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DESCRICAO
“ADN que codifica receptor SNORF25”

ANTECEDENTES DO INVENTO

Este pedido reivindica prioridade do pedido U.S. com n.°
de série 09/387 699, apresentado a 13 de Agosto de 1999, que é
uma continuacdo-em-parte de U.S. com n.° de série 09/255 376,
apresentado a 22 de Fevereiro de 1999.

Ao longo deste pedido referem-se varias publicagdes como
citacdes parciais entre paréntesis. As citacgdes completas para
estas publicacgdes encontram-se no final da especificacao
imediatamente antes das reivindicacdes.

Os neurorreguladores incluem um grupo diversificado de
produtos naturais que subvertem ou modulam comunicacdo no
sistema nervoso. Estes incluem, entre outros, neuropéptidos,
aminodacidos, aminas Dbiogénicas, lipidos e metabolitos de
lipidos e outros produtos secunddrios do metabolismo. Muitas
destas substéncias neurorreguladoras interagem com receptores
especificos da superficie celular, que convertem sinais do
exterior para o interior da célula. Os receptores acoplados a
proteina G (GPCR) representam uma classe principal de
receptores da superficie celular com o0s qualis muitos
neurotransmissores interagem para mediar os seus efeitos. Os
GPCR caracterizam-se por sete dominios transmembranares e
estdao acoplados aos seus efectores através de activacado de
receptor ligada a ©proteinas G com sequelas Dbiogquimicas

intracelulares tais como estimulacdo de adenililciclase.

A vitamina A; (todo-trans-retinol) ¢é oxidada a aldeido de
vitamina A; (todo-trans-retinal) por uma alcool desidrogenase.

O todo-trans-retinal é <critico para a sintese de
rodoposina em células da retina em que desempenha um papel
chave no sistema visual. O todo-trans-retinal pode também ser
convertido em &cido todo-trans-retindico (ATRA) pela aldeido-
desidrogenase e oxidase noutros tipos de células (Bowman,W.C.
e Rand, M.J., 1980).
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Historicamente, pensava-se que o ATRA e outros metabolitos
activos de vitamina A, acido 9-cis-retindico (9CRA), mediavam
apenas o0s seus efeitos celulares através da accédo dos
receptores nucleares de &cido retindico (RARa, B, Vv) e
receptores retindide X (RXRo, B, v) (Mangelsdorf, D.J., et al,
1994). Estes receptores sao membros de uma superfamilia de
factores de transcricdao dependentes de ligando, gque incluem o
receptor de vitamina D (VDR), receptor de hormona tirdide (TR)
e receptores activadores de proliferacdao do peroxissoma
(PPAR) . Estes formam heterodimeros e homodimeros que se ligam
a elementos sensiveis a ADN na auséncia de ligando. Em
resposta a ligacao de ligando o dimero muda de conformacao que
leva a transactivacao e regulacdo de  transcricao de
conjunto(s) de genes especificos do tipo de célula
(Mangelsdorf, D.J., et al, 1994; Hofman, C. e Eichele, G.,
1994; e Gudas, L.J. et al, 1994).

Dado que o acido retindico produz uma vasta multiplicidade
de efeitos bioldgicos, nado é surpreendente que seja proposto
como desempenhando um papel importante em diferentes processos
fisioldégicos ou patofisioldgicos. Os retindides controlam
eventos fisioldgicos criticos incluindo crescimento celular,
diferenciagado, reprodugdao, metabolismo e hematopoiese numa
grande multiplicidade de tecidos. Ao nivel <celular, os
retindides sdao capazes de inibir proliferacao celular
induzindo diferenciacdo e induzindo apoptose (Breitman, T. et
al, 1980; Sporn, M. e Roberts, A., 1984 e Martin, S., et al,
1990). Estes diferentes efeitos do tratamento com retindide
desencadearam uma série de investigagdes para avaliacgao de
retindides para guimioterapia de cancro assim como
gquimioprevencdo de cancro. Clinicamente, utilizam-se o0s
retindéides para o tratamento de uma grande multiplicidade de
doengas malignas incluindo: leucemia promielocitica aguda
(APL), malignidades <cutédneas de <células T, malignidades
dermatoldégicas, carcinomas de células escamosas da pele e do
cérvix e neuroblastomas (Redfern, C.P. et al, 1995 para
revisdo). Os retindides foram também analisados relativamente
a sua capacidade de suprimir carcinogénese e evitar
desenvolvimento de cancro invasivo. O &acido 13-cis-retindico
reverte a leucoplagquia oral, a lesdo pré-maligna mais comum do
tracto aerodigestivo e é também utilizado na quimioprevencao
do cancro da bexiga (Sabichi, A.L. et al, 1998, para reviséao).
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Igualmente, o tratamento com 4&cido 13-cis-retindico como
terapia adjuvante apds cirurgia e radiacdao no cancro da cabeca
e pescog¢o causou um atraso significativo na ocorréncia de
segundos cancros primarios (Gottardis, M.M. et al, 1996, para
revisao).

Curiosamente, os retindides também tém um efeito na funcao
pancredtica. Demonstrou-se que o acido retindico (ou retinol)
¢ necessario para excrecdo de insulina a partir de ilhéus
isolados (Chertow, B.S., et al, 1987) e de células de
insulinoma de rato RINmSF (Chertow, B.S., et al, 1989). O
dcido retindico pode também ter um efeito na adesdo célula-a-
célula e agregacao (Chertow, B.S., et al, 1983) .
Adicionalmente, uma Unica administracdo intragédstrica de 9CRA
(mas nao ATRA) induziu uma onda de sintese de ADN nas células
acinares pancredticas e nas células do epitélio tubular
proximal dos rins (Ohmura, T., et al, 1997). Assim, o é&cido
retindéico poderia desempenhar um papel na funcdo pancredtica
normal e possivelmente no desenvolvimento da diabetes. Ha
também alguma evidéncia que os retindides poderiam ser uUteis
no tratamento de malignidades pancredticas (El-Metwally, T.H.
et al, 1999; Rosenwicz, S. et al, 1997; e Rosenwicz, S. et al,
1995).

Os retindides tém demonstrado afectar o crescimento e
diferenciacdo de células epidérmicas assim como actividade de
glandulas sebdceas e apresentam propriedades imunomoduladoras
e anti-inflamatdérias. Assim, o0s retindides tém sido cada vez
mais utilizados para tratamento de varias doencas da pele
incluindo: psoriase e outras doencas de pele hiper-
queratdéticas e paraqueratdticas, genodermatose queratdtica,
acne grave e dermatoses relacionadas com acne e também para
terapia e/ou quimioprevencdo de cancro de pele e outra
neoplasia (Orfanos, C.E., et al, 1997 para reviséao).

Os retindides estdao também envolvidos no desenvolvimento
do pulméao. A ramificacdao fetal do pulméo levando ao
desenvolvimento da &rvore alveolar ¢é acelerada pelo 4acido
retindéico. Presentemente, bebés prematuros gque tém pulmdes
imaturos sao tratados com vitamina A mas podem existir outras
aplicacdes que necessitam de investigacdo adicional (Chytil,
F., 1996).
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Por ultimo, hé& alguma evidéncia que sugere dque 0s
retindéides podem desempenhar um papel na esquizofrenia
(Goodman, A.B. 1998) e doenca de Alzheimer (Connor, M.J. e
Sidell, N., 1997).

A lista extensiva de efeitos mediados por retindides
indica que o0s receptores mediados por 4&cido retindico (nao
nucleares) sao atractivos como alvos para intervencéo
terapéutica para varias doencas e seriam Uteis no
desenvolvimento de farmacos com maior especificidade e menos
efeitos secunddrios para uma grande multiplicidade de doencas.

O numero de acesso AL035423 da base de dados de
nucleétidos EMBL, versdao 1 da edicao 58 da base de dados
emitida a 15 de Fevereiro de 1999, apresenta sequéncia de
nucledétidos para o clone BAC contendo uma insercgdo de ADN
humano do cromossoma Xg25-26.

SUMARIO DO INVENTO

Este invento proporciona um 4acido nucleico isolado que
codifica um receptor SNORF25 de mamifero, com a condigdao que o
acido nucleico ndo  tenha a sequéncia de nucledétidos
apresentada sob o numero de acesso AL035423 na base de dados
de nucledétidos EMBL, edicdo 58 emitida a 15 de Fevereiro de
1999.

Este invento ©proporciona adicionalmente uma proteina
receptora SNORF25 de mamifero purificada.

Este invento também proporciona um vector incluindo um
dcido nucleico de acordo com este invento.

Este invento proporciona ainda adicionalmente uma célula

incluindo um vector de acordo com este invento.

Este invento proporciona adicionalmente uma preparacao de
membranas i1solada de uma célula de acordo com este invento.

Além disso, este invento proporciona uma sonda de Aacidos
nucleicos incluindo pelo menos 15 nucledtidos, cuja sonda
hibrida especificamente com um acido nucleico que codifica um
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receptor SNORF25 de mamifero, em que a sonda tem uma sequéncia
complementar a uma sequéncia Unica presente no interior de uma
das duas cadeias do &cido nucleico que codifica o receptor
SNORF25 de mamifero contido no plasmideo pEXJT3T7-hSNORF25
(N.° de acesso ATCC 203495).

Este invento proporciona adicionalmente uma sonda de acido
nucleico incluindo pelo menos 15 nucledtidos, cuja sonda
hibrida especificamente com um &acido nucleico que codifica um
receptor SNORF25 de mamifero, em que a sonda tem uma sequéncia
complementar a uma sequéncia Unica presente no interior de (a)
a sequéncia de &cido nucleico apresentada nas figuras 1A-1B
(SEQ ID NO:1) ou (b) o seu complementar inverso.

Este invento proporciona um oligonucledtido anti-sentido
apresentando uma sequéncia capaz de hibridar especificamente
com ARN que codifica um receptor SNORF25 de mamifero, de modo
a evitar traducado de tal ARN.

Este invento também proporciona um anticorpo capaz de
ligagcao a um receptor SNORF25 de mamifero codificado por um
dcido nucleico de acordo com este invento.

Este invento também proporciona uma composicéao
farmacéutica que inclui uma quantidade de um anticorpo de
acordo com este invento eficaz para blogquear ligagcao de um
ligando a um receptor SNORF25 humano e um transportador
farmaceuticamente aceitéavel.

Este invento proporciona um processo para identificar um
composto quimico que se liga especificamente a um receptor
SNORF25 de mamifero que inclui pdr em contacto células
contendo ADN que codifica o receptor SNORF25 de mamifero e que
0 expressam a sua superficie, em que tais células néo
expressam normalmente o receptor SNORF25 de mamifero, com o
composto sob condigdes adequadas para ligacao e deteccdo de
ligacgao especifica do composto quimico ao receptor SNORF25 de
mamifero.

Este invento proporciona adicionalmente um processo para
identificar um composto quimico que se liga especificamente a
um receptor SNORF25 de mamifero gque inclui pdr em contacto uma
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preparacdo de membranas de células contendo ADN que codifica o
receptor SNORF25 de mamifero e que o expressam a sua
superficie, em que tais células nao expressam normalmente o
receptor SNORF25 de mamifero, com o composto sob condicgdes
adequadas para ligacdo e deteccdo de ligacao especifica do
composto quimico ao receptor SNORF25 de mamifero.

Este invento proporciona ainda adicionalmente um processo
envolvendo ligacdo competitiva para identificar um composto
gquimico que se liga especificamente a um receptor SNORF25 de
mamifero gque inclui pdr em contacto separadamente células qgue
expressam na sua superficie celular o receptor SNORF25 de
mamifero, em que tais células nao expressam normalmente ©
receptor SNORF25 de mamifero, simultaneamente com o composto
quimico e com um segundo composto quimico que se sabe que se
liga ao receptor e com apenas o segundo composto quimico, sob
condic¢des adequadas para ligacdo de tais compostos ao receptor
e detectar a ligacdo especifica do composto quimico ao
receptor SNORF25 de mamifero, em gque uma diminuicdo na ligacao
do segundo composto quimico ao receptor SNORF25 de mamifero na
presenca do composto quimico a ser ensaiado, indica que tal
composto quimico se liga ao receptor SNORF25 de mamifero.

Este invento proporciona adicionalmente um processo
envolvendo ligagao competitiva para identificar um composto
qgquimico gque se liga especificamente a um receptor SNORF25 de
mamifero que 1inclui por em contacto separadamente uma
preparacdo de membranas de células gue expressam a sua
superficie celular o receptor SNORF25 de mamifero, em que tais
células nao expressam normalmente o receptor SNORF25 de
mamifero, simultaneamente com o composto quimico e com um
segundo composto quimico que se sabe que se liga ao receptor e
com apenas o segundo composto gquimico, sob condig¢des adequadas
para ligagdo de tails compostos ao receptor e detectar a
ligacao especifica do composto quimico ao receptor SNOREF25 de
mamifero, em que uma diminuicao na ligacao do segundo composto
quimico ao receptor SNORF25 de mamifero na presenga do
composto quimico a ser ensaiado, indica gue o composto gquimico
se liga ao receptor SNORF25 de mamifero.

Este invento proporciona um método para rastreio de varios

compostos quimicos que nédo se sabe se se ligam a um receptor
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SNORF25 de mamifero para identificar um composto que se liga
especificamente ao receptor SNORF25 de mamifero, gque inclui
(a) pdbr em contacto células transfectadas e gue expressam ADN
que codifica o receptor SNORF25 de mamifero com um composto
que se sabe gue se liga especificamente ao receptor SNORE25 de
mamifero; (b) pdr em contacto as células da etapa (a) com uma
multiplicidade de compostos que nao se sabe se se ligam
especificamente ao receptor SNORF25 de mamifero, sob condicdes
que permitem ligacado de compostos gque se sabe que se ligam ao
receptor SNORF25 de mamifero; (c) determinar se a ligacao do
composto que se sabe qgue se liga ao receptor SNORF25 de
mamifero € reduzida na presenga de uma multiplicidade de
compostos, relativamente a ligacdo do composto na auséncia da
multiplicidade de compostos; e sendo esse O caso (d)
determinar separadamente a ligacdo ao receptor SNOREF25 de
mamifero de cada composto incluido na multiplicidade de
compostos, de modo a assim identificar qualquer composto aqui
incluido que se liga especificamente ao receptor SNORF25 de
mamifero.

Este invento ©proporciona adicionalmente um método de
rastreio de uma multiplicidade de compostos quimicos que nao
se sabe se se ligam a um receptor SNORF25 de mamifero para
identificar um composto que se liga especificamente ao
receptor SNORF25 de mamifero, que inclui (a) pdr em contacto
uma preparacao de membranas de células transfectadas e que
expressam ADN que codifica o receptor SNORF25 de mamifero com
a multiplicidade de compostos gque nédo se sabe se se ligam
especificamente ao receptor SNORF25 de mamifero sob condicgdes
que permitem ligagdo de compostos que se sabe que se ligam ao
receptor SNORF25 de mamifero; (b) determinar se a ligacao de
um composto que se sabe que se liga ao receptor SNORF25 de
mamifero é reduzida na presenca de qualquer composto de entre
uma multiplicidade de compostos, relativamente a ligacao do
composto na auséncia da multiplicidade de compostos; e sendo
esse o0 caso (c) determinar separadamente a ligacdo ao receptor
SNORF'25 de mamifero de cada composto incluido na
multiplicidade de compostos, de modo a assim identificar
qualquer composto aqui incluido que se liga especificamente ao
receptor SNORF25 de mamifero.
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Este invento também proporciona um método de detectar
expressado de um receptor SNORF25 de mamifero por deteccgédo da
presenca de ARNm que codifica o receptor SNORF25 de mamifero
que inclui obter o ARNm total de uma célula e pdr em contacto
o ARNm assim obtido com uma sonda de acido nucleico de acordo
com este invento sob condigdes de hibridacao, deteccao da
presenca de ARNm hibridado com a sonda e assim detectar a
expressao do receptor SNORF25 de mamifero pela célula.

Este invento proporciona adicionalmente um método de
detectar a presenca de um receptor SNORF25 de mamifero a
superficie de uma célula que inclui pdr em contacto a célula
com um anticorpo de acordo com este invento sob condigdes que
permitem 1ligacdo do anticorpo ao receptor, deteccao da
presenca do anticorpo ligado a célula e assim detectar a
presenca do receptor SNORF25 de mamifero a superficie da
célula.

Este invento também proporciona um método de preparar um
receptor SNORF25 de mamifero purificado de acordo com ©
invento que inclui: (a) cultivar células gue expressam O
receptor SNORF25 de mamifero; (b) recuperar o receptor SNORF25
de mamifero das células; e (c) purificar o receptor SNORF25 de
mamifero assim recuperado.

Este invento ©proporciona adicionalmente um método de
preparar o receptor SNORF25 de mamifero purificado de acordo
com o invento que inclui: (a) inserir um &cido nucleico que
codifica o receptor SNORF25 de mamifero num vector de
expressao adequado; (b) introduzir o vector resultante numa
célula hospedeira adequada; (c) colocar a célula hospedeira
resultante em condig¢des adequadas que permitem a produgao do
receptor SNORF25 de mamifero; (d) recuperar o receptor SNORF25
de mamifero assim produzido; e opcionalmente (e) isolar e/ou
purificar o receptor SNORF25 de mamifero assim recuperado.

Além disso, este invento proporciona um processo para
determinar se um composto quimico é um agonista de receptor
SNORF25 de mamifero que inclui pbr em contacto células
transfectadas com ADN que codifica o receptor SNORF25 de
mamifero e que o expressam, com o composto sob condigdes que
permitam a activacdo do receptor SNORF25 de mamifero e
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detectar qualquer aumento de actividade de receptor SNORF25 de
mamifero, de modo a assim determinar se o composto é ou nao um
agonista de receptor SNORF25 de mamifero.

Este invento também  proporciona um  pProcesso para
determinar se um composto quimico é um antagonista de receptor
SNORF25 de mamifero que inclui pdr em contacto células
transfectadas com ADN que codifica o receptor SNORF25 de
mamifero e que o0 expressam, com O composto na presenga de um
agonista de receptor SNORF25 de mamifero conhecido, sob
condicgdes que permitem a activacdo do receptor SNORF25 de
mamifero e detectar gqualquer diminuicdao de actividade de
receptor SNORF25 de mamifero, de modo a assim determinar se o
composto € ou nao um antagonista de receptor SNORF25 de
mamifero.

Este 1invento proporciona além disso um processo para
determinar se um composto quimico se liga especificamente e
activa um receptor SNORF25 de mamifero, que inclui pdr um
contacto células gque produzem uma resposta de segundo
mensageiro e que expressam a sua superficie celular o receptor
SNORF25 de mamifero, em que tais células nao expressam
normalmente o receptor SNORF25 de mamifero, com o composto
gquimico sob condig¢des adequadas para activacdao do receptor
SNORF25 de mamifero e medir a resposta de segundo mensageiro
na presen¢a € na auséncia do composto quimico, sendo gque uma
alteracao, por exemplo um aumento de resposta de segundo
mensageiro na presenca do composto gquimico indica que o
composto activa o receptor SNORF25 de mamifero.

Este invento proporciona ainda adicionalmente um processo
para determinar se um composto quimico se liga especificamente
a um receptor SNORF25 de mamifero e inibe a sua activacao, que
inclui pdr separadamente em contacto células que produzem uma
resposta de segundo mensageiro e gue expressam a @ sua
superficie celular o receptor SNORF25 de mamifero, em que tais
células nao expressam normalmente o receptor SNORF25 de
mamifero, simultaneamente com o composto guimico e com um
segundo composto gquimico que se sabe activar o receptor
SNORF25 de mamifero e com apenas o segundo composto quimico,
sob condig¢des adequadas para activacao do receptor SNORF25 de
mamifero e medir a resposta do segundo mensageiro na presenca
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apenas do segundo composto quimico e na presenca simulténea do
segundo composto quimico e do composto quimico, em gque uma
pequena alteracao, por exemplo um aumento, na resposta do
segundo mensageiro na presenca simultédnea do composto quimico
e do segundo composto quimico comparativamente com a presenga
de apenas o segundo composto quimico indica que o composto
gquimico inibe activagdo do receptor SNORF25 de mamifero.

Este invento proporciona ainda adicionalmente um método de
rastrear uma multiplicidade de compostos quimicos que nao se
sabe se activam um receptor SNORF25 de mamifero para
identificar um composto que activa o receptor SNORF25 de
mamifero que inclui: (a) pdr em contacto células transfectadas
com receptor SNORF25 de mamifero e qgue o expressam com a
multiplicidade de compostos que nado se sabe se activam o
receptor SNORF25 de mamifero, sob condigdes que permitem
activacao do receptor SNORF25 de mamifero; (b) determinar se a
actividade do receptor SNORF25 de mamifero ¢é aumentada na
presenca de um ou mais dos compostos; e sendo esse o caso (c)
determinar separadamente se a activacao do receptor SNORF25 de
mamifero & aumentada por qualquer composto incluido na
multiplicidade de compostos, de modo a assim identificar cada
composto que activa o receptor SNORF25 de mamifero.

Este invento ©proporciona um método de rastrear uma
multiplicidade de compostos quimicos que nao se sabe se inibem
a activacao de um receptor SNORF25 de mamifero para
identificar um composto gque 1inibe a activacdao do receptor
SNORF25 de mamifero, que inclui: (a) pdr em contacto células
transfectadas com o receptor SNORF25 de mamifero e que o
expressam com a multiplicidade de compostos na presenca de um
agonista conhecido de receptor SNORF25 de mamifero, sob
condicgdes que permitem activacao do receptor SNORF25 de
mamifero; (b) determinar se a extensao ou quantidade de
activacdo do receptor SNORF25 de mamifero ¢é reduzida na
presenca de um ou mais dos compostos, relativamente a extensao
ou gquantidade de activacao do receptor SNORF25 de mamifero na
auséncia de um ou mais de tais compostos; e sendo esse O caso
(c) determinar separadamente se cada um de tais compostos
inibe activacdao do receptor SNORF25 de mamifero para cada
composto incluido na multiplicidade de compostos, de modo a
assim identificar qualquer composto incluido em tal
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multiplicidade de compostos que inibe a activacdo do receptor
SNORF25 de mamifero.

DESCRIQAO SUCINTA DAS FIGURAS

Figuras 1A-1B

Sequéncia de nucledtidos incluindo a sequéncia qgue
codifica um receptor SNORF25 humano (SEQ ID NO:1). Indicam-se
possiveis quadros de 1leitura aberta incluindo o quadro de

leitura aberta mais curto através de sublinhado de um codéao de
iniciacdo (ATG) (nas posicgdes 61-63) e do codao de paragem
(nas posicgdes 1066-1068). Além disso, apresentam-se sequéncias
nao traduzidas parciais 5’ e 3'.

Figuras 2A-2B
Sequéncia de aminodcidos deduzida (SEQ ID NO:2) do

receptor SNORF25 humano codificada pelo quadro de leitura
aberta mais 1longo indicado na sequéncia de nucledtidos
apresentada nas figuras 1A-1B (SEQ ID NO:1). As sete possiveis
regides transmembranares (TM) estao sublinhadas.

Figuras 3A-3B

Sequéncia de nucledtidos incluindo a sequéncia que
codifica um receptor SNORF25 de rato (SEQ ID NO:3). Indicam-se
possiveis gquadros de leitura aberta incluindo o quadro de

leitura aberta mais curto através de sublinhado de um coddao de
iniciacdo (ATG) (nas posicbes 49-51) e do codao de paragem
(nas posicgdes 1054-1056). Além disso, apresentam-se sequéncias
nao traduzidas parciais 57 e 3'.

Figuras 4A-4B
Sequéncia de aminodcidos deduzida (SEQ ID NO:4) do

receptor SNORF25 de rato codificada pelo gquadro de leitura
aberta mais 1longo indicado na sequéncia de nucledtidos
apresentada nas figuras 3A-3B (SEQ ID NO:3). As sete possiveis
regides transmembranares (TM) estao sublinhadas.

Figura 5

Comparagcao de niveis Dbasais de AMPc de células CHO
transfectadas com SNORF25 e com simulacdo de transfeccéao.
Transfectou-se ADN de SNORF25 ou vector vazio (simulacao) para
células CHO tal como descrito nos materiais e métodos.
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Plaguearam-se o0s produtos de transfeccao para placas de
96 pogcos e ensailaram-se para libertacdo de AMPc tal como

descrito. Apresentam-se o0s resultados de uma experiéncia
representativa.
Figura 6

Modulacdo de libertacdao de AMPc por ATRA, vitamina A; e
forscolina em células CHO com simulacdo de transfeccdo e que
expressam SNORF25. Plaquearam-se o0s produtos de transfeccgao
para placas de 96 pogos, provocaram-se com concentracgdes de
10 pM de farmacos e ensailaram-se para libertacdao de AMPc tal
como descrito. Apresentam-se o0s resultados de uma experiéncia
representativa envolvendo receptores estimuladores de ciclase
conhecidos. Os resultados sdao médias = D.P.M. de determinacdes
em triplicado com a excepcado de vitamina A; gque € um ponto

tnico. O0Os resultados estdao normalizados para % basal de
libertacao de AMPc.

Figura 7

Especificidade de resposta de AMPc a ATRA em células
Cos-7. Plagquearam-se os produtos de transfeccao em placas de
96 pog¢os, provocaram-se com concentragdes de 10 uM de ATRA e
ensaiaram-se para libertagcao de AMPc tal como descrito.
Apresentam-se o0s resultados de uma experiéncia representativa.
Os resultados sao médias + D.P.M. de determinacdes em
triplicado.

Figura 8

Curva de dose-resposta a ATRA em células Cos-7
transfectadas transitoriamente. Exemplo representativo de
efeito dose-resposta de ATRA para aumentar libertacdo de AMPcC
em células transfectadas com SNORF25 (HM) e com simulacao de
transfeccao (0O).

Figuras 9A-9C
Estimulagcdo de CFTR por ATRA em od6citos que expressam

SNORF'25. Registo de bloqueio de voltagem de o6citos
previamente injectados com ARNm de receptor SNORF25 e CFTR
(figura 9A) e odcito de controlo (CFTR sozinho) (figura 9B). A
aplicacdo de epinefrina (1 uM) suscita uma corrente semelhante
noutros odcitos que expressam o receptor adrenérgico B2 (B2AR)
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e CFTR (figura 9C). O potencial de retencdo foi -70 mV para
todos os registos.

Figura 10

Amplitudes de corrente médias estimuladas por ATRA (10 uM)
em odb6citos de controlo (CFTR sozinho) (n = 16) e odbécitos
injectados com ARNm que codifica SNOREF25 e CFTR (n = 17).

DESCRICAO DETALHADA DO INVENTO

Este invento proporciona um &cido nucleico recombinante
incluindo um 4&acido nucleico que codifica um receptor SNORF25
de mamifero, em gque o 4acido nucleico que codifica o receptor
de mamifero hibrida sob condig¢des de elevado rigor com (a) um
dcido nucleico que codifica um receptor SNORF25 humano e
apresentando uma sequéncia idéntica a sequéncia do Aacido
nucleico que codifica o receptor SNORF25 humano contido no
plasmideo pPEXJT3T7-hSNORF25 (N.° de acesso ATCC 203495) ou (b)
um adcido nucleico que codifica um receptor SNORF25 de rato e
apresentando uma sequéncia idéntica a sequéncia do Aacido
nucleico que codifica o receptor SNORF25 de rato contido no
plasmideo pcDNA3.1-rSNORF25 (N.° de acesso ATCC 203494), com a
condicdo que o 4&acido nucleico nédo apresente a sequéncia de
nucledétidos apresentada sob o numero de acesso AL035423 na
base de dados de nucledétidos EMBL, edicado 58 emitida a 15 de
Fevereiro de 1999.

Este invento proporciona adicionalmente um &cido nucleico
recombinante incluindo um &cido nucleico que codifica um
receptor SNORFZ25 humano, em gue o receptor SNORF25 humano
inclui uma sequéncia de aminodcidos idéntica a sequéncia do
receptor SNORF25 humano codificada pelo quadro de leitura
aberta mais curto indicado nas figuras 1A-1B (SEQ ID NO:1),
com a condicdo que o &acido nucleico ndo apresente a sequéncia
de nucledétidos apresentada sob o numero de acesso AL035423 na
base de dados de nucledtidos EMBL, edicao 58 emitida a 15 de
Fevereiro de 1999.

Este invento também proporciona um &cido nucleico
recombinante incluindo um A&cido nucleico que codifica um
receptor SNORF25 de rato, em que o0 receptor SNORF25 de rato
inclui uma sequéncia de aminodcidos idéntica a sequéncia do
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receptor SNORF25 de rato codificada pelo quadro de leitura
aberta mais curto indicado nas figuras 3A-3B (SEQ ID NO:3).

0 plasmideo pEXJT3T7-hSNORF25 e o plasmideo pcDNA3.1-
rSNORF25 foram ambos depositados a 24 de Novembro de 1998
junto da American Type Culture Collection (ATCC), 10801
University Blvd., Manassas, Virginia 20110-2209, E.U.A. sob as
disposicdes do Tratado de Budapeste sobre o Reconhecimento
Internacional do Depédsito de Microrganismos para Efeitos do
Procedimento em Matéria de Patente e foram-lhes atribuidos os
numeros de acesso ATCC 203495 e 203494, respectivamente.

Os métodos de hibridacdao sao bem conhecidos pelos peritos
na arte. Para os objectivos deste invento, hibridacao sob
condicdes altamente rigorosas significa hibridacdo efectuada a
40°C num tampdo de hibridacado contendo formamida a 50%, 5X
SSC, Tris 7 mM, 1X Denhardt, ADN de esperma de salmao a
25 pg/ml; lavagem a 50°C em 0,1 X SSC, SDS a 0,1%.

Ao longo deste pedido utilizam-se as seguintes
abreviaturas padrdo para 1indicar bases de nucledtidos
especificas:

A = adenina

G = guanina

C = citosina

T = timina

M = adenina ou citosina

R = adenina ou guanina

W = adenina ou timina

S = citosina ou guanina

Y = citosina ou timina

K = guanina ou timina

V = adenina, citosina ou guanina (ndo timina)

H = adenina, citosina ou timina (nao citosina)

B = citosina, guanina ou timina (nado adenina)

N = adenina, citosina, guanina ou timina (ou outra base
modificada tal como inosina)
I = inosina

Além disso, a expressao *“agonista” ¢é utilizada ao longo
deste pedido para indicar qualguer péptido ou composto nao
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peptidico que aumenta a actividade de qualqgquer dos
polipéptidos do presente invento. A expressao "“antagonista” é
utilizada ao longo deste pedido para indicar qualquer péptido
ou composto nado peptidico que diminui a actividade de qualquer
dos polipéptidos do presente invento.

Além disso, tal como aqui utilizada, a expressao
“transportador farmaceuticamente aceitdvel” significa qualquer
um dos transportadores farmaceuticamente aceitaveis. Sao
exemplos, entre outros, solucdo salina tamponada de fosfato,
solucdo salina fisioldgica, 4&gua e emulsdes, tais como
emulsdes 6leo/agua.

E possivel que o gene de receptor SNORF25 de mamifero
contenha intrdes e além disso existe a possibilidade de
poderem existir intrdes adicionais nas regides codificantes ou
nao codificantes. Além disso, forma(s) de ARNm que sofreram
splicing podem codificar aminocdcidos adicionais quer a
montante da metionina iniciadora actualmente definida ou
dentro da regidao de codificacao. Além disso, € possivel a
existéncia e utilizacdo de exbes alternativos, em gque o ARNm
pode codificar aminocdcidos diferentes dentro da regido gque
inclui o exdo. Adicionalmente, podem aparecer substituicdes de
um unico aminodcido através do mecanismo de edicdo de ARN, de
modo que a sequéncia de aminodcidos da proteina expressa é
diferente da codificada pelo gene original. (Burns, et al.,
1996; Chu, et al., 1996). Tais variantes podem exibir
propriedades farmacoldgicas que diferem das do polipéptido
codificado pelo gene original.

Este invento ©proporciona variantes de splicing dos
receptores SNORF25 de mamifero aqui revelados. Este invento
proporciona adicionalmente locais de iniciacdo de tradugéo
alternativos e variantes de splicing ou de edigao alternativas
de 4acidos nucleicos que codificam os receptores SNORF25 de

acordo com este invento.

Este invento também abrange Adcidos nucleicos recombinantes
que incluem &acidos nucleicos que codificam variantes alélicas
de ocorréncia natural dos receptores SNORF25 aqui revelados.
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Os &cidos nucleicos do presente invento também incluem
andlogos de 4&cidos nucleicos dos genes de receptor SNORF25
humano, em que o gene do receptor SNORF25 humano inclui a
sequéncia de 4dcido nucleico apresentada nas figuras 1A-1B ou
contida no plasmideo pPEXJT3T7-hSNORF25 (N.° de acesso
ATCC 203495). 0Os andlogos de 4&acido nucleico dos genes de
receptor SNORF25 humano diferem dos genes de receptor SNORF25
humano aqui descritos em termos da identidade ou localizacgéao
de uma ou mais bases de &cido nucleico (andlogos de delecao
contendo menos do que todas as bases dos acidos nucleicos
apresentadas nas figuras 1A-1B ou contidas no plasmideo
PEXJT3T7-hSNORF25 (N.° de acesso ATCC 203495), andlogos de
substituicdo em que uma ou mais bases dos 4acidos nucleicos
apresentados nas figuras 1A-1B ou contidas no plasmideo
PEXJT3TT7-hSNORF25 (N.° de acesso ATCC 203495) sao substituidas
por outras bases de &cido nucleico e andlogos de adicédo, em
que se adicionam uma ou mais bases de &cido nucleico a uma
parte terminal ou do meio da sequéncia de acido nucleico) e
que codificam proteinas que partilham algumas ou todas as
propriedades das proteinas codificadas pelas sequéncias de
dcidos nucleicos apresentadas na figura 1A-1B ou contidas no
plasmideo pEXJT3T7-hSNORF25 (N.° de acesso ATCC 203495). Numa
concretizacgdo do presente invento, o andlogo de acido nucleico
codifica uma proteina gque tem uma sequéncia de aminodcidos
idéntica & apresentada nas figuras 2A-2B ou codificada pela
sequéncia de &cido nucleico contida no plasmideo pPEXJT3T7-
hSNORF25 (N.° de acesso ATCC 203495). Noutra concretizagao, o
andlogo de 4&cido nucleico codifica uma proteina com uma
sequéncia de aminocdcidos que difere das sequéncias de
aminodcidos apresentadas nas figuras 2A-2B ou codificadas pelo
dcido nucleico contido no plasmideo pEXJT3T7-hSNORF25 (N.° de
acesso ATCC 203495). Numa concretizacdo adicional, a proteina
codificada pelo andlogo de &cido nucleico tem uma funcgdo que é
a mesma funcdo das proteinas receptoras com a sequéncia de
aminoacidos apresentada nas figuras 2A-2B. Noutra
concretizacao, a funcado da proteina codificada pelo andlogo de
dcido nucleico difere da funcdo da proteina receptora com a
sequéncia de aminodcidos apresentada nas figuras 2A-2B. Noutra
concretizacdo, a variacdo da sequéncia de 4acido nucleico
ocorre dentro da regido transmembranar (TM) da proteina. Numa
concretizacdao adicional, a variacdo da sequéncia de 4&cido
nucleico ocorre fora da regido TM.
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Os &cidos nucleicos do presente invento também incluem
andlogos de &cido nucleico dos genes de receptor SNORF25 de
rato, em que o gene de receptor SNORF25 de rato inclui a
sequéncia de 4dcido nucleico apresentada nas figuras 3A-3B ou
contida no plasmideo pPcDNA3.1-rSNORF25 (N.° de acesso ATCC
203494) . Os andlogos de 4acido nucleico dos genes de receptor
SNORF25 de rato diferem dos genes de receptor SNORF25 de rato
aquil descritos em termos de identidade ou localizacgdao de uma
ou mais bases de &cido nucleico (andlogos de delecdo contendo
menos do que todas as bases de acido nucleico apresentadas nas
figuras 3A-3B ou contidas no plasmideo pcDNA3.1-rSNORF25 (N.°
de acesso ATCC 203494), andlogos de substituicdo em que uma ou
mais bases de acido nucleico apresentadas nas figuras 3A-3B ou
contidas no plasmideo pPcDNA3.1-rSNORF25 (N.° de acesso ATCC
203494) sdo substituidas por outras bases de acido nucleico e
andlogos de adicdo, em que se adicionam uma ou mais bases de
dcido nucleico a uma parte terminal ou do meio da sequéncia de
dcido nucleico) e que codifica proteinas que partilham algumas
ou todas as propriedades das proteinas codificadas pelas
sequéncias de adcido nucleico apresentadas nas figuras 3A-3B ou
contidas no plasmideo pcDNA3.1-rSNORF25 (N.° de acesso ATCC
203494) . Numa concretizacdo do presente invento, o andlogo de
dcido nucleico codifica uma proteina gue tem uma sequéncia de
aminodcidos idéntica a apresentada nas figuras 4A-4BR ou
codificadas pela sequéncia de &cido nucleico contida no
plasmideo pcDNA3.l1-rSNORF25 (N.° de acesso ATCC 203494).
Noutra concretizacdo, o andalogo de &cido nucleico codifica uma
proteina com uma sequéncia de aminodcidos que difere das
sequéncias de aminodcidos apresentadas nas figuras 4A-4B ou
codificadas pelo acido nucleico contido no plasmideo pPcCDNA3.1-
rSNORF25 (N.° de acesso ATCC 203494). Numa concretizacao
adicional, a proteina codificada pelo andlogo de Aacido
nucleico tem uma funcgdo que é a mesma funcdao das proteinas
receptoras com a sequéncia de aminodcidos apresentada nas
figuras 4A-4B. Noutra concretizacao, a funcadao da proteina
codificada pelo andlogo de &cido nucleico difere da funcado da
proteina receptora com a sequéncia de aminodcidos apresentada
nas figuras 4A-4B. Noutra concretizacdo, a variacao da
sequéncia de dcido nucleico ocorre dentro da regiao
transmembranar (TM) da proteina. Numa concretizacgdo adicional,
a variacado da sequéncia de 4acido nucleico ocorre fora da
regido TM.
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Este invento proporciona os 4acidos nucleicos descritos
supra isolados, em gue o acido nucleico €& ADN. Numa
concretizacdao, o ADN é ADNc. Noutra concretizacdo, o ADN & ADN
gendémico. Ainda noutra concretizacdo, o &acido nucleico €& ARN.
Sdo bem conhecidos na arte métodos para producdo e manipulacao
de moléculas de &acidos nucleicos.

Este invento proporciona adicionalmente acido nucleico que
¢ degenerado relativamente ao ADN que codifica qualquer dos
polipéptidos aqui descritos. Numa concretizacgcdo, o &acido
nucleico inclui uma sequéncia de nucledétidos que € degenerada
relativamente a sequéncia de nucledtidos apresentada nas
figuras 1A-1B (SEQ ID NO:1) ou a sequéncia de nucledtidos
contida no plasmideo pEXJT3T7-hSNORF25 (N.° de acesso ATCC
203495), ou seja uma sequéncia de nucledétidos que € traduzida
para a mesma sequéncia de aminodcidos, desde que o é&acido
nucleico nao tenha a sequéncia de nucledétidos apresentada sob
0 numero de acesso AL035423 na base de dados de sequéncias de
nucledétidos EMBL edigao 58 emitida a 15 de Fevereiro de 1999.

Este invento proporciona adicionalmente &dcido nucleico que
¢ degenerado relativamente ao ADN que codifica qualquer dos
polipéptidos aqui descritos. Numa concretizagdo, o é&cido
nucleico inclui uma sequéncia de nucledtidos que é degenerada
relativamente as sequéncias de nucledétidos apresentadas nas
figuras 3A-3B (SEQ ID NO:3) ou as sequéncias de nucledtidos
contidas no plasmideo pPcDNA3.1-rSNORF25 (N.° de acesso ATCC
203494), ou seja uma sequéncia de nucledtidos que €& traduzida

para a mesma sequéncia de aminodcidos.

Este invento também abrange ADN e ADNc que codificam as
sequéncias de aminodcidos que diferem das dos polipéptidos de
acordo com este invento, mas que nao produziriam alteracdes
fenotipicas. Alternativamente, este invento também abrange
ADN, ADNc e ARN que hibridam com o ADN, ADNc e ARN de acordo
com O presente invento. Sdo bem conhecidos dos peritos na arte
métodos de hibridacao.

Os 4cidos nucleicos de acordo com o presente invento
também incluem moléculas de 4&cido nucleico que codificam
andlogos, fragmentos ou derivados de polipéptido de
polipéptidos antigénicos que diferem das formas de ocorréncia
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natural em termos de identidade ou localizacao de um ou mais
residuos de aminodcidos (andlogos de delecadao contendo menos do
que todos os residuos especificadas para a proteina, andlogos
de substituicdo em qgue sao substituidos um ou mais residuos
especificados por outros residuos e andlogos de adicdo em que
se adicionam um ou mais residuos de aminodcidos a uma parte
terminal ou do meio dos polipéptidos) e gque partilham algumas
ou todas as propriedades das formas de ocorréncia natural.
Estas moléculas incluem: a incorporacdo de coddes “preferidos”
para expressao por hospedeiros nao mamiferos seleccionados; a
provisao de locais para clivagem por enzimas de endonuclease
de restricao; e a provisao de sequéncias de ADN adicionais
inicial, terminal ou intermédia que facilitam a construcdo de
vectores facilmente expressos. A criacgdo de andlogos de
polipéptidos é bem conhecida dos peritos na arte (Spurney, R.
F. et al. (1997); Fong, T. M. et al. (1995); Underwood, D. J.
et al. (1994); Graziano, M. P. et al. (1996); Guan X. M. et
al. (1995)).

Os polipéptidos modificados de acordo com este invento
podem ser transfectados para células quer transitéria, quer
estavelmente utilizando métodos bem conhecidos na arte, dos
quais se revelam aqui exemplos. Este invento também
proporciona ensaios de ligacgdo utilizando os polipéptidos
modificados, nos qguais o0 polipéptido €& expresso quer
transitoriamente, quer em linhas celulares estdaveis. Este
invento proporciona adicionalmente um composto identificado
utilizando um polipéptido modificado num ensaio de ligacgao tal
como 0s ensaios de ligacdo agqui descritos.

Os 4&cidos nucleicos agui descritos e reivindicados sao
Uteils pela informacdo gque proporcionam relativa a sequéncia de
aminodcidos do polipéptido e como produtos para a sintese em
larga escala dos polipéptidos através de varias técnicas
recombinantes. A molécula de acido nucleico é util para gerar
novos vectores de clonagem e de expressao, células hospedeiras
procaridticas e eucaridticas transformadas e transfectadas e
novo métodos Uteils para crescimento em cultura de tais células
hospedeiras capazes de expressdao do polipéptido e produtos
relacionados.



EP 1 075 493/PT
20

Este invento também proporciona um acido nucleico isolado
que codifica homdélogos de espécie dos receptores SNORF25
codificados pela sequéncia de &cido nucleico apresentada nas
figuras 1A-1B (SEQ ID NO:1) ou codificada pelo plasmideo
PEXJT3T7-hSNORF25 (N.° de acesso ATCC 203495) . Numa
concretizacdao, o Adcido nucleico codifica um homdélogo de
receptor SNORF25 de mamifero que tem substancialmente a mesma
sequéncia de aminocdcidos do receptor SNORF25 codificada pelo
plasmideo pPEXJT3T7-hSNORF25 (N.° de acesso ATCC 203495).
Noutra concretizacdo, o acido nucleico codifica um homdélogo de
receptor SNORF25 de mamifero que tem mais de 75% de identidade
de aminocdcidos com o receptor SNORF25 codificado pelo
plasmideo pEXJT3T7-hSNORF25 (N.° de acesso ATCC 203495); de
preferéncia mais de 85% de identidade de aminodcidos com o
receptor SNORF25 codificado pelo plasmideo pEXJT3T7-hSNORF25
(N.° de acesso ATCC 203495); com a maior preferéncia mais de
95% de identidade de aminodcidos com o receptor SNORF25
codificado pelo plasmideo pEXJT3T7-hSNORF25 (N.° de acesso
ATCC 203495). Noutra concretizacao, o homdélogo de receptor
SNORF25 de mamifero tem mais de 70% de identidade de 4&cido
nucleico com o gene do receptor SNORF25 contido no plasmideo
PEXJT3T7-hSNORF25 (N.° de acesso ATCC 203495); de preferéncia
mais de 80% de identidade de &cido nucleico com o gene do
receptor SNORF25 contido no plasmideo pEXJT3T7-hSNORF25 (N.°
de acesso ATCC 203495); com maior preferéncia mais de 90% de
identidade de 4&cido nucleico com o gene de receptor SNORF25
contido no plasmideo pPEXJT3T7-hSNORF25 (N.° de acesso ATCC
203495) . Descrevem-se noutros documentos, exemplos de métodos
para isolar e purificar homdélogos de espécies (por exemplo,
patente  U.S. N.° 5 602 024, W094/14957, W097/26853,
W098/15570) .

Este invento também proporciona um &cido nucleico isolado
que codifica homdélogos de espécie do receptor SNORF25
codificado pela sequéncia de 4acido nucleico apresentada nas
figuras 3A-3B (SEQ 1ID NO:3) ou codificado pelo plasmideo
PCcDNA3.1-rSNORF25 (N.° de acesso ATCC 203494) . Numa
concretizacdo, o A&acido nucleico codifica um homdélogo de
receptor SNORF25 de mamifero que tem substancialmente a mesma
sequéncia de aminodcidos do receptor SNORF25 codificado pelo
plasmideo pcDNA3.l1-rSNORF25 (N.° de acesso ATCC 203494).
Noutra concretizacdo, o &dcido nucleico codifica um homdélogo de
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receptor SNORF25 de mamifero que tem mais de 75% de identidade
de aminocdcidos com o receptor SNORF25 codificado pelo
plasmideo pPcDNA3.1-rSNORF25 (N.° de acesso ATCC 203494); de
preferéncia mais de 85% de identidade de aminodacidos com o
receptor SNORF25 codificado pelo plasmideo pcDNA3.1-rSNORF25
(N.° de acesso ATCC 203494); com a maior preferéncia mais de
95% de identidade de aminodcidos com o receptor SNORF25
codificado pelo plasmideo pPcDNA3.1-rSNORF25 (N.° de acesso
ATCC 203494). Noutra concretizacao, o homdélogo do receptor
SNORF25 de mamifero tem mais de 70% de identidade de 4&cido
nucleico com o receptor SNORF25 contido no plasmideo pcDNA3.1-
rSNORF25 (N.° de acesso ATCC 203494); de preferéncia mais de
80% de identidade de 4&cido nucleico com o gene do receptor
SNORF25 contido no plasmideo pcDNA3.1-rSNORF25 (N.° de acesso
ATCC 203494); com maior preferéncia mais de 90% de identidade
de &cido nucleico com o gene de receptor SNORF25 contido no
plasmideo pPcDNA3.1-rSNORF25 (N.° de acesso ATCC 203494).

Este invento proporciona um 4&acido nucleico isolado que
codifica wum receptor SNORF25 de mamifero modificado, que
difere de um receptor SNORF25 de mamifero por ter uma delecao
substituicdo ou adicdo de aminocdcido(s) no terceiro dominio
intracelular.

Este invento proporciona um 4&acido nucleico isolado que
codifica um receptor SNORF25 de mamifero. Numa concretizacgao,
0 acido nucleico é ADN. Noutra concretizagdo, o ADN é ADNc.
Noutra concretizacao, o) ADN ¢ ADN gendémico. Noutra
concretizagdo, o acido nucleico é ARN. Noutra concretizacgédo, o
receptor SNORF25 de mamifero é um receptor SNORF25 humano.
Noutra concretizacdo, o receptor SNORF25 humano tem uma
sequéncia de aminodcidos idéntica a codificada pelo plasmideo
PEXJT3T7-hSNORF25 (N.° de acesso ATCC 203495). Noutra
concretizagao, o receptor SNORF25 humano tem uma sequéncia de
aminodcidos i1déntica a segquéncia de aminodcidos apresentada
nas figuras 2A-2B (SEQ ID NO:2).

Numa concretizacdo, o receptor SNORF25 de mamifero é um
receptor SNORF25 de rato. Noutra concretizacdo, o receptor
SNORF25 de rato tem uma sequéncia de aminodcidos idéntica a
codificada pelo plasmideo pPcDNA3.1-rSNORF25 (N.° de acesso
ATCC 203494). Noutra concretizacdo, o receptor SNORF25 de rato
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tem uma sequéncia de aminocdcidos 1déntica a sequéncia de
aminodcidos apresentada nas figuras 4A-4B (SEQ ID NO:4).

Este invento proporciona uma proteina receptora SNORF25 de
mamifero purificada. Numa concretizacdo, a proteina receptora
SNORF25 ¢é uma ©proteina receptora SNORF25 humana. Numa

concretizacao adicional, a proteina receptora SNORF25 é uma
proteina receptora SNORF25 de rato.

Este invento proporciona um vector incluindo um A&acido
nucleico de acordo com este invento. Este invento proporciona
adicionalmente um vector adaptado para expressao numa célula
que inclui os elementos de regulacdo necessarios para
expressdo do acido nucleico numa célula ligados operativamente
ao acido nucleico que codifica o receptor de modo a permitir a
sua expressao, em que a célula é uma célula bacteriana, de
anfibio, de levedura, de insecto ou de mamifero. Numa
concretizacao, 0 vector é um baculovirus. Noutra
concretizacao, o vector é um plasmideo.

Este invento proporciona um plasmideo denominado pEXJT3T7-
hSNORF25 (N.° de acesso ATCC 203495). Este invento também
proporciona um plasmideo denominado pcDNA3.1-rSNORF25 (N.° de
acesso ATCC 203494).

Este invento proporciona adicionalmente qualgquer vector ou
plasmideo gque inclua sequéncias nao traduzidas modificadas,
gque sejam benéficas para expressao numa célula hospedeira
pretendida ou para utilizacdo em ensaios de ligacgdao ou
funcionais. Por exemplo, um vector ou plasmideo com sequéncias
ndo traduzidas de comprimento varidvel pode @ expressar
diferentes quantidades do polipéptido dependendo da célula
hospedeira utilizada. Numa concretizacgao, o vector ou
plasmideo inclui a sequéncia de codificacdo do polipéptido e
0s elementos de regulacdo necessarios para expressdo na célula
hospedeira.

Este invento proporciona uma célula incluindo um vector de
acordo com este invento. Numa concretizacdo, a célula nao é
uma célula de mamifero. Numa concretizacadao, a célula que nao é
de mamifero é uma célula de odécito de Xenopus ou uma célula
melandéfora de Xenopus. Noutra concretizacdo, uma célula € uma



EP 1 075 493/PT
23

célula de mamifero. Noutra concretizacdao, a célula € uma
célula COS-7, uma célula de rim embriondrio humano 293, uma
célula NIH-3T3, uma célula LM(tk-)m uma célula Y1 de ratinho
ou uma célula CHO. Noutra concretizacgdo, a célula é uma célula
de insecto. Noutra concretizacadao, a célula de insecto ¢ uma
célula Sf9, uma célula Sf21 ou uma célula Trichoplusia ni
5B-4.

Este invento proporciona uma preparacao membranar isolada
de uma célula de acordo com este invento.

Tal Ccomo aqui utilizada, a expressao “hibridando
especificamente” significa a capacidade de uma molécula de
dcido nucleico reconhecer uma sequéncia de &cido nucleico que
lhe é complementar e para formar segmentos em hélice dupla
através de ligagdo de hidrogénio entre pares de Dbases
complementares.

Os &cidos nucleicos de acordo com este invento podem ser
utilizados como sondas para obter &cidos nucleicos homdlogos
de outras espécies e para detectar a existéncia de 4&acidos
nucleicos com sequéncias complementares em amostras.

Os 4cidos nucleicos podem também ser utilizados para
expressar 0s receptores que codificam em células
transfectadas.

A utilizacao de um receptor activo constitutivamente
codificado por SNORF25, quer de ocorréncia natural sem
modificagdes adicionais, quer apds mutagdes, delegdes ou
semelhantes pontuais adequadas, permite rastreio de
antagonistas e a utilizacdo in vivo de tais antagonistas para
atribuir um papel ao receptor SNORF25 sem conhecimento prévio
do ligando enddgeno.

A utilizacdo do &cido nucleico permite adicionalmente a
elucidacao da possivel diversidade do receptor e da existéncia
de multiplos subtipos dentro de uma familia de receptores da
qual SNORF25 €& um membro.

Finalmente, considera-se que este receptor servird como

uma ferramenta valiosa para a concepcdo de farmacos para o



EP 1 075 493/PT
24

tratamento de varias condicdes patofisioldgicas, tais como
inflamacdo crénica e aguda, artrite, doengas auto-imunes,
rejeicdo de transplante, reaccdo enxerto versus hospedeiro,
infeccgdes bacterianas, fungicas, por protozoarios e viricas,
septicemia, SIDA, dor, doencas psicdéticas e neuroldgicas,
incluindo ansiedade, depressao, esquizofrenia, deméncia,
atraso mental, perda de memdéria, epilepsia, doencas
neuroldgicas, doencas neuromotoras, doencas respiratdrias,
asma, doencas alimentares/peso corporal incluindo obesidade,
bulimia, diabetes, anorexia, nausea, hipertensao, hipotensao,
doencas vasculares e cardiovasculares, isquemia, AVC, cancros,
Ulceras, retencéao urindria, doencas sexuais/do sistema
reprodutivo, doencas do ritmo circadiano, doencas renais,
doencas dos 0sSs0s incluindo osteoporose, hipertrofia
prostatica benigna, doencas gastrointestinais, congestao
nasal, doencas dermatoldgicas tal como psoriase, alergias,
doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer, insuficiéncia
cardiaca aguda, doencas de angina, delirio, disquinesias tais
como doenga de Huntington ou de Gille do sindrome de 1la
Tourette, entre outras e ensaios de diagndéstico para tais
doencas. Este receptor pode também servir como uma ferramenta
valiosa para a concepcdo de farmacos para quimioprevencao.

Sa0 bem conhecidos na arte métodos de transfectar células
por exemplo células de mamifero, com tais 4&cidos nucleicos
para obter células nos quais o receptor € expresso na
superficie da célula. (Consultar, por exemplo, patentes U.S.
N.° 5 053 337; 5 155 218; 5 360 735; 5 472 866; 5 476 1782;
5 516 653; 5 545 549; 5 556 753; 5 595 880; 5 602 024;
5 639 652; 5 652 113; 5 661 024; 5 766 879; 5 786 155; e
5 786 157, cujas revelacgdes se incorporam aqui por referéncia
na sua globalidade neste pedido.)

Tais células transfectadas podem também ser utilizadas
para ensaiar os compostos de ensaio e para rastrear
bibliotecas de compostos para obter compostos que se ligam ao
receptor SNORF25, bem como compostos que activam ou inibem a
activacdo de respostas funcionais em tais células e,
consequentemente, também o fazem provavelmente in vivo.
(Consultar, por exemplo, patentes U.S. N.° 5 053 337;
5 155 218; 5 360 735; 5 472 866; 5 476 782; 5 516 653;
5 545 549; 5 556 753; 5 595 880; 5 602 024; 5 639 652;
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5 652 113; 5 661 024; 5 766 879; 5 786 155; e 5 786 157, cujas
revelacgdes se incorporam aqui por referéncia na sua
globalidade neste pedido.)

Este invento proporciona adicionalmente um anticorpo capaz
de ligacdo a um receptor de mamifero codificado por um &acido
nucleico que codifica um  receptor de mamifero. Numa
concretizacdao, o receptor de mamifero €& um receptor humano.
Numa concretizacdao adicional, o receptor de mamifero é um
receptor de rato. Este invento também proporciona um agente
capaz de inibir competitivamente a ligacdo de um anticorpo a
um receptor de mamifero. Numa concretizacdo, o anticorpo é um
anticorpo monoclonal ou anti-soros.

Sao bem conhecidos na arte métodos de preparar e utilizar
oligonucledétidos anti-sentido, anticorpos, sondas de 4acido
nucleico e animais transgénicos dirigidos ao receptor SNORF25.
(Consultar, por exemplo, patentes U.S. N.° 5 053 337;
5 155 218; 5 360 735; 5 472 866; 5 476 782; 5 516 653;
5 545 549; 5 556 753; 5 595 880; 5 602 024; 5 639 652:
5 652 113; 5 661 024; 5 766 879; 5 786 155; e 5 786 157, cujas
revelacgdes se incorporam agqui  por referéncia na sua
globalidade neste pedido.)

Este invento proporciona um anticorpo capaz de ligacgado a
um receptor SNORF25 de mamifero codificado pelo acido nucleico
de acordo com este invento. Numa concretizacdo, o© receptor
SNORF25 de mamifero ¢é um receptor SNORF25 humano. Numa
concretizacgao adicional, o receptor SNORF25 de mamifero é um
receptor SNORF25 de rato.

Além disso, este invento proporciona um agente capaz de
inibir competitivamente a ligacdo de um anticorpo de acordo
com este invento a um receptor SNORF25 de mamifero. Numa
concretizacao, o anticorpo é um anticorpo monoclonal ou anti-

SOros.

Este invento também proporciona uma composicéao
farmacéutica gque inclui uma guantidade de um anticorpo de
acordo com este invento eficaz para blogquear ligacao de um
ligando a um receptor SNORF25 humano e um transportador
farmaceuticamente aceitéavel.
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Este invento proporciona um processo para identificar um
composto quimico que se liga especificamente a um receptor
SNORF25 de mamifero que inclui pbr em contacto células
contendo ADN que codifica, e expressa na sua superficie
celular, o receptor SNORF25 de mamifero, em que tais células
nao expressam normalmente o receptor SNORF25 de mamifero, com
o composto sob condigdes adequadas para ligagcao e detectar a
ligacado especifica do composto quimico ao receptor SNOREF25 de
mamifero. Este invento proporciona adicionalmente um processo
para identificar um composto quimico que se liga
especificamente a um receptor SNORF25 de mamifero que inclui
pbr em contacto uma preparagcao membranar de células contendo
ADN que codifica, e expressa a sua superficie celular, o
receptor SNORF25 de mamifero, em que tais células nao
expressam normalmente o receptor SNORF25 de mamifero, com o
composto sob condigdes adequadas para ligacao, e detectar a
ligagao especifica do composto quimico ao receptor SNOREF25 de
mamifero.

Numa concretizacdao, o receptor SNORF25 de mamifero € um
receptor SNORF25 humano. Noutra concretizacgdo, o receptor
SNORF25 de mamifero tem substancialmente a mesma sequéncia de
aminodcidos do receptor SNORF25 humano codificado pelo
plasmideo pPEXJT3T7-hSNORF25 (N.° de acesso ATCC 203495).
Noutra concretizacdo, o receptor SNORF25 de mamifero tem
substancialmente a mesma sequéncia de aminodcidos apresentada
nas figuras 2A-2B (SEQ ID ©NO:2). Noutra concretizacdo, o
receptor SNORF25 de mamifero tem a sequéncia de aminodcidos
apresentada nas figuras 2A-2B (SEQ ID NO:2).

Noutra concretizacdo, o receptor SNORF25 de mamifero é um
receptor SNORF25 de rato. Noutra concretizacdo, o receptor
SNORF25 de mamifero tem substancialmente a mesma sequéncia de
aminodcidos do receptor SNORF25 de rato codificado pelo
plasmideo pPcDNA3.1-rSNORF25 (N.° de acesso ATCC 203494).
Noutra concretizacdo, o receptor SNORF25 de mamifero tem
substancialmente a mesma sequéncia de aminodcidos apresentada
nas figuras 4A-4B (SEQ ID NO:4). Noutra concretizacao, o
receptor SNORF25 de mamifero tem a sequéncia de aminodcidos
apresentada nas figuras 4A-4B (SEQ ID NO:4).



EP 1 075 493/PT
27

Numa concretizacdao, nao se sabe previamente se o composto
se liga a um receptor SNORF25 de mamifero. Numa concretizacao,
a célula é uma célula de insecto. Numa concretizacdo, a célula
é uma célula de mamifero. Noutra concretizacdo, a célula nao é
de origem neuronal. Noutra concretizacao, a célula nao
neuronal é uma célula CO0S-7, célula 293 de rim embriondrio
humano, uma célula CHO, uma célula NIH-3T3, uma célula Y1 de
ratinho ou uma célula LM(tk-). Noutra concretizacado, néo se
sabe previamente se o composto se liga a um receptor SNORF25
de mamifero. Este invento proporciona um composto identificado
pelo processo precedente deste invento.

Este invento ainda proporciona adicionalmente um processo
que envolve ligagdo competitiva para identificar um composto
gquimico que se liga especificamente a um receptor SNORF25 de
mamifero gue inclui separadamente pdr em contacto células qgue
expressam na sua superficie celular o receptor SNORF25 de
mamifero, em que tais células nao expressam normalmente ©
receptor SNORF25 de mamifero, simultaneamente com composto
quimico e com um segundo composto quimico que se sabe que se
liga ao receptor, e com apenas o segundo composto quimico, sob
condig¢cdes adequadas para ligacdo de tais compostos ao receptor
e detectar a ligacdo especifica do composto quimico ao
receptor SNORF25 de mamifero, em gque uma diminuicdo da ligacao
do segundo composto quimico ao receptor SNORF25 de mamifero na
presenca do composto quimico a ser ensaiado indica que tal
composto quimico se liga ao receptor SNORF25 de mamifero.

Este invento proporciona um processo que envolve ligacéao
competitiva para identificar um composto gquimico que se liga
especificamente a um receptor SNORF25 de mamifero que inclui
separadamente pdr em contacto uma preparacao membranar de
células que expressam na sua superficie celular o receptor
SNORF25 de mamifero, em que tais células nao expressam
normalmente o receptor SNORF25 de mamifero, com o composto
quimico e um segundo composto quimico que se sabe que se liga
ao receptor e apenas com o segundo composto gquimico, sob
condic¢des adequadas para ligacdo de tais compostos ao receptor
e detectar a ligacado especifica do composto quimico ao
receptor SNORF25 de mamifero, em que uma diminuicdao da ligacao
do segundo composto quimico ao receptor SNORF25 de mamifero na
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presenca do composto quimico a ser ensaiado indica que tal
composto quimico se liga ao receptor SNORF25 de mamifero.

Numa concretizacdo, o receptor SNORF25 de mamifero é um
receptor SNORF25 humano. Noutra concretizacdo, o receptor
SNORF25 de mamifero ¢é um receptor SNORF25 de rato. Numa
concretizacao adicional, a célula é uma célula de insecto.
Noutra concretizacdo, a célula é uma célula de mamifero.
Noutra concretizacdo, a célula nédo ¢é de origem neuronal.
Noutra concretizacdo, a célula nao neuronal € uma célula
C0S-7, uma célula de rim embriondrio humano 293, uma célula
CHO, uma célula NIH-3T3, uma célula Y1 de ratinho ou uma
célula LM(tk-). Noutra concretizacdo, nado se sabe previamente
se o composto se liga a um receptor SNORF25 de mamifero. Este
invento proporciona um composto identificado pelo processo
precedente deste invento.

Este invento proporciona um método de rastreio de uma
multiplicidade de compostos guimicos que nédo se sabe se se
ligam a um receptor SNORF25 de mamifero para identificar um
composto que se liga especificamente ao receptor SNORF25 de
mamifero, que inclui (a) pdr em contacto células transfectadas
com ADN que codifica o receptor SNORF25 de mamifero e que o
expressa com um composto que  se sabe que se liga
especificamente ao receptor SNORF25 de mamifero; (b) pbr em
contacto as células da etapa (a) com a multiplicidade de
compostos que nao se sabe se se ligam especificamente ao
receptor SNORF25 de mamifero, sob condicdes gue permitem
ligacao de compostos gque se sabe gque se ligam ao receptor
SNORF25 de mamifero; (c) determinar se a ligacdao do composto
que se sabe que se liga ao receptor SNORF25 de mamifero é
reduzida na presenca da multiplicidade de compostos,
relativamente a ligacao do composto na auséncia da
multiplicidade de compostos; e se for o caso (d) determinar
separadamente a ligacdo ao receptor SNORF25 de mamifero de
cada composto incluido na multiplicidade de compostos, de modo
a identificar assim qualquer composto ai incluido que se liga
especificamente ao receptor SNORF25 de mamifero.

Este invento proporciona um método de rastreio de uma
multiplicidade de compostos quimicos que nado se sabe se se
ligam a um receptor SNORF25 de mamifero para identificar um
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composto que se liga especificamente ao receptor SNORF25 de
mamifero, que inclui (a) pdr em contacto uma preparacgao
membranar de células transfectadas com ADN gque codifica o
receptor SNORF25 de mamifero e que © expressa com a
multiplicidade de compostos gque nao se sabe se se ligam
especificamente ao receptor SNORF25 de mamifero sob condigdes
que permitem ligacdo de compostos que se sabe que se ligam ao
receptor SNORF25 de mamifero; (b) determinar se a ligacdo de
um composto que se sabe que se liga ao receptor SNORF25 de
mamifero € reduzida na presenca da multiplicidade de
compostos, relativamente a ligacdo do composto na auséncia da
multiplicidade de compostos; e se for o caso (c) determinar
separadamente a ligacdo ao receptor SNORF25 de mamifero de
cada composto incluido na multiplicidade de compostos, de modo
a identificar assim qualquer composto nela incluida que se
liga especificamente ao receptor SNORF25 de mamifero.

Numa concretizacdo, o receptor SNORF25 de mamifero é um
receptor SNORF25 humano. Numa concretizagdao adicional, o
receptor SNORF25 de mamifero é um receptor SNORF25 de rato.
Noutra concretizacdo, a célula é uma célula de mamifero.
Noutra concretizagao, a célula de mamifero ndo ¢é de origem
neuronal. Numa concretizacdo adicional, a célula nao neuronal
é uma célula COS-7, uma célula de rim embriondrio humano 293,
uma célula LM(tk-), uma célula CHO, uma célula Yl de ratinho
ou uma célula NIH-3T3.

Este invento proporciona um método de detectar expresséo
de um receptor SNORF25 de mamifero por deteccgao da presenca de
ARNm que codifica o receptor SNORF25 de mamifero que inclui
obter o ARNm total da célula e pdbr em contacto o ARNm assim
obtido com uma sonda de 4acido nucleico de acordo com este
invento sob condigdes de hibridacado, detectar a presenca de
ARNm hibridado com a sonda, e consequentemente detectar a
expressao do receptor SNORF25 de mamifero pela célula.

Este invento proporciona um método de detectar a presenca
de um receptor SNORF25 de mamifero na superficie de uma célula
que inclui pdr em contacto a célula com um anticorpo de acordo
com este invento sob condigcdes que permitem ligacao do
anticorpo ao receptor, detectar a presenca do anticorpo ligado
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a célula, e consequentemente detectar a presenca do receptor
SNORF25 de mamifero na superficie da célula.

Este invento proporciona um método de preparar um receptor
SNORF25 de mamifero purificado de acordo com este invento que
inclui: (a) cultivar células que expressam O receptor SNORF25
de mamifero, (b) recuperar o receptor SNORF25 de mamifero das
células; e (c) purificar o receptor SNORF25 de mamifero assim
recuperado.

Este invento proporciona um método de preparar O receptor
SNORF25 de mamifero purificado de acordo com este invento que
inclui : (a) inserir um Aacido nucleico que codifica o receptor
SNORF25 de mamifero num vector de expressadao adequado; (b)
introduzir o vector resultante numa célula hospedeira
adequada; (c) colocar a célula hospedeira resultante em
condic¢cdes adequadas que permitem producgadao do receptor SNORF25
de mamifero; (d) recuperar o receptor SNORF25 de mamifero
assim produzido; e opcionalmente (e) isolar e/ou purificar o
receptor SNORF25 de mamifero assim recuperado.

Este invento proporciona um processo para determinar se um
composto quimico é um agonista de receptor SNORF25 de mamifero
que inclui pdr em contacto células transfectadas com ADN que
codifica o receptor SNORF25 de mamifero e que o expressam com
o composto sob condigdes que permitem a activacao do receptor
SNORF25 de mamifero, e detectar qualquer aumento da actividade
do receptor SNORF25 de mamifero, de modo a determinar
consequentemente se o composto € um agonista de receptor
SNORF25 de mamifero.

Este invento proporciona um processo para determinar se um
composto quimico é um antagonista de receptor SNORF25 de
mamifero que inclui pdr em contacto células transfectadas com
ADN que codifica o receptor SNORF25 de mamifero e que o
expressam com O composto na presenga de um  agonista de
receptor SNORF25 de mamifero conhecido, sob condigdes que
permitam a activacdo do receptor SNORF25 de mamifero, e
detectar qualquer diminuicdo de actividade do receptor SNORF25
de mamifero, de modo a detectar consequentemente se o composto
é um antagonista de receptor SNORF25 de mamifero.
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Numa concretizacdao, o receptor SNORF25 de mamifero € um
receptor SNORF25 humano. Noutra concretizacdao, o receptor
SNORF25 de mamifero é um receptor SNORF25 de rato.

Este invento proporciona um processo para determinar se um
composto quimico se liga especificamente e activa um receptor
SNORF25 de mamifero, que inclui pdr em contacto células que
produzem uma resposta de segundo mensageiro e que expressam na
sua superficie celular o receptor SNORF25 de mamifero, em que
tais células nao expressam normalmente o receptor SNORF25 de
mamifero, com o composto quimico sob condic¢des adequadas para
activacdao do receptor SNORF25 de mamifero e medigcdao da
resposta de segundo mensageiro na presenga e na auséncia do
composto quimico, em que uma alteracdo, por exemplo um aumento
da resposta de segundo mensageiro na presenca do composto
gquimico indica que o composto activa o receptor SNORF25 de
mamifero.

Numa concretizacao, a resposta de segundo mensageiro
inclui a activacado de canal de cloretos e a alteragao no
segundo mensageiro € um aumento no nivel de corrente de
cloreto. Noutra concretizacgao, a resposta de segundo
mensageiro inclui alteragao dos niveis intracelulares de
cdlcio e a alteracdo de segundo mensageiro € um aumento da
medida do cédlcio intracelular. Noutra concretizacdao, uma
resposta de segundo mensageiro inclui libertacdo de fosfato de
inositol e a alteracdao do segundo mensageiro é um aumento do
nivel de fosfato de 1inositol. ©Noutra concretizacdo, uma
resposta de segundo mensageiro inclui libertacdo de 4acido
araquidénico e a alteracgao do segundo mensageiro é um aumento
do nivel de acido araquidénico. Ainda numa outra
concretizacao, a resposta de segundo mensageiro inclui ligacéao
de ligando GTPYyS e a alteracao de segundo mensageiro & um
aumento da ligacao de ligando GTPyS. Noutra concretizacao, a
resposta de segundo mensageiro inclui activacdao de MAP quinase
e a alteracdao da resposta de segundo mensageiro é um aumento
na activacao de MAP quinase. Numa concretizacao adicional, a
resposta de segundo mensageiro inclui acumulacdo de AMPc e a
alteracadao da resposta de segundo mensageiro é um aumento da
acumulacao de AMPc.
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Este invento proporciona um processo para determinar se um
composto quimico se liga especificamente e inibe activacao de
um receptor SNORF25 de mamifero, que inclui separadamente por
em contacto células que produzem uma resposta de segundo
mensageiro e que expressam na sua superficie celular o
receptor SNORF25 de mamifero, em qgue tais células nao
expressam normalmente o receptor SNORF25 de mamifero, com o
composto quimico e um segundo composto quimico gue se sabe que
activa o receptor SNORF25 de mamifero e apenas com o segundo
composto quimico, sob condig¢des adequadas para activacao do
receptor SNORF25 de mamifero e medir uma resposta de segundo
mensageiro apenas na presenca do segundo composto quimico e na
presenca simultédnea do segundo composto quimico e do composto
quimico, em que uma alteragdao menor, por exemplo um aumento,
da resposta de segundo mensageiro na presenca simulténea do
composto quimico e do segundo composto quimico do que na
presenca apenas do segundo composto gquimico indica que o
composto gquimico inibe activagao do receptor SNORF25 de
mamifero.

Numa concretizacao, a resposta de segundo mensageiro
inclui activacado de canal de cloreto e a alteracao da resposta
de segundo mensageiro é uma diminuicdo menor no nivel de
corrente de cloreto na presencga simulténea do composto gquimico
e do segundo composto quimico do gque na presenga apenas do
segundo composto guimico. Noutra concretizacao, a resposta de
segundo mensageiro inclui alteracadao dos niveis intracelulares
de cdlcio e a alteracdo da resposta do segundo mensageiro & um
menor aumento na medida de cdlcio intracelular na presencga
simultédnea do composto quimico e do segundo composto quimico
do gque na presencga apenas do segundo composto quimico. Noutra
concretizacao, a resposta de segundo mensageiro inclui
libertacdo de fosfato de inositol e a alteracdo da resposta do
segundo mensageiro é um menor aumento do nivel de fosfato de
inositol na presenca simultdnea do composto quimico e do
segundo composto quimico do que na presenca apenas do segundo
composto quimico.

Numa concretizacao, a resposta de segundo mensageiro
inclui activacdo de MAP quinase e a alteracao da resposta do
segundo mensageiro é um menor aumento do nivel de activacao de

MAP guinase na presenca simultédnea do composto quimico e do
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segundo composto quimico do gque na presenca apenas do segundo
composto quimico. Noutra concretizacdo, a resposta de segundo
mensageiro inclui alteracdo nos niveis de AMPc e a alteracao
da resposta do segundo mensageiro é uma alteracdao menor do
nivel de AMPc na presenca simultdnea do composto quimico e do
segundo composto quimico do que na presenca apenas do segundo
composto quimico. Noutra concretizacdo, a resposta de segundo
mensageiro inclui libertacdo de &cido aragquiddénico e a
alteracdo da resposta do segundo mensageiro € um aumento do
nivel dos niveis de &acido araquiddnico na presenca simulténea
do composto quimico e do segundo composto quimico do qgue na
presenca apenas do segundo composto quimico. Numa
concretizacdao adicional, a resposta de segundo mensageiro
inclui 1ligagdo de ligando GTPyS e a alteragao no segundo
mensageiro é¢ um menor aumento na ligacdo de ligando GTPyS na
presenca simultédnea do composto quimico e do segundo composto
quimico do que na presencga apenas do segundo composto quimico.

Numa concretizacdo, o receptor SNORF25 de mamifero é um
receptor SNORF25 humano. Numa concretizagao adicional, o
receptor SNORF25 de mamifero é um receptor SNORF25 de rato.
Noutra concretizacao, a célula é uma célula de insecto. Noutra
concretizacao, a célula é uma célula de mamifero. Noutra
concretizacgao, uma célula de mamifero ndo € de origem
neuronal. Noutra concretizacao, a célula nao neuronal € uma
célula CO0S-7, célula CHO, célula de rim embriondrio humano
293, célula NIH-3T3 ou célula LM(tk-). Noutra concretizagao,
nao se sabe previamente se o composto se liga a um receptor
SNORF25 de mamifero.

Este invento proporciona um método de rastreio de uma
multiplicidade de compostos guimicos que nao se sabe que
activam um receptor SNORF25 de mamifero para identificar um
composto que activa o receptor SNORF25 de mamifero que inclui:
(a) pdbr em contacto células transfectadas com o receptor
SNORF25 de mamifero e que o expressam com a multiplicidade de
compostos que nao se sabe se activam o receptor SNORF25 de
mamifero, sob condigcdes gue permitem activacdo do receptor
SNORF25 de mamifero; (b) determinar se a actividade do
receptor SNORF25 de mamifero é aumentada na presenca de um ou
mais dos compostos; e se assim for (c) determinar

separadamente se a activacdo do receptor SNORF25 de mamifero é
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aumentada por qualquer composto incluido na multiplicidade de
compostos, de modo a identificar <consequentemente cada
composto que activa o receptor SNORF25 de mamifero. Numa
concretizacdao, o receptor SNORF25 de mamifero é um receptor
SNORF'25 humano. Numa concretizacdao adicional, o receptor
SNORF25 de mamifero é um receptor SNORF25 de rato.

Este invento proporciona um método de rastreio de uma
multiplicidade de compostos quimicos que nédo se sabe se inibem
a activacdo de um receptor SNORF25 de mamifero para
identificar um composto que inibe a activacdao do receptor
SNORF25 de mamifero, que inclui: (a) pdr em contacto células
transfectadas com o receptor SNORF25 de mamifero e que o
expressam com a multiplicidade de compostos na presenca de um
agonista conhecido de receptor SNORF25 de mamifero, sob
condicgdes que permitem activagdao do receptor SNORF25 de
mamifero; (b) determinar se a extensdao ou quantidade de
activacdo do receptor SNORF25 de mamifero ¢é reduzida na
presenca de um ou mais dos compostos, relativamente a extensao
ou quantidade de activacao do receptor SNORF25 de mamifero na
auséncia de tal um ou mais compostos; e se assim for (c¢)
determinar separadamente se cada tal composto inibe a
activacao do receptor SNORF25 de mamifero para cada composto
incluido na multiplicidade de compostos, de modo a identificar
consequentemente qualqguer composto incluido em tal
multiplicidade de compostos que iniba a activacdo do receptor
SNORF25 de mamifero.

Numa concretizacadao, o receptor SNORF25 de mamifero é um
receptor SNORF25 humano. Numa concretizacadao adicional, o
receptor SNORF25 de mamifero é um receptor SNORF25 de rato.
Noutra concretizacdao, a célula é uma célula de mamifero.
Noutra concretizacdo, a célula de mamifero ndao é de origem
neuronal. Noutra concretizacao, a célula nao neuronal € uma
célula COS-7, uma célula de rim embriondrio humano 293, uma
célula LM(tk—-) ou uma célula NIH-3T3.

Este invento proporciona um processo para preparar uma
composicdo de matéria que se liga especificamente a um
receptor SNORF25 de mamifero gque inclui identificar um
composto qgquimico utilizando um processo de acordo com este
invento e seguidamente sintetizar o composto quimico ou um seu
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novo analogo ou homdélogo estrutural e funcional. Numa
concretizacao, o receptor SNORF25 de mamifero é um receptor
SNORF25 humano. Noutra concretizacdo, o receptor SNORF25 de
mamifero é um receptor SNORF25 de rato.

Este invento proporciona um processo para preparar uma
composicao, por exemplo, uma composicao farmacéutica que
inclui misturar um transportador, por exemplo, um
transportador farmaceuticamente aceitdvel, e uma quantidade
farmaceuticamente eficaz de um composto quimico identificado
por um processo de acordo com este 1invento ou um sSeu novo
analogo ou homdélogo estrutural e funcional. Numa
concretizacdao, o receptor SNORF25 de mamifero é um receptor
SNORF25 humano. Noutra concretizacgdo, o receptor SNORF25 de
mamifero € um receptor SNORF25 de rato.

Deste modo, assim que se clone o gene de um subtipo de
receptor alvo, coloca-se numa célula recebedora gque entéo
expressa o subtipo de receptor alvo na sua superficie. Esta
célula, que expressa uma populacdao simples de subtipo de
receptor humano, é entao propagada resultando no
estabelecimento de uma linha celular. Esta linha celular, que
constitui um sistema de revelar farmacos, € utilizada em dois
tipos de ensaios diferentes: ensaios de 1ligagdo e ensaios
funcionais. Em ensaios de ligacgdo, mede-se a afinidade de um
composto para o subtipo de receptor que €& o alvo de um
programa para encontrar determinado féarmaco e para outros
subtipos de receptor que podem estar associados a efeitos
secundarios. Estas medigdes permitem prever a poténcia de um
composto, bem como o grau de selectividade que o composto tem
para o subtipo de receptor alvo relativamente a outros
subtipos de receptor. 0Os dados obtidos dos ensaios de ligacéao
também permitem que o0s guimicos concebam compostos mais ou
menos dirigidos para um ou mais tipos de subtipos relevantes,
como adequado, para eficdcia terapéutica Optima. Em ensaios
funcionais, determina-se a natureza da resposta do subtipo de
receptor ao composto. Os dados dos ensaios funcionais mostram
se o composto actua para inibir ou melhorar a actividade do
subtipo de receptor, permitindo assim que os farmacologistas
avaliem compostos rapidamente nos seus Uultimos alvos de
subtipos de receptor humano permitindo que os qguimicos
concebam racionalmente fdrmacos que serdao mais eficazes e
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terdo menos efeitos secunddrios e substancialmente menos

graves do que os fdarmacos existentes.

Sao bem conhecidas abordagens para conceber e sintetizar
compostos selectivos para subtipos de receptor e incluem
quimica médica tradicional e a nova tecnologia de quimica
combinatéria, ambas assistidas por modelacdao auxiliada por
computador. Com tais abordagens, os quimicos e farmacologistas
utilizam os seus conhecimentos sobre as estruturas do subtipo
de receptor alvo e compostos que se determinou que se ligam
e/ou activam ou inibem a activacdo do subtipo de receptor para
conceber e sintetizar estruturas qgque terdo actividade nestes
subtipos de receptor.

A guimica combinatdéria envolve sintese automatizada de uma
variedade de compostos novos por sua montagem utilizando
combinagdes diferentes de blocos de montagem guimicos. A
utilizagdao de gquimica combinatdéria acelera grandemente o
processo de gerar compostos. As séries de compostos
resultantes denominam-se bibliotecas e sao utilizadas para
rastrear compostos (“compostos lider”) que demonstram um nivel
de actividade suficiente nos receptores de interesse.
Utilizando quimica combinatéria é possivel sintetizar
bibliotecas de compostos “focadas” que se antecipa gque sejam
altamente preferidos pelo receptor alvo de interesse.

Uma vez identificados os compostos lider, quer através da
utilizacdao de qguimica combinatéria, guer por guimica médica
tradicional ou de outra forma, prepara-se uma variedade de
homdélogos e andlogos para facilitar uma compreensdo da relacao
entre a estrutura quimica e a actividade Dbioldégica ou
funcional. Estes estudos definem relacbdes de estrutura-
actividade que sdo entdo utilizadas para conceber farmacos com
poténcia, selectividade de propriedades farmacocinéticas
melhoradas. A quimica combinatdéria ¢é também utilizada para
gerar rapidamente uma variedade de estruturas para optimizacao
do lider. A qguimica médica tradicional, que envolve a sintese
de compostos um de cada vez, ¢é também utilizada para
refinamento adicional e para gerar compostos gque nao sao
acessiveis por técnicas automatizadas. Uma vez definidos tais

fadrmacos, aumenta-se a escala da producgao utilizando
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metodologias de fabrico quimico padrao utilizados na industria
farmacéutica e quimica.

Este invento serd entendido de melhor forma a partir dos
detalhes experimentais seguintes. Contudo, um perito na arte
considerara facilmente que os métodos e resultados especificos
discutidos sao meramente ilustrativos do invento tal como
descrito mais completamente nas reivindicacdes que depois se
seguem.

DETALHES EXPERIMENTAIS

Materiais e métodos

Amplificagcdo de ADNc iniciada com oligonucledétidos mistos
(MOPAC)

Efectuou-se amplificacao de ADNc iniciada com
oligonucledétidos mistos (MOPAC) em varios moldes de ADN
incluindo: ADN gendémico de rato, ADNc proveniente de
transcrigdo inversa de ARNm isolado da linha celular GH1 e da
linha celular Rinl4b. A reacgao de MOPAC foi efectuada
utilizando ADN-polimerase Taqg (Boehringer-Mannheim,
Indianapolis, IN) e os seguintes oligonucledtidos degenerados:
JAB55, concebido com base no terceiro dominio transmembranar
das familias de receptores de galanina, somatostatina e
opidides; e TL1020, concebido com base no 70 dominio
transmembranar da familia de receptores de galanina.

As condigdes para a reacgcao de PCR MOPAC foram as
seguintes: manter 3 minutos a 94°C; 10 ciclos de 1 minuto a
94°C, 1 minuto e 45 segundos a 44°C, 2 minutos a 72°C;
30 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 49°C durante 1 minuto e
45 segundos, 2 minutos a 72°C; manter 4 minutos a 72°C; manter
a 4°C até estar pronto para electroforese em gel de agarose.

Correram-se o0s produtos num gel TAE em agarose a 1% e
cortaram-se as bandas do tamanho esperado (~500-600 pb) do
gel, purificaram-se utilizando o kit de extracgdo de gel
QIAQUICK (QIAGEN, Chatsworth, CA) e subclonaram-se para o
vector de clonagem TA (Invitrogen, San Diego, CA). Picaram-se
coldénias brancas (contendo a insercdo) e sujeitaram-se a PCR
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utilizando os iniciadores JABl1 e JAB2 de vector ©pCR2.1
utilizando o© seguinte ©protocolo: manter a 94°C durante
3 minutos; 35 ciclos de 94° C durante 1 minuto, 68° C durante
1 minuto e 15 segundos; manter 2 minutos a 68°C, manter a 4°C
até 0s produtos estarem prontos para purificacao.
Purificaram-se os produtos de PCR por precipitacdao com
isopropanol (10 pl de produto de PCR, 18 ul de TE baixo,
10,5 pl de NaClO, 2 M e 21,5 nul de isopropanol) e
sequenciaram-se utilizando o protocolo de ciclo de
sequenciacdao ABI Big Dye e seqgquenciadores ABI 377 (ABI, Foster
City, CA). Determinou-se que um destes produtos de PCR, mais
tarde denominado SNORF25, ¢é uma nova Ssequéncia do tipo
receptor acoplada a proteina G com base em buscas em bases de
dados e na sua homologia com outros receptores acoplados a
proteina G conhecidos (~29% de identidade com os receptores
conhecidos de dopamina D1, beta-adrenérgico 2b e 5-HT1f; 34%
de identidade com o receptor 5-HT41).

RACE 5’ e 37

Para determinar a sequéncia de codificacdo completa de
SNORF25, utilizou-se o kit de amplificacdao de ADNc Clontech
Marathon (Clontech, Palo Alto, CA) para amplificacdo rapida

57/3" das extremidades de ADNc (RACE). Seleccionou-se por
PoliA"™ o ARN total de células Rinl4b utilizando um kit de
isolamento de ARNm FastTrack (Invitrogen). Para 5’RACE,

sintetizou-se um ADNc em cadeia dupla a partir de 1 pg de ARN
poliA®" wutilizando iniciador JAB73, um iniciador inverso do
suposto quinto dominio transmembranar do fragmento de PCR
descrito supra (SNORF25). Efectuou-se ligacdo de adaptador e
PCR “nested” de acordo com o protocolo de amplificacdo de ADNc
Marathon utilizando Klentaqg Polymerase Advantage (Clontech,
Palo Alto, CA). A PCR inicial foi efectuada numa diluicao de
50 vezes do ADNc ligado utilizando o iniciador de adaptador 1
do fabricante e JAB71, um iniciador inverso da extremidade 57
do quinto dominio transmembranar do fragmento de PCR descrito
supra. Reamplificou-se 1 unl desta reacgdo de PCR inicial
utilizando o iniciador de adaptador 2 e JAB69, um iniciador
inverso imediatamente a jusante do quarto dominio
transmembranar. As condigdes para PCR foram 1 minuto a 94°C;
5 ciclos de 94°C durante 15 segundos e 72°C durante 1 minuto e
30 segundos; 5 ciclos de 94°C durante 15 segundos e 70°C
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durante 1 minuto e 30 segundos; 22 ciclos de 94°C durante
15 segundos e 68°C durante 1 minuto e 30 segundos; manter a
68°C durante 5 minutos e manter a 4°C até que os produtos
estejam prontos para andlise. Isolou-se um fragmento de 600 pb
do PCR “nested” de um gel TAE de agarose a 1% utilizando o kit
QIAQUICK e sequenciou-se utilizando sequenciadores ABI 377 e
sequenciacao de ciclo de terminacao BigDye, tal como descrito
supra. As sequéncias foram analisadas utilizando o pacote
Wisconsin (GCG, Genetics Computer Group, Madison, WI).

Para 3’ RACE, sintetizou-se ADNc em cadeia dupla a partir
de 1 pg de ARN poliA’ utilizando o iniciador de sintese de
ADNc CDS fornecido com o kit de amplificacado de ADNc Marathon
(Clontech). As condigdes de PCR para as reaccgdes 3’ RACE foram
semelhantes as reaccbes 5’ RACE, excepto pelo facto de se
terem wutilizado JAB74 e JAB72, 1iniciadores em sentido da
sequéncia localizada entre o quinto e o sexto dominio
transmembranar do novo fragmento de PCR do MOPAC descrito
supra, em vez de JABT71 e JAB73, respectivamente. Isolou-se um
fragmento de 1,4 kb de PCR "“nested” de um gel TAE agarose a 1%
utilizando o kit de purificacdo em gel QIAQUICK (QIAGEN) e
sequenciou-se como supra.

Apds determinar a sequéncia de codificagdo completa desta
sequéncia de receptor, amplificou-se a regidao de codificacéao
completa de ADNc da linha celular Rinl4b e ADN gendmico de
rato utilizando o sistema de PCR Expand Long (Boehringer-—
Mannheim). Os iniciadores para esta reaccao foram especificos
para as regides nao traduzidas a 5’ e a 3’ de SNORF25 com
locais de restricdo BamHI e HindIII incorporados nas
extremidades 5’ dos iniciadores 5’ (JAB86) e 3’ (JAB84),
respectivamente. Os produtos desta reaccao foram entéao
digeridos com BamHI e HindIII, subclonados para o local
BamHI/HindIII do vector de expressao pcDNA3.1 (-) e
sequenciados em ambas as direcgdes utilizando iniciadores
especificos de vector e iniciadores especificos de gene. A
sequéncia em cadeia dupla do produto SNORF25 clonado de Rinldb
estava de acordo com a sequéncia do mesmo gene amplificada de
ADN gendmico de rato. Esta construcdo de receptor/vector de
expressao de SNORF25 de rato em pcDNA3.1(-) foi denominada
PCDNA3.1-rSNORFZ25.
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Clonagem por homologia do homdélogo de SNORF25 humano

Para clonar o homélogo humano de SNORF25, conceberem-se
duas sondas oligonucleotidicas com base no segundo (BB426) e
no quinto (BB427) dominio transmembranar (TM) da sequéncia
SNORF25 de rato e utilizaram-se para sondar uma biblioteca de
cosmideos gendmicos humanos (Clontech). Ambos os iniciadores
foram marcados nas extremidades com o’’P-dATP e transferase
terminal (Promega, Madison, WI). A hibridacao foi efectuada em
condigdes de rigor médio: 40°C numa solugao contendo formamida
a 37,5%, 5x SSC (1X SSC em cloreto de sdédio 0,15 M, citrato de
s6dio 0,015 M), 1x solucao de Denhardt (polivinilpirrolidona a
0,02%, Ficoll a 0,02%, albumina de soro bovina a 0,02%), Tris
7 mM e ADN de esperma de salmao tratado com ultra-sons a
25 pg/ml. Lavaram-se os filtros trés vezes durante 20 minutos
a temperatura ambiente num tampao contendo 2x SscC/
dodecilsulfato de sdédio a 0,1%; duas vezes durante 20 minutos
num tampdo contendo 0,1x SSC/dodecilsulfato de sdédio a 0,1% e
exposto a -70°C a pelicula Kodak BioMax MS na presenga de um
écran intensificador.

Repicaram-se <clones de cosmideo que hibridam com as
sondas, riscaram-se placas e rastrearam-se uma segunda vez com
as mesmas sondas para verificar e isolar as coldnias positivas
individuais sob as mesmas condig¢des. Digeriu-se ADN de
cosmideo de coldénias positivas com BamHI e HindIII, correu-se
num gel de agarose, transferiu-se para nitrocelulose e sondou-
se com BB426 marcado com °“‘P. Subclonou-se um fragmento de
aproximadamente 1,9 kb do clone n.° 45a (biblioteca CO0S4) que
hibridou com a sonda para um local BamHI/HindIII de pEXJT3T7,
um vector de expressao Okayama e Berg modificado a partir de
PCEXV (Miller e Germain, 1986) para conter BstXI e outros
locais de restricdo adicionais, bem como promotores T3 e T7
(Stratagene) e sequenciou-se em ambas as cadeias tal como
descrito supra. A construcdao do receptor SNORF25 humano neste
vector denomina-se pEXJT3T7-hSNORF25. Analisou-se  SNORF25
humano utilizando o wutilitdrio GCG e determinou-se que
continha a sequéncia completa de SNORF25 humano, com 80% de
identidade de aminodcidos e 83% de identidade de nucledtidos
com o receptor de rato.
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Iniciadores de oligonucledtidos

Apresenta-se seguidamente uma lista de iniciadores e as
suas sequéncias associadas que foram utilizados na clonagem
destes receptores:

JAB55: 5'-TBDSYVYIGAYMGITAYVTKG-3' (SEQ ID NO:5)

TL1020: 5'-GAIRSIARIGMRTAIAYIAKIGGRTT-3' (SEQ ID NO:6)

JABl: 5'-TTATGCTTCCGGCTCGTATGTTIGTIG-3"' (SEQ ID NO:7)

JABZ2: 5'-ATGTGCTGCAAGGCGATTTAAGITGGG-3' (SEQ ID NO:8)

JAB69: 5'-TGGTCTGCTGGAATATGGAG-3' (SEQ ID NO:9)

JAB71: 5'-CTTGGGTGAAACACAGCAAAGAAGG-3' (SEQ ID NO:10)

JAB72: 5'-ATGGAACATGCAGGAGCCATGGTTIGG-3' (SEQ ID NO:11)

JAB73: 5'-AAGACAAAGAGGAGCACAGCTIGGG-3' (SEQ ID NO:12)

JAB74: 5'-GCTCAAGATTGCCTICTGTGCACAG-3"' (SEQ ID NO:13)

JAB84: 5'-ATCTATAAGCTTAGGCACTTGGAAACATCCATTCC-3"' (SEQ ID NO:14)

JAB86: 5'-ATCTATGGATCCTGTGAGAATCTGAGCTCAAGACCC-3' (SEQ ID
NO:15)

BB426: 5'-TTCACCTITAAATCTGGCCGTIGGCTGATACCTTGAT-
TGGCGTGGCTATTTCTGGGCTAG-3"' (SEQ ID NO:16)

BB427: 5'-GCTGIGTTTCACCCAAGGTITTGTGCTGACCCTCTC-
CTGTGCTGGCTTCTTCCCAGCTGTGC-3" (SEQ ID NO:17)

Isolamento de homélogos de ADNc de receptor SNORF25 de outras

espécies

Pode isolar-se uma sequéncia de 4&cido nucleico que
codifica wum ADNc de receptor SNORF25 de outras espécies
utilizando técnicas e abordagens de biologia molecular padréao
tal como as descritas abaixo:
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Abordagem n.° 1: Pode rastrear—-se uma biblioteca gendmica
(por exemplo, cosmideo, fago, P1l, BAC, YAC) gerada da espécie
de interesse com uma sonda oligonucleotidica marcada com °°P
correspondendo a um fragmento de receptores SNORF25 humano ou
de rato cuja sequéncia se mostra nas figuras 1A-1B e 3A-3B
para isolar um clone gendmico. A sequéncia completa pode ser
obtida por sequenciacado deste clone gendmico. Caso estejam
presentes um ou mais intrdes no gene, o0 gene completo sem
intrdes pode ser obtido a partir de ADNc utilizando técnicas
padrdao de biologia molecular. Por exemplo, um iniciador de PCR
em sentido concebido na 5’UT e um iniciador de PCR inverso
concebido na 3’'UT pode ser utilizado para amplificar um
receptor sem 1intrdes completo a partir de ADNc. Podem
utilizar-se técnicas de Dbiologia molecular padrao para
subclonar este gene para um vector de expressdao de mamifero.

Abordagem n.° 2: Podem ser utilizadas técnicas de biologia
molecular padrao para rastrear bibliotecas de fago de ADNc
comercial da espécie de interesse por hibridacdao em condic¢des
de rigor baixas com uma sonda oligonucleotidica marcada com
p correspondente a um fragmento das sequéncias apresentadas
nas figuras 1A-1B ou 3A-3B. Pode isolar-se um receptor SNORF25
completo por obtencdo de um clone de placa purificado de
bibliotecas lambda e seguidamente sujeitando o <clone para
dirigir sequenciacdo de ADN. Alternativamente, poderiam ser
utilizadas técnicas de biologia molecular padrao para rastrear
bibliotecas de plasmideo de ADNc por amplificacdo por PCR de
conjuntos de Dbibliotecas wutilizando iniciadores concebidos
contra uma sequéncia homéloga de uma espécie parcial. Pode
isolar-se um clone completo por hibridacdo de Southern de
decalques de coldbénias de conjuntos positivos de uma sonda
oligonucleotidica com *°P.

Abordagem n.° 3: Pode utilizar-se RACE 3’ e 5’ para gerar
produtos de PCR a partir de ADNc derivado da espécie de
interesse que expressa SNORF25 que contém a sequéncia
adicional de SNORF25. Estes produtos de PCR RACE podem ser
entdao sequenciados para determinar a sequéncia adicional. Esta
nova sequéncia é entdo utilizada para conceber um iniciador de
PCR em sentido na 5’UT e um iniciador inverso na 3’UT. Estes
iniciadores sao entao utilizados para amplificar um clone de
SNORF25 completo a partir de ADNc.
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Sao exemplos de outras espécies, entre outros, ratinho,
cao, burro, hamster e porquinho-da-india.

Células hospedeiras

Pode utilizar-se uma vasta variedade de células
hospedeiras para estudar proteinas expressas de forma
heterdloga. Estas células incluem, entre outras, linhas
celulares de mamifero, tais como; Cos-7, CHO, LM(tk-), HEK293,
etc.; linhas celulares de insecto, tais como; Sf9, Sf21, etc.;
células de anfibio, tais como odécitos de Xenopus; estirpes de
leveduras variadas; estirpes de células bacterianas variadas;
e outras. As condicbdes de cultura para cada um destes tipos de
células sado especificas e sao conhecidas dos peritos na arte.
As células utilizadas para expressar receptor SNORF25 foram
células Cos-7 e células de ovario de hamster chinés (CHO).

Cultivam-se células COS-7 em placas de 150 mm em DMEM com
suplementos (meio Eagle modificado da Dulbecco com soro de
vitelo a 10%, glutamina 4 mM, penicilina a 100
unidades/ml/estreptomicina a 100 ug/ml) a 37°C, CO, a 5%.
Sujeitam-se placas—-mae de células COS-7 a tripsinizacao e
dividem-se a 1:6 a cada 3-4 dias.

Cultivam-se as células CHO em placas de 150 mm em meio
F-12 de HAM com suplementos (soro de vitelo a 10%, L-glutamina
4 mM e penicilina a 100 unidades/ml/estreptomicina a
100 pg/ml) a 37°C, CO, a b5%. Sujeitam-se as placas-mde de
células CHO a tripsinizacdo e dividem-se a 1:8 a cada 3-
4 dias.

Expressao transitoéria

Pode expressar-se transitoriamente ADN que codifica
proteinas em estudo numa variedade de linhas celulares de
mamifero, insecto, anfibio, levedura, bactérias e outras por
vdrios métodos, tais como, entrega mediada por fosfato de
cdlcio, mediada por DEAE-dextrano, mediada por lipossoma,
mediada por virus, mediada por electroporagdao e entrega por
micro-injeccao. Cada um  destes métodos pode requerer
optimizacdo de diversos parédmetros experimentais dependendo do
ADN, 1linha <celular e do tipo de ensaio a ser utilizado
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subsequentemente. 0O método de electroporacao foi wutilizado
para transfectar transitoriamente varias linhas celulares com
ADNc de SNORF25.

Descreve—-se abaixo um protocolo tipico para o método de
electroporacao tal como aplicado a células Cos-7. Dividem-se
as células a serem utilizadas para transfecgcdao 24 horas antes
da transfeccdo para obter frascos qgque sao sub-confluentes na
altura de transfecc¢do. Recolhem-se células por tripsinizacéo,
ressuspendem-se no seu meio de cultura e contam-se. Suspendem-
se 5 x 10° células em 300 1l de DMEM e colocam-se numa cuvete
de electroporacgdo. Adiciona-se 8 pg de ADN receptor mais 8 ug
de qualquer ADN adicional necessario (por exemplo vector de
expressao de proteina G, construcdo de repdrter, marcador de
resisténcia a antibidtico, vector simulado, etc.) a suspensao
celular, coloca-se a cuvete num gerador de impulsos BioRad e
sujeita-se a um impulso eléctrico (parédmetros do gerador de
impulsos: voltagem 0,25 kV, capacitédncia 950 pF). Apds o
impulso, adiciona-se 800 pl de DMEM completo a cada cuvete e
transfere-se a suspensao para um tubo estéril. Adiciona-se
meio completo a cada tubo para uma concentracao celular final
de 1 x 10° células/100 pl. Plaqueiam-se entdo as células como
necessario, dependendo do tipo de ensaio a efectuar.

Expressdo estavel

Pode incorporar-se estavelmente ADN heterdélogo em células
hospedeiras, de modo que a célula expresse perpetuamente uma
proteina heterdloga. Os métodos para a entrega do ADN a uma
célula sao semelhantes aos descritos supra para expressao
transitéria mas ¢é necessdaria a co-transfeccdo de um gene
auxiliar para conferir resisténcia a fdrmacos as células
hospedeiras alvo. A resisténcia a farmacos resultante pode ser
explorada para seleccionar e manter células que absorveram o
ADN. Encontram-se disponiveis diversos genes de resisténcia
incluindo, entre outros, neomicina, canamicina e higromicina.
Para os propdsitos de estudos relativos ao receptor deste
invento, efectua-se tipicamente expressdo estdavel de uma
proteina receptora heterdloga em células de mamifero,
incluindo, entre outras, CHO, HEK293, LM(tk-), etc.
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Adicionalmente, podem wutilizar-se as linhas celulares
nativas que contém e expressam naturalmente as sequéncias de
dcido nucleico para o receptor sem a necessidade de modificar
racionalmente o complementar do receptor.

Preparacdes de membranas

As membranas celulares que expressam a proteina receptora
de acordo com este invento sao Uteis para determinados tipos
de ensaios incluindo, entre outros, ensaios de ligacdo de
ligando, ensaios de ligacao de GTP-y-S e outros. As
especificidades de preparacao de tais membranas celulares
podem em alguns casos ser determinadas pela natureza do ensaio
subsequente mas envolvem tipicamente recolha de células
inteiras e ruptura de um sedimento de células por ultra-sons
em tampdao gelado (por exemplo Tris-HC1 20 mM, EDTA 5 mM,
pH 7,4). O lisado celular impuro resultante é purificado de
residuos celulares por centrifugacdo a baixa velocidade a
200 x g durante 5 min a 4°C. O sobrenadante purificado é entéo
centrifugado a 40 000 x g durante 20 min a 4°C e lava-se 0
sedimento membranar resultante por suspensdo em tampao gelado
e repeticdao da etapa de centrifugacdo a alta velocidade.
Suspende-se o sedimento membranar lavado final em tampdo de
ensaio. Determinam-se as concentracdes de proteina pelo método
de Bradford (1976) wutilizando albumina de soro bovino como
padrao. As membranas podem ser utilizadas imediatamente ou

congeladas para utilizacao posterior.

Geracgao de baculovirus

A regidao de codificacdo de ADN que codifica o receptor
humano aqui revelado pode ser subclonada para pBlueBacIII em
locais de restricao existentes ou locais concebidos
racionalmente nas sequéncias a 5’ e 3’ da regiao de
codificacdao dos polipéptidos. Para gerar baculovirus, podem
co-transfectar-se 0,5 pg de ADN virico (BaculoGold) e 3 ng de
construcgao de ADN que codifica um  polipéptido para
2 x 10° células Sf9 de insecto Spodoptera frugiperda pelo
método de co-precipitacdo de fosfato de calcio, como resumido
por Pharmingen (em *“Baculovirus Expression Vector System:
Procedures and Methods Manual”). As células sao entao
incubadas durante 5 dias a 27°C.
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Pode recolher-se o sobrenadante da placa de co-transfeccao
por centrifugacgao e purificar-se a placa de virus
recombinante. Os procedimentos para infectar células com virus
para preparar reservas de virus e para titular as reservas de
virus sao descritos no manual da Pharmingen.

Ensaios de ligacgd@o com ligando marcado

Podem utilizar-se as células que expressam o receptor de
acordo com este invento ©para rastrear ligandos ©para o0s
referidos receptores, por exemplo, através de ensaios de
ligagao com ligando marcado. Uma vez identificado um ligando
podem utilizar-se os mesmos ensaios para identificar agonistas
ou antagonistas do receptor que podem ser utilizados para
vadrios objectivos terapéuticos.

Numa concretizacao, colocam-se ligandos marcados em
contacto com preparacdes membranares ou células intactas que
expressam o receptor em placas de microtitulacdo multi-pocos,
conjuntamente com compostos naoc marcados e tampao de ligacéao.
Incubam-se as misturas reaccionais de ligacao durante
intervalos e temperaturas determinados como dptimas em ensaios
de ligacédo de equilibrio independentes. A reaccdo é parada por
filtracdo através de filtros GF/B, utilizando um dispositivo
de recolha de células ou por medicdo directa do ligando
ligado. Se o ligando estiver marcado com um isdtopo
radioactivo, tal como °H, *‘c, 1, °*°s, °*p, P, etc., o
ligando ligado pode ser detectado por utilizacgdo de contagem
de cintilagdao em liquido, proximidade de cintilagdao ou
qualguer outro método de deteccdao para isdétopos radiocactivos.
Se o ligando estiver marcado com um composto fluorescente, o
ligando marcado ligado por ser medido por métodos tais como,
entre outros, intensidade de fluorescéncia, fluorescéncia
resolvida no tempo, polarizacao de fluorescéncia,
transferéncia de fluorescéncia ou espectroscopia de correlacao
de fluorescéncia. Desta forma, podem ser identificados
compostos agonistas ou antagonistas que se ligam ao receptor
dado que 1inibem a 1ligacdo do ligando marcado a proteina
membranar ou células 1intactas que expressam O receptor.
Define-se ligacdo nao especifica como a quantidade de ligando
marcado que permanece apds incubacdo da proteina membranar na
presenca de uma concentracao elevada (por exemplo, 100-1000 X
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Kp) de ligando nao marcado. Em ensaios de ligacao de saturacao
de equilibrio, incubam-se preparacdes membranares ou células
intactas transfectadas com O receptor na presenca de
concentracdes crescentes do composto marcado para determinar a
afinidade de 1ligacdo do ligando marcado. As afinidades de
ligacao de compostos nao marcados podem ser determinadas em
ensaios de ligacao de equilibrios competitivos, utilizando uma
concentracdo fixa do composto marcado na presenca de varias
concentracgdes dos ligandos de deslocamento.

Ensaios funcionais

Podem utilizar-se células que expressam o ADN de receptor
SNORF25 para rastrear ligandos para receptor SNORF25
utilizando ensaios funcionais. Uma vez identificado um
ligando, podem utilizar-se os mesmos ensaios para identificar
agonistas ou antagonistas do receptor SNORF25 que podem ser
utilizados para varios objectivos terapéuticos. E bem
conhecido dos peritos na arte que a sobre-expressdao de um GPCR
pode resultar na activacadao constitutiva de vias de sinalizacéo
intracelular. Da mesma forma, a sobre-expressao do receptor
SNORF25, em qualquer linha celular tal como descrito supra,
pode resultar na activacdo das respostas funcionais descritas
abaixo e podem utilizar-se qualquer dos ensaios agqui descritos
para rastrear ligandos agonistas e antagonistas do receptor
SNORF25.

Pode utilizar-se uma vasta gama de ensaios para rastrear a
presenca de ligandos de receptor SNORF25. Estes ensaios vao
desde medicgdes tradicionais de acumulacdo total de fosfato de
inositol, niveis de AMPc, mobilizacdo de cdalcio intracelular e
correntes de potdssio, por exemplo, a sistemas que medem estes
mesmos segundos mensageiros mas que foram modificados ou
adaptados para ser de mais alto rendimento, mais genéricos e
mais sensiveis; a ensaios baseados em células qgue relatam
eventos celulares mais genéricos resultantes de activacao de
receptor, tais como alteracdes metabdlicas, diferenciacao,
divisdo/proliferacdao celular. Segue-se a descricdo de varios
tais ensaios.
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Ensaio de AMP ciclico (AMPc)

A estimulacdo ou inibicdo de formacdo de AMP ciclico
(AMPc) mediada por receptor pode ser ensaiada em células que
expressam 0S8 receptores. Plaqueiam-se células em placas de 96
pPocos ou outros recipientes e pré-incubam-se num tampdo tal
como solucgao salina tamponada com HEPES (NaCl (150 mM), CaCl.
(1 mM), KC1 (5 mM), glicose (10 mM)) suplementado com um
inibidor de fosfodiesterase tal como teofilina 5 mM, com ou
sem mistura de inibidor de protease (por exemplo, uma mistura
de inibidor tipica contém aprotinina a 2 pg/ml, leupeptina a
0,5 mg/ml e fosforamidon a 10 pg/ml) durante 20 min a 37°C, em
CO, a b5%. Adicionam-se o0s compostos de ensaio com ou sem
forscolina 10 mM e incubam-se durante 10 min adicionais a
37°C. Aspira-se entdo o meio e para-se a reaccao por adicdo de
HC1 100 mM ou outros métodos. Armazenam-se as placas a 4°C
durante 15 min e mede-se o teor de AMPc na solugao de paragem
por radioimunoensaio. A radiocactividade pode ser quantificada
utilizando um contador gama equipado com utilitdrio de reducgéo
de dados. Podem efectuar-se modificacgdes especificas para
optimizar o ensaio para o receptor ou para alterar o método de
deteccao de AMPc.

Fnsaio de libertacdo de acido araquiddnico

Inoculam-se células que expressam o receptor em placas de
96 pogos ou outros recipientes e cultivam-se durante 3 dias em
meio com suplementos. Adiciona-se “H-dcido araquidénico
(actividade especifica = 0,75 pCi/ml) como uma aliquota de
100 pl a cada pogo e incubam-se as amostras a 37°C, CO, a 5%
durante 18 horas. Lavam-se as células marcadas trés vezes com
meio. Enchem-se o0s pogos com meio e inicia-se o ensaio com a
adicdo de compostos de ensaio ou tampdao num volume total de
250 pl. Incubam-se as células durante 30 min a 37°C, CO, a 5%.
Transferem-se 0Ss sobrenadantes para uma placa de
microtitulagdao e evapora-se a secura a 75°C numa estufa de
vacuo. Dissolvem-se entdo as amostras e ressuspendem-se em
25 pl de &gua destilada. Adiciona-se cintilante (300 nl) a
cada pogo e contam-se as amostras para ’H num leitor de placas
Trilux. Analisam-se os dados utilizando regressao nao linear e
técnicas estatisticas disponiveis no pacote GraphPAD Prism
(San Diego, CA).
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Ensaio de fosfato de inositol

Pode avaliar-se a activacdo mediada por receptor SNORF25
das vias de segundo mensageiro de fosfato de inositol (IP) por
medicdo radiométrica de produtos IP.

Plaqueiam-se células num ensaio em formato de microplacas
de 96 pocos a uma densidade de 70 000 células por pogo e
deixa-se incubar durante 24 horas. Marcam-se entao as células
com 0,5 pCi de [°H]-mio-inositol durante a noite a 37°C, CO, a
5%. Imediatamente antes do ensaio, remove—-se O melio e
substitui-se com 90 pl de PBS contendo LiCl 10 mM. Incubam-se
entdo as placas durante 15 min a 37°C, CO; a 5%. A seguir a
incubacgdao, provocam-se células com agonista (10 pl/pocgo;
concentracdo 10x) durante 30 min a 37°C, CO, a 5%. Termina-se
a provocacao por adicdo de 100 pl de acido tricloroacético a
50% v/v, seguido por incubacdo a 4°C durante mais de 30
minutos. Isola-se IP totais do lisado por cromatografia de
permuta idnica. Sucintamente, transfere-se o conteudo lisado
dos pocos para uma placa de filtro Multiscreen HV (Millipore)
contendo Dowex AGl-X8 (200-400 mesh, forma de formato).
Preparam-se as placas de filtro por adicdo de 100 pul de
suspensdo de Dowex AGl-X8 (50% v/v, &gua:resina) a cada poco.
Colocam-se as placas de filtro num tubo de distribuicdo de
vacuo para lavar ou eluir o leito da resina. Cada poco é
primeiramente lavado 2 vezes com 200 pl de mio-inositol 5 mM.
Eluem-se os fosfatos de [’H]-inositol totais com 75 pul de
solucdo de formato de amdénio 1,2 M/acido fdérmico 0,1 M para
placas de 96 pogos. Adiciona-se 200 pl de mistura de
cintilacdo a cada pogo e determina-se a radioactividade por
contagem de cintilacdo em liquido.

Ensaios de mobilizacdo de cdédlcio intracelular

A concentracdo de calcio 1livre intracelular pode ser
medida por micro-espectrofluorimetria wutilizando o corante
indicador fluorescente Fura-2/AM (Bush et al, 1991). Inoculam-
se células que expressam O receptor para uma placa de cultura
de 35 mm contendo uma insercdo de lamela de vidro e deixam-se
aderir durante a noite. Lavam-se entdo as células com HBS e
carregam-se com 100 pl de Fura-2/AM (10 uM) durante 20 a
40 min. Apdés lavagem com HBS para remover a solugdo de
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Fura-2/AM, equilibram-se as células em HBS durante 10 a
20 min. Visualizam-se entdao as células com uma objectiva 40X
num microscdépio Leitz Fluovert FS e determina-se a emissao de
fluorescéncia a 510 nM com comprimentos de onda de excitacao
alternado entre 340 nM e 380 nM. Os dados de fluorescéncia néo
tratados foram convertidos em concentracdes de cédlcio
utilizando curvas padrdao de concentracdo de calcio e
utilitdrios de técnicas de andlise.

Noutro método, a medicdo de cdalcio intracelular também
pode ser efectuada num formato de 96 pogcos (ou mais) e com
indicadores sensiveis a cdlcio alternativos, sendo exemplos
preferidos: aequorina, Fluo-3, Fluo-4, Fluo-5, Verde-1 de
cdlcio, Verde de Orégdo e 488 BAPTA. Apds activacdo dos
receptores com ligandos agonistas a emissdo induzida pela
alteracdo da concentracdo de cdlcio intracelular € medida por
um  lumindémetro ou 1magem de fluorescéncia; um exemplo
preferido é o leitor de placas de imagem de fluorescéncia
(FLIPR) .

Plagqueiam-se as células que expressam o receptor de
interesse em placas de 96 pogos transparentes e de fundo plano
com paredes pretas (Costar) a uma densidade de 80 000-
150 000 células por pogo e deixam-se incubar durante 48 h, CO;
a 5%, 37°C. Aspira-se o meio de cultura e adiciona-se 100 pl
de meio de carga contendo o corante fluo-3 a cada pogo. O meio

de carga contém: BSS de Hank (sem vermelho de fenol) (Gibco),
HEPES 20 mM (Sigma), BSA a 0,1 ou 1% (Sigma), mistura de
corante/adcido plurdnico (por exemplo Flou-3 1 mM, AM

(Molecular Probes) e &cido plurdnico a 10% (Molecular Probes)
misturado 1imediatamente antes de utilizacdo) e probenecida
2,5 mM (Sigma) (preparada de fresco). Deixam-se as células
incubar durante cerca de 1 hora, CO, a 5%, 37°C.

Durante a incubacdo de carga de corante, prepara-se a
placa de composto. Diluem-se os compostos em tampdo de lavagem
(BSS de Hank (sem vermelho de fenol), HEPES 20 mM, probenecida
2,5 mM) para uma concentracado final 4X e separa-se em
aliquotas para uma placa transparente de fundo em v (Nunc).
Apds a incubacgdo, lavam-se as células para remover O eXCesSso
de corante. Utiliza-se um lavador de placas Denley para lavar
suavemente as células 4 vezes e deixa-se um volume final de
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100 pl de tampao de lavagem em cada pog¢o. Coloca-se uma placa
de células no tabuleiro central e coloca-se a placa de
compostos no tabuleiro direito do FLIPR. O utilitdrio de FLIPR
é preparado para a experiéncia, efectua-se a experiéncia e
obtém-se os dados. Os dados sao entdo analisados utilizando
uma folha de cdlculo do utilitdrio excel.

Identificam-se ligandos antagonistas por inibicdo do sinal
induzido pelos ligandos agonistas.

Ensaio funcional de GTPyS

Suspendem-se membranas de células que expressam O receptor
em tampao de ensaio (por exemplo, Tris 50 mM, NaCl 100 mM,
MgCl, 5 mM, GDP 10 uM, pH 7,4) com ou sem inibidores de
protease (por exemplo, bacitracina a 0,1%). Incubam-se as
membranas em gelo durante 20 minutos, transferem-se para uma
placa de filtro GF/C de microtitulacgdo de 96 pogos Millipore e
misturam-se com GTPY%S (por exemplo, 250 000 cpm/amostra,
actividade especifica =1000 Ci/mmol) mais ou menos GTPyS néo
marcado (concentragao final = 100 uM). Concentracdo final de
proteina membranar = 90 ug/ml. Incubam-se as amostras na
presenca ou auséncia dos compostos de ensaio durante 30 min. A
temperatura ambiente, seguidamente filtram-se num tubo de
distribuigdo de vacuo Millipore e lavam-se trés vezes com
tampao de ensaio frio (4°C). As amostras recolhidas na placa
de filtro sdo tratadas com cintilante e conta-se °°S num
contador de cintilacdo em liguido Trilux (Wallac). Espera-se
obter resultados déptimos quando a preparacgdao de receptores de
membrana ¢é derivada de um sistema de expressao heterdlogo
concebido racionalmente de forma adequada, ou seja, um sSistema
de expressao que resulta em elevados niveis de expressao do
receptor e/ou que expressa proteinas G com elevadas taxas de
débito catalitico (para a permuta de GTP por GDP). Sao bem
conhecidas dos peritos na arte ensaios de GTPyS e considera-se
que se podem utilizar variacgdes do método descrito supra, tal
como descritas por Tian et al. (1994) ou Lazareno e Birdsall
(1993).
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Ensaio microfisiométrico

Dado gque o metabolismo celular estd intrincadamente
envolvido numa vasta gama de eventos celulares (incluindo
activacdo de receptor de varias vias de mensageiro), a
utilizagcdo de medigdes microfisiométricas de metabolismo
celular pode, em principio, proporcionar um ensaio genérico de
actividade celular resultante da activacdo de qualquer
receptor independentemente das especificidades da via de
sinalizacado do receptor.

As orientacbes gerais ©para expressao transitdria de
receptor, preparacao celular e registo microfisiométrico sao
descritos noutro sitio (Salon, J. A. e Owicki, J. A., 1996).
Tipicamente, recolhem-se células que expressam receptores e
inoculam-se a 3 x 10° células por capsula de microfisidémetro
em meio completo, 24 h antes de uma experiéncia. Substitui-se
o meio com meio isento de soro 16 horas antes de registar,
para minimizar estimulagdao metabdlica nado especifica por
factores de soro variados e mal definidos. No dia da
experiéncia, transferem-se as cdpsulas de células para o
microfisidémetro e deixam-se equilibrar em meio de registo
(tampao baixo RPMI 1640, sem bicarbonato, nem soro (Molecular
Devices Corporation, Sunnyvale, CA) contendo BSA isenta de
dcidos gordos a 0,1%), durante a qual se estabelece a medicao
da linha de base da actividade metabdlica basal.

Um protocolo de registo padrdo especifica um caudal de
100 pl/min, com um ciclo de bomba de um total de 2 min que
inclui uma interrupcédo de fluxo de 30 s durante o qual se mede
a taxa de acidificacdao. A provocacgao de ligando envolve uma
exposicdo de 1 min 20 s a amostra imediatamente antes de se
efectuar a primeira medicédo de taxa pds-provocacdo, seguido
por dois ciclos de bomba adicionais durante um total de 5 min
20 s de exposicado de amostra. Tipicamente, apresentam-se o0s
fdrmacos a células num rastreio primdrio a uma concentracéo
final de 10 uM. Efectuam-se entdao experiéncias de seguimento
para examinar a dependéncia com a dose dos compostos activos
por provocagao sequencial das células com uma gama de
concentracdes de fadrmaco superior a quantidade necessaria para
gerar respostas desde o limiar inferior aos niveis maximos.

Lavam-se entdo as amostras de ligando e expressam-se as taxas
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de acidificacao registadas como uma percentagem de aumento da
resposta de pico relativamente a taxa de 1linha de base
verificada imediatamente antes de provocacéao.

Ensaio de MAP quinase

Pode monitorar—-se MAP quinase (quinase activada por
mitogénio) para avaliar a activacao de receptor. A MAP quinase
é¢ inactivada por varias vias numa célula. Um modo primédrio de
activacdo envolve a via ras/raf/MEK/MAP guinase. Os receptores
de factor de crescimento (tirosina guinase) alimentam esta via
através de SHC/Grb-2/S0S/ras. Sabe-se também que o0s receptores
acoplados a Gi activam ras e produzem subsequentemente uma

activacdo de MAP guinase. Os receptores que activam
fosfolipase C (tal Como acoplados a Gg/G1l1) produzem
diacilglicerol (DAG) em consequéncia de hidrdélise de

fosfatidil-inositol. DAG activa proteina gquinase C que por seu
lado fosforila MAP guinase.

A activacdo de MAP quinase pode ser detectada através de
vdrias abordagens. Uma abordagem baseia-se numa avaliacdo do
estado de fosforilacao, quer nao fosforilado (inactivo), quer
fosforilado (activo). A  proteina fosforilada tem uma
mobilidade menor em SDS-PAGE e pode assim ser comparada com a
proteina nao estimulada utilizando transferéncia de Western.
Alternativamente, estdo disponiveis anticorpos especificos
para a proteina fosforilada (New England Biolabs) que podem
ser utilizados para detectar um aumento da quinase
fosforilada. Em qualquer dos métodos, estimulam-se células com
o composto de ensaio e seguidamente extraem-se com tampao
Laemmli. Aplica-se a fracgao soluvel num gel de SDS-PAGE,
transferem-se as proteinas electroforeticamente para
nitrocelulose ou Immobilon. Detectam-se as bandas
imunorreactivas pela técnica de hibridacao de Western padrao.
Registam-se o0s sinais visiveis ou gquimioluminescentes em

pelicula e podem ser quantificados por densitometria.

Outra abordagem baseia-se na avaliacdo da actividade de
MAP guinase através de um ensaio de fosforilagdo. Estimulam-se
as células com o composto de ensaio e prepara-se um extracto
soluvel. O extracto é incubado a 30°C durante 10 min com gama-
’P_ATP, um sistema de regeneracdo de ATP e um substrato
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especifico para MAP quinase, tal como proteina estdvel a acido
e calor fosforilada regulada por insulina ou PHAS-I. Termina-
se a reaccado pela adicdo de H3PO, e transferem-se as amostras
para gelo. Transfere-se uma aliquota para papel de
cromatografia Whatman P81, que retém a proteina fosforilada.
Lava-se o papel de cromatografia e conta-se *P num contador
de cintilagcdo de 1liquido. Alternativamente, incuba-se o
extracto celular com gama—”P—ATP, um sistema de regeneracéao
de ATP e proteina Dbasica mielina Dbiotinilada ligada por
estreptavidina a um suporte de filtro. A proteina basica de
mielina é um substrato para MAP quinase activada. A reaccado de
fosforilacao ¢é efectuada durante 10 min a 30°C. O extracto
pode ser entdo aspirado através do filtro, gue retém a
proteina basica de mielina fosforilada. Lava-se o filtro e
conta-se “’P por contagem de cintilacdo de liquido.

Ensaio de proliferacao celular

A activacdo de receptor do receptor pode levar a uma
resposta mitogénica ou proliferativa que pode ser monitorizada
por absorcdo de °H-timidina. Quando se incubam as células
cultivadas com 3H—timidina, a timidina desloca-se para oS
nucleos onde é fosforilada a timidina-trifosfato. o)
nucledétido-trifosfato é entdo incorporado no ADN celular a uma
velocidade que € proporcional a velocidade de crescimento
celular. Tipicamente, cultivam-se células numa cultura durante
1-3 dias. Forgcam-se as células até quiescéncia por remocgao de
soro durante 24 h. Adiciona-se entdo um agente mitogénico ao
meio. Vinte e quatro horas mais tarde, incubam-se células com
H-timidina com actividades especificas na gama de 1 a
10 pCi/ml durante 2-6 h. 0Os procedimentos de recolha podem
envolver tripsinizacdo e armadilha de células por filtragdo em
filtros de GF/C com ou sem uma incubacdo prévia em TCA para
extrair timidina soluvel. Processam-se  0s filtros com
cintilante e conta-se °H por contagem de cintilacdo de
liquido. Alternativamente, fixam-se células aderentes em MeOH
ou TCA, lavam-se com agua e solubilizam-se em desoxicolato a
0,05%/Na0OH 0,1 N. Transfere-se o extracto soluvel para frascos
de cintilacdo e conta-se °H por contagem de cintilacdo de
ligquido.
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Alternativamente, pode ensaiar-se proliferacao celular por
medicdo da expressao de um produto génico enddgeno ou
heterdlogo, expresso por uma linha celular utilizada para
transfectar o receptor, gque pode ser detectado por métodos tal
como, entre outros, intensidade de fluorescéncia, actividade
enzimdtica, imunorreactividade, hibridacdo de ADN, reaccao de
polimerizacdo em cadeia, etc.

Ensaios de segundo mensageiro promiscuo

Nao € possivel prever a priori e com base apenas na
sequéncia GPCR, quais das varias diferentes vias de
sinalizagao <celular serdao utilizadas naturalmente por um
determinado receptor. E possivel contudo aproveitar receptores
de diferentes classes funcionais para sinalizar através de uma
via pré-seleccionada, através da utilizacao de subunidades Gq
promiscuas. Por exemplo, proporcionando uma subunidade G;
promiscua fornecida endogenamente (subunidade tal como Ggs ou
Gaise Ou uma subunidade quimérica Gy, tal como Gug,, um GPCR, que
normalmente prefere acoplar através de uma via de sinalizacao
especifica (por exemplo, Gs, Gi, Gy, Go, etc.)) a um sistema de
ensaio de receptor baseado em células pode fazer-se acoplar
através da via definida pela subunidade G, promiscua e através
de activacado de agonista produzir o segundo mensageiro
associado com essa via da subunidade. No caso de Ggis, Ggig €/0u
Guagz tal envolveria activagdo da via Gy e produgado do segundo
mensageiro IP3. Através da utilizagdao de estratégias e
ferramentas semelhantes, ¢é possivel desviar a sinalizacédo de
receptor para vias que produzem diferentes segundos
mensageiros tal como Ca'’, AMPc e correntes de K', por exemplo
(Milligan, 1999).

Consequentemente, a interaccdo promiscua da subunidade G,
fornecida endogenamente com o receptor torna desnecessario
efectuar um ensaio diferente para cada via de sinalizacao
possivel e aumenta as hipdteses de detectar um sinal funcional
por activacao de receptor.

Métodos para registar correntes em odcitos de Xenopus

Recolhem-se oécitos de Xenopus laevis e 1injectam-se com
produtos de transcricdo de ARNm tal como descrito previamente
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(Quick e Lester, 1994; Smith et al., 1997). O receptor de
ensaio deste invento e os produtos de transcricdo de ARN da
subunidade Go sdao sintetizados wutilizando a T7 polimerase
(“Message Machine”, Ambion) a partir de plasmideos
linearizados ou produtos de PCR contendo a regiao de
codificacdao completa dos genes. Injectam-se os odécitos com
10 ng de ARN de receptor sintético e incubam-se durante 3-
8 dias a 17 graus. Trés a oito horas antes do registo,
injectam-se odécitos com 500 pg de ARNm de subunidades Guo
promiscuas de modo a observar acoplamento a correntes de Cl°
activadas por Ca''. Efectua-se bloqueamento de voltagem com
dois eléctrodos (Axon Instruments Inc.) utilizando
microeléctrodos de vidro cheios com KCl 3 M, com resisténcias
de 1-2 MOhm. Salvo indicacdo em contrdrio, blogqueia-se a
voltagem em odécitos a um potencial constante de -80 mv.
Durante o registo, banham-se os odécitos em fluxo continuo (1-
3 ml/min) de meio contendo NaCl 96 mM, KCl 2 mM, CaCl, 1,8 mM,
MgCl, 1 mM e HEPES 5 mM, pH 7,5 (ND96). Aplicam-se os farmacos
quer por perfusao local de um tubo capilar de vidro de 10 pul
fixado a uma disténcia de 0,5 mm do odcito, quer por mudanca
para uma série de linhas de perfusdao de alimentacgcdao por
gravidade.

Podem injectar-se outros odcitos com uma mistura de ARNm
de receptor e ARNm sintético que codifica os genes para canais
rectificadores para o interior activados por proteina G (GIRK1
e GIRK4, patentes U.S. N.° 5 734 021 e 5 728 535 ou GIRK1l e
GIRKZ2) ou quaisquer outras combinac¢des adequadas (consultar,
por exemplo, Inanobe et al., 1999). Podem obter-se o0s genes
que codificam proteina G de canais de K' rectificadores para o
interior (GIRK) canais 1, 2 e 4 (GIRK1l, GIRK2 e GIRK4) por PCR
utilizando as sequéncias publicadas (Kubo et al., 1993; Dascal
et al., 1993; Krapivinsky et al., 1995 e 1995b) para derivar
iniciadores 5’ e 3’ adequados. Pode wutilizar—-se ADNc de
coracao ou cérebro humano como molde conjuntamente com
iniciadores adequados.

A expressao heterdloga de GPCR em odcitos de Xenopus tem
sido vastamente utilizada para determinar a identidade das
vias de sinalizacdo activadas por estimulacdo com agonista
(Gundersen et al., 1983; Takahashi et al., 1987). A activacéao
da via de fosfolipase C (PLC) é ensaiada por aplicacdo de um
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composto de ensaio em solucdo ND96 a odbcitos previamente
injectados com ARNm para o receptor SNORF25 e determinando as
correntes ©para o interior a um potencial <constante de
aproximadamente -80 mV. O aparecimento de correntes gue
invertem a -25 mV e apresentam outras propriedades do canal de
Cl activado por Ca'" é indicativo de activacdo de receptor de

PLC e libertacdo de IPs; e Ca'’ intracelular. Tal actividade ¢é
apresentada por GPCR que acoplam a Gg ou Gii.

O envolvimento da classe de proteinas G, Gi,, em correntes
de Cl activadas por Ca'’ estimuladas por GPCR avalia-se
utilizando PTX, uma toxina que inactiva a proteinas G, Gi/s.
Injectam-se odcitos com 25 ng de PTX/odécito e avalia-se
subsequentemente a modulacdao de correntes de Cl activadas por
Ca'’ pelo receptor SNORF25 apds 2-5 h.

A elevacao de AMPc intracelular pode ser monitorizada em
obcitos por expressao do regulador de conduténcia
transmembranar de fibrose quistica (CFTR) cujo poro selectivo
a Cl abre em resposta a fosforilacdao por proteina gquinase A
(Riordan, 1993). De modo a preparar produtos de transcricao de
ARN para expressao em o06citos, cria-se um molde por PCR
utilizando iniciadores 5’ e 3’ derivados da sequéncia
publicada do gene CFTR (Riordan, 1993). O iniciador 5’ incluiu
a sequéncia de codificacdo de T7 polimerase de modo a ser
possivel gerar produtos de transcricado directamente dos
produtos de PCR sem clonagem. Injectaram-se odcitos com 10 ng
de ARNm de CFTR além de 10-15 ng de ARNm de SNORF25. Os
registos electrofisioldégicos foram efectuados em solugdao ND96
apdés uma incubacdo de 2-3 dias a 18°C. Registaram-se as
correntes com bloqueamento de voltagem com eléctrodo duplo
(Axon Instruments Inc.) com microeléctrodos de vidro cheios
com KCl 3 M com resisténcias de 1-2 Mohm. Salvo indicacédo em
contrario, bloqueia-se a voltagem dos odécitos a um potencial
constante de -80 mV. Durante o registo, banham-se os odécitos
em fluxo continuo (1-3 ml/min) de meio contendo NaCl 96 mM,
KCl 2 mM, CaCl, 1,8 mM, MgCl, 1 mM e HEPES 5 mM, pH 7,5
(ND96) . Aplicam-se os farmacos quer por perfusdo local de um
tubo capilar de vidro de 10 pl fixado a uma disténcia de
0,5 mm do odcito, quer por mudanca para uma série de linhas de
perfusao de alimentacdo por gravidade.
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A activacao de proteina G, G; e G, pode ser monitorizada
por medicdo da actividade de canais de K’ (potdssio)
rectificadores para o interior (GIRK). A actividade pode ser
monitorizada em odcitos que foram co-injectados com ARNm gue
codificam o receptor de mamifero mais as subunidades GIRK. Os
produtos génicos GIRK montam-se conjuntamente para formar um
canal de potédssio activado por proteina G que se sabe ser
activado (ou seja, estimulado) por varios GPCR que acoplam a
Gi ou G, (Kubo et al., 1993; Dascal et al., 1993). Os odécitos
que expressam o receptor de mamifero mais as subunidades GIRK
sdao ensaiados para sensibilidade a composto de ensaio por
medicdo de correntes de K' em solucdo de K' elevado, contendo
K' 49 mM.

Localizagdo de ARNm que codifica SNORF25 humano e de rato.

Métodos: RT-PCR quantitativo utilizando uma sonda fluorogénica
com detecgdo em tempo real.

Utilizou-se RT-PCR quantitativo com sondas fluorogénicas e
um painel de ARNm extraido de tecido humano e de rato para
caracterizar a localizacgao de ARN humano e de rato de SNORF25.

Este ensaio utiliza dois oligonucledtidos para
amplificacgao por PCR convencional e um terceiro
oligonucledétido sonda especifico que € marcado com um repdrter
na extremidade 5’ e um agente de extincdo na extremidade 3’ do
oligonucledétido. No presente invento, utilizaram-se os dois
repdérteres FAM (6-carboxifluoresceina) e JOE (6-carboxi-4,5-
dicloro-2, 7-dimetoxifluoresceina) e TAMRA (6-carboxi-4,7,2,7'-
tetrametilrodamina) foi o agente de extincdo. A medida que
progride a amplificacdo, o oligonucledétido sonda marcado
hibrida com a sequéncia génica entre os dois oligonucleédtidos
utilizados para amplificagdo. Utiliza-se a actividade de
nuclease de Tag, ou polimerase de ADN termoestdvels rTth para
clivar a sonda marcada. Tal separa o agente de extincdo do
repdrter e gera um sinal fluorescente que ¢é directamente
proporcional a gquantidade de amplicdo gerado. Esta sonda
marcada confere um elevado grau de especificidade. Nao ¢é
detectada amplificacdo nao especifica dado que a sonda marcada
nao hibrida. Todas as experiéncias foram efectuadas num
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sistema de deteccdo de sequéncia PE7700 (Perkin Elmer, Foster
City, CA).

RT-PCR quantitativa

Para a detecgado de ARN que codifica SNORF25, efectuou-se
RT-PCR quantitativo em ARNm extraido de tecido. As reaccgldes de
transcricdo inversa e PCR foram efectuadas em volumes de 50 ul
utilizando ADN polimerase termoestdvel rTth (Perkin Elmer).
Utilizaram-se iniciadores com as seguintes seqguéncias:

SNORF 25 humano:

Iniciador directo:
SNORF25H-765F
57"-CCTCTACCTAGTGCTGGAACGG—-3" (SEQ ID NO:18)

Iniciador i1nverso:
SNORF25H-868R
57" -GCTGCAGTCGCACCTCCT-3" (SEQ ID NO:19)

Sonda oligonucleotidica fluorogénica:
SNORF25H-814T

57 (6-FAM) -TCCCTGCTCAACCCACTCATCTATGCCTATT- (TAMRA) 3’ (SEQ ID NO:20)

SNORF25 de rato

Iniciador directo:
SNORF25R-231F
57"-GTGTAGCCTTCGGATGGCA-3" (SEQ ID NO:21)

Iniciador inverso:
SNORF25R-329R
57"-GGCTGCTTAATGGCCAGGTAC-3’" (SEQ ID NO:22)

Sonda oligonucleotidica fluorogénica:
SNORF25R—-278T
57" (6-FAM) -TCCTCACGGTCATGCTGATTGCCTTT—- (TAMRA) 3’ (SEQ ID NO:23)

Utilizando estes pares de iniciadores, o comprimento do
amplicdo é de 104 pb para SNORF25 humano e 99 pb para SNORF25
de rato. Cada reacgdo de RT-PCR continha 50 ng de ARNm. AS
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concentracgdes de oligonucledétido foram: 500 nM de iniciadores
directo e inverso e 200 nM de sonda fluorogénica. As
concentracgdes de reagentes de cada reaccao foram: dGTP; dATP;
dCTP cada 300 uM; UTP 600 uM; Mn(OAc); 3,0 mM; bicina 50 mM;
acetato de potédssio 115 mM, glicerol a 8%, 5 unidades de ADN
polimerase termoestdvel rTth e 0,5 unidades de uracilo-N-
glicosilase. O tampao para as reacgdes de RT-PCR continha
também um fluordéforo utilizado como referéncia passiva (ROX:
Perkin Elmer referéncia passiva de propriedade I). Todos o8
reagentes para RT-PCR (excepto ARNm e oligonucledtidos
iniciadores) foram obtidos de Perkin Elmer (Foster City, CA).
As reaccgbdes foram efectuadas utilizando o seguinte perfil de
ciclos térmicos: 50°C 2 min., 60°C 30 min., 95°C 5 min.,
seguido por 40 ciclos de: 94°C, 20 s, 62°C 1 min.

Os controlos positivos das reacgdes de PCR consistiram em
amplificacao da sequéncia alvo de uma construcado de plasmideo.
Construiram-se curvas padrao para quantificacdo utilizando o
gene SNORF25 humano com um vector de plasmideo ou ARN extraido
de péancreas como um molde para amplificacdo. Os controlos
negativos consistiram em brancos de ARNm, bem como brancos de
iniciador e ARNm. Para confirmar que o ARNm nao estava
contaminado com ADN gendmico, efectuaram-se reacgdes de PCR
sem transcrig¢do inversa utilizando ADN-polimerase Tag. A
integridade do ARN foi avaliada por amplificacdao de ARNm qgue
codifica ciclofilina ou gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase
(GAPDH) . Apds transcricao inversa e amplificacado por PCR,
analisaram-se os dados utilizando o utilitario de deteccdo de
sequéncias Perkin Elmer. O sinal fluorescente de cada pog¢o foi
normalizado wutilizando uma referéncia passiva interna e
ajustaram-se 0S dados a uma curva padrao para obter
quantidades relativas de expressao de ARNm de SNORF25.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Clonagem da sequéncia completa de SNORF25

Preparou-se ADN gendémico e ADNc a partir de véarios tecidos
(incluindo células GH1 e células Rinl4db) e sujeitou-se a PCR
MOPAC com dois iniciadores degenerados concebidos com base no
terceiro dominio transmembranar dos membros das familias de

receptores de galanina, somatostatina e opidides e no sétimo
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dominio transmembranar de membros da familia de receptores de
galanina. Verificou-se que trés produtos desta reacgao eram o
mesmo clone em qualquer das orientacdes (directa ou inversa),
que tem uma nova sequéncia que nao se encontra nas bases de
dados Genbank, SwissProtPlus, GSS, EST ou STS. Continha
homologia significativa com outros receptores acoplados a
proteina G conhecidos (~29% de identidade com o0s receptores de
dopamina D1, beta-adrenérgico 2b e 5-HT;r conhecidos; 34% de
identidade com o receptor de 5-HT4;). Esta sequéncia de
receptor foi posteriormente denominada SNORF25 e foi utilizada
para conceber iniciadores para amplificacdo rapida de
extremidades 5’ e 3’ de ADNc (RACE), tal como descrito na
seccdo de métodos supra. A reaccado 5’ RACE proporcionou
informacgao de sequéncia através do primeiro dominio
transmembranar e uma suposta sequéncia de codificacao
iniciando com metionina em quadro rodeado por um sequéncia de
consenso de kozak (ACCATGG).

A reacgdo de 3’ RACE proporcionou uma banda de 600 pb por
electroforese em gel de agarose. Esta banda foi subclonada
para um kit de <clonagem TA e sequenciaram-se as coldnias
isoladas. A sequéncia destes produtos revelou a presenga de um
coddao de paragem em quadro a jusante da regido de codificacao
para o sétimo dominio transmembranar. Determinou-se que O
tamanho completo da sequéncia de codificacdo de SNORF25 era
1005 ©pb, codificando uma ©proteina de 335 aminoacidos.
Utilizaram-se dois iniciadores, JAB86 e JAB84, para amplificar
a sequéncia de codificacao completa a partir de ADNc da linha
celular Rinl4b e ADN gendmico de rato utilizando o sistema de
PCR “Expand Long”. Os iniciadores para esta reacgao
especificos para as regides nao traduzidas a 5’ e 37 de
SNORF25 com locais de restrigcdo BamHI e HindIII incorporados
nas extremidades 5’ dos iniciadores 5’ e 3’, respectivamente.
Quando se subclonaram os produtos destas reacgdes para
PcDNA3.1(-) e se sequenciaram, verificou-se que a sequéncia do
clone Rinl4b e do clone gendmico eram idénticas e a construcéao
de vector contendo SNORF25 de rato foi denominada pcDNA3.1-
rSNORF25.

A andlise de hidrofobicidade (Kyte-Doolittle) da sequéncia
de aminodcidos do clone completo indica a presenca de sete
regides hidréfobas, que € consistente com os sete dominios
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transmembranares de um receptor acoplado a proteina G. Os sete
dominios transmembranares esperados estéao indicados na
figura 4. Uma comparacado das sequéncias de nucledtidos e
peptidica de SNORF25 de rato com sequéncias contidas nas bases
de dados Genbank, EMBL e SwissProtPlus revelou que a sequéncia
de aminodcidos deste receptor estd mais relacionada com as
familias de receptores de histamina, adenosina, serotonina,
beta adrenérgico e dopamina, apresentando entre 25-30% de
identidade de aminodcidos global com estes receptores. Os
terminais N e C sdo relativamente curtos, de modo semelhante a
familia de receptores de adenosina. Contudo, a andlise de
dominio transmembranar indica que este receptor partilha um
grau de identidade significativo com outros GPCR nos seus
dominios transmembranares. Uma comparacado de todos os dominios
transmembranares de SNORF25 simultaneamente com uma lista
exaustiva dos dominios transmembranares de GPCR sugeriria que
os dominios transmembranares de SNORF25 tém o maior grau de
identidade com os receptores beta adrenérgicos 1 e 2 de 31% e
32%, respectivamente, bem como com o0s receptores de 5-HT; e
5-hTsg de 32% e 36,6%, respectivamente. Quando se analisam os
dominios transmembranares individualmente por busca FASTA,
SNORF25 apresenta similaridade considerdvel com os dominios
transmembranares de varios receptores acoplados a proteina G
conhecidos.

De modo a clonar o homélogo humano de SNORF25, rastreou-se
uma biblioteca de cosmideos gendmicos humanos em condigdes de
rigor médio, com sondas oligonucleotidicas marcadas concebidas
com base no segundo e quinto dominios transmembranares de
SNORF25 de rato. Das cerca de 225 000 colédénias rastreadas,
duas coldénias hibridaram com as sondas. Apds 1isolamento e
andlise de cada coldénia, determinou-se que estes dois clones
eram idénticos a clones de cosmideo gque continham o homdlogo
humano de SNORF25. A andlise de hibridacdo de Southern de
varios produtos de digestdo de restricdo deste cosmideo e
subsequente sequenciacdao de bandas positivas indicou gque um
produto de digestdo BamHI/HindIII proporcionou um fragmento de
1,9 kb contendo a sequéncia de codificacdo completa deste
clone humano. A construgcao do receptor humano subclonado para
o local BamHI/HindIII do vector pEXJT3T7 denomina-se pEXJT3T7-
hSNORF25. O SNORF25 humano apresenta 80% de identidade de ADN
e 83% de identidade de aminodcidos com SNORF25 de rato. Tal



EP 1 075 493/PT
63

como o receptor de rato, a regido de codificacado de proteina
de SNORF25 humano tem 1005 nucledétidos (figuras 1A-1B), qgue
codifica uma proteina de 335 aminodcidos (figuras 2A-2B). As
sequéncias de ADN e de aminodcidos de SNORF25 de rato
apresentam-se nas figuras 3A-3B e 4A-4B, respectivamente.

Uma busca nas bases de dados GenEMBL, SwissProtPlus, EST,
STS e GSS confirmou que SNORF25 humano também é uma sequéncia
unica nova. Além da sua identidade com SNORF25 de rato,
partilha 28-30% de identidade global com receptores de
adenosina 2a, 5-HT4,, 5-HT4s, 5-Hps e 5-HT;, dopamina D; e Ds, e
somatostatina 5. Também partilha 25-26% de identidade com
receptores de adenosina Al, histamina H1 e 2,
beta-adrenérgico 1 e somatostatina 2 e 3. Uma comparagao de
todos oS dominios transmembranares de SNORF25 humano
simultaneamente com uma lista exaustiva dos dominios
transmembranares de GPCR sugeriria que 0s dominios
transmembranares de SNORF25 humano tém o maior grau de
identidade com o0s receptores adrenérgicos beta 1 e 2 (29% e
32%, respectivamente) e 5-HTs;. 0Os dominios transmembranares
individuais de SNORF'25 humano partilham identidade
significativa com os dominios transmembranares de varios
outros receptores acoplados a proteina G.

Tanto o SNORF25 de rato como o humano tém varios motivos
potenciais de fosforilacdo de proteina guinase C (PKC) ao
longo das suas sequéncias de aminodcidos. Para ambos o0s
receptores, a treonina 73, serina 79 e serina 309 sao
potenciais locais de fosforilagdo PKC. O receptor humano tem
um suposto local de fosforilacdo PKC adicional na serina 214,
que €& uma prolina no SNORF25 de rato. Ambos o0s receptores
partilham um potencial local de fosforilacdo de caseina
quinase II (CKII) na serina 329. 0O SNORF25 humano também
contém mais dois potenciais locais de fosforilacao CKII,
treonina 217 e serina 331, que nao se encontram presentes no
receptor de rato. Por seu lado, SNORF25 de rato contém um
potencial local de fosforilacdo de tirosina na tirosina 323,
que nao se encontra presente no receptor humano.
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Resposta de AMPc de células transfectadas com SNORF25

O vector de expressao (pcDNA) contendo o ADNc de SNORF25
foi transfectado pelo método de electroporacado para células
CHO. Apdbs plaqueamento, provocaram—-se o0s transfectantes com
uma biblioteca de ligandos que incluia, entre outros, varios
neurotransmissores tradicionais, tais como histamina,
adenosina, serotonina, norepinefrina e dopamina, com base na
homologia de SNORF25 com receptores destes ligandos (consultar
supra) e ensalaram-se para a sua capacidade de estimular
libertacdo de AMPc ou IP a niveis superiores de células com
transfeccao simulada. Curiosamente, os niveis de AMPc de base
de células transfectadas com SNORF25 foram significativamente
superiores (>10 vezes) do que em células com transfeccao
simulada (figura 5). Esta observacdo sugeriu que o receptor
SNORF25 pode ser acoplado funcionalmente a uma via de
estimulacao de AMPc. Entre os ligandos ensaiados, apenas o
acido todo-trans-retindico (ATRA) produziu um aumento
significativo em AMPc mas nédo libertagdo de IP em células
transfectadas com SNORF25, sem afectar estes parédmetros em
células CHO com transfeccdao simulada. A resposta produzida a
uma concentracado de ATRA de 10 pM (2 a 5 vezes acima do nivel
de Dbase) fol compardvel & produzida por forscolina, um
estimulador directo potente de adenilil-ciclase (figura 6)
(n=3) .

As respostas a forscolina, tanto em células Cos-7 com
transfecgcdo simulada como transfectadas com SNORF25 foram
praticamente idénticas (figura 6), sugerindo gque o aumento da
resposta méxima a ATRA verificada em células que expressam
SNORF25, comparativamente a células transfectadas com ADN
simulado, nao foil devido a uma alteracdo na densidade celular
ou nas propriedades intrinsecas das células. 0O todo-
trans-retinol (vitamina A;), um andlogo préximo de ATRA néo
produziu um aumento em AMPc 10 uM (figura 6).

As experiéncias subsequentes demonstraram que o aumento
induzido por ATRA da formagdo de AMPc foi independente da
célula hospedeira, ja que se verificou também em células Cos-7
(n=3) (figura 7). O é&cido todo-trans-retindico nédo produziu
qualguer resposta em células Cos-7 transfectadas com outros
receptores de estimulacdo de ciclase conhecidos, incluindo



EP 1 075 493/PT
65

receptores de dopamina D1, D5, serotonina 5-HT4 e 5-HT6,
indicando gue a resposta verificada para ATRA ¢é especifica
para células transfectadas com SNORF25 (figura 7).

A resposta AMPc a ATRA em células Cos-7 foi dependente da
concentracao com valores de ECsy na gama de aproximadamente

0,2 a 1 uM e Epax de aproximadamente 200-300% (figura 8).

Activacdo de correntes de Cl~ activadas por cdlcio em odécitos

de Xenopus que expressam SNORF25

O aumento de AMPc intracelular pode ser monitorizado em
ob6bcitos por expressao do regulador de conduténcia
transmembranar de fibrose quistica (CFTR) cujo poro selectivo
a Cl abre em resposta a fosforilacao por proteina quinase A
(Riordan, 1993). A actividade de SNORF25 foil assim ensaiada em
obcitos co-injectados com ARNm que codifica SNORF25 e ARNm que
codifica CFTR. Mediu-se uma corrente para o interior de C1°
(105 £ 20 nA) em 17 destes 39 odcitos em resposta a aplicacéo
de &acido todo-trans-retindico 10 uM (consultar figuras 9A-9C e
10).

Esta resposta foi especifica para a expressao de SNORF25,
jd& que ndo se verificou tal corrente em outros odcitos
injectados apenas com ARNm que codifica o canal CFTR.
Verificaram-se correntes semelhantes em odcitos injectados com
o receptor R2-adrenérgico (B2AR) (consultar figura 9C), embora
as correntes geradas por odcitos que expressam SNORF25 tenham
sido em geral 2-3 vezes mais lentas e menores. O acido todo-
trans-retindico nao estimulou correntes de Cl° em odbcitos
isentos de CFTR, indicando que a via de fosfolipase C mediada
por Gg nado foi activada. Também nao foram provocadas respostas
em od6citos que expressam proteinas G quiméricas que sao
capazes de acoplar GPCR acoplados a Gi e Go a via de
fosfolipase C. Conjuntamente, estas observagcdes corroboram a
hipdtese que SNORF25 codifica uma GPCR que liga &acido todo-
trans-retindico e estimula a producédo de AMPc, presumivelmente
através de activacao de Gs.

Noutros sistemas, o adcido todo-trans-retindico estimula um
de varios receptores nucleares (consultar antecedentes). Tal
resulta no aumento da transcrigcdo de um ou mais genes. A
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expressao de SNORF25 em odcitos poderia resultar na expressao
de um receptor nuclear para 4acido todo-trans-retindico, que
ndo estd normalmente presente em odécitos ndo injectados, gque
gquando estimulado produz um aumento de AMPc. Se tal fosse o
caso, o Aacido retindico nao se 1ligaria necessariamente ao
receptor SNORF25, mas actuaria num receptor nuclear para acido
retindéico previamente conhecido ou novo. Este mecanismo de
accdo indirecto de &cido retindico pode explicar porque &€ que
o ligando nao provocou uma resposta CFTR em 3 dos 6 lotes de
o6bcitos (17 de 39 obcitos) e porgque € que a cinética de
activacao CFTR foil 2-3 vezes mais lenta do que a verificada em
condi¢cdes em que as respostas foram provocadas por activacao
de GPCR bem caracterizados, tal como o receptor adrenérgico B2
(figura 9C). No entanto, o atraso na activacdo de CFTR por
dcido retindico foi da ordem de 10 segundos e a activacdo de
receptores nucleares encontra-se tipicamente na gama de varios
minutos a horas. Assim, embora nao se ©possa rejeitar o
mecanismo de accao indirecto de acido retindico, o)
aparecimento relativamente rapido da resposta em odcitos que
expressam SNORF25 sugere que tal mecanismo € pouco provavel.

Detecgdo de ARNm que codifica SNORF25 humano:

Isolou-se ARNm de varios tecidos (listados na tabela 1) e
ensalaram-se como descrito.

O RT-PCR quantitativo utilizando uma sonda fluorogénica
demonstrou expressdo de ARNm gque codifica SNORF25 humano na
maioria dos tecidos ensaiados (Tabela 1). Verificaram-se os
niveis mais elevados de ARNm de SNORF25 humano no pancreas,
estdbmago, intestino delgado e figado fetal, tendo-se detectado
niveis inferiores noutros locais. A maior parte das estruturas
do sistema nervoso mostraram pouca expressao de ARNm de
SNORF25 comparativamente a 6rgaos periféricos.

Os niveis mais elevados de expressao de SNORF25 foram
verificados no pancreas. O pancreas excreta varias substéncias
de vasta gama de actividade (incluindo insulina), indicando
que SNORF25 pode desempenhar um papel na regulacdo de varias
funcdes metabdlicas, potencialmente através de mecanismos
endécrinos. A expressdao de SNORF25 no péncreas nao é
surpreendente, Jjad que SNORF25 também €& expresso numa linha
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celular de insulinoma de rato. Tal revelacao, bem como a
deteccao de ARNm de SNORF25 no figado, indica um possivel
papel na regulacdo dos niveis de glicose e possivelmente em
diabetes.

Outros é6rgaos com elevados niveis de ARNm de SNORF25 sdo o
estdbmago e intestino delgado. A distribuicdo para estas
estruturas é consistente com funcdes relacionadas com
motilidade ou absorcdo gastrointestinal. Actualmente, nao se
sabe se o ARNm de SNORF25 se encontra localizado no musculo

liso ou em camadas mucosa/submucosa.

Embora detectado em niveis muito baixos, a presenca de
ARNm de SNORF25 em varias regides do SNC, incluindo o tédlamo e
formagcdo de hipocampo (onde o0s niveis sdo os mais elevados no
SNC) e noutras 4&areas funcionalmente diversas, indica uma
fungdo reguladora difusa ou funcionalidade regional para este
receptor.

O ARNm de SNORF25 humano parece ser regulado no
desenvolvimento. Em figado fetal, os niveis de ARNm séao
préximos dos medidos em péncreas adulto (83%). No entanto, no
tecido adulto, este baixa para menos de 1% da quantidade
encontrada no péncreas. A alteracdo profunda de ARNm de
SNORF25 durante o desenvolvimento implica um papel na
maturacao do figado ou um papel na regulacao da
necessidade/niveis de glicose durante o desenvolvimento. O
curso temporal deste aumento ndo foili analisado e seria
importante para entender a funcdo deste receptor.

Em suma, a distribuicdo de ARNm de receptor SNORF25
implica funcgdes de regulacdo vastas gque envolvem vVAarios
sistemas de 6rgados, mecanismos enddcrinos, bem como o sistema
nervoso central.

Detecgdo de ARNm que codifica SNORF25 de rato

Contrariamente a distribuicdo restrita de ARNm de SNORF25
humano, a distribuicd&o de ARNm de SNORF25 no rato é espalhada.
Uma diferenca significativa na distribuicdo entre rato e
humano ¢é o nivel elevado de ARNm de SNORF25 detectado no
sistema nervoso central de rato. Em humanos, as concentracdes
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mais elevadas de ARNm de SNORF25 foram detectadas no péncreas,
com niveis muito baixos detectados nas estruturas do SNC. No
rato o0s niveis mais elevados de ARNm de SNORF25 foram
verificados na formacdo de hipocampo, seguidos de perto pelos
niveis detectados no cdértex cerebral, cerebelo, hipotalamo,
plexo cordide e medula. Detecta-se também ARNm de SNORF25
tanto em raiz dorsal e gadnglios trigeminais. Embora se detecte
ARNm de SNORF25 no péancreas de rato e noutros 6rgéos
periféricos, encontra-se presente em niveis muito mais baixos
do gque no SNC.

Detectou-se SNORF25 de rato na maioria dos tecidos
ensaiados. Além do ©péancreas, €& expresso em qguantidades
apreciadveis nos pulmdes, c¢délon, duodeno, ovarios, rins e
glédndulas supra-renais. Foi detectado noutros tecidos em
quantidades menores, tal como apresentado na tabela 2.

Em suma, a vasta distribuicdao de ARNm de receptor SNORF25
de rato implica fungdes de regulagao vastas gue envolvem
varios sistemas de O&érgdos, mecanismos enddcrinos, bem como o
sistemas nervoso central. A diferenca no padrao de
distribuicdo verificada entre humanos e ratos sugere um papel
mais vasto e potencialmente diferente para este receptor no
rato comparativamente a humanos.
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Tabela 1
Distribuicdo de ARNm que codifica receptores SNORF25 humanos

O ARNm que codifica SNORF25h é expresso como %

utilizando gRT-PCR

relativa ao

tecido que o0 expressa na maior quantidade.

Regiao $ do maximo | Aplicagdes potenciais
de gRT-PCR

coragéao 0,31 indicacdes cardiovasculares

rim 0,62 hipertensdo, equilibrio
electrolitico

figado 0,18 diabetes

pulmio 0,32 doencas respiratdérias, asma

pancreas 100 diabetes, doencas enddédcrinas

pituitéria 0,03 regulacdo enddcrina/
neuroenddcrina

placenta 0,42 anomalias da gestacéao

intestino delgado 4,63 doencas gastrointestinais

bago 1,50 doengas imunitdrias

estdémago 12,60 doengas gastrointestinais

masculo estriado 0,32 doengas musculo-esqueléticas

amigdala 0,18 depressao, fobias, ansiedade,
doencas do humor

putémen caudato 0,17 modulacdo da funcao
dopaminérgica

cerebelo 0,06 coordenacao motora

cértex cerebral 0,01 integracado sensorial e
motora, conhecimento

hipocampo 0,27 conhecimento/meméria

espinal-medula 0,00 analgesia, modulacao e
transmissdo sensorial

substincia negra 0,05 modulacao da funcao
dopaminérgica, modulacédo da
coordenagao motora

télamo 0,60 integracdo sensorial

cérebro fetal 0,14 doencas do desenvolvimento

pulmdo fetal 0,04 doencgas do desenvolvimento

rim fetal 0,90 doencas do desenvolvimento

figado fetal 82,63 doencas do desenvolvimento
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Tabela 2

Distribuicdo de ARNm que codifica receptores SNORF25 de rato

O ARNm que codifica SNORF25r é expresso como $%

utilizando gRT-PCR

relativa ao

tecido que o expressa na maior quantidade.

Tecido % de maximo de|Aplicacdes potenciais
gRT-PCR

tecido adiposo 9,08 doencgas metabdlicas

cértex supra-renal 8,78 regulacdo de hormonas
esterdides

medula supra-renal 16,34 regulacdo de libertacdo de
epinefrina

cdélon 24,15 doencas gastrointestinais

duodeno 18,89 doencas gastrointestinais

coragéao 11,098 indicacgdes
cardiovasculares

rim 15,86 equilibrio electrolitico,
hipertensao

figado vestigios diabetes

pulmio 32,57 doencas respiratédrias,
asma

ovario 17,74 funcdo reprodutora

pancreas 30,45 diabetes, doencas
enddcrinas

bago ndo detectado |doengas imunitarias

estdmago 3,44 doencas gastrointestinais

misculo estriado 1,04 doencas musculo-
esqueléticas

testiculos 5,10 funcdo reprodutora

bexiga 7,87 incontinéncia urindria

vaso deferente 7,16 funcao reprodutora

plexo celiaco 17,82 modulacdo da inervacao
auténoma

cerebelo 84,14 coordenagao motora

cértex cerebral 83,54 integracdo sensorial e

motora, conhecimento
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plexo corédide 66,59 regulacdo de fluido
cerebrospinal

gédnglios da raiz 38,14 transmissdo sensorial

dorsal

hipocampo 100 conhecimento/memdria

hipotalamo 67,19 apetite/obesidade,
regulacao enddécrina

medula 52,66 analgesia, coordenacao
motora

bolbo olfactivo 6,66 olfacto

glédndula pineal 41,16 regulagédo de libertacgédo de
melatonina

espinal medula 31,72 analgesia, modulacao e
transmissdao sensorial

gédnglios 42,98 transmissdo sensorial

trigeminais
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ctactcacag accagctcte cagceccttcet
cggatggcat ttgtcacttc ctccgecagct
tttgacaggt accttgccat caagcagccc
gtggcegggg cctgecattge cgggetgtgg
ctcggaatce ccatgttcca gecagactgec
tttcacccte acttegtget gaccctctee
tttgtcttct tctactgecga catgctcaag
aagatggaac atgcaggagc catggctgga
ttcaaagcte tccgtactgt gtctgttcete
ttccttatca ctggecattgt gcaggtggece
gaacggtacc tgtggctget cggegtgggce
tattggcaga aggaggtgcg actgcagcetc
ctcacctcat tcctcctett tetcteggee
agttcctgtc acatcgtcac tatctccagce

agagaagttt caaagtgcct ttctcctcee

<210> 2

<211> 335

<212> PRT

<213> HOMO SAPIENS

0

ctggtaagtg
cttgctgtcce
ctgttgatce
gacaccttga
cggcececacac
gcctectgtee
ttccgetact
ttagtgtctt
tacaaagggc
tgegttgget
attgcctcca

ggttatcgat

attgggaget

tgccaggagt
aactccctge
taccacatgg
aggaattgtg
tcagagtttg

actctggage

aagtecctgcec
tggecctcect
acaagaatga
ttggtgtggce
agaagaccct
tcacggtcat
tgaagatcat
acctcattgg
agtgcagctt
tcttcccage
tgcacagcca
ccccacggac
ttgctctate
gtcacctcta
‘tcaacccact
ccctaggagt
gcccagagag
atggctaaga

cccaactag

acttcgagac
catcattgct
tggtgtcagt
catctctggg
gtgcagccéé
gctgatcacc
gagtgggttc
cttccteecca
ctttgctgta
catgcteccte
gcagattcga
tceccagegac
ctggacccce
cctagtgctg
catctatgece
gaagaaggtg
gcccagggaa

cggtaagggc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080

1129
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<400>

2
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0
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Ser

Tyr

Phe
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Arg
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Trp
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Ser
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Thr

Gly
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Thr
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Ala

Pro
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Ser

Val

Met

His

Asp
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Leu
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Gly

Lys

val

300

Glu
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Leu

45

Leu

Leu

val

Gln

Cys
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Leu
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Gly

Leu
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Leu
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110
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Phe
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Gly

Lys

Trp
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Thr
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Leu
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Ile
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Thr
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<211>
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<213>

3
1082
ADN
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RATTUS NORVEGICUS
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Pro

Ala

Met
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Pro
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<400> 3

tcaagaccca
ttctcatttg
gtggttgtgg
ttaaatctgg
cagctctcca
gtcacttett
ctggccatta
tgcattgcag
atattccagce
tttgtgctga
tactgtgaca
gcaggagcca
cggactgtat
agcattgtgce
tggcteettg
gaggttcgge
ttectectte
atcgtcacta

ag

<210> 4
<211> 335
<212> PRT

gcatgcectt
gagtgatcct
ctatgctgcet
ccgtggetga
gctetgetca
ctgcageege
agcagcccct
ggctgtggtt
agaccaccta
ccetetectg
tgctcaagat
tggttggagce
ctgtccttat
aggtggcctg
gagttggcaa
agcagctctg
tcteggecag

tcagccagee

ataagtggga
tgctgtectg
atcaatctac
taccttgatt
gcacacacag
ctctgtectce
ccgttacttic
gatatcttac
ccatgggcce
tgctggette
tgcectetgtg
ttgceggeec
tgggagcttc
ccacaaatgce
cteceetgete
ccacatggcc
gaatcgtggt

ggagctcgat

<213> RATTUS NORVEGICUS

<400> 4

gtcctgetac
accatcctta
aagaatgatg
ggcgtggceta
aagaccttgt

acggtcatgc

cttatcggcet
tgcaccttct
ttcccagetg
cacagccagce
ccacggectg
accctgtcct
tgcctctace
aacccactca
ctgggggtga
ccacagagga

ggctaggatg

78

ctcgaaccat
tcattgctgt
gtgttggect
tttctggget
gtagcctteg

tgattgectt

tcctececact
ttgetgtgtt
tgctectett
acatccggaa
tcaatgactt
ggtctcecgtt
aagtgctgga
tctatgccta
agaagttctt
cccgagaaag

gtaaggaatg

ggagtcatct
taatgcgcetg
ttgcttcace
agttacagac
gatggcatte
tgacaggtac
agccggagga
tggagtctcc
tcacccaagg
tgtcttectte
gatggaacat
caaggctgtce
tctcatcact
aaaatacctc
ttggcagagg
tacttcaatc
ctcctatcac

gatgtttcca

Met Glu Ser Ser Phe Ser Phe Gly Val Ile Leu Ala Val Leu Thr Ile

1

5

10

15

Leu Ile Ile Ala Val Asn Ala Leu Val Val val Ala Met Leu Leu Ser
25

20

30

Ile Tyr Lys Asn Asp Gly Val Gly Leu Cys Phe Thr Leu Asn Leu Ala

60

120

180

240

300

360

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1082
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5
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ADN
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<220>

<221> misc_feature

<222> () .. ()

<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial:
<400> 5

tbdsyvynga ymgntayvtk g 21

<210> 6

<211> 26

<212> ADN

<213> ARTIFICIAL

<220>

<221> modified_base

<222> (3)..(21)

<223> n = inosina

<220>

<221> misc_feature

<222> () .. ()

<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial:
<400> 6

80

ganrsnarng mrtanaynak nggrtt 26

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

7
25

ADN
ARTIFICIAL

misc_feature

(.. 0

Descricdo de Sequéncia Artificial:

9

ttatgettce ggectcgtatg ttgtg 25

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

8

27

ADN
ARTIFICIAL

misc_feature

(.. 0

Descricédo de Sequéncia Artificial:

8

atgtgctgca aggcgattta agttggg 27

iniciador/sonda

iniciador/sonda

iniciador/sonda

iniciador/sonda
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

81

9

20

ADN
ARTIFICIAL

misc_feature

()..0

Descrigdo de Sequéncia Artificial:

9

tggtctgetg gaatatggag 20
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<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
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0..0
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cttgggtgaa acacagcaaa gaagg 25
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<222>
<223>

<400>
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11
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<213>
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<222>
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<400>
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(.. 0
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12

aagacaaaga ggagcacagc tggg 24

iniciador/sonda

iniciador/sonda

iniciador/sonda

iniciador/sonda



EP 1 075 493/PT
82

<210> 13

<211> 24

<212> ADN

<213> ARTIFICIAL

<220>

<221> misc_feature

<222> () .. ()

<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial: iniciador/sonda

<400> 13
gctcaagatt gcctctgtge acag 24

<210> 14

<211> 35

<213> ADN

<213> ARTIFICIAL

<220>

<221> misc_feature

<222> () .. ()

<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial: iniciador/sonda

<400> 14
atctataagc ttaggcactt ggaaacatcc attcc 35

<210> 15

<211> 36

<212> ADN

<213> ARTIFICIAL

<220>

<221> misc_feature

<222> () .. ()

<223> Descricao de Sequéncia Artificial: iniciador/sonda

<400> 15
atctatggat cctgtgagaa tctgagctca agaccce 36

<210> 16

<211> 58

<212> ADN

<213> ARTIFICIAL

<220>

<221> misc_feature

<222> () .. ()

<223> Descricao de Sequéncia Artificial: iniciador/sonda

<400> 16
ttcaccttaa atctggcegt ggetgatace ttgattggeg tggectattte tgggetag 58
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

83
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ADN
ARTIFICIAL
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()..0

Descrigdo de Sequéncia Artificial:

17

iniciador/sonda

gctgtgtttc acccaaggtt tgtgctgace ctcteetgtg ctggettett cccagetgtg 60

o]
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<222>
<223>

<400>
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O..0
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<400>
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ADN
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0..0
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20

tccctgetca acccactcat ctatgectat ¢t 31

61

iniciador/sonda

iniciador/sonda

iniciador/sonda
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<210>
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<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
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19
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<400>
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0..0
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ADN
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Lisboa, 2008-11-20

iniciador/sonda

iniciador/sonda

iniciador/sonda
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REIVINDICACOES

1. Acido nucleico isolado que codifica:

(a) uma proteina receptora SNORF25 de mamifero incluindo uma
sequéncia de aminodcidos como estabelecida em SEQ ID NO:2
ou SEQ ID NO:4;

(b) uma proteina receptora SNORF25 de mamifero com uma
sequéncia de aminocdcidos gque ¢é a mesma sequéncia de
aminodcidos codificada pela molécula de 4&cido nucleico
contida no plasmideo pEXJT3T7-hSNORF25, N.° de acesso ATCC
203495 ou plasmideo pcDNA3.1-rSNORF25, N.° de acesso ATCC
203494; ou

(c) uma proteina receptora SNORF25 de mamifero com uma
sequéncia de aminodcidos que tem 75% ou mais de identidade
de aminodcidos com os receptores SNORF25 de mamifero de
(a) ou (b),

desde qgue o 4cido nucleico ndo tenha a sequéncia de
nucleétidos apresentada com o numero de acesso AL035423 na
base de dados de sequéncias de nucledétidos EMBL edicao 58
editada a 15 de Fevereiro de 1999.

2. Acido nucleico da reivindicacdo 1, em que o 4&cido
nucleico é ADN.

ADNc.

[ON

3. ADN da reivindicag¢do 2, em que o ADN

(D~

4., ADN da reivindicacéo 2, em que o ADN ADN gendmico.
5. Acido nucleico da reivindicacdo 1, em que o &cido
nucleico € ARN.

6. Acido nucleico de gqualgquer uma das reivindicacdes 1 a
5, em que a proteina receptora SNORF25 de mamifero tem uma
sequéncia de aminocdcidos que tem 85% ou mais de identidade de
aminodcidos com o receptor SNORF25 codificado pelo plasmideo
PEXJT3T7-hSNORF25, N.° de acesso ATCC 203495 ou pelo plasmideo
PCDNA3.1-rSNORF25, N.° de acesso ATCC 203494.

7. Acido nucleico de qualquer uma das reivindicacdes 1 a
5, em que a proteina receptora SNORF25 de mamifero tem uma
sequéncia de aminodcidos gque tem 95% ou mais de identidade de
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aminodcidos com o receptor SNORF25 codificado pelo plasmideo
PEXJT3T7-hSNORF25, N.° de acesso ATCC 203495 ou pelo plasmideo
PCDNA3.1-rSNORF25, N.° de acesso ATCC 203494.

8. Acido nucleico de qualquer uma das reivindicacgdes 1 a
7, em que o receptor SNORF25 de mamifero é um receptor SNORF25
de rato.

9. Acido nucleico de qualquer uma das reivindicacdes 1 a
7, em gque o receptor SNORF25 de mamifero € um receptor SNORF25
humano.

10. Acido nucleico da reivindicacdo 9, em que o receptor
SNORF25 humano tem uma sequéncia de aminodcidos idéntica a
codificada pelo plasmideo pPEXJT3T7-hSNORF25, N.° de acesso
ATCC 203495.

11. Acido nucleico da reivindicacdo 9, em que o receptor
SNORF25 humano tem uma sequéncia de aminodcidos idéntica a
sequéncia de aminodcidos tal como estabelecida em SEQ ID NO:2.

12. Acido nucleico da reivindicacdo 8, em que o receptor
SNORF25 de rato tem uma sequéncia de aminocdcidos idéntica a
codificada pelo plasmideo pcDNA3.1-rSNORF25, N.° de acesso
ATCC 203494.

13. Acido nucleico de reivindicacdo 8, em que o receptor
SNORF25 de rato tem uma sequéncia de aminocdcidos idéntica a
sequéncia de aminodcidos tal como estabelecida em SEQ ID NO:4.

14. Acido nucleico isolado de qualguer uma das
reivindicagdes 1 a 5 que codifica uma proteina receptora
SNORF25 de mamifero:

(a) com a sequéncia de aminodcidos tal como estabelecida em
SEQ ID NO:2, em que o referido acido nucleico consiste na
sequéncia de nucledtidos apresentada em SEQ ID NO:1 ou na
sequéncia de nucledtidos apresentada da posicdo 61 a
posicao 1068 de SEQ ID NO:1, ou

(b) com a sequéncia de aminodcidos tal como estabelecida em
SEQ ID NO:4, em que o referido acido nucleico consiste na
sequéncia de nucledtidos apresentada em SEQ ID NO:3 ou na
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sequéncia de nucledtidos apresentada da posicadao 49 a
posicao 1056 de SEQ ID NO:3.

15. Proteina receptora SNORF25 de mamifero purificada,
codificada pelo acido nucleico de qualqguer uma das
reivindicacgdes 1 a 14.

16. Vector incluindo o &cido nucleico de gualguer uma das
reivindicag¢des 1 a 14.

17. Vector da reivindicacao 16 adaptado para expressao
numa célula que inclui os elementos de regulacdo necessarios
para expressao do acido nucleico na célula ligados
operativamente ao &cido nucleico que codifica o receptor, de
modo a permitir a sua expressao, em que a célula € uma célula
bacteriana, de anfibio, de levedura, de insecto ou de
mamifero.

18. Vector da reivindicacdo 17, em que o vector é um
baculovirus.
19. Vector da reivindicacédo 16, em que o vector é um

plasmideo.

20. Plasmideo da reivindicacdo 19 denominado pEXJT3T7-
hSNORF25, N.° de acesso ATCC 203495.

21. Plasmideo da reivindicacdo 19 denominado pcDNA3.1-
rSNORF25, N.° de acesso ATCC 203494.

22. Célula cultivada incluindo o vector de qualquer uma
das reivindicagdes 17 a 21.

23. Célula da reivindicacao 22, em que a célula nao é uma
célula de mamifero.

24, Célula da reivindicacado 23, em que a célula que nédo é
de mamifero é uma célula de odécito de Xenopus ou uma célula de
melandéforo de Xenopus.

25. Célula da reivindicagao 22, em qgque a célula é uma
célula de mamifero.
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26. Célula de mamifero da reivindicacdo 25, em que a
célula é uma célula COS-7, uma célula 293 de rim embriondrio
humano, uma célula NIH-3T3, uma célula LM(tk-), uma célula Y1
de ratinho ou uma célula de CHO.

27. Célula da reivindicacao 22, em qgque a célula é uma
célula de insecto.

28. Célula da reivindicacadao 27, em gque a célula de
insecto ¢é uma célula Sf9, uma célula Sf21 ou uma célula
Trichoplusia ni 5B-4.

29. Preparacdao membranar incluindo um receptor SNORF25
isolado da célula de qualquer uma das reivindicacgdes 22, 23,
25, 26, 27 ou 28, em que O receptor SNORF25 €& um receptor
SNORF'25 de mamifero com a sequéncia de aminoacidos
estabelecida em SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:4 ou com 75% ou mais
de identidade de sequéncia de aminodcidos com a segquéncia de

aminodcidos estabelecida em SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:4.

30. Processo para identificar um composto quimico que se
liga especificamente a um receptor SNORF25 de mamifero, que
inclui pdr em contacto células contendo ADN que codifica e
expressa na sua superficie celular um receptor SNORF25 de
mamifero com a sequéncia de aminodcidos estabelecida em SEQ ID
NO:2 ou SEQ ID NO:4 ou com 75% ou mais de identidade de
sequéncia de aminodcidos com a sequéncia de aminodcidos
estabelecida em SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:4 ou uma preparacao
membranar de tais células, em que tais células nao expressam
normalmente o referido receptor SNORF25 de mamifero, com o
composto, sob condicgdes adequadas para ligacao, e detectar a
ligacao especifica do composto quimico ao receptor SNORE25 de
mamifero.

31. Processo que envolve ligacao competitiva para
identificar um composto quimico que se liga especificamente a
um receptor SNORF25 de mamifero, gque inclui pdr em contacto
separadamente células que expressam na sua superficie celular
um receptor SNORF25 de mamifero com a sequéncia de aminodcidos
estabelecida em SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:4 ou com 75% ou mais
de identidade de sequéncia de aminodcidos com a sequéncia de
aminodcidos estabelecida em SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:4, em que
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tais células nao expressam normalmente o referido receptor
SNORF25 de mamifero, ou uma preparacao membranar de tais
células, simultaneamente com o composto quimico e um segundo
composto gquimico que se sabe que se liga ao receptor, e com
apenas o segundo composto quimico, sob condicgdes adequadas
para ligacdo de ambos o0s compostos, e detectar a ligacéao
especifica do composto qguimico ao receptor SNORF25 de
mamifero, em que uma diminuicdo na ligacdo do segundo composto
quimico ao receptor SNORF25 de mamifero na presenga do
composto quimico indica que o composto guimico se liga ao
receptor SNORF25 de mamifero.

32. Método de rastreio de uma multiplicidade de compostos
quimicos que nao se sabe se se ligam a um receptor SNORF25 de
mamifero, para identificar um composto que se liga
especificamente ao receptor SNORF25 de mamifero, que inclui:

(a) pbr em contacto células transfectadas com, e expressando,
ADN que codifica um receptor SNORF25 de mamifero com a
sequéncia de aminodcidos estabelecida em SEQ ID NO:2 ou
SEQ ID NO:4 ou com 75% ou mais de identidade de sequéncia
de aminodcidos com a sequéncia de aminodcidos estabelecida
em SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:4, ou uma preparacao membranar
de tais células, com um composto que se sabe que se liga
especificamente ao receptor SNORF25 de mamifero;

(b) pbr em contacto a ©preparacao da etapa (a) com a
multiplicidade de compostos que nao se sabe se se ligam
especificamente ao receptor SNORF25 de mamifero, sob
condicdes que permitem ligacdo de compostos que se sabe
que se ligam ao receptor SNORF25 de mamifero;

(c) determinar se a ligacao do composto que se sabe que se
liga ao receptor SNORF25 de mamifero € reduzida na
presenga de qualguer composto dentro da multiplicidade de
compostos, relativamente a ligacdo do composto na auséncia
da multiplicidade de compostos; e se for o caso

(d) determinar separadamente a ligacgdo ao receptor SNORF25 de
mamifero de compostos incluidos na multiplicidade de
compostos, de modo a assim identificar o composto que se
liga especificamente ao receptor SNORF25 de mamifero.

33. Método de deteccdo da expressao de um receptor
SNORF25 de mamifero por deteccdo da presenca de ARNm qgue
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codifica o receptor SNORF25 de mamifero, que inclui obter ARNm
total de uma célula e pdr em contacto o ARNm assim obtido com
uma sonda de acido nucleico capaz de hibridar especificamente
com uma sequéncia Unica incluida na sequéncia de uma molécula
de 4dcido nucleico de SEQ ID NO:1 ou SEQ ID NO:3 em condigdes
de hibridacao, detectar a presenca de ARNm que hibrida com a
sonda e desse modo detectar a expressao do receptor SNORF25 de
mamifero pela célula.

34. Método de preparacdao do receptor SNORF25 de mamifero
purificado da reivindicacdo 15 que inclui:

(a) cultivar células que expressam o receptor SNORF25 de
mamifero;

(b) recuperar o receptor SNORF25 de mamifero das células; e

(c) purificar o receptor SNORF25 de mamifero assim recuperado.

35. Método de preparacdao do receptor SNORF25 de mamifero
purificado da reivindicacao 15 purificado que inclui:

(a) inserir um &cido nucleico gque codifica o receptor SNORF25
de mamifero num vector adequado;

(b) introduzir o vector resultante numa célula hospedeira
adequada;

(c) colocar a célula resultante em condig¢des adequadas qgue
permitam a producgdao do receptor SNORF25 de mamifero;

(d) recuperar o receptor SNORF25 de mamifero produzido pela
célula resultante; e

(e) isolar e/ou purificar o receptor SNORF25 de mamifero assim
recuperado.

36. Processo para determinar se um composto quimico € um
agonista de receptor SNORF25 de mamifero que inclui pér em
contacto células transfectadas com, e expressando, ADN que
codifica um receptor SNORF25 de mamifero com a sequéncia de
aminodcidos estabelecida em SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:4 ou com
75% ou mais de identidade de sequéncia de aminodcidos com a
sequéncia de aminodcidos estabelecida em SEQ ID NO:2 ou SEQ ID
NO:4, com o composto, sob condigcdes que permitem a activacao
do receptor SNORF25 de mamifero, e detectar um aumento na
actividade do receptor SNORF25 de mamifero, de modo a assim
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determinar se o composto é um agonista do receptor SNORF25 de
mamifero.

37. Processo para determinar se um composto quimico € um
antagonista de receptor SNORF25 de mamifero que inclui pdr em
contacto células transfectadas com, e expressando, ADN que
codifica um receptor SNORF25 de mamifero com a sequéncia de
aminodcidos estabelecida em SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:4 ou com
75% ou mais de identidade de sequéncia de aminodcidos com a
sequéncia de aminodcidos estabelecida em SEQ ID NO:2 ou SEQ ID
NO:4, com o composto, na presenca de um agonista conhecido do
receptor SNORF25 de mamifero, sob condigdes que permitem a
activacdo do receptor SNORF25 de mamifero, e detectar uma
diminuicdo na actividade do receptor SNORF25 de mamifero, de
modo a assim determinar se o composto € um antagonista do
receptor SNORF25 de mamifero.

38. Processo para determinar se um composto qguimico se
liga especificamente e activa um receptor SNORF25 de mamifero,
que inclui pdr em contacto células que produzem uma resposta
de segundo mensageiro e que expressam na sua superficie
celular um receptor SNORF25 de mamifero com a sequéncia de
aminodcidos estabelecida em SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:4 ou com
75% ou mais de identidade de sequéncia de aminodcidos com a
sequéncia de aminodcidos estabelecida em SEQ ID NO:2 ou SEQ ID
NO:4, em que tais células nao expressam normalmente o referido
receptor SNORF25 de mamifero, com o composto quimico sob
condicdes adequadas para activacdo do receptor SNORF25 de
mamifero, e medir a resposta de segundo mensageiro na presenca
e na auséncia do composto gquimico, em gque uma alteragdao na
resposta de segundo mensageiro na presenga do composto quimico
indica que o composto activa o receptor SNORF25 de mamifero.

39. Processo da reivindicacao 38, em gque a resposta de
segundo mensageiro inclui activacdo do canal de cloreto e a
alteracao do segundo mensageiro €é um aumento no nivel de
corrente de cloreto.

40. Processo da reivindicagdo 38 em gue a resposta de
segundo mensageiro inclui alteracdo na acumulacadao de AMPcC e a
alteracao da resposta do segundo mensageiro €& um aumento da
acumulacdao de AMPc.
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41. Processo da reivindicacdao 38, em que a resposta de
segundo mensageiro inclui libertacao de fosfato de inositol e
a alteracadao de segundo mensageiro € um aumento no nivel de
fosfato de inositol.

42 . Processo para determinar se um composto quimico se
liga especificamente e 1inibe a activagcdo de um receptor
SNORF25 de mamifero, que inclui pdr em contacto separadamente
células que produzem uma resposta de segundo mensageiro e que
expressam na sua superficie celular um receptor SNORF25 de
mamifero com a sequéncia de aminodcidos estabelecida em SEQ ID
NO:2 ou SEQ ID NO:4 ou com 75% ou malis de identidade de
sequéncia de aminocdcidos com a sequéncia de aminodcidos
estabelecida em SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:4, em que tais
células nao expressam normalmente o referido receptor SNORF25
de mamifero, simultaneamente com o composto quimico e com um
segundo composto quimico que se sabe que activa o receptor
SNORF25 de mamifero, e apenas com o segundo composto quimico,
em condigdes adequadas para activacao do receptor SNORF25 de
mamifero e medir a resposta de segundo mensageiro na presenca
de apenas o segundo composto quimico e na presenca simulténea
do segundo composto quimico e do composto quimico, em que uma
alteracgcao menor na resposta de segundo mensageiro na presenga
simultdnea do composto quimico e do segundo composto quimico
do gue na presenca apenas do segundo composto quimico, indica
que o composto quimico inibe a activacao do receptor SNORF25
de mamifero.

43. Processo da reivindicacdao 42, em que a resposta de
segundo mensageiro inclui a activagdo de canal de cloreto e a
alteracao da resposta do segundo mensageiro é um aumento menor
no nivel de corrente de cloreto na presenca simultédnea do
composto gquimico e do segundo composto quimico do gue na
presenga apenas do segundo composto gquimico.

44, Processo da reivindicacao 42, em que a resposta de
segundo mensageiro inclui alterac¢do nos niveis de AMPc e a
alteracdo na resposta do segundo mensageiro € uma alteracéo
menor no nivel de AMPc na presenca simultdnea do composto
quimico e do segundo composto gquimico do gue na presenca
apenas do segundo composto quimico.
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45. Processo da reivindicacadao 42, em que a resposta de
segundo mensageiro inclui libertacao de fosfato de inositol e
a alteracdo na resposta do segundo mensageiro é um menor
aumento do nivel de fosfato de inositol na presenga simulténea
do composto quimico e do segundo composto quimico do gue na
presenca apenas do segundo composto quimico.

46. Processo de qgualguer das reivindicacdes 38 a 45, em
que a célula é€ uma célula de insecto.

47. Método de rastreio de uma multiplicidade de compostos
gquimicos que nao se sabe se activam um receptor SNORF25 de
mamifero, para identificar um composto que activa o receptor
SNORF25 de mamifero que inclui:

(a) pbr em contacto células transfectadas com, e que
expressam, um receptor SNORF25 de mamifero com a sequéncia
de aminodcidos estabelecida em SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:4
ou com 75% ou mais de identidade de sequéncia de
aminodcidos com a sequéncia de aminodcidos estabelecida em
SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:4, com a multiplicidade de
compostos que nao se sabe se activam o receptor SNORF25 de
mamifero, sob condigdes que permitem activacgado do receptor
SNORF25 de mamifero;

(b) determinar se a actividade do receptor SNORF25 de mamifero
¢ aumentada na presenca dos compostos; e se for o caso

(c) determinar separadamente se a activacdo do receptor
SNORF25 de mamifero é aumentada por cada composto incluido
na multiplicidade de compostos, de modo a assim
identificar o composto que activa o receptor SNORF25 de
mamifero.

48. Método de rastreio de uma multiplicidade de
compostos quimicos que nao se sabe se inibem a activacao de um
receptor SNORF25 de mamifero, para identificar um composto que
inibe a activacadao do receptor SNORF25 de mamifero, que inclui:

(a) pdr em contacto células transfectadas com, e que
expressam, um receptor SNORF25 de mamifero com a sequéncia
de aminoadcidos estabelecida em SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:4
ou com 75% ou mais de identidade de sequéncia de
aminodcidos com a sequéncia de aminodcidos estabelecida em
SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:4, com a multiplicidade de
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compostos na presenca de um agonista conhecido de receptor
SNORF25 de mamifero, sob condigbdes que permitem activacao
do receptor SNORF25 de mamifero;

(b) determinar se a activacao do receptor SNORF25 de mamifero
é¢ reduzida na presenca da multiplicidade de compostos,
relativamente a activacdo do receptor SNORF25 de mamifero
na auséncia da multiplicidade de compostos; e se for o
caso

(c) determinar separadamente a inibicdo da activacao do
receptor SNORF25 de mamifero para cada composto incluido
na multiplicidade de compostos, de modo a assim
identificar o composto que inibe a activacdao do receptor
SNORF25 de mamifero.

49, Processo de qualgquer das reivindicagdes 30, 31 ou 38
a 43 ou método de qualquer das reivindicacgdes 32, 47 ou 48, em

que a célula é uma célula de mamifero.

50. Processo ou método da reivindicagao 49, em dque a
célula de mamifero nédo é de origem neuronal.

51. Processo ou método da reivindicacadao 50, em que a
célula nao neuronal é uma célula C0S-7, uma célula 293 de rim
embriondrio humano, uma célula LM(tk-) ou uma célula NIH-3T3.

52. Processo da reivindicacdo 30 ou 31 ou método da
reivindicacdo 32 ou 47 para a identificacdo de um composto
quimico para o tratamento de uma anomalia associada com a
regulacao dos niveis de glicose.

53. Processo da reivindicacdo 30 ou 31 ou método da
reivindicacdao 32 ou 47 para a identificacdo de um composto
quimico para o tratamento de diabetes.

54. Processo da reivindicacgdo 36 ou 38, para determinar
se o composto quimico € ttil para o tratamento de uma anomalia

associada com a regulacao dos niveis de glicose.

55. Processo da reivindicacgao 36 ou 38, para determinar
se o composto quimico é Util para o tratamento de diabetes.
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56. Anticorpo capaz de ligacdo a um receptor SNORF25 de
mamifero com a sequéncia de aminocdcidos estabelecida em SEQ ID
NO:2 ou SEQ ID NO:4 ou com 75% ou mais de identidade de
sequéncia de aminocdcidos com a sequéncia de aminodacidos
estabelecida em SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:4.

57. Anticorpo da reivindicagao 56, em dque o receptor
SNORF25 de mamifero €é um receptor SNORF25 humano ou um

receptor SNORF25 de rato.

58. Anticorpo da reivindicacdo 57, em que o anticorpo é
um anticorpo monoclonal ou anti-soros.

Lisboa, 2008-11-20
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RESUMO

“ADN que codifica receptor SNORF25”

Este invento proporciona 4&acidos nucleicos isolados que
codificam receptores SNORF25 de mamifero, receptores SNORF25
de mamifero purificados, vectores incluindo &cido nucleico que
codifica receptores SNORF25 de mamifero, células incluindo
tais vectores, anticorpos dirigidos contra receptores SNORF25
de mamifero, sondas de 4&cido nucleico TUteis para detectar
dcido nucleico que codifica receptores SNORF25 de mamifero,
oligonucledétidos anti-sentido complementares a sequéncias de
dcido nucleico dunicas que codificam receptores SNORF25 de
mamifero, animais transgénicos nao humanos que expressam ADN
que codifica receptores SNORF25 de mamifero normais ou
mutantes, métodos de isolar receptores SNORF25 de mamifero,
métodos de tratar uma anomalia que estd ligada a actividade
dos receptores SNORF25 de mamifero, assim como métodos de
determinar ligacdo de compostos a receptores SNORF25 de
mamifero, métodos de identificar agonistas e antagonistas de
receptores SNORF25 e agonistas e antagonistas assim
identificados.
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Figura 10

Resposta de pico média a ATRA em 17 odcitos sensiveis
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