myc em Células de Levedura

Células hospedeiras de levedura foram transformadas com
dois plasmideos, cada um dos plasmideos sendo portador de um
vector de expressdo do complexo C2’/ codificador de pelo menos um
peptideo C2’ de 40-50 Kilodalton (hospedeiro "a"); ou o vector de
expressio de c¢c-Myc para além dos vectores codificadores das
proteinas do complexo C2’ identificadas como atras (hospedeiro
"b"). Ainda todas as estirpes de levedura foram cotransformadas
com um plasmideo que contem a sequéncia codificadora da R-galac-
tosidase operacionalmente ligada ao motivo da sequéncia CAGCTG

como descrito atras.

Unm tapete de cada uma das estirpes de levedura trans-

formadas foi espalhado em placas de agar contendo X-gal no meio e



pequenos discos de filtros contendo o composto W, X, Y ou Z foram
colocados sobre o tapete. Deixou-se as leveduras crescerem e as
placas forma controladas relativamente ao crescimento de coldnias
e cor das coldnias por observagdo visual. Resultados tipicos de

cada experiéncia estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2: Identificagdo de Inibidores da Actividade do Complexo

c2’
Composto Levedura Crescimento de Cor do Ensaio
coldnias de B-gal
com X-gal
nenhum a + Branco
b + Azul
W a + Branco
b + Branco
X a - -
b - -
Y a + Branco
b + Azul
Z a + Azul
b + Azul

Os resultados da tabela acima indicam que o composto W
evita a inducgdo de B-galactosidase nas células hospedeiras "b".
Portanto, o composto W & um inibidor da formagdo de hetero-oligd-
meros do complexo C2/ e um inibidor da actividade bioldgica de
c-Myc que & dirigida no sentido de promover a formag¢do de hetero-
-oligbmeros do complexo C2’/. O composto X inibe o crescimento de

levedura per se e portanto ndo serd um composto com interesse.
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O composto Y ndo evita a indugdo da actividade de
B-galactosidase nas células hospedeiras "b". Assim, o composto Y
ndo & um inibidor da formacdo de hetero-oligdmeros do complexo
c2.

O composto Z mostra um efeito interessante na indugdo
da actividade de f-galactosidase nas células hospedeiras "a" que
ndo contem a proteina c-Myc usada nos hospedeiros "b", nédo
evitando a formagdo de hetero-oligbémeros. Isto sugere gque o
composto Z possa induzir a sintese de uma proteina que c-Myc
possa substituir na promogdo da formagdo do complexo C2’ que de
outra forma ndo estd presente nas células hospedeiras de levedura
ou que ele possa ser (ou imite) tal proteina.

A partir destes resultados, o composto W seria identi-
ficado como um inibidor da formagdo do complexo C2’ e/ou ligacgdo

a DNA e assim da actividade de transcricdo de c-Myc in vivo.

Todas as referéncias aqui citadas s8o icluidas na sua
totalidade por referéncia. Tendo descrito detalhadamente o
invento, serd entendido pelos familiarizados com a matéria que o
invento pode ser executado dentro de uma larga gama de condigdes,
parametros e similares equivalentes, sem afectar o espirito ou

dmbito do invento ou de qualquer realizacdo dele.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS
(1) INFORMAGCAO GERAL:

(1) REQUERENTE: Kingston, Robert E
Papoulas, Ophelia

(ii) TITULO DO INVENTO: PARCEIROS, MOTIVOS, ENSAIOS DE
DESPISTE E UTILIZAGCOES DA LIGACAO DE C-MYC A DNA

(1ii) NOMERO DE SEQUENCIAS: 101

(iv) ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:
(A) DESTINATARIO: Stern, Kessler, Goldstein & Fox
(B) RUA: 1225 Connecticut Avenue, N.W., Suite 300
(C) CIDADE: Washington
(D) ESTADO: DC
(E) PAIS: UsA
(E) cODIGO: 20036

(v) FORMA LIDA PELO COMPUTADOR:
(A) TIPO DE MEIO: Disco flexivel
(B) COMPUTADOR: PC compativel com IBM
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-D0OS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Versdo #1.25

(vi) DADOS DE PATENTE :
(A) NOMERO DO PEDIDO: US
(B) DATA DE ENTREGA:
(C) CLASSIFICACA&O:

(viii) INFORMACAO SOBRE O SOLICITADOR/AGENTE:
(A) NOME: Cimbala, Michele A
(B) NOMERO DE REGISTO: 33,851
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(C) NOMERO DA REFERENCIA/DOCUMENTO: 0609.3440004
(ix) INFORMAGCAO PARA TELECOMUNICACAO:
(A) TELEFONE: (202)833-7533
(B) TELEFAX: (202)833-8716
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.1:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 12 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 1:
GACCACGTGC TC
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.2:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 12 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRIGCAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 2:

GACCACGTGG TC



(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.3:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 12 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 3:
AACAGTYCTG TT
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.4:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 17 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 4:
CCGATATCTC GAGACGG
(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.5:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 16 pares de bases

(B) TIPO: &acido nucleico



(

(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 5:
GGACGATCTA GATTCG
(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.6:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 40 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 6:
GATCTCTGCA GCAGCTGGCA GCAGCTGGCA GCAGCTGGCG
(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.7:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 40 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
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(xi) DESCRIGCAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 7:
GATCTGCAGT CATGTGGCGT CATGTGGCGT CATGTGGCAG

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.8:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 40 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 8:
GATCTGCAGT CACGTGGCGT CACGTGGCGT CACGTGGCAG
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.9:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 9:

TCGACGTCGC AGCAGGTGCA G

(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO. 10:

IR
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(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 10:
TCGACCCCAC CAGCTGGCGA G
(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.11:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 40 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 11:
AGCTTCGAAC ACCTGCAGCA GCTGGCAGGA GCTGGCAGGA AGCAGGCCTA
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.12:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 40 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
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(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 12:
AGCTTTAAAA TCCCCACCAG CTGGCGAAGC AACAGGTGCA
(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.13:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 39 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 13:
AATTGCGAAA CCCCTGGAAT ATTCCGACCT ATTCCGACCT GGCAGCCTC
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.14:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 28 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 14:
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TCGACTTTAG ACCACGTGGT CCCCTCGA

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.15:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(R)
(B)
()
(D)

COMPRIMENTO: 52 pares de bases
TIPO: acido nucleico

TIPO DE CADEIA: simples
TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 15:

GGACGATCTA GATTCGNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNCCGT CTCGAGTATC GG

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.16:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A)
(B)
(C)
(D)

COMPRIMENTO: 10 pares de bases
TIPO: Acido nucleico

TIPO DE CADEIA: simples
TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 16:

NNCANNTGNN

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.17:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
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(A)
(B)
(C)
(D)

A U S

COMPRIMENTO: 21 pares de bases
TIPO: &cido nucleico

TIPO DE CADEIA: simples
TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 17:

GCAGAATCTA CCACGTGCTC C

(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.18:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A)
(B)
(€)
(D)

COMPRIMENTO: 20 pares de bases
TIPO: &cido nucleico

TIPO DE CADEIA: simples
TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 18:

GGGGCTACCA CGTGCTTATG

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.19:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(B)
(B)
(€)
(D)

COMPRIMENTO: 20 pares de bases
TIPO: acido nucleico

TIPO DE CADEIA: simples
TOPOLOGIA: linear

i)

J

——
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. (ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 19:
GGACGAAAGC ACGTGCTCCG
~ (2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.20:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
~ (C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 20:
GCACATGACC ACGTGCTCTG
(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.21:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
‘ (ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRIGCAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 21:

GGCAGAGACA CGTGCCCTGG



}/

(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.22:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRIGCAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 22:
GGCAAACCAC GTGTTATGTG
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.23:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 22 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 23:
CGACCACGTG CTCTTCGACT TG
(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.24:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTQ: 23 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
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(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRIGCAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 24:
GCACAATTTG TACCACGTGG CCG
(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.25:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 23 pares de bases
(B

)
C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

TIPO: &cido nucleico

—

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 25:
GGACAACATC GACCACGTGG CCG
(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO. 26:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B) TIPO: &acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 26:
GCCTGCATGA CCACGTGGAC C
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.27:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 27:
GCAAATATGA CCACGTGGTA C
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.28:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 28:

GGACCACGTG CTCTTTTGTG

(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.29:
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(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 29:
GGCATAAACT CCACGTGGTC C
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.30:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 22 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 30:
CGGGCACGTG CTCCTCGGAC TG
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.31:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 22 pares de bases

(B) TIPO: &acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
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(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 31:
GGTAGCAAAA AGCACGTGCC CG
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.32:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 22 pares de bases
(B

)
C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

TIPO: acido nucleico

—~

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 32:
GGGGGATTTA AGCACGTGCT CC
(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.33:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 12 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 33:
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CACCTATTAA CCACGTGGTA C
(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.34:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 24 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 34:
GACCACGCGG CATCCACGTG CCGT
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.35:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 35:
GGGGACCACG TGCTCGGTTG

(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.36:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
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(A) COMPRIMENTO: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 36:
CACATATTAG ACCACGTGCT CC
~ (2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.37:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 23 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(%1) DESCRIQZXO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 37:
CGGCCACGTG CTCACTGTCT ACC
(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.38:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
— (A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
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(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.

GGATGGACAG CTTCTTCCTG

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.39:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

38:

(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.

GCAATCCCCC GCTGCTCGCC
(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.40:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

39:

(A) COMPRIMENTO: 22 pares de bases

(B) TIPO: &acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.

GCCAAAAATG TACAGCTGTG CC

40:
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(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.41:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 23 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 41:
CGGCCACGCG GTCATGAATG TGC
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.42
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.42:
GCAGGCTGTA ' CGTGACTTGG
(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.43:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
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(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.43:
CCGCAGTCCT GGTGCTCGC
(2) INFORMACﬁO PARA SEQ ID NO.44:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 23 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.44:
CACTAAGAAA TACCACGTGG CCG
(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.45:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA



(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 45:

GGGGATTTAA GCACGTGCTC C

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.46:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(B)
(B)
(€)
(D)

COMPRIMENTO: 23 pares de bases
TIPO: &cido nucleico

TIPO DE CADEIA: simples
TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 46:

CGGCCACGTG CCTTCTTTCT CCG

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.47:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(R)
(B)
(C)
(D)

COMPRIMENTO: 24 pares de bases
TIPO: &acido nucleico

TIPO DE CADEIA: simples
TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 47:

CATAGTCGAG AGAGCACGTG CGAA

(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.48:
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(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(x1) DESCRIGCAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 48:
CATAAGTCAG ACCACGTGGC CG
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.49:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 22 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 49:
CCCAACTAAG ACCACGTGGC CG
(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.50:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 23 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples



(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRIGCAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 50:
CAGTCGAAGA GGCCACGTGG CGA
(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.51:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 23 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 51:
CGTAGGTTAT TCCCACGTGG CCG
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.52:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B) TIPO: &acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 52:



CATAAATAGG CCACGTGCTC C

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.53:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

. /’1/\“[\\ \ :

(A) COMPRIMENTO: 21 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.

GGAAAATGTA CCACGTGCTC C

(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.54:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

53:

(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases

(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.

~ GGAACAGACC ACGTGGCTTG
(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.55:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

54:
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’ (A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 55:

GTACCACGTG CTTTTTTGGC

) S

(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.56:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 22 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 56:
CAGTCCGACC AGCACTGTCC CG
(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.57:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
- (A) COMPRIMENTO: 23 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

A

Ny



: (ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 57:
CGGCCACGTG TCGAGCATGA GTC
~ (2) INFORMACKO PARA SEQ ID NO.58:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 23 pares de bases
(B) TIPO: &acido nucleico
- (C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.58:
CGGCCACGTG CTCGTAAATT TGC
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.59:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 23 pares de bases
(B) TIPO: &acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.59:

GCGACAAAAT TACCACGTGG CCG



(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.60:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 22 pares de bases
(B) TIPO: Aacido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.60:
CGCAAAATCG ACCACGTGGT CC
(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.61:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 23 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADETIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.61:
GCATAAGTAA TACCACGTGG CCG
(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.62:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
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(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.62:
GCAAAAAAAC CACGTGGTCC
(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.63:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: &acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(1i) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.63:
GGGGGCGGAA CTCCGTTGTC
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.64:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA



(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.64:
GGGGACCCGA TCTCTCGCTG
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.65:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.65:
CAATAATATT TCCTTTCCTG
(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.66:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 24 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.66:

GTCCACGCGG CATCCACGTG CCGT

(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.67:
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(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(a)
(B)
(C)
(D)

COMPRIMENTO: 23 pares de bases
TIPO: &cido nucleico

TIPO DE CADEIA: simples
TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.67:

CGGCCACGTG CTCTATACAT GCC

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.68:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

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

COMPRIMENTO: 20 pares de bases
TIPO: &acido nucleico

TIPO DE CADEIA: simples
TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.68:

GGACCACGTG CTTATCTTTG

(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.69:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 22 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples



N

(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.69:
CGACCACGTG TTCCGCTACT CG
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.70:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.70:
CGAGTAGCGA GCACGTGTTG C
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.71
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B

)
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

TIPO: acido nucleico

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.71:
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GCACCACGTG CTTACCATGT C
(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.72:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.43:
CCGCAGTCCT GGTGCTCGC
(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.44:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 23 pares de bases
(B) TIPO: &acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.72:
GGACAAAAAG CACGTGCTAC

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.73:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
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(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: &acido nucleico

(C) TIPO DE CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.73:
GCAAAACTCC ACGTGGTCGG
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.74:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.74:
GGGCAAAAAC AACAGCTGTG CG
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.75:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear



i (ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.75:
GGGAAAGAGA TCAGCTGTGC G
~ (2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.76:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRIGCAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.76:
GGAGAATTGA ACAGCTGACC C
(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.77:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 23 pares de bases
(B) TIPO: Aacido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
~— (ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.77:

GGGACAAACC AGTCAGCTGG
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(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.78:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.78:
GGGCACAGCT GTTTAGTGGG

(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.79:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRIGCAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.79:
GGCAAGCCGGA CAGCTGTTCC
(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.80:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
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(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.80:

GGCATTGATC AGCTGTGTGG

(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.81:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A)
(B)
(<)
(D)

COMPRIMENTO: 20 pares de bases
TIPO: &cido nucleico

TIPO DE CADEIA: simples
TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.81:

GCAAAAACCA GCTGGTCCCC

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.82:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A)
(B)
(C)
(D)

COMPRIMENTO: 21 pares de bases
TIPO: acido nucleico

TIPO DE CADEIA: simples
TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.82:

CGCAAGTGTA ACAGCTGGTG C

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.83:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A)
(B)
(C)
(D)

COMPRIMENTO: 20 pares de bases
TIPO: &acido nucleico

TIPO DE CADEIA: simples
TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRIGCAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.83:

GGATGGTTTT TTTTTTGTAC

(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.84:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A)
(B)
()
(D)

COMPRIMENTO: 20 pares de bases
TIPO: acido nucleico

TIPO DE CADEIA: simples
TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.84:

GCATGATTTT CTTTTTGTCC

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.85:

s
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(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) - TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.85:
CAGAGTTTTT TTGAGCCCCC
(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.86:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.86:
GCAAAAAATA AAAATACATC
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.87:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples



(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.87:
GGCAAAAAAG TCAAAATACG
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.88:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: &acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.88:
GCACAATAAA AAACTTTGCG
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.89:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.89:
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CCATATGTTC ATTGTTGTCC

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.90:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRIGCAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.90:
CACAAAAATT TAGTGTGTGC
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.91:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 23 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.91:

CGGCCCCGTG CTCTAGCCCA TGC
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.92:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
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(2)
(B)
(€)
(D)

COMPRIMENTO: 21 pares de bases
TIPO: acido nucleico

TIPO DE CADEIA: simples
TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.92:

CGGGAAGTC CCAAGTGCCC C

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.93:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(3)
(B)
(C)
(D)

COMPRIMENTO: 22 pares de bases
TIPO: acido nucleico

TIPO DE CADEIA: simples
TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.93:

CACAGGAACA TACACGGGCC CG

(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.94:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A)
(B)
(C)
(D)

COMPRIMENTO: 24 pares de bases
TIPO: acido nucleico

TIPO DE CADEIA: simples
TOPOLOGIA: linear
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(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(x1) DESCRIGCAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.94:

GGGACGGGAT GATTGACGTG CCGT

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.95:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A)
(B)
(C)
(D)

COMPRIMENTO: 20 pares de bases
TIPO: acido nucleico

TIPO DE CADEIA: simples
TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.95:

CGCAAGCGAC GTCAGTCCTG

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.96:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(R)
(B)
(€)
(D)

COMPRIMENTO: 20 pares de bases
TIPO: acido nucleico

TIPO DE CADEIA: simples
TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.96:

CACCTACCAC TGATCGCGGC
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(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO.97:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B)
C) TIPO DE CADEIA: simples
= (D) TOPOLOGIA: linear

TIPO: acido nucleico

—

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.97:
GGACAAACAT CCCATTACCC
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.98
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.98
GGGGATGGAA CATCGCGCTG
~ (2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO.99
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases

(B) TIPO: &cido nucleico



: (C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO.99
GCACAATAAA AAACTTTGCG
(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.100:
- (1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 100:
GGGAGCCATC GACGCCGGTG
(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO.101:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
—_ (C) TIPO DE CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO. 101:

CCATAGGGGA GTTGACAGCC

Lisboa, 28 de Outubro de 1992

;—'\

\

J. PEREIRA DA CRUZ

Agente Oficial da Propriedade Industrial

RUA VICTOR CORDON, 10-A 392
1200 LISBOA
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REIVINDICAGCOES

12, - Método para a purificacdo de Myc a partir de uma

fonte de mamifero, caracterizado por compreender:

(a)

()

(c)

(d)

(e)

(£)

(9)

o crescimento de células de mamifero capazes de

expressarem c-Myc;

a indugdo da expressdo de c¢-Myc nas referidas
células;

a 1lise da membrana das referidas células de

mamifero e purificacdo dos ndcleos a partir delas;

o tratamento dos referidos nficleos num tampédo

contendo DNasel;

o tratamento dos referidos niicleos num tampdo
compreendendo dodecilsulfato de sédio ou ureia em
concentragdes superiores a 4M e separagdo do

sedimento de nicleos da fracgdo do sobrenadante;

a aplicacdo da referida fracgdo do sobrenadante do
passo (e) numa coluna de Sepharose CL-6B e eluigdo
de c-Myc ligado a partir da referida coluna de

DEAE Sepharose CL-6B com um gradiente de sal;

aplicagdo do referido c-Myc do passo (f) numa
coluna de FPLC Mono-Q e eluigdo do c-Myc 1ligado

com um gradiente de sal.



22, - Método para a deteccdo de complexos Cl1 numa
amostra, caracterizado por compreender a detecgdo da ligacdo a
DNA de homo-oligdmeros contendo c¢-Myc ao motivo de DNA
5/-CACGTG~3’, na sua forma de DNA de cadeia dupla.

328, - Método para a deteccao de complexos C2 numa
amostra, caracterizado por compreender a detec¢do da ligagdo a
DNA de hetero-oligdémeros c-Myc motivo de DNA 5/-CACGTG-3’, na sua
forma de DNA de cadeia dupla.

48, - Método para a detecgdo de complexos C2/ numa
amostra, caracterizado pSr compreender a detecgdo da ligagdo a
DNA dirigida por c-Myc ao motivo de DNA 5/-CACGTG-3’, na sua
forma de DNA de cadeia duplati

58, - Composicdo de protéinas, caracterizada  por
compreender pelo menos um peptideo capaz de formar um complexo
C2, em que o referido peptideo capaz de formar um complexo C2 se
encontra numa fracgdo proteica de 26-29 KD purificada a partir de

células de ovario de hamster Chinés ou de baculovirus.

62, - Composicdo de proteinas de acordo com a reivindi-
cacdo 5, caracterizada por ser preparada a partir de células de
ovario de hamster Chinés por um método compreendendo os passos
de:

(a) o crescimento das referidas células;

(b) a lise da membrana das referidas células e purifi-

cagdo dos seus nacleos;

(¢) o tratamento dos referidos nlcleos num tampdo

contendo DNase I;



(d) a solubilizagdo dos referidos niGcleos num tampdo
compreendendo dodecilsulfato de sédio ou ureia en
concentragdes superiores a 4M e separagdo do

sedimento de nicleos da fracgdo do sobrenadante;

(e) a aplicacdo da referida fraccdo do sobrenadante do
passo (e) numa coluna de DEAE Sepharose CL-6B e a
proteina ligada do complexo C2 da referida coluna
de DEAE Sepharose CL-6B eluida com um gradiente de

sal; e

(g) a aplicagdo da proteina eluida do complexo C2 do
passo (f) numa coluna de FPLC Mono Q e eluigdo da
proteina ligada do complexo C2 com um gradiente de
sal.

78, - Composicdo de proteina de acordo com a reivindi-

cagdo 5, caracterizada por -ser preparada a partir de baculovirus.

82, - Composigdo de proteinas, caracterizada por
compreender pelo menos um peptideo capaz de formar um complexo
C2’ na presenga de c-Myc, em que o referido peptideo capaz de
formar um complexo C2’ na presenca de c-Myc se encontra numa

fracgdo proteica de 40-50 KD purificada a partir de células CHO.

98, - Composicdo de proteinas de acordo com a reivindi-
cagdo 8, caracterizada por ser preparada a partir de células de
ovario de hamster Chinés por um método compreendendo os passos
de:

(a) o crescimento das referidas células;



(b) a lise da membrana das referidas células e purifi-

cagdo dos seus nlcleos;

(¢) o tratamento dos referidos nGcleos num tampao

contendo DNase I;

(d) a solubilizagdo dos referidos ndcleos num tampdo
compreendendo dodecilsulfato de sddio ou ureia em
concentragdes superiores a 4M e separagdo do

sedimento de niicleos da fracgdo do sobrenadante;

(e) a aplicagdo da referida fracgdo do sobrenadante do
passo (e) numa coluna de DEAE Sepharose CL-6B e a
proteina ligada do complexo C2’ da referida coluna
de DEAE Sepharose CL-6B eluida com um gradiente de
sal; e

(g) a aplicacgdo da proteina eluida do complexo C2 do
passo (f) numa coluna de FPLC Mono Q e eluicdo da
proteina ligada do complexo C2 com um gradiente de
sal.

102, - Método para a classificacgdo objectiva de compos-
tos, incluindo farmacos para utilizagdo em humanos, como inibido-
res da actividade c-Myc, caracterizado por compreender a deteccao
da capacidade do referido composto para inibir a formacgdo do
complexo Cl, a formagdo do complexo C2 ou a formagdo do complexo
c2r.

112, - Método de acordo com a reivindicacdo 10, carac-
terizado por a formagdo do referido complexo ser a formagdo do

complexo Cl.



122, - Método da reivindicagdo 10, caracterizado por a

formacdo do referido complexo ser a formagdo do complexo C2.

132, - Método da reivindicagdo 10, caracterizado por a
formacdo do referido complexo ser a formacdo do complexo C2'.

148, - Método para <classificagdo objectiva de compos-
tos, incluindo farmacos para utilizacdo em humanos, como inibido-
res da actividade c~Myc, caracterizado por compreender a detecgdo
da capacidade do referido composto para inibir a ligagdo a DNA do
complexo Cl1, a ligacdo a DNA do complexo C2 ou a ligagdo a DNA do
complexo C27.

152, - Método de acordo com a reivindicacio 14, carac-
terizado por a referida ligagdo a DNA ser a ligagdo a DNA do
conplexo Cl.

162, - Método de acordo com a reivindicagdo 15, carac-
terizado por a referida ligagdo a DNA ser a um oligonucleétido
compreendendo a sequéncia 5/~-CACGTG-3'.

172, - Método de acordo com a reivindicacdo 15, carac-
terizado por a referida 1ligagdo a DNA ser a um oligonucledtido

compreendendo a sequéncia 5’/-CATGTG-3'.

182, - Método de acordo com a reivindicacgdo 14, carac-
terizado por a referida ligacdo a DNA ser a ligagdo - a DNA do

complexo C2.

198. - Método de acordo com a reivindicagdo 18, carac-
terizado por a referida ligagcdo a DNA ser a um oligonucledtido

compreendendo a sequéncia 5/-CACGTG-3'.
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208, - Método de acordo com a reiVindicagéo 18, carac-
terizado por a referida 1ligagdo a DNA ser a um oligonucledtido

compreendendo a sequéncia 5/-CATGTG-3'.

212, - Método de acordo com a reivindicacg¢do 14, carac-
terizado por a referida ligagcdo a DNA ser a ligagdo a DNA do
complexo C27,

222, - Método de acordo com a reivindicacgdo 21, carac-
terizado por a referida 1ligacdo a DNA ser a um oligonucledtido
compreendendo a sequéncia 5‘-CAGCTG-3'.

232, - Método para a purificacdo de um peptideo capaz
de formar um complexo C2 ou C2’ ou uma mistura de tails peptideos
a partir de uma preparacdo bruta, caracterizado por compreender a
extracgdo do referido peptideo a partir de células de ovario de
hamster Chinés e o respectivo ensaio através da detecgdo da
capacidade do referido peptideo para formar o referido complexo
C2 ou C2/.

242, - Método para identificagdo e classificacgdo de um
composto como um inibidor da ligacdo a DNA do hetero-oligdmero de
c-Myc, caracterizado por compreender a avaliagdo da capacidade do
referido composto para alterar a expressdo de um gene repdrter
numa célula hospedeira, em que a expressdo do referido gene
repérter estd operacionalmente ligado & 1ligagdo a DNA pelo
referido hetero-oligémero a um oligonucledtido compreendendo a
sequéncia 5’/-CACGTG-3'.

252, - Método de acordo com a reivindicacdao 24, carac-
terizado por a expressdo do referido gene repdrter induzir uma

alteracdo fenotipica numa cé&lula hospedeira.



262, - Método de acordo com a reivindicacdo 24, carac-

terizado por o referido gene repdrter ser lacZ.

272, - Método de acordo com a reivindicagdo 24, carac-

terizado por o referido gene repdrter ser CAT.

28a, - Método de acordo com a reivindicag¢do 24, carac-

terizado por o referido gene repdrter ser LEU2.

292, - Método de acordo com a reivindicacdo 24, carac-
terizado por a referida alteracdo fenotipica ser detectada pela

inspecg¢do visual da célula hospedeira.

302, - Método de acordo com a reivindicacg¢do 24, carac-

terizado por o referido hospedeiro ser S. cerevisiae.

312, - Método de acordo com a reivindicagdo 24, carac-

terizado por o referido hospedeiro ser uma célula de mamifero.

328, - Método para a identificacdo e classificacdo de
um composto como um inibidor da ligagdo a DNA de um hetero-oligd-
mero C’2 dirigida por c¢-Myc, caracterizado por compreender a
avaliagdo da capacidade do referido composto em alterar a expres-
sdo de um gene repdrter numa célula hospedeira, em que a expres-
sdo do referido gene repdrter estd@ operacionalmente 1ligado &
ligagdo a DNA pelo referido hetero-oligdémero a um oligonucledtido

compreendendo a sequéncia 5’/-CAGCTG-3'.

332, - Método de acordo com a reivindicacdo 32, carac-
terizado por a expressdo do referido dgene repdrter induzir uma

alteracdo fenotipica numa célula hospedeira.
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342, - Método de acordo com a reivindicacgdo 32, carac-
terizado por o referido gene repdrter ser o gene LacZ.
352, - Método de acordo com a reivindicag¢do 32, carac-
terizado pof o referido gene repdbérter ser CAT.
362, - Método de acordo com a reivindicagdo 32, carac-
terizado por o referido gene repdrter ser LEU2.

378, - Método de acordo com a reivindicacdo 32,

carac-
terizado por a referida alteragdo fenotipica ser detectada pela
inspecgdo visual da célula hospedeira.

382, - Método de acordo com a reivindicag¢do 32, carac-
terizado por a referida célula hospedeira ser S. cerevisiae.

392, - Método de acordo com a reivindicag¢do 32, carac-
terizado por o referido hospedeiro ser uma célula de mamifero.

Lisboa, 28 de Outubro de 1992
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Agente Oficial da Propriedade Industrial
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GRUPO [ Camplexos C1 de CHO Baculovirus
Seleccinoam a sequéncia CACGIG

a

GCAGAATCTAC CACGTG CTCC
GGGGCTAC CACGTG CTTATG
GGACGAAAG CACGTG CTCCC
GCACATGAC CACGTG CTCTG
(GCAGAGA (ACGTG CCCTGG
GGCARAC CACGTG TTATOTG
(GAC CACGTG CTCTTCGACTTG
GCACAATTTGTAC CACGTG GCLG
QGACAACATCGAC CACGTO GCCO
GCCTGCATGAC CACGTG GACC
- GCAMTATGAC CACGTG GTAC
GGAC CACOTG CTCTTTTGTG
GGCATAMACTC CACGTG GTCC
(GGG CACGTG CTCCTCGGACTG
GGTAGCAAAMAG CACGTG CCCE 1
GGGGGATTTAAG CACGTG CTCC
CACCTATTAAC CACGTO GTAC
GACCACGCGGCATC CACGTG CCoT
GGGGAC CACGTG CTCGGTTG
CACATATTAGAC CACGTG CTCC
(GGC CACGTG CTCACTGTCTACC

"”\J«U(\.\‘ e

FOLHA 8
(11 FOLHAS)

GRUPQ e
I Complexos C2 Baculovirus
seleccicnam a sequéncia CACGIG

(ACTAAGAAATAC CACGTG GCCo
GGOGATTTAAG CACGTG (TCC
(66 CACGTG CCTTCTTTCTCG
CATAGTCGAGAGAG CACGTG CGAA
(ATAMAGTCAGAC CACGTG GCCO
CCCAACTAAGAC CACOTO GCCO =
(AGTCGAAGAGGE CACGTG GCGA
(GTAGGTTATTCC CACGTG GCCO
CATAMATAGGC CACGTG CTCC =
GGAAATGTAC (ACGTG CTCC
GGAACAGAC CACGTG GCTTG
GTAC CACGTG CTTTTTTGGC
(AGTCCGAGRAG CACGTG CCCG
(6GC CACQTG TCGAGCATGAGTC
(GG CACGTG CTCGTAAATTTGC
GCGACAAMATTAC CACGTG GCCG
(GCAAAATCGAC CaChTG QTCC
GCATAAGTAATAC CACGTG GCCQ
GOAAAMAAC C(ACGTG GTCC

(1606GLGOAACTCTGTTGTC k

0GGGACCCRATCTCTCRCTG
GUATGGA CAGCTT CTTCCTG CAATAATATTTCCTTTCCTG
GCAATCCC CCGCTO CTCGCC 3
- GCCAAAAATGTA (AGCTG TGLC
Ca6C CACGAG GTCATGAATGTGC
GCAGGCTG TACGTG ACTTGG
(COCAGTC CT66TG CTCTGC
N
-3 -1 -1 QAlOTG 12 3 -3 -2 -1 (MEle 12 3
Cp1r 018 h 5 1 Cpo 116 bt
G134 601 Gt 5 3 0112
AT 161 0 113 Al 130 0 0
T{1 10 115 Tie 00 113
L J
Y
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de sitios sao seleccio-
nadas pelos complexos

do CHO que miaran cono GGGCAMACAA CAGCTG TGLG
c2 e C2 GGAMAGAGAT CAGLTG TGLG
GAGAATTGAA CAGLTG ACCC
GEGACARACCAGT CAGCTG GLLG
, GGGCA CAGCTG TTTAGTGGG

- Sequéncia USE ((AGETG) GGCAAGCGOA CAGCTG TTCC 7
_ GGCATTGAT CAGCTG TGTGG
0TCCACGCGGCATC CACGTG CCGT GCAAAAAC CAGCTG GTCCCC 8

LGGC CACGTG CTCTATACATGED  CGCAAGTGTAA CAGCTG GTGC
0GAC CACGTG CTTATCTTTG 5
= (GAC CACGTG TTCCOUTACTEG
(GAGTAGCGAG CACGTG TTGC
GCAC CACGTG CTTACCATGTC GGATGGTTTTTTTITTGIAC
GGACAAAAAG CACGTG CTAC GCATGATTTTCTTTTTGTCC
GCAAMACTC CACGTG GTCGG 6 CAGAGTTTTTTTGAGECCCC
GCAAAAAATAAAAATACATC
GGCAAAAAAGT CAAAATACG
1 3 GCACAATAAMARACTTTGCG g
I3 CCATATGTTCATTGTTGTCL ,
01 CACAMAMATTTAGTGTGTGC 10
0 1 '
T 1

CACGTG

-3 -1 -
1 06
b1
Ly 0
070
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L R e B R

Outros

(GGC CCCATG (TCTAGCCCATGE

(GOGGAAGTCC CAAGTG CCCC  »

(ACAGGAACATA CACGGG CCCo
(GGACGOGATGATT GACGTG CCGT

@ (GCAAGC GACGTC AGTCLTG

(ACCTACCACTGATCGLGGC it
GGACAMACATCCCATTACCD *
(GOGATGRAACATCGEGCTG ¥
(CAGTCCGRCCTAACCGRCL
(GOAGCCATCGACOCLGGTG
(CATAGGUGAGTTRACAGCC
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