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RESUMO
“VARIANTE DE SPLICING DA HORMONA DE CRESCIMENTO PITUITARIA
HUMANA"

A presente invencdo ¢é relativa a uma novea proteina,
denominada INSP101, identificada no presente documento como
uma nova variante de splicing (excisdo) da hormona de
crescimento pituitdria humana, e & utilizacdo desta
proteina e da sequéncia de Aacidos nucleicos a partir dos
genes codificadores no diagndstico, na prevengcdo e no

tratamento de uma patologisa.
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DESCRICAO
“VARIANTE DE SPLICING DA HORMONA DE CRESCIMENTO PITUITARIA
HUMANA”

A presente invencdo ¢é relativa a uma novea proteina,
denominada INSP101, identificada neste documento como uma
nova variante de splicing da hormona de crescimento
pituitédria humana (GH-N; P01241), e & wutilizacdo desta
proteina e das sequéncias de &cidos nucleicos a partir do
gene codificador no diagnéstico, na prevencdo e no
tratamento de uma doen¢a. A variante tem um loop A-B
alterado e prevé-se, por 1isso, que possua propriedades

alteradas de ligacdo ao receptor.

ANTECEDENTES

Actualmente, o processo de descoberta de medicamentos esté
a passar por uma revolucdo fundamental a medida que a
gendémica funcional amadurece. O termo "gendmica funcional”
aplica-se a uma abordagem com recurso a ferramentas de
bioinformatica para atribuir fung&o as sequéncias proteicas
com interesse. FEstas ferramentas s&o cada vez mais
necessarias, a medida que a velocidade de geracdo de dados
de sequéncias estd a wultrapassar a passos largos a
capacidade de os laboratérios de investigacdo atribuirem

funcdes a estas sequéncias proteicas.

Com o aumento que se verifica da poténcia e da preciséo das
ferramentas Dbiocinforméticas, estas estdo rapidamente a
substituir as técnicas convencionais de caracterizacéo
bioquimica. De facto, as <ferramentas de bioinformatica
avancadas, empregues na identificacdo da presente invencéio,

sédo actualmente capazes de fornecer resultados com um



elevado grau de fiabilidade.

Diversas instituigles e organizacdes comerciais vao
analisandoc os dados das sequéncias a medida que estes vao
ficando disponiveis e tém sido feitas descobertas
significativas numa base continua. No entanto, continua a
haver a necessidade de identificar e caracterizar mais
genes e o0s polipéptidos por eles codificados, como alvos de

investigacdo e da descoberta de medicamentos.

O splicing de pré-ARNm alternativo é um processo celular
crucial, pelo qual proteinas com diferentes funcgdes podem
ser produzidas a partir do transcrito primadrio de um tunico

gene, com frequéncia em padr@es especificos de tecidos.

A nivel experimental, identifica-se variantes de splicing
pelo isolamento fortuito e pela subsequente sequenciacido de
ARNm variantes. No entanto, esta abordagem experimental né&o
foi completada de forma exaustiva para o transcriptoma
humano (visto isso requerer o isolamento e a sequenciacgdo
sistematicos de todos os ARNm de todos os tecidos humanos,
sob todas as condicgbes ambientais possiveils) e, devido a
esta limitacgdo experimental, ainda existe um grande numero

de variantes de splicing por identificar.

Recorreu-se a abordagens de bicinformadtica patenteada para
levar a cabo uma investigacdo dirigida e objectiva da
existéncia de variantes de splicing do gene da hormona de
crescimento humana. Com este método, & possivel alargar o
limitado conjuntoc de dados de variantes de splicing
conhecidas a nivel experimental, para um conjunto muito

maior de variantes de splicing previstas.



HORMONAS ENDOCRINAS

As hormonas regulam uma grande variedade de funcdes
fisioldégicas que incluem o metabolismo intermedidrio, o
crescimento e a diferenciacdc celular. Possuem dois
mecanismos fundamentais de acg¢do, em funcdo das respectivas
caracteristicas fisico-quimicas. As hormonas esterdides
lipofilicas e as hormonas tiroideias sdo hidrofébicas e
actuam em primeiro de forma intracelular, modulando a
transcricldo genética, enquanto as hormonas peptidicas, como
a adrenalina e a melatonina, s&o hidrofilicas e actuam na
membrana celular, desencadeando uma cascata de eventos de
transducdc de sinal, o que leva a efeitos reguladores a
nivel intracelular (Lodish et al. (1995) “Molecular Cell
Biology”, Scientific American Books Inc., Nova Iorgque, NY,

pag. 856 — 864.

As hormonas s&o produzidas em células especializadas das
glandulas enddcrinas e atingem as respectivas células-alvos
através da circulacdo sanguinea. As hormonas esterdides
derivam do colestercl por meio de uma série de reacgdes
enzimaticas, que tém lugar no citosol e nas mitocédndrias
principalmente de células do cbdrtex adrenal, dos ovarios e
dos testiculos. Em alguns casos, & necessaric sujeitar a
hormona esteréide a modificacdo no tecido-alvo, seja para
ser activada seja para produzir um derivado mais activo. A
maioria das hormonas peptidicas sdo sintetizadas na forma
de proteinas precursoras (pré-hormonas) e s&o armazenadas
na célula enddécrina. Antes da sua libertacdo na circulacéo,
a prb-hormona é clivada na hormona activa. Varias hormonas
(principalmente as hormonas esterdides e as hormonas
tiroideias) sdo transportadas na c¢irculagdo enguanto
ligadas a proteinas de ligacdo especificas. Estas proteinas

funcionam como depdsitos de hormonas, libertando a hormona



quando necessario e protegendo-a também da sua répida

desactivacéo.

Devido a natureza central das hormonas na fisiclogia geral
do H. sapiens, a desregulacdo da fungdo hormonal deu
mostras de desempenhar um papel em muitos processos
patoldégicos, incluindo, sem ficarem a ela limitados, a
oncologia (Sommer S. and Fuqua S. A. (2001) “Semin Cancer
Biol.” OQut.; 11(5): 339-52, Bartucci M., Morelli C., Mauro
L, Ando S., and Surmacz E. (2001) “Cancer Res.” Set. 15;
61(18): © 747-54, Oosthuizen G. M., Joubert G., and du Toit
R. S. (2001) ™s. Afr. Med. J.” Jul.; 91(7): 576-79,
Nickerson T., Chang F., Lorimer D., Smeekens S. P., Sawyers
C. L., and Pollak M. (2001) ™“Cancer Res.” Agosto 15;
61(l6): 6 276-80), “cardiovascular disease” (Liu Y., Ding
J., Bush T. L., Longenecker J. C., Nieto F. J., Golden S.
H., and Szklo M. (2001) “Am J. Epidemiol.” Set. 15; 154(6):
489-94), “metabolic diseases” (Flyvbjerg A. (2001) “Growth
Horm. IGF Res.” Junho; 11 Supl. A: S115-9, Diamond T., Levy
S., Smith A., Day P. and Manoharan A. (2001) “Intern. Med.
J.” Jul.; 31(5): 272-8, Toprak S., Yonem A., Cakir B.,
Guler S8., Azal 0., Ozata M., and Corakci A. (2001) “Horm.
Res.”; 55(2): 65 - 70, “inflammation” (McEvoy A. N.,
Bresnihan B., FitzGerald 0., and Murphy E. P. (2001)
“Arthritis Rheum.” Agosto; 44(8): 1761-7, Lipsett P. A.
(2001) ™“Crit. Care Med.” Agosto; 29(8): 1642-4) e ™“CNS
related diseases” (Bowen R. L. (2001) ™“JAMA”. Agosto 1b;
286(7): 790-1).



Familia da hormona de crescimento

A hormona de crescimento (GH) & um membro de uma familia de
hormonas polipeptidicas, que partilham semelhancas
estruturais e actividades bioldgicas e sdo produzidas nas
gladndulas pituitarias de todos os vertebrados e na placenta
de alguns mamiferos. Os membros desta familia dincluem
prolactina pituitaria, lactogénios placentdrios (também
denominados somatomamotropina coridnica nos humanos [hCS]),
proteinas relacionadas com a prolactina em ruminantes e
roedores, proliferinas nos ratos e somatolactina nos

peixes.

Os genes que codificam a maior parte dos membros da familia
das GH contém cinco ex8es e quatro intrbdes e parecem ter
surgido por duplicacdo de um Unico gene ancestral antes do
aparecimentc dos vertebrados. Foi feita a descricido de
variantes de splicing e processamento para varios elementos

da familia.

A familia genética relacionada com a GH humana, localizada
no cromossoma 17g22-24, consiste num cluster (grupo) de
genes com grande conservacdo das suas sequéncias e num
tinico gene da prolactina no cromossoma 6 (Owerbach D. et
al. “Science” 1981). O cluster de genes engloba cinco genes
estruturais, duas GH e trés genes CS, cuja expressdo &

especifica de tecido: hGH-N (N = normal), hGH-V (V =

-

variante), somatomamotropina coriénica humana semelhante
hormona (hCS-L), somatomamotropina coridnica humana A e B
(hCS-2 e hCS-B) (Misra-Press, A et al. JBC 1994,
Boguszewski C. et al. JBC 1998).



A familia de proteinas relacionada com a GH tem semelhancgas

estruturais em comum, dado que a sua estrutura terciiria
forma quatro hélices o, também conhecida por feixe de

quatro hélices antiparalelas. As hélices « estdo muito
juntas e dispostas numa orientacdo antiparalela cima-cima-
baixo-baixo, com dois loops (anéis) compridos ligando os

pares paralelos.

A familia de genes hGH/hCS & importante na regulacdo do
metabolismo materno e fetal e no crescimento e no
desenvolvimento do feto. Durante a gravidez, a expressdo da
GH pituitédria (hGH-N) é suprimida na méde; e a hGH-V, uma
variante da GH expressa pela placenta, torna-se a GH
predominante na mde. A hCS, gque & o produto dos genes hCS-A
e hCS-B, é secretada para as circulacgdes tanto materna como
fetal apds as seis semanas de gravidez. A hGH-V e a hCS
actuam em parceria na mde para estimular a producdo do
factor de crescimento semelhante & insulina (IGF) e para
modular o metabolismo intermediario, resultando num aumento
da disponibilidade de glucose e de aminocacidos para o feto.
No feto, a hCS actua por meio de receptores lactogénicos e
possivelmente de um Unico receptor da CS para modular o
desenvolvimento embrionario, regular o) metabolismo
intermedidrio e estimular a producdo de IGF, insulina,
hormonas adrenocorticais e sulfactante pulmonar. A hGH-N,
que ¢é expressa pela pituitdria fetal, tem poucas ou
nenhumas actuacgdes fisioldbgicas no feto até a um estadio
avancado da gravidez, devido a falta de receptores da GH
funcionais nos tecidos fetais. A hGH-V, que também & uma
hormona somatogénica potente, ndo é libertada no feto. No
seu conjunto, os estudos acerca da familia de genes hGH/hCS
durante a gravidez revelam uma interaccdo complexa das

hormonas entre si e com outros factores de crescimento. S&o



necessarias 1investigacdes adicionais para esclarecer os
papéis relativos dos elementos da familia na regulacido do
crescimento e do desenvolvimento fetais e os factores que
modulam a expressdo dos genes (Handwerger S. & Freemark M.
J., “Pediatr. Endocrinol. Metab.” 2000, Abril; 13(4): 343-
56) .

A hormona de crescimento humana, também conhecida por
somatotropina, ¢é uma hormona proteica com cerca de 190
aminoacidos, a qual é sintetizada e secretada por células
denominadas somatotrofos na pituitdria anterior. E um
participante crucial no controlo de varios processos
fisiolégicos complexos, inclusive crescimento e
metabolismo. A hormona de crescimento também tem um
interesse consideravel como medicamento ministrado tanto a

humanos como a animais.

A hormona de crescimento produz dois tipos distintos de
efeitos. Os efeitos directos resultam da ligacdc da hormona
de crescimento ao seu receptor em células-alvos. As células
gordas (adipdcitos), por exemplo, tém receptores da hormona
de crescimento e a hormona de crescimento estimula-as a
decomporem triglicéridos e suprime a sua capacidade de
aumentar e acumular 1lipidos em circulacdo. Os efeitos
indirectos sdo principalmente mediados pelo factor de
crescimento 1 semelhante & insulina (IGF-1). O papel
principal da hormona de crescimento na estimulac¢do do
crescimento corporal é o de estimular o figado e outros
tecidos a segregar o IGF-1. A maior parte dos efeitos
promotores do crescimento da hormona de crescimento deve-se
na realidade a actuacdo do IGF-1 nas suas células-alvos.
Por exemplo, o IGF-1 estimula a ©proliferacdo dos

condrécitos (células das cartilagens), o que leva ao



crescimento Osseo. A hormona de crescimento também produz
efeitos importantes no metabolismo proteico, lipidico e dos
carboidratos. Em alguns casos, demonstrou-se de forma clara
um efeito directo da hormona de crescimento, noutros casos
pensa-se que o IGF-1 & o mediador criticc e, em alguns
casos, parece que estdo em jogo tantos efeitos directos

como indirectos.

Além dos seus efeitos complexos no crescimento, os estados
tanto de défice como de excesso da hormona de crescimento
atestam de forma muito visivel o papel desta hormona na
fisiologia normal. Estes distlrbios podem reflectir lesdes
no hipotadlamo, na pituitédria ou em células-alvos. Um estado
de défice poderd resultar ndo sé de um défice de producéo
da hormona como também da resposta da célula-alvo a

hormona.

A nivel clinico, um défice da hormona de crescimento ou
defeitos do receptor traduzem-se num atrasc do crescimento
ou no nanismo. A manifestacdoc do défice da hormona de
crescimento depende da idade em que o disturbio ¢é
desencadeadc e pode ser o resultado de uma patclogia

hereditédria ou adquirida.

O efeito da segregacdo em excesso da hormona de crescimento
também depende muito da 1idade em que se dad o seu
desencadeamento e é visto como dois disttrbios distintos. O
gigantismo resulta de uma segregacdo em excesso da hormona
de crescimento que se inicia em criancas Jjovens ou
adolescentes. £ um distGrbio muito raro, sendo usualmente

resultado de um tumor dos somatotrofos.

A acromegalia resulta de uma segregacdo em excesso da



hormona de crescimento nos adultos. O desencadeamento deste
disttrbio ¢é tipicamente insidioso. A nivel c¢linico, um
excessivo crescimento do tecido dsseo e do tecido
conjuntivo leva a uma modificacdo da aparéncia que podera
ser descrita como “tragos fisionémicos grosseiros”. Um
excesso de hormona de crescimento e IGF-1 também leva a

desarranjos metabdlicos, inclusive intolerdncia a glucose.

H& muito gue se emprega a hormona de crescimento purificada
das pituitarias de cadaveres humanos, para tratar criancas
com um &atraso grave do crescimento. Mails recentemente, a
disponibilidade de hormona de crescimento recombinante
levou a diversas outras aplicacBes a populacdes humanas e
animais. Por exemplo, a hormona de crescimento humana é
comummente empregue no tratamento de <criancas com uma
estatura patologicamente baixa. O papel da hormona de
crescimento no envelhecimento normal ainda ¢é pouco
compreendido, mas alguns dos sintomas cosméticos do
envelhecimento parecem susceptiveis a terapia com a hormona
de crescimento. A hormona de crescimento encontra-se
actualmente aprovada e é comercializada para aumentar a
producdo de leite do gado leiteiro; outra aplicacdo da
hormona de crescimento na producdo animal & o tratamento de
porcos em crescimento com a hormona de crescimento suina.
Este tratamento deu mostras de estimular de forma
significativa o crescimento muscular e reduzir a deposicgéo

de gordura.

Dado que a hormona de crescimento desempenha um papel de
tal maneira chave em processos celulares, existe um
interesse fulcral no estudo deste meio e do respectivo
método de regulacdo. Seria de grande importéncia cientifica

a identificacdo das variantes de splicing desta hormona.
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Matsuda et al (1988) ™“Biochemica et Biophysica acta 9497,
125 - 131 revela as sequéncias da variante de splicing de

20 kDa da hormona de crescimento humana.

Proctor et al (1998) “Hum. Genet.” 103, 255 - 272 é& uma
andlise da estrutura da hormona de crescimento humana e das
mutaces nela identificadas. Sdo reveladas numerosas

substituic¢bes de um Unico par de bases com efeito no ARNm.

A entrada da base de dados OMIM com o N.° de Registo 139250
resume o estado da técnica relativamente a hormona de

crescimento humana.

A INVENGAO
A invencdo tem por base a descoberta de que a proteina
INSP101 é uma nova variante de splicing da hormona de

crescimento pituitadria humana (GH-N; P01241).

E feita a descricdo dum polipéptido que:

(1) contém a sequéncia de aminoacidos indicada na SEQ ID
NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8 ou SEQ
ID NO:10;

(ii) ¢ um fragmento desta gue funciona como hormona de
crescimento ou tem um determinante antigénico em

comum com um polipéptido de acordo com (i); ou
(iii) & um equivalente funcional de (i) ou (ii).
Este péptidc pode:

(1) conter a sequéncia de aminodcidos indicada na SEQ ID

NO:8 ou SEQ ID NO:10;
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(11) ser um fragmento desta que funciona como hormona de
crescimento ou tem um determinante antigénico em

comum com um polipéptido de acordo com (i); ou

(1ii) ser um equivalente funcional de (i) ou (ii).

E feita a descricdo de um polipéptido que consiste na
sequéncia de aminocdcidos indicada na SEQ ID NO:2, SEQ ID

NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8 ou SEQ ID NO:10.

0 polipéptido que tem a sequéncia indicada na SEQ ID NO:2 é&
seqguidamente designado por “o polipéptido do exdo 2nov da
INSP101”. O polipéptido que tem a sequéncia definida na SEQ
ID NO:4 é seguidamente designado por “o polipéptido do exéo
3nov da INSP101”. O polipéptido que tem & sequéncia

A\

definida na SEQ ID NO:6 ¢é seguidamente designado por “o
polipéptido dos exdes Z2nov-3nov contiguos da INSP10l”. O
polipéptido que tem a sequéncia definida na SEQ ID NO:8 é
seguidamente designado por “o polipéptido de comprimento
total da INSP101”. O polipéptido que tem a sequéncia

A\

definida na SEQ ID NO:10 é seguidamente designadc por “o

polipéptido maduro de comprimento total da INSP101”.

A Figura 2 faz a comparacdo do padrdo de splicing da
P01241, hormona de crescimento pituitédria (GH-N) do H.
sapiens, com o padrdo de splicing da nova variante de
splicing INSP10l. Com se torna claro com esta figura, a
proteina engloba 5 exdes separados. O polipéptido do exdo
2nov da INSP10l1 e o polipéptido do exdo 3nov da INSP101l sé&o
ex®es alternativos produzidos por splicing alternativo; a
variante de splicing tem um exd02 (2nov) aumentado e um

exdo3 (3nov) truncado.
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A figura também mostra os principais elementos da estrutura
secunddria da hormona de crescimento pituitaria (GH-N). A
GH-N ¢é composta por quatro hélices alfa (A, B, C e D), e
particularmente importante &€ o “loop A-B" que liga a hélice
A & hélice B. O loop A-B & um componente critico da
superficie de interaccdo da GH-N, que liga o receptor da
Hormona de Crescimento (Wells JA, "PNAS"™ vol. 93, pag. 1 -
6 1996, “Binding in the growth hormone receptor complex”).
E evidente que a nova variante de splicing INSP101 tem
novos residuos inseridos no loop A-B (devido a extensado do
exdo 2). De forma semelhante, o© truncamento do exdo 3
levard a remogdo de alguns residuos da GH-N no Jloop A-B.
Assim, a INSP101 é diferente da GH-N principalmente em
termos da composicdo do loop A-B e, dado que este Ioop € um
determinante primario na ligacdoc ao receptor da hormona de
crescimento, prevé-se que a INSP10l mostre propriedades
alteradas de ligacdo ao receptor (em termos de afinidade de

ligacdo e/ou de selectividade do receptor).

O termo “polipéptidos da INSP10l” empregue no pressente
documento engloba os polipéptidos que contém ou séo
compostos pelo polipéptido do exdo Znov da INSP101, pelo
polipéptido do exdc 3nov da INSP10l, pelc polipéptido dos
exbes 2nov-3nov contiguos da INSP101, pelo polipéptido de
comprimento total da INSP101l e pelo polipéptido maduro de
comprimento total da INSP101l.

“Funcionamento como hormona de crescimento” refere-se a
polipéptidos que contém caracteristicas de sequéncia de
aminodcidos ou caracteristicas estruturais que podem ser
identificadas como caracteristicas conservadas no ambito

das hormonas de crescimento humanas, de tal modo que a
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actividade do polipéptido ndo seja substancialmente
afectada de forma negativa em comparacao com o)
funcionamento do polipéptido tipo selvagem de comprimento
total. Por exemplo, poderid recorrer-se a uma série de
diferentes testes para determinar os efeitos das hormonas
de crescimento humanas na ligacdo (ver, por exemplo, Well
J. A., "PNAS" wvol. 93, pag. 1-6, 1996), inclusive a
utilizacdc de anticorpos monoclonais para precipitar
complexos de 1 : 1 de hormona de crescimento e receptor, e
a dimerizacdo induzida pela hGH de moléculas hGHbp em
soluc&o por extincdo de um tag fluorescente colocado perto
da terminacdo C do hGHbp (ver Well J. A., "PNAS" wvol. 93,
pédg. 1-6, 1996). [hGHbp = dominio extracelular do receptor
da GH].

Encontram-se disponiveis vArios testes que permitem
detectar a actividade da hormona de crescimento. Estes

incluem os seguintes testes endocrinolégicos metabdlicos:

i) Teste de diferenciacdo em adipécito:

Cré-se ser importante a inibicdo da diferenciacido de
adipécitos, num modelo in vitro para redugdo da massa
adiposa, na reducdo da resisténcia a insulina no caso de
doencas como a diabetes e a sindrome do ovario policistico
(SOP). O objectivo é& identificar uma proteina ou proteinas
que inibam a diferenciacdc dos pré-adipdcitos em
adipécitos. Induz-se & 1linha celular de pré-adipdcitos
murinos 3T3-1L1 para que estes se diferenciem em adipécitos
com insulina + IBMX. A descoberta de que a diferenciacdo é
inibida por TNFa + ciclo-hexamida é utilizada como controlo

positivo.

ii) Aumento da glucose tritiada (3T3 L1):
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O objectivo & identificar uma proteina ou proteinas que
estimule(m) o aumento de glucose como modelo da resisténcia
a 1insulina na adipose durante a diabetes ou a S0OP. Os
adipdécitos empregues s&o os pré-adipbdecitos murinos 3T3-LI

que sofreram diferenciacéo.

iii) Aumento da glucose tritiada (adipdécitos humanos

primarios) :

O objectivo & identificar uma proteina ou proteinas que

estimule(m) o aumento de glucose como modelo da resisténcia
a4 insulina na adipose durante a diabetes ou a SOP. Emprega-

se adipbdbcitos humanos priméarios.

iv) Aumento da glucose tritiada (células musculares

esqueléticas humanas primarias) :

O objectivo & identificar uma proteina ou proteinas que
estimule(m) o aumento de glucose como modelo da resisténcia
a insulina no tecido muscular durante a diabetes ou a SOP.
Diferencia-se células musculares esqueléticas humanas
primarias em miotubos e aplica-se as mesmas em seguida no

teste.

A  invencdo fornece uma molécula de acidos nucleicos

purificada que codifica um polipéptido da invencéo.

A molécula de A4cidos nucleicos purificada pode conter a
sequéncia de &cidos nucleicos definida na SEQ ID NO:1 (que
codifica o polipéptido do exdo 2nov da INSP10l1), a SEQ ID
NO:3 (que codifica o polipéptido do exdo 3nov da INSP101),
a SEQ ID NO:5 (gue codifica o polipéptido dos exdes 2nov-
3nov contiguos da INSP101), a SEQ ID NO:7 (que codifica o
polipéptido de comprimento total da INSP10l) ou a SEQ ID

NO:9 (que codifica o polipéptido maduro de comprimento
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total da INSP101), ou é um eguivalente redundante ou um

fragmento de gualquer uma destas sequéncias.

A molécula de acidos nucleicos purificada pode consistir na
sequéncia de &cidos nucleicos definida na SEQ ID NO:1 (que
codifica o polipéptido do exd&o 2nov da INSP101), na SEQ ID
NO:3 (que codifica o polipéptido do exdo 3nov da INSP101),
na SEQ ID NO:5 (que codifica o polipéptido dos exdes 2nov-
3nov contiguos da INSP101l), na SEQ ID NO:7 (que codifica o
polipéptido de comprimento total da INSP101) ou na SEQ ID
NO:9 (que codifica o polipéptido maduro de comprimento
total da INSP10l), ou é um fragmento ou um equivalente

redundante de qualquer uma destas sequéncias.

A sequéncia codificadora que <codifica a hormona de
crescimento humana pituitdria do tipo selvagem, NM 000515,
estéd especificamente excluida do Aambito da presente

invencdao.

E feita a descricdo de uma molécula de acidos nucleicos
purificada, que sofre hibridacdo sob condig¢des altamente

estritas com uma molécula de acidos nucleicos da invencdo.

A invencédo fornece um vector, como um vector de expressédo,

que contém uma molécula de acidos nucleicos da invencé&o.

A invencido fornece uma célula hospedeira transformada com

um vector da invencéo.

E feita a descricdo de um ligando que se liga de forma
especifica as hormonas de crescimento do primeiro aspecto
da invencdo. Preferencialmente, o ligando inibe a funcdo de

um polipéptido da invencdo que ¢é uma hormona de
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crescimento. Os ligandos para um polipéptido de acordo com
a 1nvencdoc podem assumir diversas formas, inclusive
substratos naturais ou modificados, enzimas, receptores,
pequenas moléculas orgdnicas, tais como pequenas moléculas
orgénicas naturais ou sintéticas de até 2 000 Da, de
preferéncia 800 Da ou menos, peptidomiméticos, mcléculas
inorgédnicas, péptidos, polipéptidos, anticorpos, miméticos

estruturais ou funcionais dos supracitados.

E feita a descricdo de um composto eficaz na modificacdo da
expressdo de um gene natural que codifica um polipéptido da
invenc&o, ou na regulaci&o da actividade de um polipéptido

da invencéo.

Um composto deste tipo podera aumentar (agonizar) ou
diminuir (antagonizar) o nivel de expressdo do gene ou a

actividade do polipéptido.

De forma importante, a identificacdo da funcdo do
polipéptido INSP10l permite a concepgdo de métodos de
rastreio, capazes de identificar compostos gue sejam
eficazes no tratamento e/ou no diagndéstico de patologias. E
possivel identificar os ligandos e os compostos de acordo
com a invencdc recorrendo a estes métodos. Estes métodos

encontram-se englobados como aspectos da presente invencdo.

A invencdo fornece um polipéptido da invenc&o ou uma
molécula de &cidos nucleicos da invencdo, ou um vector da
invengdo, ou um ligando da invencdo, a ser empregue na
terapia ou no diagndstico de uma patologia em que esteja
implicada a hormona de crescimento humana. Estas patologias
e estes distlGrbios poderdo incluir problemas reprodutivos,

problemas de gravidez, como a doenca trofobléastica
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gestacional, problemas de desenvolvimento como © sindroma
de Silver-Russel, problemas de crescimento, défice da
hormona de crescimento, doenca de Cushing, problemas
enddcrinos, disturbios proliferativos celulares, incluindo
neoplasma, carcinoma, tumor da pituitédria, tumor dos
ovarios, melanoma, tumcr do pulmio, colo-rectal, da mama,
do péncreas, da cabeca e do pescoco, tumor trofoblastico de
localizacdo placentaria, adenocarcinoma, coriocarcinoma,
osteossarcoma e outros tumores sélidos; angicgénese,
distlrbios mieloproliferativos; distirbios
autoimunes/inflamatdrios; problemas cardiovasculares;
disttrbios neurolébgicos, dor; disttirbios metabdélicas
inclusive diabetes mellitus, osteoporose e cobesidade,
caquexia, SIDA, doenca renal; lesao pulmonar;
envelhecimento; infecc¢des incluindo as virais, bacterianas,
fingicas e parasitarias, e outras condigbes patoldgicas. De
preferéncia, a patologia trata-se de uma patologia em que
esteja envolvida a funcdo enddcrina, em particular hormonas
de crescimento (ver, por exemplo, Arato G., Fulop V.,
Degrell P., Szigetvari J. “Pathol. Oncol. Res.” 2000 6(4):
292-4; Hitchins M. P., Stanier P., Preece M. A. and Moore
GE., “J. Med. Genet” 2001 Dez. 38(12): 810-9; Rhoton-Vlasak
A., Wagner J. M., Rutgers J. L, Baergen R. N., Young R. H.,
Roche P. C., Plummer T. B. and Gleich G. J., “Hum Pathol”
1998 Marco 29(3): 280-8; Llovera M., Pichard C.,
Bernichtein S., Jeay S., Touraine P., Kelly P. A. and
Goffin V., "Oncogene", 2000 Setembro 28 19(41): 4 695-705;
Savage M. 0., Scommegna 3., Carroll P. V., Ho J. T., Monson
J. P., Besser G. M. and Grossman AB., “Horm. Res.” 2002 58
Supl. 1: 39 - 43; Aimaretti G., Corneli G., Bellone S.,
Baffoni C., Camanni F. and Ghigo E., “J. Pediatr.
Endocrinol. Metab.” 2001 14 Supl. 5: 1 233-42; Berger P.,

Untergasser G., Hermann M., Hittmair A., Madersbacher S.
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and Dirnhofer 8., “Hum. Pathol.” 1999 Outubro 30(10): 1
201-6; Hamilton J., Chitayat D., Blaser S., Cohen L. E.,
Phillips J. A. 3rd and Daneman D., “Am. J. Med. Genet.”
1998 DNovembro 2 80(2): 128-32; Gonzalez-Rodriguez E.,
Jaramillo-Rangel G. and Barrera-Saldana H. A., “Am. J. Med.
Genet.” 1997 Novembro 12 72(4): 399 - 402; Perez Jurado L.
A., Argente J., Barrios V., Pozo J., Munoz M. T., Hernandez
M. and Francke U., “J. Pediatr. Endocrinol. Metab.” 1997
Marco - Abril 10(2): 185-90; Saeger W. and Lubke D.,
“Endocr. Pathol.” 1996 Primavera 7(1): 21 - 35; Conzemius
M. G., Graham J. C., Haynes J. S. and Graham C. A., “Am. J.
Vet. Res.” 2000 Junho ©61(6): 646-50; Bartlett D. L.,
Charland S., Torosian M. H., “Cancer” 1994 Marco 1 73(5): 1
499-504) . Também se pode utilizar estas moléculas na
producdo de um medicamento destinado ao tratamento destes

disturbios.

E feita a descricido de um método de diagndéstico de uma
patologia num doente, incluindo a avaliacdo do nivel de
expressdo de um gene natural que codifica um polipéptido da
invenc&o ou a actividade de um polipéptido da invenc&o no
tecido do referido doente, e a comparacédc do referido nivel
de expressido ou de actividade com um nivel de controlo,
sendo que um nivel diferente do referido nivel de controlo
¢ indicador de doenca. Um método destes serd de preferéncia
levado a cabo in vitro. E possivel recorrer a métodos
similares na monitorizacdo do tratamento terapéutico da
doenca no doente, em que uma alteragdo do nivel de
expressdo ou de actividade de um polipéptido ou de uma
molécula de &cidos nucleicos durante o periodo de tempo em
direccdo a um nivel de controlo é€ indicador da regressdo da

doenca.
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Um método preferido de detecgdo de polipéptidos da invencéo
engloba as etapas de: (a) fazer contactar um ligando, como
um anticorpo, do sexto aspecto da invencdo, com uma amostra
biolégica sob condic®es apropriadas para a formacdo de um
complexo de ligando-polipéptido; e (b) detectar o referido

complexo.

Existe uma série de métodos diferentes deste diagndstico,
como é do conhecimento do leitor especializado, como se
verifica com os métodos de hibridacdo de &cidos nucleicos
com sondas curtas, anédlise de mutacdo pontual, amplificacéo
por reaccdo em cadeia de polimerase (PCR) e métodos
empregando anticorpos para detectar niveils proteicos
aberrantes. £ possivel empregar métodos similares a curto
ou a longo prazo para permitir o tratamento terapéutico de
uma doenca a ser monitorizada num doente. E igualmente
feita a descricdo de kits que sejam Uteis nestes métodos de

diagndstico de patologias.

A invencdo contempla & wutilizacdo de polipéptidos do
primeiro aspecto da invencdo como hormona de crescimento ou
como um modulador da actividade da hormona de crescimento.
Os wusos apropriados dos polipéptidos da invengdo como
hormonas de crescimento incluem o uso como regulador do
crescimento celular, do metabolismo ou da diferenciacdo, ©
uso como parte de um par de receptor/ligando e o uso como
um marcador de diagnéstico de uma condicdo fisioldgica ou
patoldégica. Como acima mencionado, a hormona de crescimento
estimula a decomposicgdo dos triglicéridos nos adipdcitos. A
hormona de crescimento humana também estimula o crescimento
corporal ao estimular o figado a segregar o IGF-1. Isto,
por sua vez, resulta na proliferacdo de condrdcitos, sendo

0 resultado o crescimento 6sseco. A hormona de crescimento
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também produz efeitos no metabolismo. A administracdo da
hormona de crescimento constituili um tratamento conhecido do
nanismo. Também se conhece a sua utilizacdo para aumentar a
producdo de leite no gado leiteiro e para aumentar o
crescimento dos porcos. Pode-se explorar todas estas
utilidades por meio dos polipéptidos da invencdo. Além
disso, é possivel empregar antagonistas dos polipéptidos da
invengdo no tratamento da sobreproducdo da hormona de

crescimento, que poderd resultar em gigantismo.

Como acima debatido, poderd recorrer-se a uma série de
testes diferentes para determinar os efeitos das hormonas
de crescimento humanas na ligacdo (ver, por exemplo, Well
J. A., U"PNAS" wvol. 93 pag. 1-6, 1996), inclusive a
utilizacdo de anticorpos monoclonais para precipitar
complexos de 1 : 1 de hormona de crescimento e receptor, e
a dimerizacdo induzida por hGH de moléculas hGHbp em
soluc&o, pela extincdo de um tag fluorescente colocado
perto da terminacdo C do hGHbp (ver Well J. A. "PNAS" vol.
93 pag. 1-6, 199%). [hGHbp = dominic extracelular do
receptor da GH]

A inveng¢dc proporciona uma composicdo farmacéutica contendo
um polipéptido da invencédo, ou uma molécula de A4cidos
nucleicos da invengdo, ou um vector da invencdo ou um
ligando da invenc&oc em conjuncdo com uma substdncia de

suporte aceitavel em farmacia.

A presente invencdo proporciona um polipéptido da invencéo,
ou uma molécula de Aacidos nucleicos da invencdo, ou um
vector da invencdo ou um ligando da invencdo para fins
terapéuticos ou de diagnéstico. Também é possivel empregar

estas moléculas na producdo de um medicamento destinado ao
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tratamento de uma patologia.

A invencdo proporciona um método de tratar uma patologia
num doente, o gqual engloba a administracdo ao doente de um
polipéptido da invencdo, ou de uma molécula de é&cidos
nucleicos da invencdo, ou de um vector da invencdo ou de um

ligando da invencéo.

No caso de patclogias em que a express&o de um gene
natural, gque codifica um polipéptido da invengdo, ou em gque
a actividade de um polipéptido da invencdo é mais baixa num
doente com essa patologia do que o nivel de expressdo ou a
actividade num paciente saudavel, o polipéptido, a molécula
de Aacidos nucleicos ou o ligando que se ministra ao doente
devera ser um agonista. Em torno, no caso de patologias em
que a expressdo do gene natural ou a actividade do
polipéptido é maior num doente com essa patologia do que ©
nivel de expressdo ou a actividade num paciente saudavel, o
polipéptido, a molécula de &acidos nucleicos ou o ligando
ministrado/a ao doente deverd ser um antagonista. Os
exemplos destes antagonistas poderdo ser moléculas de
dcidos nucleicos anti-sentidc, ribozimas e ligandos, como

0s anticorpos.

E feita a descricido de animais nZo-humanos transgénicos ou
knockout (= com um  gene desactivado) que foram
transformados para expressar niveis mais elevados, mais
baixos ou inexistentes de um polipéptido da invencdo. Estes
animais transgénicos s&o modelos muito Uteis no estudo de
patologias e também podem ser empregues em regimes de
rastreio para identificar compostos que sejam eficazes no

tratamento ou no diagndstico dessas patologias.
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Em baixo encontra-se um resumo de técnicas e procedimentos
padrdo a que se pode recorrer de modo a aplicar a invencdo.
A presente invencd&o ndo ficard limitada a metodologia, aos
protocolos, as 1linhas celulares, aos vectores e aos
reagentes particulares descritos. Também a terminclogia
empregue no presente documento se destina somente a
descrever as execucdes particulares e ndo tem por funcdo
limitar o ambito da presente invencdo. O ambito da invencédo

¢ apenas limitado pelos termos das revindicacbes anexas.

Emprega-se as e&breviaturas padrdo para os nucledtidos e

para os aminodcidos nesta especificacéo.

A pratica da presente invencdoc recorrerd, se nada for
expresso em contrario, a técnicas convencionais da bioclogia
molecular, da microbiologia, da  tecnologia de  ADN
recombinante e da imunologia, que se encontram dentro da

especialidade dos que trabalham na técnica.

Estas técnicas encontram-se totalmente explicadas na
literatura. Os exemplos de textos particularmente
apropriados para consulta incluem o0s seguintes: Sambrook
“Molecular Cloning; A Laboratory Manual”, 2.2 edigdo
(1989); “DNA Cloning”, Volumes I e II (D. N. Glover ed.
1985); ™“Oligonucleotide Synthesis” (M. J. Gait ed. 1984);
“Nucleic Acid Hybridization” (B. D. Hames & S. J. Higgins
eds. 1984); “Transcription and Translation” (B. D. Hames &
S. J. Higgins eds. 1984); “Animal Cell Culture” (R. TI.
Freshney ed. 1986); “Immobilized Cells and Enzymes (IRL
Press, 1986); B. Perbal, “A Practical Guide to Molecular
Cloning” (1984); “the Methods in Enzymology series”
(Academic Press, Inc.) em especial os volumes 154 e 155;

“Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells” (J. H. Miller
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and M. P, Calos eds. 1987, Cold Spring Harbor Laboratory);
“Immunochemical Methods in Cell and Molecular Biology”

(Mayer and Walker, eds. 1987, Academic Press, Londres);

Scopes, (1987) “Protein Purification: Principles and
Practice”, 2.2 edicdo (Springer Verlag, Nova Iorque); e
“Handbook of Experimental Immunoclogy”, volumes I - IV (D.

M. Weir and C. C. Blackwell eds. 1986).

Como empregue no presente texto, o termo "polipéptido”
engloba todos os péptidos ou proteinas que contenham dois
ou mais aminodcidos ligados entre si por ligacgbes
peptidicas ou por ligacdes peptidicas modificadas, ou seja,
is6steros peptidicos. O termo é relativo tanto a cadeias
curtas (péptidos e oligopéptidos) como a cadeias mais

compridas (proteinas).

O polipéptido da presente invencdo poderd encontrar-se na
forma de uma proteina madura ou poderd ser uma pré-
proteina, wuma prbé-proteina ou uma pré-prbd-proteina que
poderéd ser activada por clivagem da pré-porcdo, da pro-
porcdo ou da pré-prd-porgcdo para produzir um polipéptido
maduro activo. Nestes polipéptidcos, a pré-sequéncia, a pro-
sequéncia ou a pré-prdo-sequéncia poderd ser uma sequéncia
lider ou secretora, ou uma sequéncia que £ empregue na

purificacdo da sequéncia polipeptidica madura.

O polipéptido descrito poderéd formar parte de uma proteina
de fusdo. Por exemplo, é com frequéncia vantajoso incluir
uma ou mais sequéncias adicionais de aminoacidos, que
poder&o conter sequéncias secretoras ou lideres, proé-
sequénicias, sequéncias que auxiliam & purificacdc, ou
sequéncias que conferem uma maior estabilidade proteica,

por exemplo, durante a producgdo recombinante. Em
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alternativa ou adicionalmente, o polipéptido maduro podera
ser fundido com outro composto, comoc um composto para
aumentar o tempo de semi-vida do polipéptido (por exemplo,

polietilenoglicol).

Os polipéptidos poderdo conter aminoadcidos diferentes dos
20 amincacidos codificados pelcs genes, modificados por
processos naturais como o processamento pds-traducdo ou por
técnicas de modificacgdo guimica bem conhecidas da técnica.
Entre as modificac¢bdes conhecidas que sdo mais comuns
estarem presentes nos polipéptidos tem-se glicosilacao,
ligacdo lipidicsa, sulfatacéao, gama-carboxilacéo, por
exemplo, de residuos do &cido glutédmico, hidroxilacdo e
ADP-ribosilacgdo. Outras modificacgdes potenciais incluem
acetilacao, acilacdo, amidacao, ligacdo covalente da
flavina, ligacdo <covalente de um grupo heme, ligacéo
covalente de um nucledtido ou de um derivado nucleotidico,
ligacdo covalente de um derivado lipidico, ligacéo
covalente do fosfatidilinositol, ligacéo cruzada,
ciclizagdo, formacdo de ligacgdo dissulfureto, demetilacdo,
formacdo de ligag®es cruzadas covalentes, formacdo da
cisteina, formacdo do piroglutamato, formilacdo, formacédo
da &ncora GPI, iodacdo, metilacdo, miristoilacdo, oxidacéao,
processamento proteolitico, fosforilacéo, fenilacéo,
racemizacido, selenoilacdo, adicdo mediada por ARN de
transferéncia de aminocdcidos a proteinas, tals como

arginilacdo e ubiquitinacéo.

As modificagdes podem ocorrer em gualguer ponto de um
polipéptido, inclusive na cadeia principal do polipéptido,
nas cadeias laterais de aminocacidos e nas terminacdes amina
ou carboxilo. De facto, o blogueioc da terminacdc amina ou

da terminacdo carboxilo num polipéptido, ou em ambos, por
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modificacdo covalente & comum em pclipéptidos que ocorrem

naturalmente ou sintéticos.

As modificagdes gque ocorrem num polipéptido serdo com
frequéncia em funcido de como o polipéptido é constituido.
No caso dos polipéptidos constituidos de forma
recombinante, a natureza e a extensdo das modificacdes
serdo determinadas em grande parte pela capacidade de
modificacdo pds-traducdo da célula hospedeira particular e
pelos sinais de modificacdo que estdo presentes na
sequéncia de aminocicidos do polipéptido em questdo. Por
exemplo, os padrdes de glicosilacdo variam entre diferentes

tipos de células hospedeiras.

E possivel preparar os polipéptidos da presente invencéo de
qualquer maneira adequada. FEstes polipéptidos incluem
polipéptidos que ocorrem naturalmente isolados (por
exemplo, purificados a partir de wuma cultura celular),
polipéptidos produzidos de forma recombinante (incluindo
proteinas de fusdo), polipéptidos produzidos de forma
sintética ou polipéptidos produzidos pela combinacido destes

métodos.

Os polipéptidos funcionalmente equivalentes podem ser
polipéptidos hombélogos aos polipéptidos INSP10l. Diz-se que
dois polipéptidos s&oc “homdblogos”, tal como o termo é agui
empregue, se a sequéncia de um dos polipéptidos tiver um
grau suficientemente grande de identidade ou de semelhanca
com a sequéncia do outro polipéptido. A “identidade” indica
que, em gualquer ©posicdo particular nas sequéncias
alinhadas, o residuo de amincacidos é idéntico entre as
sequéncias. "Semelhanca" indica que, em qualgquer posicéo

particular nas sequéncias alinhadas, o residuo de
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aminoécidos & de tipo semelhante entre as sequéncias. Os
graus de identidade e de semelhanca podem ser facilmente
calculados (“Computational Molecular Biology”, Lesk, A. M.,
ed., Oxford University Press, Nova Torque, 1988;
“Biocomputing. Informatics and Genome Projects”, Smith, D.
W., ed., Academic Press, ©Nova Iorque, 1993; ™“Computer
Analysis of Sequence Data”, Parte 1, Griffin, A. M., and
Griffin, H. G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994;
“Sequence Analysis in Molecular Biology”, von Heinje, G.,
Academic Press, 1987; e “Sequence Analysis Primer”,
Gribskov, M. and Devereux, J. eds., M Stockton Press, Nova

Torque, 1991).

Por conseguinte, 0os polipéptidos  hombdlogos incluem
variantes Dbioldgicas naturais (por exemplo, variantes
alélicas ou variacdes geograficas dentro da espécie de que
derivam os polipéptidos) e mutantes (como 0s mutantes que
contém substituicdes, insercdes ou deleccdes de
aminodcidos) dos ©polipéptidos INSP101. Estes mutantes
poderdo incluir polipéptidos nos gquais um ou mais dos
residuos de aminocadcidos estdo substituidos por um residuo
de aminoacidos conservado ou ndo conservado (de preferéncia
um residuo conservado de aminodcidos), e esse residuo de
aminodcidos substitulido poderd ou ndo ser codificado pelo
cbdigo genético. Tipicamente, estas substituigbes séo
dentre Ala, Val, Leu e Ile; dentre Ser e Thr; dentre os
residuos &cidos Asp e Glu; dentre Asn e Gln; dentre os
residuos Dbésicos Lys e Arg; ou dentre os residuos
aromédticos Phe e Tyr. Em particular preferidas s&o as
variantes em que varios amincacidos, ou seja, entre 5 e 10,
1 e 5, 1 e 3, 1 e 2 ou apenas 1, sdo substituidos,
delectados ou adicionados em qualquer combinacdo. Prefere-

se em especial as substituicdes, adigdes e delecgdes
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silenciosas, que ndoc alterem as propriedades e as
actividades das proteinas. Relativamente a isto, também se
prefere em especial as substituig¢des conservadoras. Estes
mutantes também incluem os polipéptidos em gue um ou mais
dos residuos de aminoacidos inclua um grupo substituinte.

Tipicamente, uma identidade superior a 30% entre dois
polipéptidos é considerada ser indicadora de equivaléncia
funcional. De preferéncia, os polipéptidos funcionalmente
equivalentes descritos tém um grau de 1dentidade de
sequéncia com o polipéptido INSP10l, ou com os respectivos
fragmentos activos, superior a 90% em todo o comprimento da
sequéncia do INSP101l. Os polipéptidos mais preferidos tém
graus de identidade superiores a 92%, 95%, 98% ou 99% em
todo o comprimento da sequéncia do INSP101,

respectivamente.

Os polipéptidos funcionalmente equivalentes descritos
também podem ser polipéptidos que foram identificados
recorrendoc a uma ou mals técnicas de alinhamento
estrutural. Por exemplo, pode empregar-se a tecnologia
Inpharmatica Genome Threader™ que constitui um aspecto das
ferramentas de pesquisa empregues para gerar a base de
dados de pesquisa Biopendium (ver o Pedido co-pendente de
Patente Internacional N.° PCT/GB01/01105), para identificar
0s polipéptidos com uma funcdo presentemente desconhecida
que, embora tendo uma baixa identidade de sequéncia em
relacdo o polipéptido INSP101, se prevé tratar de proteinas
de hormonas de crescimento, indo o referido método empregar
um polipéptido do primeiro aspecto da invencdo por
partilhar homologia estrutural significativa com as
sequéncias do polipéptido INSP10l. “Homologia estrutural

significativa” significa que a Inpharmatica  Genome
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Threader™ prevé que duas proteinas partilham homologia

estrutural com uma certeza de pelo menos 10% cu mais.

Os polipéptidos descritos também incluem os fragmentos dos
polipéptidos 1INSP101 e os fragmentos dos equivalentes
funcionais dos polipéptidos INSP101, desde que esses
fragmentos conservem actividade de hormona de crescimento
ou tenham um determinante antigénico em comum com 0S

polipéptidos INSP101.

Como aplicado no presente documento, o termc "fragmento”
refere-se a um polipéptidc tendo uma sequéncia de
aminodcidos que é igual a parte, mas ndo a toda, a
sequéncia de amincdcidos dos polipéptidos INSP101 ou de um
dos seus equivalentes funcionais. 0Os fragmentos deverédo
conter pelo menos n aminocdcidos consecutivos da sequéncia
e, em funcdo da sequéncia particular, n é& de preferéncia 7
ou mais (por exemplo, §, 10, 12, 14, 16, 18, 20 ou mais).
Os fragmentos pequenos poderdc formar um determinante

antigénico.

Os fragmentos dos polipéptidos INSP101 de comprimento total
poderdo ser compostos por combinacdes de 2 ou 3 sequéncias
de exbes contiguas nas sequéncias dos polipéptidos INSP101,
respectivamente. Por exemplo, estas combina¢des incluem os

exbes 1 e 2, 2 e 3 0ul, 2e 3.

Estes fragmentos poderdo ser “autdnomos”, ou seja, nao
serem parte ou ndo estarem fundidos noutros aminocdcidos ou
polipéptidos, ou podem estar contidos num polipéptido maior
do qual formam uma parte ou uma regido. Se contido num
polipéptido maior, o fragmento da invenc&o formard com

maior preferéncia ume Unica regido continua. Por exemplo,
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certas execugles preferidas sédo relativas a um fragmento
tendo uma regido de pré-polipéptido e/ou pré-polipéptido
fundida na terminacdo amina do fragmento e/ou uma regido
adicional fundida na terminacdo carboxilo do fragmento. No
entanto, é possivel que varios fragmentos estejam contidos

num Unico polipéptido maior.

E possivel utilizar os polipéptidos da pressente invencéao
ou os seus fragmentos imunogénicos (contendo pelo menos um
determinante antigénico) para gerar ligandos, tais como os
anticorpos policlonais ou monoclonais, que séo
imunoespecificos em relacdo aos polipéptidos. Pode
empregar-se estes anticorpos para isolar ou para
identificar os clones que expressam os polipéptidos, ou
para purificar os ©polipéptidos por cromatografia de
afinidade. Também é possivel utilizar os anticorpos como
auxiliares de diagnéstico ou auxiliares terapéuticos, entre
outras aplicacodes, COomo sera aparente ao leitor

especialista.

O termo “imunoespecifico” significa que os anticorpos tém
uma afinidade substancialmente maior em relacdo aos
polipéptidos da invencdo do gque a afinidade em relagédo a
outros polipéptidos relacionados no estado da técnica. Como
aplicado no presente contexto, o termo “anticorpo” refere-
se a moléculas intactas assim como a fragmentos destas,
tais como Fab, F(ab’)2 e Fv, que sdo capazes de se ligar ao
determinante antigénico em quest&o. Estes anticorpos ligam-

se assim aos polipéptidos do primeiro aspecto da invencéo.

“Afinidade substancialmente maior” significa que existe um
aumento mensuravel da afinidade em relacdo a um polipéptido

da invencdo em comparacdo com a afinidade em relacdo a
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hormonas de crescimento humanas conhecidas.

Preferencialmente, & afinidade é de pelo menos 1,5, 2, 5,
10, 100, 103, 10%, 10°, 10° (ou mais) vezes maior em relacao
a um polipéptido da invencdo do que em relacdo a proteinas

segregadas conhecidas como as hormonas de crescimento.

Caso se pretenda anticorpos policlonais, poderd imunizar-se
um mamifero escolhido, como um rato, um coelho, uma cabra
ou um cavalo, com um polipéptido. O polipéptido empregue na
imunizacdc do animal pode derivar da tecnologia de ADN
recombinante ou pode ser sintetizado por via guimica. Se
pretendide, ¢é possivel conjugar o© polipéptido com uma
proteina de suporte. 0s suportes usualmente empregues, aos
quais se podem ligar quimicamente os polipéptidos, incluem
albumina de soro bovino, tiroglobulina e hemocianina do
Megathura crenulata (keyhole Iimpet haemocyanin = KLH).
Emprega-se depois o polipéptido ligado na imunizacdo do
animal. Colhe-se o soro do animal imunizado e trata-se o
mesmo de acordo com procedimentos conhecidos, por exemplo,

por cromatografia de imunocafinidade.

Um especialista da técnica também consegue facilmente
produzir anticorpos monoclonals para os polipéptidos do
primeiro aspecto da invencio. E bem conhecida a metodologia
geral ©para marcar anticorpos monoclonais recorrendo a
tecnologia dos hibridomas (ver, por exemplo, Kohler, G. and
Milstein, C., “Nature” 256: 495-497 (1975); Kozbor et al.,
“Immunology Today” 4: 72 (1983); Cole et al., 77 - 96 1in
“Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy”, Alan R. Liss,

Inc. (1985).

E possivel rastrear painéis de anticorpos monoclonais,
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produzidos contra os polipéptidos da invencdo, em busca de
diversas propriedades, ou seja, isotipo, epitopo,
afinidade, etc. Os anticorpos monoclonais sdo
particularmente Uteis na purificacdo de polipéptidos
individuais contra os quais se dirigem. Em alternativa, os
genes que codificam os anticorpos monoclonais em questdo
podem ser isolados de hibridomas, por exemplo, por meio de
técnicas de PCR conhecidas da técnica, e ser clonados e

expressos em vectores apropriados.

Também poderdoc ser Utels os anticorpos quiméricos, nos
quais regides varidveis nao-humanas estdo Jjuntas ou
fundidas a regides constantes humanas (ver, por exemplo,
Liu et al., “Proc. Natl. Acad. Sci. USA”, 84, 3 439
(1987)).

E possivel modificar o anticorpo para o tornar menos
imunogénico num individuo, por exemplo, por humanizacéo
(ver Jones et al., “Nature”, 321, 522 (1986); Verhoeyen et
al., “Science”, 239, 1 534 (1988); Kabat et al., ™“J.
Immunol.”™, 147, 1 709 (1991); Queen et al., "Proc. Natl.
Acad. Sci. UsSA”, 86, 10 029 (1989); Gorman et al., “Proc.
Natl Acad. Sci. USA”, 88, 34 181 (1991); e Hodgson et al.,
“Bio/Technology”, 9, 421 (1991)). O termo “anticorpo
humanizado”, como empregue no presente documento, refere-se
a moléculas de anticorpos em que os amincidcidcs CDR e
outros amincacidos seleccionados nos dominios varidveis das
cadeias pesadas e/ou leves de um anticorpo dador ndo-humano
foram substituidos em lugar dos amincdcidos equivalentes
num anticorpo humano. Assim, o anticorpo humanizado
assemelha-se de muito perto a um anticorpo humano, mas tem

a capacidade de ligacdo do anticorpo dador.
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Noutra alternativa, o anticorpo pode ser um anticorpo
"biespecifico”, ou seja, um anticorpo que tem dois dominios
de ligacdo de antigénios diferentes, sendo cada dominio

dirigido contra um epitopo diferente.

E possivel empregar a tecnologia de exibicdo de fagos para
seleccionar genes que codifiguem anticorpos com actividades
de ligacdo em relacdo aos polipéptidos da invencdo, seja a
partir de reportdérios de genes V amplificados por PCR de
linfécitos de humanos rastreados gquanto a terem o0s
anticorpos relevantes, ou de bibliotecas naives
(McCafferty, J. et al., (1990), "Nature" 348, 552-554;
Marks, J. et al., (1992) "Biotechnology" 10, 779-783). A
afinidade destes anticorpos também pode ser melhorada por
shuffling (recombinacdo) de cadeias (Clackson, T. et al.,

(1991) “Nature” 352, 624-628).

Os anticorpcs gerados pelas técnicas acima referidas, sejam
policlonais ou monoclonais, tém uma utilidade adicional na
medida em que podem ser empregues como reagentes em testes
de imunidade, testes de radioimunidade (RIA) ou ensaios de
imunoabsorcdo enzimidtica (ELISA). Nestas aplicacdes, pode-
se titular os anticorpos com um reagente de deteccgéo
analitica como um radioisétopo, uma molécula fluorescente

ou uma enzima.

As moléculas de acidos nucleicos preferidas dea invencdo séo
as que codificam uma sequéncia polipeptidica como definida
pela SEQ ID NO:8 ou SEQ ID NO:10, e polipéptidos
funcionalmente equivalentes. Também se encontram descritas
moléculas de &acidos nucleicos que codificam uma sequéncia
polipeptidica como definida nas SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4,

SEQ ID NO:6 e polipéptidos funcionalmente equivalentes. E



33

possivel empregar estas moléculas de acidos nucleicos nos
métodos e nas aplicacdes descritos nc presente documento.
As moléculas de &cidos nucleicos contém, de preferéncia,
pelo menos n nuclebdtidos consecutivos das sequéncias aqui
reveladas, em que, em funcdo da seguéncia particular, n é
10 ou mais (por exemplo, 12, 14, 15, 18, 20, 25, 30, 35, 40

ou mais).

As moléculas de acidos nucleicos também englobam sequéncias
que sdo complementares as moléculas de Aacidos nucleicos
acima descritas (por exemplo, para fins de anti-sentido ou

de teste).

As moléculas de é&cidos nucleicos da presente invencio
poderdo encontrar—-se na forma de ARN, como o ARNm, ou na
forma de ADN, incluindo, por exemplo, ADNc, ADN sintético
ou ADN genémicc. Consegue-se obter estas moléculas de
acidos nucleicos por clonagem, por técnicas de sintese
quimica ou pela combinacdo das mesmas. E possivel preparar
as moléculas de acidos nucleicos, por exemplo, por sintese
quimica recorrendo a técnicas como a sintese quimica de
fosforamidite em fase sd6lida, de bibliotecas de ADNc ou
genémicas ou pela separagdoc de um organismo. As moléculas
de ARN podem ser em geral geradas pela transcricédo in vitro

ou in vivo de sequéncias de ADN.

As moléculas de &cidos nucleicos podem ser de cadeia dupla
ou de cadeia simples. O ADN de cadeia simples pode ser a
cadeia codificadora, também conhecida pela cadeia sentido,
ou pode ser a cadeia ndo codificadora, também denominada

cadeia anti-sentido.

O termo “molécula de A4acidos nucleicos” também engloba



34

anadlogos do ADN e do ARN, como 0s que contém cadeias
principais modificadas, e 4acidos nucleicos ©peptidicos
(PNA). O termo “PNA”, como aqui aplicado, refere-se a uma
molécula anti-sentido ou a um agente antigénico, que contém
um oligonuclebtido com pelo menos cinco nuclebétidos de
comprimento ligados a uma cadeia principal peptidica de
residuos de aminoacidos, que termina de preferéncia em
lisina. O terminal lisina confere solubilidade a
composicdo. 0Os PNA poderdo ser peguilados para aumentar ©
seu tempo de vida na célula, onde de preferéncia ligam o
ADN de cadeia simples complementar e o ARN e param o
alongamento da transcricdo (Nielsen, P. E. et al. (1993)

“Anticancer Drug Des.” 8: 53-63).

Uma molécula de Aacidos nucleicos, que codifica um
polipéptido da presente invencdo, poderd ser idéntica a
sequéncia codificadora de uma ou mais moléculas de Acidos

nucleicos aqui reveladas.

Estas moléculas também poderdc ter uma sequéncia diferente
que, em resultado da degeneracdo do cbédigo genético,
codifica um polipéptido da SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:6, SEQ ID NO:8 ou SEQ ID NO:10.

Estas moléculas de acidos nucleicos poderdo incluir, sem
ficaram a elas limitadas, &a sequéncia codificadora do
polipéptido  maduro por ele  proprio; a sequéncia
codificadora do polipéptido maduro e sequéncias
codificadoras adicionais, <como as que codificam uma
sequéncia 1lider ou secretora, como uma sequéncia pro-
polipeptidica, pré-polipeptidica ou pré-pré-polipeptidica;
a sequéncia codificadora do polipéptido madurc, com ou sem

as sequéncias codificadoras adicionais supracitadas,
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juntamente com mais sequéncias nao codificadoras
adicionais, incluindo sequéncias 5' e 3' ndo codificadoras,
talis como as sequéncias transcritas, ndo traduzidas que
desempenham um papel na transcricdo (inclusive sinais de
terminacédoc), ligacgdo a ribossomas e estabilidade do ARNm.
As moléculas de A&cidos nucleicos também podem conter
sequéncias adicionails que codificam aminodcidos adicicnais,

como aqueles que proporcionam funcionalidades adicionais.

As moléculas de acidos nucleicos da invencdo também podem
codificar os fragmentos ou os equivalentes funcionais dos
polipéptidos e fragmentos da invencdo. Uma molécula de
dcidos nucleicos deste tipo poderd ser uma variante que
ocorra naturalmente, como & o caso de uma variante alélica
que ocorre naturalmente, ou a molécula pode ser uma
variante em que se desconhece a sua ocorréncia natural.
Estas variantes que n&o ocorrem naturalmente da molécula de
acidos nucleicos poderdo ser produzidas por técnicas de
mutagénese, inclusive as que se aplicam a moléculas de

acidos nucleicos, a células ou a organismos.

Entre este género de variantes tem-se as variantes que sé&o
diferentes das moléculas de acidos nucleicos supracitadas
devido a substituicbes, deleccbes ou insercbes de
nucledtidos. Estas substituigdes, delecgdes ou insergdes
poderdo envolver um ou mais nucleétidos. E possivel alterar
estas variantes em regibes codificadoras ou n&ao
codificadoras ou em ambas. As alteracdes nas regides
codificadoras poderdo produzir substituicdes, delecgdes ou
insercdes de amincacidos conservadoras ou nao

conservadoras.

Também é possivel sujeitar as moléculas de &cidos nucleicos
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da invencdo a engenharia genética recorrendo a métodos
geralmente conhecidos da técnica, por uma série de motivos,
inclusive a modificacd&o de c¢lonagem, processamento e/ou
expressdo do  produto genético (0 polipéptido). A
recombinacdc/shuffiing do ADN por fragmentacdo aleatdria e
remontagem por PCR de  fragmentos genéticos e de
oligonucledtidos sintéticos estdo incluidas como técnicas
que podem ser empregues para manipular as sequéncias de
nucledétidos. E possivel recorrer a mutagénese especifica de
um locus para inserir novos locais de restricdo, alterar
padrdes de glicosilacdo, modificar preferéncia de cdéddao,

produzir variantes de splicing, introduzir mutac¢des, etc.

As moléculas de 4cidos nucleicos que codificam um
polipéptido da invenc&o podem estar ligadas a uma sequéncia
heteréloga, de modo a que a molécula de &cidos nucleicos
combinada codifique uma proteina de fusdoc. Por exemplo,
para rastrear Dbibliotecas de péptidos em Dbusca de
inibidores da actividade do polipéptido, poderd ser Util
que a expressdo ocorra empregado uma molécula de 4&cidos
nucleicos combinada deste tipo, uma proteina de fusido que
possa ser reconhecida por um anticorpo disponivel no
mercado. Uma proteina de fusdo também poderd ser manipulada
para conter um local de clivagem entre a sequéncia do
polipéptido e a sequéncia de uma proteina heterdloga, de
modo a que o polipéptido possa ser clivado e purificado

longe da proteina heterdloga.

Também & feita a descricdo de moléculas anti-sentido, que
sdo parcialmente complementares as moléculas de Acidos
nucleicos que codificam polipéptidos da presente invencéo e
que, por 1isso, hibridam nas moléculas de &cidos nucleicos

codificadoras (hibridacédo). Estas moléculas anti-sentido,
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como os oligonucledtidos, podem ser concebidas para
reconhecer, ligarem-se de forma especifica e impedir a
transcrigdo de um &cido nucleico-alvo que codifique um
polipéptido da invencdo, como serd do conhecimento do
especialista da técnica (ver, por exemplo, Cohen, J. S.,
“Trends in Pharm. Sci.”, 10, 435 (1989), Okano, “J.
Neurochem.” 56, 560 (1991); O'Connor, “J. Neurochem” 56,
560 (1991); 1Lee et al., ™“Nucleic Acids Res"™ 6, 3 073
(1979); Cooney et al., “Science” 241, 456 (1988); Dervan et
al., “Science” 251, 1 360 (1991).

O termo “hibridac&o” empregue no presente documento é
relativo a associacdo de duas moléculas de &cidos nucleicos
entre elas por ligac&o de hidrogénio. Tipicamente, uma
molécula estard fixa a wum suporte sélido e a outra
encontrar-se-a4 livre em solucdo. Depois, as duas moléculas
poderdo ser postas em contacto uma com a outra sob
condicdes que favorecam a ligacdo de hidrogénio. Os
factores que afectam estaz ligacdo incluem: o tipo e o
volume de solvente; a temperatura de reacgdo; o tempo de
hibridacdo; agitacdo; os agentes de bloqueio da ligac¢ido nao
especifica da molécula de fase liquida ao suporte sdélido
(reagente de Denhardt ou BLOTTO); a concentracac das
moléculas; a utilizacdo dos compostos para aumentar a taxa
de associacdo das moléculas (sulfato de dextrano ou
polietilenoglicol); e o rigor das condigdes de lavagem a

sequir a hibridacdo (ver Sambrook et al. [supra]l).

E possivel estudar a inibicdo da hibridacdo de uma molécula
totalmente complementar com uma molécula-alvo recorrendo a
um teste de hibridacdo, como conhecido do estado da técnica
(ver, por exemplo, Sambrook et al. [supral). Uma molécula

substancialmente homdloga iréd entdo competir e inibir a
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ligagdo de uma molécula totalmente homdloga & molécula-alvo
sob diversas condic¢Ses de rigor, como se encontra in Wahl,
G. M. and S. L. Berger (1987); “Methods Enzymol.” 152: 399-
407) e Kimmel, A. R. (1987); ™“Methods Enzymol.” 152: 507-
511).

“Rigor” refere-se a condicdes numa reaccdo de hibridacéo
que favorecam a associag¢do de moléculas muito semelhantes,
através da associacdo de moléculas diferentes. As condicdes
de hibridacdo muito rigorosas encontram-se definidas como
incubacdo durante a noite nos 42°C numa solugdo contendo
50% de formamida, 5 x S3SSC (NaCl 150 mM, citrato de
trissddio 15 mM), fosfato de sddio 50 mM (pH de 7,6), 5 x
soluc&o de Denhardt, 10% de sulfato de dextrano e 20
micrograma/mL de ADN de esperma de salmdo cortado
desnaturado, seguido de lavagem dos filtros em 0,1 x SSC
nos cerca de 65°C. As condicfes de baixo rigor implicam que
a reaccdo de hibridacdo seja realizada nos 35°C (ver
Sambrook et al. [supral). Em termos preferenciais, as

condicdes aplicadas a hibridacdo sdo as de elevado rigor.

Também & descrito um processo para detectar uma molécula de
dcidos nucleicos da invencdo, englobando as etapas de: (a)
fazer contactar uma sonda nucleica de acordo com a invencéo
com uma amostra bioldgica sob condicdes de hibridacdo para
formar duplexes; e (b) detectar estes duplexes que se

formem.

Como adicionalmente debatido em baixo em ligac&o com os
testes gue podem ser realizados de acordo com a invencédo, é
possivel empregar uma molécula de &cidos nucleicos como
acima descrito como uma amostra de hibridacdc para ARN,

ADNc ou ADN gendémico, de modo a isolar os ADNc de
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comprimento total e o0s clones gendmicos que codificam os
polipéptidos INSP101, e a disolar o ADNc e os clones
gendémicos de genes homdélogos ou ortdlogos que tém uma
grande semelhancaz de sequéncias com o gene que codifica

este polipéptido.

Relativamente a 1sto, as técnicas que se seguem, entre
outras conhecidas do estado da técnica, podem ser empregues
e s&o debatidas em baixo para fins ilustrativos. Os métodos
de sequenciacido e de anidlise de ADN sdo bem conhecidos e
encontram-se geralmente disponiveis no estado da técnica e
podem, de facto, ser empreques para pdr em pratica muitas
das execucdes da invencdo discutidas no presente documento.
Estes métodos poderdo empregar enzimas como o fragmento de
Klenow do ADN polimerase I, Seqguenase (US Biochemical Corp,
Cleveland, OH), Taq polimerase (Perkin Elmer), polimerase
T7 termostédvel (Amersham, Chicago, IL), ou combinacbes de
polimerase e exonucleases correctoras (proof-reading) como
as que se encontram no ELONGASE Amplification System,
comercializado pela Gibco/BRL (Gaithersburg, MD). De
preferéncia, 0 processo de sequenciagao  pode ser
automatizade utilizando maquinas como a Hamilton Micro Lab
2200 (Hamilton, Reno, NV), a Peltier Thermal Cycler
(PTC200; MJ Research, Watertown, MA) e a ABRI Catalyst e o0s
sequenciadores de ADN: 373 e 377 DNA Sequencers (Perkin
Elmer) .

Um método de isolamento de uma molécula de 4cidos
nucleicos, que codifica um polipéptido com uma funcéo
equivalente a dos polipéptidos INSP101, & o de analisar uma
biblioteca gendémica ou de ADNc com uma sonda natural ou de
concepcdo artificial, recorrendo a procedimentos padré&o

reconhecidos no estado da técnica (ver, por exemplo,
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“Current Protocols in Molecular Biology”, Ausubel et al.
(eds). Greene Publishing Association and John Wiley
Interscience, Nova Iorque, 1989, 1992). As sondas contendo
pelo mencs 15, de preferéncia pelo mencs 30 e, com maior
preferéncia, pelo menos 50, bases contiguas que
correspondem ou sdo complementares as sequéncias de acidos
nucleicos do gene codificador apropriado (SEQ ID NO:1, SEQ
ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7 ou SEQ ID NO:9) sé&o
sondas particularmente Uteis. £ possivel titular estas
sondas com um reagente de deteccdo analitica para facilitar
a sua identificacdo. Os reagentes TUutels englobam, sem
ficarem a eles limitados, radioisdtopos, corantes
fluorescentes e enzimas capazes de catalisar a formacdo de
um  produto detectével. Utilizando estas sondas, o
especialista comum sera capaz de isolar coébpias
complementares dos polinucleétidos de ADN gendmico, ADNc ou
ARN que codificam proteinas com interesse de fontes
humanas, mamiferos ou de outras fontes animais, e de
rastrear estas fontes quanto a sequéncias relacionadas, por
exemplo, quanto a elementos adicionais da familia, do tipo

e/ou do subtipo.

Em muitos casos, as sequéncias de ADNc isoladas estardo
incompletas, na medida em gue a regido que codifica o
polipéptido  ficard demasiado  curta, normalmente na
extremidade 5’ . Estdo disponiveis varios métodos para obter
0s ADNc de comprimento total, ou para alongar os ADNc
curtos. E possivel alongar estas sequéncias recorrendo a
uma sequéncia nucleotidica parcial e empregando varios
métodos conhecidos do estado da técnica para detectar
sequéncias a montante, tais como promotores e elementos
reguladores. Por exemplo, um método que pode ser empregue

tem por base o método de amplificacdc réapida das
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extremidades de ADNc = Rapid Amplification of cDNA Ends
(RACE; ver, por exemplo, Frohman et al., PNAS USA 85, 8
998-9002, 1988). ModificagbGes recentes a esta técnica,
exemplificadas pela  tecnologia  Marathon™  (Clontech
Laboratories 1Inc.), por exemplo, simplificaram de forma
significativa a procura de ADNc mais compridos. Uma técnica
ligeiramente diferente, denominada PCR “de locais de
restricdo”, emprega primers universais para recuperar a
sequéncia desconhecida de 4cidos nucleicos adjacente a um
locus conhecido (Sarkar, G. (1993) “PCR Methods Applic”.
2:318-322). Também ¢é possivel empregar PCR inversa para
amplificar ou alongar sequéncias empregando  primers
divergentes com base numa regido conhecida (Triglia, T. et
al. (1988) “Nucleic Acids Res.” 16:8186). Outro método que
pode ser empregue € PCR de captura que engloba amplificacé&o
por PCR de fragmentos de ADN adjacentes a uma sequéncia
conhecida no ADN cromossémico artificial de levedura e
humano (Lagerstrom, M. et al. (1991) “PCR Methods Applic.”,
1, 111-119). Outro método a gue se pode recorrer para
recuperar sequéncias desconhecidas é o de Parker, J. D. et
al. (1991); "Nucleic Acids Res." 19:3055-3060) .
Adicionalmente, ¢ possivel empregar bibliotecas de
PromoterFinder™, PCR e primers internos para percorrer ADN
gendmico (Clontech, Palo Alto, CA). Este processo evita que
se tenha de rastrear bibliotecas e é util na descoberta de

juncdes de intrao/exdo.

No rastreio de ADNc de comprimento total, é preferivel
utilizar bibliotecas que tenham sido seleccionadas em
termos de tamanho para englobar ADNc de maiores dimensdes.
Também se prefere Dbibliotecas com primers aleatdrios
(random-primed lIibraries) na medida em que conterdo mais

sequéncias gue tenham as regides 5’ dos genes. A utilizacéo
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de uma biblioteca de primers aleatdérios poderd ser
especialmente preferida em situacdes em que uma biblioteca
de oligo d(T) ndo fornega um ADNc de comprimento total. As
bibliotecas gendémicas poderdo ser Uteis no alongamento da

sequéncia para regides reguladoras ndo transcritas 5'.

Também é feita a descricdo da utilizacdo de moléculas de
dcidos nucleicos na localizacdo cromossémica. Nesta
técnica, define-se como alvo especificamente uma molécula
de A4cidos nucleicos e a mesma pode hibridar com uma
localizacdo particular num cromossoma humano individual. O
mapeamentc de sequéncias relevantes para 0s cromossomas de
acordo com a presente invencdo & uma etapa importante na
correlacdo confirmativa destas sequéncias com a doencga
associada ao gene. Uma vez feito o© mapeamento de uma
sequénicia para uma localizagdo cromossdémica precisa, sera
possivel correlacionar a posicdo fisica da sequéncia no
cromossoma com os dados do mapa genético. E possivel
encontrar estes dados, por exemplo, in V. McKusick,
“Mendelian Inheritance in Man” (disponivel on-line através
da Johns Hopkins University Welch Medical Library). As
relaces entre 0s genes e as doencas que foram mapeadas
para a mesma regido cromossdémica sdo depois identificadas
por anadlise de 1ligacg&oc (co-hereditariedade de genes
fisicamente adjacentes). Isto fornece informacdo valiosa
aos investigadores que procuram genes de doencas utilizando
a clcnagem posicional ou outras técnicas de descoberta de
genes. Uma vez que se tenha localizado de grosso modo a
doenca ou o sintoma, por meio de ligacdo genética a uma
particular regido gendmica, quaisquer sequéncias que
mapeiem essa Area poderdo representar genes associados ou
reguladores para uma maior investigacdo. Também & possivel

empregar a molécula de &cidos nucleicos na deteccdo de
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diferencas na localizacéo cromossoémica devido a
translocacdc, inversdo, etc. entre individuos normais,

portadores ou afectados.

As moléculas de acidos nucleicos também sdo valiosas na
localizacdo tecidular. Estas técnicas permitem a
determinacdc de padrbes de expressido do polipéptido em
tecidos, por meio da deteccdo dos ARNm gue os codificam.
Estas técnicas englobam técnicas de hibridacdo in situ e
técnicas de amplificagdc de nucledétidos, tais como PCR. Os
resultados destes estudos ddo indicacdo das fungdes normais
do polipéptido no  organismo. Além disso, estudos
comparativos do padrdo normal de expressdo dos ARNm com ©
dos ARNm codificados por um gene mutante fornecem
informacbes valiosas acerca do papel desempenhadoc por
polipéptidos mutantes na patologia. Esta expressdo
desadequada poderd ser de natureza temporal, espacial ou

quantitativa.

Também serdc possivels abordagens de silenciamento de genes
para regular para baixo a expressido enddgena de um gene que
codifica um polipéptido da invencdo. O ARN de interferéncia
(ARNi) (Elbashir, SM et al., “Nature” 2001, 411, 494-498) é&
um método que se pode empregar de silenciamento de genes
pbds-trancripcional especifico de sequéncias. Sintetiza-se
oligonucledétidos de ARN de cadeia dupla curtos in vitro e
introduz-se os mesmos numa célula. A ligac&o especifica de
sequéncia destes oligonucledtidos de ARN de cadeia dupla
desencadeia a degradacdo do ARNm-alvo, reduzindo ou

eliminandoc a expressdo de proteinas-alvos.

A eficidcia das abordagens de silenciamento de genes

anteriormente mencionada pode ser avaliada pela medicdo da
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expressdo polipeptidica [por exemplo, por meio de Western
blotting (imunotransferéncia enzimidtica)], e &ao nivel do

ARN por meic de metodologias com base em TagMan.

Os vectores da presente invencgdo contém moléculas de acidos
nucleicos da invencdo e poderdo ser vectores de clonagem ou
de expressdo. As células hospedeiras da invencdo, as quais
podem ser transformadas, transfectadas e transduzidas com
os vectores da invencdo, poderdo ser procaridéticas ou

eucariodticas.

E possivel preparar os polipéptidos da invencdc na forma
recombinante, por meio da expressdo das respectivas
moléculas de A&cidos nucleicos codificadoras em vectores
contidos numa célula hospedeira. Estes métodos de expresséo
s&o bem conhecidos dos especialistas da técnica e muitos
foram descritos em pormenor por Sambrook et al (supra) e
Fernandez & Hoeffler (1998, eds. “Gene expression systems.
Using nature for the art of expression". Academic Press,
San Diego, Londres, Boston, Nova Iorgue, Sidnei, Toéquio,

Toronto) .

Dum modo geral, & possivel empregar qualquer sistema ou
vector que se adeqie a manter, propagar oOu expressar
moléculas de 4acidos nucleicos para que produzam um
polipéptido no hospedeiro requerido. Pode inserir-se a
sequéncia nucleotidica apropriada num sistema de expressio
por uma série de técnicas de rotina e bem conhecidas, tais
como, por exemplo, as descritas in Sambrook et al.,
(supra). Em geral, o gene codificador pode ser posto sob o
controlo de um elemento de controlo como um promotor, um
local de ligacdo aos ribossomas (para expressdo bacteriana)

e, opcionalmente, um operador, pelo que a sequéncia de ADN
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que codifica o polipéptido pretendido é transcrita no ARN

na célula hospedeira transformada.

Os exemplos de sistemas de expressdo adequados incluem, por
exemplo, sistemas cromossémicos, epissomais ou derivados de
virus, como, por exemplo, vectores derivados de: plasmideos
bacteriancs, bacteriéfagos, transposdes, epissomas de
levedura, elementos de insercdo, elementos cromossémicos de
levedura, virus como o0s baculovirus, papovavirus como o
Sv4Q, virus vaccinia, adenovirus, virus da variola aviéaria,
virus da pseudo-raiva e retrovirus, ou combinacdes destes,
como o0s que derivam de elementos genéticos de plasmideos e
de bacteridfagos, inclusive cosmideos e fagemideos. Também
se pode empregar cromossomas artificiais humanos (HAC) para
produzir fragmentos maiores de ADN, que possam estar

contidos e ser expressos num plasmideo.

Os sistemas de expressdo particularmente apropriados
incluem microorganismos como as bactérias transformadas com
vectores de expressdo de ADN de bacteridfagos, plasmideos
ou cosmideos recombinantes; levedura transformada com
vectores de expressdo de levedura; sistemas celulares de
insectos infectados com vectores de expressdo virais (por
exemplo, o Dbaculovirus); sistemas celulares vegetais
transformadcs com vectores de expressdo virais @ (por
exemplo, virus do mosaico da couve-flor, CaMV; virus do
mosaico do tabaco, TMV) ou com vectores de expressio
bacteriancs (por exemplo, plasmideos pBR322 ou Ti); ou
sistemas celulares animais. Também se pode empregar

sistemas de traducdo sem células.

E possivel introduzir moléculas de &cidos nucleicos, que

codificam um polipéptido da presente invencdo, em células
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hospedeiras por métodos descritos em muitos manuais
laboratoriais padrdo, tais como Davis et al., “Basic
Methods in Molecular Biology” (1986) e Sambrook et al.,
(supra). 0s métodos particularmente apropriados englobam
transfeccdo por fosfato de calcio, transfeccdo mediada por
DEAE-dextrano, transveccdao, microinjeccéo, transfeccéo
mediada por lipidos catidnica, electroporacdo, transducéo,
scrape l1loading, infecgdo ou introdugdo balistica (ver

Sambrook et al., 1989 [supral; Ausubel et al., 1991

[supral; Spector, Goldman & Leinwald, 1998). Nas células
eucaridticas, 0s sistemas de expressdo podem  ser
transitdérios (por exemplo, epissomais) ou permanentes

(integracdo cromossémica) de acordo com as necessidades do

sistema.

A molécula de acidos nucleicos codificadora poderd ou néao
conter uma sequéncia que <codifica uma sequéncia de
controlo, como um péptido de sinal ou uma seguéncia lider,
como pretendido, por exemplo, para segregar o polipéptido
traduzido no lumen do reticulc endoplasmatico, no espaco
periplasmico ou no ambiente extracelular. Estes sinais
podem ser endbdgenos ao polipéptido ou podem ser sinais
heterdlogcs. O hospedeiro bacteriano pode remover as

sequéncias lideres no processamento pds-traducdo.

Além das sequéncias de controlo, poderd ser desejivel
adicionar sequéncias reguladoras, que permitam a regulacdo
da expressdo do polipéptido em relacdo ao crescimento da
célula hospedeira. 0Os exemplos de sequéncias reguladoras
S&0 as gue causam o aumento ou a reducdo da expressdo de um
gene em resposta a um estimulo quimico ou fisico, inclusive
a presenca de um composto regulador, ou a diversas

condicdes de temperatura ou metabdlicas. As sequéncias
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reqguladoras sdo as regides ndo traduzidas do vector, tais
como intensificadores, promotores e regides ndo traduzidas
5" e 3’'. Estas interagem com as proteinas da célula
hospedeira para realizar a transcricdoc e a traducdo. Estas
sequéncias reguladoras podem variar em forca e
especificidade. Em func¢doc do sistema vector e do hospedeiro
empregue, poderd empregar-se uma série de elementos de
transcricdo e de tradugdo apropriados, inclusive promotores
constitutivos e indutiveis. Por exemplo, aquando da
clonagem em sistemas Dbacterianos, ¢é possivel empregar
promotores indutiveis como o promotor hibrido lacZz do
fagemido Bluescript (Stratagene, Ladolla, CA) ou o
plasmideo pSportl™ (Gibco BRL) e outros do género. O
promotor da poliedrina do baculovirus pode ser empregue em
células de insectos. 0Os promotores ou intensificadores
derivados dos genomas de células vegetails (por exemplo,
choque térmico, RUBISCO e genes de proteinas de reserva) ou
de virus das plantas (por exemplo, promotores wvirais ou
sequéncias lideres) podem ser clonadeos no vector. Nos
sistemas celulares dos mamiferos, ¢é dada preferéncia aos
promotores de genes de mamiferos ou de virus de mamiferos.
Se for necessario produzir uma linha celular gue contenha
miultiplas cépias da sequéncia, sera possivel empregar
vectores com base no SV40 ou EBV com um marcador

seleccionadvel apropriado.

Constrdi-se um vector de expressdo de modo a que a
particular sequéncia codificadora de 4&cidos nucleicos
esteja localizada no vector com as seguéncias reguladoras
apropriadas, em que o posicionamento e a orientacdo da
sequéncia codificadora em relacdc as sequéncias reguladoras
sejam tais gque a sequéncia codificadora seja transcrita sob

o "controlo" das seguéncias reguladoras, ou seja, a ARN
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polimerase que se liga a molécula de ADN nas sequéncias de
controlo transcreve a sequéncia codificadora. Em alguns
casos poderd ser necessario modificar a sequéncia, de modo
a que ela possa ficar ligada as sequéncias de controlo com
a orientac&o apropriada; ou seja, para manter a fase de

leitura.

As sequéncias de controlo e outras sequéncias reguladoras
podem estar ligadas a sequéncia codificadora de é&cidos
nucleicos antes da insercido num vector. Em alternativa, a
sequéncia codificadora pode ser directamente clonada num
vector de expressdo que J& contenha as sequéncias de

controlo e um local de restricdo apropriado.

Para a producdo de alto rendimento a longo prazc de um
polipéptido recombinante, ¢é dada preferéncia a expresséo
estdvel. Por exemplo, ¢é ©possivel transformar linhas
celulares que expressem de forma estavel o polipéptido em
questdo, empregando vectores de expressdo gue possam ter
origens virais de elementos de replicacdo e/ou de expressdo
endégena e um gene marcador seleccionavel no mesmo vector
ou num vector em separado. A seguir a introducdo do vector,
poderé deixar-se crescer as células durante 1-2 dias num
meio enriquecido antes de serem mudadas para meios
selectivos. A funcidc do marcador selecciondvel é a de
conferir resisténcia a seleccdo, e a sua presencga permite o
crescimento e a recuperacgdo de células que expressam com
éxito as sequéncias introduzidas. Os clones resistentes de
células transformadas de forma estédvel podem proliferar,
recorrendo a técnicas de cultura de tecidos adequadas ao

tipo de célula.

As linhas celulares de mamiferos, disponiveis como



49

hospedeiras para expressdo, sdo conhecidas do estado da
técnica e incluem muitas 1linhas celulares imortalizadas
disponibilizadas pela American Type Culture Collection
(ATCC), inclusive, sem ficarem a elas limitadas, células de
ovario de hamster chinés (CHO), Hela, rim de bebé hamster
(BHK), rim de macaco (COS), €127, 3T3, BHK, HEK 293,
melanoma de Bowes e carcinoma hepatocelular humano (por

exemplo, Hep G2) e uma série de outras linhas celulares.

No sistema baculovirus, o©0s materiais para os sistemas de
expressdo de células de insecto/baculovirus encontram-se
disponiveis no mercado na forma de kit da, entre outros,
Invitrogen, San Diego CA (o kit “MaxBac”). Estas técnicas
sédo geralmente conhecidas dos especialistas da técnica e
encontram-se descritas na totalidade in Summers and Smith,
“Texas Agricultural Experiment Station Bulletin No. 1 555”7
(1987) . As células hospedeiras particularmente apropriadas
para serem empregues neste sistema incluem células de
insectos, tais comoc as células Drosophila S2 e Spodoptera

SE9.

Conhece-se do estado da técnica muitos sistemas de
expressdo genética de culturas de células vegetais e de
plantas inteiras. 0s exemplos de sistemas de expresséo
genética de células vegetais apropriados incluem os
descritos nos US 5,693,506; US 5,659,122; e US 5,008,143.
Foi feita a descricido de exemplos adicionais da expressdo
genética na cultura de células vegetalis ©por Zenk,

“Phytochemistry” 30, 3 861 - 3 863 (1991).

Em particular, ¢é possivel utilizar todas as plantas das
quais se possa isolar protoplastos e pd-los em cultura para

produzir plantas inteiras regeneradas, para que se recupere
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plantas inteiras que <contenham o© gene transferido.
Praticamente todas as plantas podem ser regeneradas a
partir de tecidos ou de células de cultura, inclusive, sem
ficarem a elas limitadas, todas as principais espécies de
cana-de-acucar, beterraba sacarina, algoddo, arvores de

fruta e outras &arvores, legumes e vegetais.

Os exemplos de células hospedeiras bacterianas
particularmente preferidas englobam células de
estreptococos, estafilococos, E. coli, Streptomyces e

Bacillus subtilis.

Os exemplos de células hospedeiras particularmente
adequadas a expressdo fungica englobam células de leveduras

(por exemplo, S. cerevisiae) e células de Aspergillus.

Conhece-se uma série de sistemas de seleccdo no estado da
técnica, que podem ser empregues para recuperar linhas
celulares transformadas. 0Os exemplos englcocbam os genes da

timidina quinase do virus da herpes vulgar (Wigler, M. et

al. (1997) “Cell” 11:223-32) e da adenina
fosforribosiltransferase (Lowy, I. et al. (1980) ™“Cell”
22:817-23), que podem ser empregues em células tk ou

=+ '
aprt-, respectivamente.

E igualmente possivel empregar a resisténcia a
antimetabdlitos, a antibidéticos ou a herbicidas como base
de seleccdo; por exemplo, a di-hidrofolato reductase (DHFR)
que confere resisténcia ao metotrexato (Wigler, M. et al.
(1980) “Proc. Natl. Acad. Sci.” 77:3567-70); npt, que
confere resisténcia a neomicina de aminoglicésidos e G-418
(Colbere-Garapin, F. et al (1981) “J. Mol. Biol.” 150:1-14)

e als ou pat, gue conferem resisténcia ac cloro-sulfurdo e
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a fosfinotricina acetiltransferase, respectivamente, Foi
feita a descricdo de genes seleccionédveis adicionais, cujos

exemplos serdo claros ao especialista.

Embora a presengca ou a auséncia de expressdo de genes
marcadores sugira que o gene em guestdo também se encontra
presente, poderd ser necessério confirmar a sua presencga e
a sua expressdo. Por exemplo, caso se insira a sequéncia
relevante numa segquéncia do gene marcador, serd possivel
identificar as células transformadas contendo as sequéncias
apropriadas, devido & auséncia da funcdo do gene marcador.
Em alternativa, ¢é possivel colocar um gene marcador em
série com uma sequéncia gue codifica um polipéptido da
invenc&o sob o controlo de um UGnico promotor. A expressdo
do gene marcador em resposta a inducdo ou seleccdo também

indica usualmente a expressdo do gene em série.

Em alternativa, ¢é possivel identificar as células
hospedeiras, que contém uma sequéncia de &acidos nucleicos
que codifica um polipéptido da invencdo e que expressa o
referido polipéptido, por meio de uma série de
procedimentos conhecidos do especialista da técnica. Estes
procedimentos englobam, sem a eles ficarem limitados,
hibridacées de ADN-ADN ou de ADN-ARN e biotestes proteicos,
por exemplo, separacdo celular activada por fluorescéncia

(FACS—-fluorescence activated cell sorting) ou técnicas de

ensaios imunoldgicos (como o ensaio de imunoabsorcéo
enzimética [ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay] e o
ensaio radioimunolégico [RIA-radioimmunoassay], que

englobam tecnoclogias com base em membranas, solucdes ou
chips, com vista a deteccdo e/ou a quantificacdo de éacido
nucleico ou proteina (ver Hampton, R. et al. (1990)

"Serological Methods, a Laboratory Manual”, APS Press, St
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Paul, MN) e Maddox, D. E. et al. (1983) "J. Exp. Med”, 158,
1211-1216) .

Os especialistas da técnica conhecem uma grande variedade
de titulos e de técnicas de conjugacdo e podem emprega-los
em diversos ensaios de &cidos nucleicos e de aminocacidos.
0Os meios destinados a producdo de hibridacdo titulada ou
sondas de PCR para detectar sequéncias relacionados com
moléculas de acidos nucleicos gue codificam polipéptidos da
presente invencdo incluem oligotitulacdo, nick-translation,
end-labeliling ou amplificacdo por PCR recorrendo a um
polinucledétido titulado. Em alternativa, é possivel clonar
as sequéncias que codificam o polipéptido da invencdo num
vector destinado & producdo de uma sonda de ARNm. Estes
vectores sdo conhecidos do estado da técnica, encontram-se
disponiveis no mercado e podem ser empregues na sintese de
sondas de ARN in vitro, por meio da adicdo de uma ARN
polimerase apropriada, como T7, T3 ou SP6 e nucledtidos
titulados. E possivel seguir estes procedimentos com
recurso a uma série de kits disponiveis no mercado
(Pharmacia & Upjohn, (Kalamazoo, MI); Promega (Madison WI);

e U. S. Biochemical Corp., Cleveland, OH)).

Os titulos ou as moléculas repdrter adequados/as, que podem
ser empregues para facilitar a deteccdo, englobam
radionuclidos, enzimas e agentes fluorescentes,
gquimioluminescentes e cromogénicos, assim como substratos,
cofactores, inibidores, particulas magnéticas e outros do

género.

Também se pode empregar moléculas de acidos nucleicos para
criar animais transgénicos, em particular roedores. Isto

pode ser realizado localmente por modificacdo das células



53

sométicas, ou por terapie na linha germinal para incorporar
modificacdes herdédveis. Estes animais transgénicos poderéo
ser particularmente Uteis na producdo de modelos animais
para moléculas farmacoldgicas eficazes como moduladores dos

polipéptidos da presente invengéo.

E possivel recuperar e purificar o polipéptido a partir de
culturas celulares recombinantes, por métodos bem
conhecidos, inclusive precipitacdoc com sulfato de amdénio ou
etanol, extracc&o acida, cromatografia de permuta anidnica
ou catidnica, cromatografia em fosfocelulose, cromatografia
de interacc¢do hidréfoba, cromatografia de afinidade,
cromatografia com hidroxilapatita e cromatografia com
lectinas. A cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC)
& particularmente Util para fins de purificacdo. E possivel
utilizar técnicas bem conhecidas para o refolding de
proteinas, para regenerar uma conformacido activa quando ©
polipéptido ¢é desnaturado durante o iscolamento e ou a

purificacio.

Também se pode empregar construcdes de vectores
especializadas para facilitar a purificacgdo das proteinas,
como pretendido, ao juntar as sequéncias que codificam o0s
polipéptidos a uma seguéncia nucleotidica que codifica um
dominio polipeptidico que ira facilitar a purificacdo de
proteinas soluveis. Os exemplos destes dominios
facilitadeores de purificacdo incluem péptidos quelantes de
metais, tais como mddulos de histidina-triptofanoc que
permitem a purificacdo em metais imobilizados, dominios da
proteina A que permitem a purificacdo em imunoglobulina
imobilizada, e o dominio utilizado no sistema de
purificacdo de afinidade/extensdc FLAGS (Immunex Corp.,

Seattle, WA). E possivel realizar a inclusdo de sequéncias
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de ligacdo clivaveils, como as especificas para o Factor XA
ou a entercquinase (Invitrogen, San Diego, CA), entre o
dominio de purificacdo e o polipéptide da invencdo para
facilitar a purificacdo. Um vector de expressdo deste tipo
permite a expressdo de uma proteina de fusdo contendo o
polipéptido da invencé&o fundido em varios residuos
histidina que antecedem um local de clivagem tiorredoxina
ou enterogquinase. 0Os residuos  histidina facilitam a
purificacdo por IMAC (cromatografia de afinidade por ides
metédlicos imobilizados, como descrito in Porath, J. et al.
(1992), “Prot. Exp. Purif.” 3:263-281), enguanto o local de
clivagem tiorredoxina ou enteroquinase proporciona um meio
de purificacdo do polipéptido da proteina de fusdo. Um
debate acerca de vectores qgue contém proteinas de fuséo
encontra-se in Kroll, D. J. et al. (1993; “DNA Cell Biol.”
12:441-453) .

Caso o polipéptido deva ser expresso para Ser empregue em
testes de rastreio, prefere-se dum modo geral que seja
produzido na superficie da célula hospedeira na qual é
expresso. Se for este o caso, as células hospedeiras podem
ser colhidas antes da sua utilizacdo no teste de rastreio,
por exemplo, recorrendo a técnicas como separacdo celular
activada por  fluorescéncia (FACS) ou técnicas de
imunoafinidade. Se o polipéptido for secretado para o meio,
pode recuperar-se o0 meio com vista a recuperar e a
purificar o polipéptido expresso. Se o polipéptido for
produzido a nivel intracelular, serd necessario que as

células sofram lise antes de se recuperar o polipéptido.

Pode empregar-se o polipéptido para rastrear bibliotecas de
compostos, escolhendo dentre uma série de técnicas de

rastreio de medicamentos. Estes compostos podem activar
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(agonizar) ou inibir (antagonizar) o nivel de expressdo do
gene ou a actividade do ©polipéptido. Os compostos
preferidos sdo eficazes em modificar a expressdo de um gene
natural que codifique um polipéptido, ou em regular a

actividade de um polipéptido.

Pode isolar-se os compostos agonistas ou antagonistas a
partir, por exemplo, de células, preparacdes sem células,
bibliotecas quimicas ou misturas de produtos naturais.
Estes agonistas ou antagonistas podem ser substratos
naturais ou modificados, ligandos, enzimas, receptores ou
miméticos estruturais ou funcionais. Para uma anidlise
apropriada destas técnicas de rastreio, ver Coligan et al.,

“Current Protocols in Immunology” 1 (2): Capitulo 5 (1991).

Os compostos mais provaveis de serem bons antagonistas sé&o
as moléculas que se ligam ao polipéptido, sem induzir os
efeitos bioldgicos do polipéptido quando se ligam a ele. Os
antagonistas potenciais incluem moléculas organicas
pequenas, péptidos, polipéptidos e anticorpos que se ligam
ao polipéptido e, <com 1isso, inibem ou extinguem a
actividade do mesmo. Deste modo, £ possivel inibir a
ligagdo do polipéptido a moléculas de ligagdo celular
normal, impedindo-se a a&actividade biolbégica normal do

polipéptido.

O polipéptido empregue nesta técnica de rastreio pode
encontrar-se livre em solucdo, fixo a um suporte sélido,
situado numa superficie celular ou localizado no espaco
intracelular. Em geral, estes procedimentos de rastreio
poderdo implicar a utilizacdo de células ou de membranas
celulares apropriadas que expressem o polipéptido, as quais

entram em contacto com um composto de teste para se
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observar a ligacdo, a estimulagdo ou a inibicdo de uma
resposta funcional. A resposta funcional das células que
entram em contacto com © composto de teste ¢é depois
comparada com as células de controlo que ndo entraram em
contacto com o composto de teste. Um teste destes consegue
avaliar se o composto de teste resulta num sinal gerado
pela activacdo do polipéptido, empregando um sistema de
deteccdo apropriado. Os inibidores da activag¢do sao
geralmente testados na presenca de um agonista conhecido e
Observa-se o efeito de activagdo pelo agonista na presenca

do composto de teste.

Um método preferido de identificagdo de um composto

agonista ou antagonista de um polipéptido contempla:

(a) fazer contactar uma célula, em cuja superficie &
expresso o polipéptido, estando o polipéptido associado a
um segundo componente capaz de fornecer um sinal detectéavel
em reposta a ligacdo de um composto ao polipéptido, com um
composto a ser rastreado sob condigbes gque permitam a
ligagdo ao polipéptido; e

(b) determinar se o composto se liga e activa ou inibe o
polipéptido, através da medicdo do nivel de um sinal gerado

a partir da interaccdo do composto com o polipéptido.

Outro método preferido de identificac&o de um agonista ou

antagonista de um polipéptido contempla:

(a) fazer contactar uma célula, em cuja superficie &
expresso o polipéptido, estando o polipéptido associado a
um segundo componente capaz de fornecer um sinal detectéavel
em reposta a ligacdo de um composto ao polipéptido, com um

composto a ser rastreado sob condigdes gque permitam a



57

ligacdo ao polipéptido; e

(b) determinar se o composto se liga e activa ou inibe o
polipéptido, através da comparacdo do nivel de um sinal
gerado a partir da interaccdo do composto com o polipéptido

com o nivel de um sinal na auséncia do composto.

0Os métodos gerais acima descritos poderdo ainda englobar a
identificacdo do agonista ou do antagonista na presenca de

ligando titulado ou n&do titulado para o polipéptido.

Noutra execucdo, o método de identificacdoc do agonista ou

do antagonista de um polipéptido contempla:

Determinar a inibicdoc da ligacdo de um ligando a células
que tém na sua superficie um polipéptido, ou a membranas
celulares contendo esse polipéptido, na presenca de um
composto candidato sob condig¢Bes que permitam a ligacdo ao
polipéptido, e determinar a quantidade de ligando ligado ao
polipéptido. Um composto que seja capaz de provocar a
reducdo da ligacdo de um ligando é considerado um agonista

ou um antagonista. De preferéncia o ligando estd titulado.

Mais em particular, um método de rastreio de um composto
agonista ou antagonista de um polipéptido engloba as etapas

de:

(a) incubar um ligando titulado com uma célula inteira que
expressa um polipéptido na superficie celular, ou com uma
membrana celular contendo um polipéptido,

(b) medir a quantidade de ligando titulado ligado a célula
inteira ou a membrana celular;

(c) adicionar um composto candidato a uma mistura do

ligando titulado e da célula inteira ou da membrana celular
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da etapa (a), e permitir que a mistura atinja o eguilibrio;
(d) medir a quantidade de ligando titulado ligado a célula
inteira ou a membrana celular apds a etapa (¢); e

(e) comparar a diferenca no ligando titulado ligado na
etapa (b) e na etapa (d), de modo a que o composto que
provoca a reducdo de ligagdo na etapa (d) seja considerado

um agonista ou antagonista.

Os polipéptidos INSP10l1 da presente invencdo podem mcdular
uma série de processos fisioldégicos e patoldgicos,
inclusive ©processos como a proliferacdo e a migracédo
celulares dentro do sistema imunitdrio. Assim, é possivel
analisar a actividade bioldégica dos polipéptidos INSP101 em
sistemas que permitam o estudo destas actividades

moduladoras, realizando uma série de ensaios apropriados.

Por exemplo, com vista a observar a inibicdo do crescimento
celular, & possivel empregar um meio sélido ou liquide. Num
meio sbélido, as células sujeitas a inibicdo do crescimento
podem ser facilmente seleccionadas do grupo celular em
questdo, ao comparar 0s tamanhos das coldénias formadas. Num
meio liquido, é possivel rastear a inibicdo do crescimento
ao medir a turvagdo do meio de cultura ou ao incorporar
timidina titulada no ADN. Tipicamente, é possivel recorrer
a 1incorporacdo de um nucledsido de forma anadaloga em ADN
acabado de sintetizar, de modo a medir a proliferacdo (ou
seja, © crescimento celular activo) numa populacdo de
células. Por exemplo, pode empregar-se bromodeoxiuridina
(BrdU) como reagente de titulacdo de ADN, e pode empregar-—
se anticorpos monoclonais murinos anti-BrdU como reagente
de deteccdo. Este anticorpo liga-se apenas a células que
contém ADN que tenha bromodeoxiuridina nele incorporada. E

possivel aplicar uma série de métodos de deteccdo em
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conjung¢do com este teste, inclusive imunofluorescéncia,
imuno-histoguimica, ELISA e métodos colorimétricos. Os kits
que contém a bromodeoxiuridina (BrdU) e anticorpo
monoclonal murino anti-BrdU encontram-se disponiveis no

mercado através da Boehringer Mannheim (Indianapolis, IN).

Poderd verificar-se que os polipéptidos INSP101 modulem uma
série de processos fisioldgicos e patoldgicos em funcgido da
dose nos testes acima descritos. Por conseguinte, os
"equivalentes funcionais" dos polipéptidos INSP101 incluem
os polipéptidos que demonstrem quaisquer das mesmas
actividades moduladoras nos testes acima descritos em
funcdo da dose. Embora o grau de actividade em funcdo da
dose precise de ser idéntico ao dos polipéptidos INSP101,
preferencialmente os "equivalentes funcionais" exibirdo uma
dependéncia da dose substancialmente semelhante num certo
teste de actividade em comparacdo com o0s polipéptidos

INSP101.

Em certas execug¢des acima descritas, poderd recorrer-se a
testes de ligacdo simples, nos quais a aderéncia de um
composto de teste a superficie que tem o polipéptido é
detectada por meio de um titulo directa ou indirectamente
associado aoc composto de teste, ou a um teste que envolva a
competicdo com um concorrente titulado. Noutra execucgdo,
poderéd recorrer-se a testes de rastreio de medicamentos
competitivos, nos quails anticorpos neutralizantes, capazes
de se ligaram ao polipéptido, competem de forma especifica
com um composto de teste pela ligacdo. Deste modo, ¢é
possivel utilizar os anticorpos para detectar a presenca de
um composto de teste que tenha uma afinidade de ligacgéo

especifica relativamente ao polipéptido.
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Também se pode conceber testes para detectar o efeito de
compostos de teste adicionados na producdo de ARNm gue
codifica o polipéptido nas células. Por exemplo, é possivel
conceber um ELISA gque meca niveis de segregacido ou
associados a célula do polipéptido, aplicando anticorpos
monoclonais ou policlonais por métodos padrdo conhecidos no
estado da técnica, e 1isto pode ser usado para procurar
compostos que possam 1inibir ou aumentar a produgdo do
polipéptido a partir de células ou tecidos manipuladas/os
de forma adequada. Pode-se em seguida medir a formacido de
complexcs de ligacdo entre o polipéptido e o composto que

estd a ser testado.

Outra técnica de rastreio de medicamentos que pode ser
empregue proporciona um elevado rendimento de rastreio de
compostos tendo uma afinidade de ligac&o apropriada em
relac&o ao polipéptido em questdo (ver o pedido de patente
internacional W084/03564). Neste método, sintetiza-se
grandes quantidades de diferentes pequenos compcstos de
teste num substrato sélido, gue podem depois ser feitos
reagir com o polipéptido da invengédo e lavados. Uma forma
de imobilizar o polipéptido ¢é empregar anticorpos nédo-
neutralizantes. E possivel depcis detectar o polipéptido de
ligacdo recorrendo a métodos bem conhecidos do estado da
técnica. Também se pode aplicar o polipéptido purificado
directamente sobre placas a serem utilizadas nas técnicas

de rastreio de medicamentos supracitadas.

Pode empregar-se o polipéptido para identificar receptores
ligados a membrana ou solUveis, através de técnicas padréo
de ligacdo a receptores, conhecidas do estado da técnica,
tais como testes de ligacdoc a ligandos e testes de ligacdo

cruzada, nos quais o polipéptido é titulado com um isdtopo
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radiocactivo, ¢é quimicamente modificado ou fundido numa
sequéncia peptidica gque facilita a sua deteccdo ou
purificacdo, e & incubado com uma fonte do receptor
putativo (por exemplo, uma composicdo de células, membranas
celulares, sobrenadantes celulares, extractos tecidulares
ou fluidos corporais). E possivel medir a eficacia de
ligagdo  recorrendo a técnicas Dbiofisicas, como  a
ressonancia plasménica de superficie e a espectroscopia.
Pode aplicar-se testes de ligacdc com vista & purificacdo e
a clonagem do receptor, mas os mesmos também poderdo
identificar agonistas e antagonistas do polipéptido que
compitam com a ligacdo do polipéptido ao seu receptor. Os
métodos padrdo de realizacdo de testes de rastreio s&o bem

compreendidos no estado da técnica.

Os polipéptidos 1INSP101 poderdo modular uma série de
processos fisicldégicos e patoldgicos, inclusive processos
como a segregacdc hormonal, o crescimento celular e as
metédstases celulares, incluindo a metastizacdo de células
cancerigenas (Torosian, M. H. & Donoway, R. B., 1991,
“Cancer”, 67(9): 2280-2283). Por conseguinte, é& possivel
analisar a actividade bioclégica dos polipéptidos INSP101 em
sistemas que ©permitam o estudo destas actividades

moduladoras realizando uma série de testes apropriados.

Por exemplo, no intuito de observar o efeito dos
polipéptidos INSP101 da presente invencdo na metastizacéo
celular, ¢é possivel aplicar um ou mais dos métodos
descritos in Ohtaki et al., "Nature". 2001, 31 de Maio; 411

(6837): 613-7, ou nas publicacdes ai referidas.

Por exemplo, no intuito de observar o efeito dos

polipéptidos INSP10l da presente invengdo na segregagdo de
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hormonas, ¢é possivel empregar um ou mals dos métodos
descritos in Hinuma et al., “Nature”. 1998, 21 de Maio; 393
(6 ©82):272-6 ou Hinuma et al., “Nat Cell BRiol.” 2000,

Outubro; 2(10):703-8, ou nas publicacdes al referidas.

Também se ©pode utilizar os polipéptidos INSP10l1 na
identificacdo e na caracterizacdo de receptores, em
particular de receptores de hormonas de crescimento, que
interajam com os polipéptidos INSP10l. Os métodos adequados
de identificacdoc e de caracterizac¢do englobam, sem dque
figuem a eles limitados, os descritos in Hinuma et al.,
“Wat Cell Biol.” 2000, Outubro; 2(10): 703-8, e no pedido
de patente internacional publicado como WO01/17958 ou nas

publicacées ai referidas.

Poderd verificar-se que os polipéptidos INSP101 modulem uma
série de processos fisioldgicos e patoldgicos em funcido da
dose nos testes acima descritos. Assim, os “equivalentes
funcionaisg” dos polipéptidos INSP101 incluem 0s
polipéptidos que apresenten quaisquer das mesmas
actividades moduladoras nos testes acima descritos em
funcdo da dose. Embora seja necessario que o grau de
actividade em funcdo da dose seja 1déntico ao dos
polipéptidos 1INSP101, preferencialmente os "equivalentes
funcionais" apresentardo uma dependéncia da dose
substancialmente similar num  determinado teste de

actividade em comparacdo com os polipéptidos INSP101.

Também é feita a descricdo de um kit de rastreio Gtil em
métodos de identificacdo de agonistas, antagonistas,
ligandos, receptores, substratos, enzimas, que se encontram

acima descritos.
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Também ¢é feita a descricdo de agonistas, antagonistas,
ligandos, receptores, substratos e enzimas e de outros
compostos que modulam a actividade ou a antigenicidade do
polipéptido da invencdo descobertos pelos métodos acima

descritos.

A invencdo fornece igualmente composicdes farmacéuticas que
contém um polipéptido, um &cido nucleico ou um ligando da
invencdo, em combinacdo com uma substédncia de suporte
farmacéutica adequada. Estas composicdes podem adequar-se
como reagentes terapéuticos ou de diagndstico, como vacinas
ou como outras composicdes iImunogénicas, como definido

pormenorizadamente em baixo.

De acordo com a terminologia empregue no presente
documento, uma composicdo contendo um polipéptido, um &cido
nucleico, um ligando ou um composto [X] esté
"substancialmente isenta de" impurezas [Y no presente
documento], se pelo mencs 85% em peso do total de X + Y na
composicdo for X. De preferéncia, X engloba pelo menos
cerca de 90% em peso do total de X + Y na composigdo, com
maior preferéncia pelo menos cerca de 95%, 98% ou mesmo 99%

em peso.

Preferencialmente, as composicdes farmacéuticas deverdo
conter uma quantidade de eficadcia terapéutica de um
polipéptido, de uma molécula de Aacidos nucleicos, de um
ligando ou de um composto da invencédo. O termo “quantidade
de eficdcia terapéutica” refere-se, no sentido do presente
documento, a uma quantidade de uma agente terapéutico
necesséaria para tratar, melhorar ou prevenir uma patologia
ou condicdo alvo, ou para surtir um efeito terapéutico ou

preventivo detectédvel. Para todos os compostos, & possivel



64

estimar inicialmente a dose de eficacia terapéutica seja em
testes de culturas celulares, por exemplo, de células
neopldsicas, ou em modelos animais, usualmente ratos,
coelhos, cdes ou porcos. Também se pode empregar o modelo
animal para determinar a gama apropriada de concentracdo e
a via de administracido. Em seguida, pode aplicar-se esta
informacdc para determinar as doses Uteis e as vias de

administracdo nos humanos.

A quantidade eficaz ©precisa para o individuo humano
dependerd da gravidade do estado patoldgico, do estar geral
de satde do individuo, da idade, do peso, do sexo, da
dieta, do tempo e da fregquéncia de administracdo, da(s)
combinacdo (des) de medicamentos, de sensibilidades de
reaccdo e da tolerdncia/resposta a terapia. E possivel
determinar esta quantidade por experimentac&o de rotina e
fica no ambito de decisdo do clinico. Em geral, uma dose
eficaz ira de 0,01 mg/kg a 50 mg/kg, de preferéncia de 0,05
mg/kg a 10 mg/kg. As composicbes podem ser ministradas
individualmente a um doente ou podem ser ministradas em

combinacdo com outros agentes, medicamentos ou hormonas.

Uma composicdo farmacéutica também pode conter uma
substéncia de suporte aceitavel a nivel farmacéutico, com
vista a administragdo do agente terapéutico. Estas
substéncias de suporte incluem anticorpos e outros
polipéptidos, genes e outros agentes terapéuticos, tais
como lipossomas, desde que a substancia de suporte néo
induza ela prdépria a produgdo de anticorpos nocivos ao
individuo que recebe a composicido, e possa ser ministrada
sem indevida toxicidade. As substéncias de suporte
adequadas poderdo ser macromoléculas grandes de metabolismo

lento, como é o caso das proteinas, dos polissacaridos, dos
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acidos poliléacticos, dos acidos poliglicdlicos, dos
aminodcidos poliméricos, dos copolimeros de amincacidos e

de particulas virais inactivas.

Os sais aceitaveis a nivel farmacéutico podem ser ail
utilizados, por exemplo, sais de Aacidos minerais como o0s
hidrocloretos, hidrobrometos, fosfatos, sulfatos e outros
do género; e os sails de acidos orgdnicos como os acetatos,
propionatecs, malonatos, benzoatos e outros do género. Uma
discussdo minuciosa acerca das substancias de suporte
aceitéveis a nivel farmacéutico encontra-se in “Remington's

Pharmaceutical Sciences” (Mack Pub. Co, N. J. 1991).

As substidncias de suporte aceitdveis a nivel farmacé&utico
em composicdes terapéuticas poderdo ainda conter ligquidos
como &agua, meio salino, glicercl e etanol. Além disso, é
possivel a ©presenca nestas composicdes de substancias
auxiliares, tais como agentes molhantes e emulsionantes,
substéncias-tampdo de pH e outros do género. Estas
substéncias de suporte permitem a formulacdo  das
composicdes farmacéuticas na forma de comprimidos, pilulas,
drageias, cépsulas, liquidos, géis, =xaropes, suspensdes
espessas, suspensdes e outros do género, destinadas a serem

ingeridas pelo doente.

Uma vez formuladas, as composicbes da invencdo podem ser
ministradas directamente no individuo. 0Os individuos a
serem tratados podem ser animais; em particular, é possivel

tratar individuos humanos.

E possivel ministrar as composicdes farmacéuticas empregues
na presente invencdo por diversas wvias, inclusive, mas sem

ficarem a elas limitadas, as aplicacdes oral, intravenosa,
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intramuscular, intra-arterial, intramedular, intratecal,
intraventricular, transdérmica ou transcuténea (por
exemplo, ver o) W098/20734), as vias subcuténea,
intraperitoneal, intranasal, enteral, tdépica, sublingual,
intravaginal ou rectal. Também & possivel empregar pistolas
de genes ou hyposprays para ministrar as composicdes
farmacéuticas da invencdo. Tipicamente, as composicdes
terapéuticas podem ser preparadas na forma de injectéaveis,
seja na forma de suspensdes ou solucgdes liquidas; também é
possivel preparar formas sélidas adequadas a solugdo ou a

suspensdo em veiculos liquidos antes da injeccéo.

A entrega directa das composicdes serd em geral conseguida
por injeccdo, de forma subcutanea, intraperitoneal,
intravenosa ou intramuscular, ou entregue no espacgo
intersticial de um tecido. Também se pode ministrar as
composicdes numa lesdo. O tratamento por dosagem poderai ser
um programa de uma Unica dose ou um programa de doses

miltiplas.

Se a actividade do polipéptido for excessiva num particular
estado patoldgico, existem varias abordagens. Uma abordagem
tem a ver com © ministrar a um individuo um composto
inibidor (antagonista) como acima descrito, juntamente com
uma substdncia de suporte aceitavel a nivel farmacéutico,
numa quantidade eficaz a inibicdc da funcdo do polipéptido,
tal como bloqueando a 1ligacdo de ligandos, substratos,
enzimas, receptores, ou inibindo um segundo sinal,
aliviando desse modo a condic&o anormal. De preferéncia,
estes antagonistas sdo anticorpos. Com total preferéncia,
estes anticorpos sdo quiméricos e/ou humanizados para
minimizar a respectiva imunogenicidade, como previamente

descrito.
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Noutra abordagem, é possivel ministrar as formas soluveis
do polipéptido que mantém afinidade de ligacdo em relacdo
ao ligando, ao substrato, a enzima, ao receptor em guestio.
Tipicamente, o polipéptido pode ser ministrade na forma de

fragmentos que conservam as porcdes relevantes.

Numa abordagem alternativa, a expressdo do gene que
codifica o polipéptido pode ser inibida utilizandc técnicas
de Dblogueio da expressdo, tais como a utilizacdo de
moléculas de 4&cidos nucleicos anti-sentido (como acima
descrito), sejam de geracdo interna ou de administracdo em
separado. Consegue-se as modificacdes da expressdo genética
pela concepcdo de sequéncias complementares ou de moléculas
anti-sentidc (ADN, ARN ou PNA) para o contrclo, 5’ ou
regides reguladoras (sequéncia de sinal, promotores,
intensificadores e intrdes) do gene que codifica o
polipéptido. De forma semelhante, consegue-se a inibicéo
com a metodologia de emparelhamento de bases de "tripla
hélice”. O emparelhamento de tripla hélice é Util por levar
a 1nibig¢do da capacidade de a hélice dupla abrir o
suficiente para que se dé a ligagdo de polimerases,
factores de transcrigdo ou moléculas reguladoras. Avangos
terapéuticos recentes utilizando o ADN triplo foram
descritos na literatura (Gee, J. E., et al. (1994) in:
Huber, B. E. and B. I. Carr, “Molecular and Immunclogic
Approaches”, Futura Publishing Co., Mt. Kisco, Nova
Iorque). A sequéncia complementar ou a molécula anti-
sentido também pode ser concebida para bloquear a traducgdo
do ARNm, ao impedir que o transcrito se ligue aos
ribossomas. Estes oligonucledétidos podem ser ministrados ou

podem ser gerados in Situ a partir de expressio in vivo.
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Além disso, a expressdo do polipéptido da invengdo pode ser
impedida utilizando ribozimas especificas para a sua
sequéncia de ARNm codificadora. As ribozimas sdo ARN de
acgdo catalitica que podem ser naturais ou sintéticas (ver,
por exemplo, Usman, N, et al., "Curr. Opin. Struct. Biol”
(1996) 6(4), 573-33). Pode conceber-se ribozimas sintéticas
para clivarem especificamente o©s ARNm em posicdes
seleccionadas, impedindo assim a tradugdo dos ARNm para
polipéptido funcional. As ribozimas podem ser sintetizadas
com uma cadeia principal de ribose-fosfato natural e bases
naturais, como normalmente se encontra em moléculas de ARN.
Em alternativa, as ribozimas podem ser sintetizadas com
cadeias principais ndo naturais, por exemplo, 2’-0O-metil-
ARN, ©para proporcionar protec¢do contra degradacdo da

ribonuclease, e poderdo conter bases modificadas.

E possivel modificar as moléculas de ARN para aumentar a
estabilidade intracelular e o tempo de semi-vida. As
modificacdes possiveis incluem, ndo ficando a elas
limitadas, a adig¢do de sequéncias de flanco na extremidade
5’ e/ou na extremidade 3’ da molécula, ou a utilizacdo de
ticato de fésforo ou de 2' O-metilo em vez de ligac®es de
fosfodiesterase na cadeia principal da molécula. Este
conceito é inerente a producdo de PNA e pode ser aumentado
em todas estas moléculas pela inclusdo de bases néo
tradicionais como a inosina, a queosina e a butosina, assim
como as formas acetil-modificadas, metil-modificadas, tio-
modificadas e formas modificadas de forma semelhante das
adenina, c¢itidina, guanina, timina e uridina, gue nédo séo

t&o facilmente reconhecidas pelas endonucleases enddgenas.

Também existem varias abordagens com vista ao tratamento de

condigdes anormais, relacionadas com uma subexpressdo do
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polipéptido da invencdo e da sua actividade. Uma abordagem
contempla a administracdo a um individuo de uma gquantidade
de eficacia terapéutica de um composto que activa o
polipéptido, ou seja, um agonista como acima descrito, para
atenuar a condicdo anormal. Em alternativa, & possivel
ministrar uma quantidade terapéutica do polipéptido em
combinacdoc com uma substdncia de suporte farmacéutica
apropriada, para recuperar o equilibrio fisioldgico

relevante do polipéptido.

E possivel recorrer & terapia genética para conseguir a
producdo enddgena do polipéptidc pelas células relevantes
no individuo. Recorre-se a terapia genética para tratar de
forma permanente a producdo desadequada do polipéptido, ao
substituir um gene defeituoso por um gene terapéutico

corrigido.

Pode realizar-se a terapia genética da presente invencdo in
vivo ou ex vivo. A terapia genética ex vivo regquer o
isolamento e a purificacdo das células do doente, a
introducdo de um gene terapéutico e a introducdo das
células geneticamente modificadas de novo no doente. Em
contraste, a terapia genética in vivo ndo requer O

isolamento e a purificacédo das células de um doente.

O gene terapéutico ¢é tipicamente ‘“embalado” para ser
ministrade no doente. 0s veiculos de entrega do gene
poderdo ser n&o virals, como os lipossomas, ou virus com
deficiéncia de replicacdo, tais como os adenovirus, como
descritos por Berkner, K. L., 1in “Curr. Top. Micrcbiol.
Immunol”., 158, 39-66 (1992) ou vectores de virus adeno-
associados (AAV) como descritos por Muzyczka, N., in “Curr.

Top. Microbiol. Immunol.”, 158, 97-129 (1992) e na patente
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US n.° 5,252,479, Por exemplo, pode manipular-se por
engelharia genética uma molécula de Aacidos nucleicos que
codifica um polipéptido da invengéo, com vista a expressdo
num vector retroviral com deficiéncia de replicacido. Este
constructo de expressdo poderd ser em seguida isolado e
introduzido numa célula de embalagem, transduzida com um
vector plasmideo retroviral contendo ARN que codifica o
polipéptido, de modo a que a célula de embalagem passe
entdo a produzir particulas virais infecciosas contendo o
gene em questdo. Pode ministrar-se estas células produtoras
a um individuo para manipular por engenharia genética
células in vivo e para expressdo do polipéptido in vivo
(ver o Capitulo 20, “Gene Therapy and other Molecular
Genetic-based Therapeutic Approaches, (e as referéncias ai
citadas) in “Human Molecular Genetics” (1996), T Strachan

and A P Read, BIOS Scientific Publishers Ltd).

Outra abordagem é a da administracdo do “ADN nu”, no qual ©
gene terapéutico ¢é directamente injectado na corrente

sanguinea ou no tecido muscular.

Em situacbes em que os polipéptidos ou as moléculas de
dcidos nucleicos da invencdo sejam agentes patolégicos, a
invenc&o contempla gue 0sS mMesSmOS POSSam Ser empregues em
vacinas para aumento dos anticorpos contra esse agente

patoldgico.

As vacinas de acordo com a invencdo podem ser profildticas
(ou seja, para prevenir a infeccdo) ou terapéuticas (ou
seja, para tratar a doenca apds a infeccdo). Estas vacinas
contém antigénio(s) imunizante (s), imunogénio (s),
polipéptido(s), proteina(s) ou Aacido nucleico, usualmente

em combinacido com substdncias de suporte aceitaveis a nivel
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farmacéutico como acima descritas, que englobam todas as
substéncias de suporte que n&o induzam elas préoprias a
producdo de anticorpos nocivos ao individuo que recebe a
composicdo. Adicionalmente, estas substancias de suporte
poderé&o funcionar como agentes imunocestimulantes
("adjuvantes"). Além disso, o antigénic ou o imuncgénio
pode ser conjugado com um toxdide bacterianc, como ©
tox6ide da difteria, do tétano, da cblera, do H. pylori e

de outros agentes patogénicos.

Uma vez que o0s polipéptidos podem ser decompostos no
estémago, as vacinas que contém polipéptidos s&o de
preferéncia ministradas por via parenteral (por exemplo, de
forma  subcuténea, intramuscular, intravenosa ou por
injeccdo  intradérmica). As formulacdes adequadas a
administracdo parenteral englobam solugbdes injectaveis
estéreis aquosas e n&o aquosas, que poderdo conter
antioxidantes, tampdes, bacteriostatos e solutos que tornam
a formulacdo isoténica com o sangue do destinatario, e
suspensdes estéreils aquosas e ndo aquosas, que poderdo

incluir agentes de suspensdo ou espessantes.

As formulacBes de vacinas da invencdo poderdo @ ser
apresentadas em recipientes de dose unitéria ou de dose
miltipla. Por exemplo, ampolas e frascos selados, e podem
ser armazenadas sob condicdes de liofilizacdo, reguerendo
apenas a adicdo da substdncia de suporte liquida estéril
logo antes da utilizacdo. A dosagem dependerd da actividade
especifica da vacina e pode ser facilmente determinada por

experimentacdo de rotina.

A  entrega genética de anticorpos que se ligam a

polipéptidos de acordo com a invencdo também pode ser
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conseguida como descrito, por exemplo, no pedido de patente

internacional WO098/55607.

A tecnologia designada por injeccdo compressiva (ver, por
exemplo, www.powderject.com) também poderd ser Util na

formulagdo de composic¢des de vacinas.

Uma série de métodos apropriados de vacinacdo e de sistemas
de entrega de vacinas encontra-se descrita no pedido de

patente internacional WO00/29428.

Também ¢é descrita a wutilizacdc de moléculas de Acidos
nucleicos na qualidade de reagentes de diagndstico. A
deteccdo de uma forma mutada do gene caracterizado pelas
moléculas de acidos nucleicos, que se encontra associada a
uma disfuncdo, irad constituir uma ferramenta de diagnéstico
que poderd contribuir ou definir o diagndstico de uma
doenca ou da susceptibilidade a uma doenca que resulte da
subexpressac, da sobrexpressaco ou da expressdo temporal ou
espacial alterada do gene. 0Os individuos portadores de
mutacdes no gene poderdo ser detectados ao nivel do ADN por

uma série de técnicas.

As mcléculas de 4acidos nucleicos para fins de diagnéstico
podem ser obtidas das células de um individuo, como do
sangue, da urina, da saliva, de biopsia de tecido ou de
material de autdpsia. Pode-se empregar o© ADN gendmico
directamente na detecgdo ou amplificid-lo de forma
enzimdtica recorrendo a PCR, reacgdo em cadeia de ligase
(LCR), amplificacdo por deslocamento de cadeia (SDA), ou a
outras técnicas de amplificacéo (ver Baiki et al.,
“Nature”, 324, 163-166 (1986); Bej, et al., “Crit. Rev.
Biochem. Molec. Biol.”, 26, 301-334 (1991); Birkenmeyer et
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al., “J. Virol. Meth.”, 35, 117-126 (1991); Van Brunt, J.,
“Bio/Technology”, 8, 291-294 (1990)) antes da analise.

Numa execucdo, isto proporciona um método de diagndstico de
uma doenca num doente, englobando a avaliacdo do nivel de
expressdo dum gene natural que codifica um polipéptido, e a
comparacdo desse nivel de expressdo com um nivel de
controlo, sendo que um nivel diferente do referido nivel de
controlc é indicador de uma doenca. O método pode ter as

seguintes etapas:

a) fazer contactar uma amostra de tecido do doente com
uma sonda de 4cidos nucleicos, sob condicdes
estritas que permitam a formacdo de um complexo
hibrido entre uma molécula de é&cidos nucleicos e a
sonda;

b) fazer contactar uma amostra de controlo com a
referida sonda sob as mesmas condicdes aplicadas na
etapa a);

c) detectar a presenca de complexos hibridos nas

referidas amostras;

em que a deteccdo de niveis do complexo hibrido na amostra
do paciente que sejam diferentes dos niveis do complexo

hibrido nas amostra de controlc & indicadora de doenca.

Também estd descrito um método de diagndstico tendo as

seqguintes etapas:

a) obter uma amostra de tecido de um doente que esta a
ser testado quanto a uma doencga;
b) isolar uma molécula de &cidos nucleicos da referida

amostra de tecido; e
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c) fazer um diagndstico do doente quanto a uma doencga,
por meio da deteccido da presenca de uma mutacdoc na

molécula de acidos nucleicos associada a doenca.

Para auxiliar & deteccdo de moléculas de acidos nucleicos
nos métodos acima descritos, poderd incluir-se uma etapa de
amplificacédo, por exemplo, recorrendo a PCR.

E possivel detectar as deleccdes e as insercdes pela
alteracdo do tamanho do produto amplificado em comparacdo
com o gendétipo normal. Consegue-se identificar mutacdes
pontuais por meio de hibridacdo de ADN amplificado com ARN
titulado da invencdo ou, em alternativa, sequéncias de ADN
anti-sentido tituladas da invencdo. As sequéncias com uma
correspondéncia perfeita podem ser distinguidas dos
duplexes n&o correspondentes por digestdo com RNase ou por
avaliacdo das diferencas em temperaturas de fusido. A
presenca ou a auséncia da mutacdo no doente pode ser
detectada ao fazer contactar ADN com uma sonda de Aacidos
nucleicos que hibride com o ADN sob condig¢des estritas, de
modo a formar uma molécula de cadeia dupla hibrida, tendo
essa molécula de cadeia dupla hibrida uma porgdo nédo-
hibridada da cadeia da sonda de acidos nucleicos em
qualquer porcdo correspondendo a uma mutac&o associada a
doenca; e ao detectar a presenca ou a auséncia de uma
porcdo ndo-hibridada da cadeia da sonda como indicacdo da
presenca ou da auséncia de uma mutacdo associada a uma

patologia na porcdo correspondente da cadeia de ADN.

Estes diagndsticos s&o em particular Uteis nos testes pré-

natals e até mesmo neonatais.

As mutagdes pontuais e outras diferencas de sequéncia entre



75

0 gene de referéncia e o0s genes “mutantes” podem ser
identificadas por outras técnicas bem conhecidas, tais como
a sequenciacdo directa do ADN ou o polimorfismo
conformacional de cadeia simples, (ver Orita et al.,
“Genomics”, 5, 874-879 (1989)). Por exemplo, ¢é possivel
empregar um primer de sequenciacdo com produto de PCR de
cadeia dupla ou uma molécula modelo de cadeia simples
gerada por uma PCR modificada. Realiza-se a determinacdo da
sequéncia por procedimentos convencionais com nucleétidos
radiotitulados ou por ©procedimentos de sequenciacdo
automética com tags fluorescentes. E igualmente possivel
empregar segmentos de ADN clonados como sondas para
detectar segmentos de ADN especificos. A sensibilidade
deste método é grandemente aumentada se combinada com PCR.
Além disso, as mutacBes pontuais e outras variacdes de
sequéncias, tais como os polimorfismos, podem  ser
detectadas como acima descrito através, por exemplo, da
utilizacdc de oligonucledtidos especificos de alelos para
amplificacdo por PCR de sequéncias que sdo distintas em

nucledtidos Unicos.

Também ¢é possivel detectar as diferencas da sequéncia de
ADN através de alteracdes na mobilidade electroforética de
fragmentos de ADN em géis, com ou sem desnaturantes, ou por
sequenciagdo directa de ADN (por exemplo, Myers et al.,
“Science” (1985) 230:1242). As modificacdes da segquéncia em
locals especificos também podem ser reveladas por ensaios
de proteccdo contra as nucleases, tals como a proteccdo
contra RNase e S1, ou o método de clivagem quimica (ver
Cotton et al., “Proc. Natl. Acada. Sci. USA” (1985)
85:4397-4401) .

A par da electroforese em gel <convencional e da
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sequenciacdc de ADN, também & possivel detectar mutacgdes,
tais como microdelecgbes, aneuploidias, translocacdes,
inversdes, por meio de andlise in situ (ver, por exemplo,
Keller et al., “DNA Probes”, 2.% ed., Stockton Press, Nova
Iorque, N. Y., EUA (1993)), ou seja, é possivel analisar
sequéncias de ADN ou de ARN em células quanto a mutacdes,
sem ser necessario o seu isolamento e/ou a sua imobilizacdo
numa membrana. A hibridacdo in situ fluorescente (FISH) é
no presente o método aplicado mals comum e apareceram
diversas revis®es do FISH (ver, por exemplo, Trachuck et
al., “Science”, 250, 559-562 (1990), e Trask et al.,
“Trends, Genet.”, 7, 149-154 (1991)).

Noutra execucdo, & possivel construir uma matriz de sondas
oligonucleotidicas englobando uma molécula de Acidos
nucleicos, para realizar um rastreio eficiente de variantes
genéticas, mutacdes e polimorfismos. Os métodos de
tecnologia de matrizes sdo bem conhecidos, tém uma
apliczbilidade geral e podem ser empregues para abordar uma
variedade de questdes na genética molecular, inclusive
expressdo de genes, ligacdo de genes e variabilidade
genética (ver, por exemplc: M. Chee et al., “Science”

(1996), vol. 274, pag. 610-613).

Numa execucdo, a matriz é& preparada e empregue de acordo
com os métodos descritos na aplicacdo PCT W095/11995 (Chee
et al); Lockhart, D. J. et al. (1996) ™“Nat. Biotech.”
14:1675-1680); e Schena, M. et al. (19%c) “Proc. Natl.
Acad. Sci” 93: 10614-10619). Os pares de oligonucleétidos
podem ir de dois a mais de um milh&o. Os oligbmeros sé&o
sintetizados em areas designadas num substrato, por meio de
um processo quimico dirigido por luz. O substrato pode ser

papel, nylon ou outro tipo de membrana, filtro, chip,
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lamela de vidro ou outro suporte sélido apropriado. Noutro
aspecto, & possivel sintetizar um oligonucledtido na
superficie do substrato, recorrendo a um procedimento de
ligacéo quimica e a um equipamento de aplicacdo de jacto de
tinta, como descrito no pedido PCT W095/251116

W

(Baldeschweiler et al). Noutro aspecto, uma matriz com
grelha” andloga a um dot (ou slot) blot pode ser empregue
para dispor e ligar fragmentos de ADNc ou oligonucledtidos
a superficie de um substrato, recorrendo a um sistema de
vadcuo, procedimentos de ligagidoc térmicos, por UV, mecidnicos
ou quimicos. Uma matriz, como as acima descritas, pode ser
produzida manualmente ou empregados dispositivos
disponiveis (equipamento de slot-blot ou de dot-blot),
materiais (qualquer suporte sélido apropriado) e maguinas
(inclusive instrumentos robdticos) e poderd conter 8, 24,
96, 384, 1536 ou 6144 oligonucledtidos, ou qualquer outro
nimero entre 2 e mais de um milh&c, que se preste a
utilizacdo eficiente da instrumentacdo disponivel no

mercado.

Além dos métodos acima debatidos, & possivel diagnosticar
doencas por métodos que englobem determinar, a partir de
uma amostra derivada de um sujeito, um nivel anormalmente
reduzido ou aumentado do polipéptido ou do ARNm. E possivel
medir a expressdo aumentada ou reduzida ao nivel do ARN,
recorrendo a qualguer um dos métodos bem conhecidos do
estado da técnica para a quantificacdo de polinucledtidos,
tais como, por exemplo, amplificacdo de Aacidos nucleicos,
por exemplo, PCR, RT-PCR, proteccdo contra RNase, Northern

blotting e outros métodos de hibridacédo.

As técnicas de teste, que podem ser empregues na

determinacdo dos nivels de um polipéptide numa amostra
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derivada de um hospedeiro, sdo bem conhecidas dos
especialistas da técnica e encontram-se debatidas com certo
grau de detalhe acima (incluindo testes de radioimunidade,
testes de ligacdo competitiva, andlise por Western Blot e
ensaios ELISA). Este aspecto proporciona um método de
diagndéstico que engloba as etapas: (a) fazer contactar um
ligando como acima descrito com uma amostra biocldgica, sob
condicgdes adequadas a formacgido de um complexo de ligando-

polipéptido; e (b) detectar o referido complexo.

Os protocolos como ELISA, RIA e FACS para medir niveis de
polipéptidos podem ainda fornecer uma base de diagndstico
de niveis alterados ou anormais da expressdo de
polipéptidos. Os valores normais ou padr&o da expressio dos
polipéptidos s&o estabelecidos pela combinacdo de fluidos
corporais ou de extractos celulares tirados de sujeitos
mamiferos normais, de preferéncia humanos, com anticorpo
para o polipéptido, sob condicdes adequadas a formacdo de
complexos. E possivel quantificar a formacdo de complexos

padrdo por diversos métodos, como € o caso da fotometria.

Pode-se empregar os anticorpos gque se ligam de forma
especifica a um polipéptido, com vista ao diagndstico de
condigcbdes ou doencas caracterizadas pela express&do do
polipéptido, ou em ensaios para monitorizar os doentes que
estdo a ser tratados com os polipéptidos, moléculas de
acidos nucleicos, ligandos e outros compostos da invencgédo.
Os anticorpos Uteis para fins de diagndstico podem ser
preparados da mesma forma que aqueles acima descritos para
fins terapéuticos. 0s ensaios de diagndstico para o
polipéptido incluem métodos que empregam © anticorpo e um
titulo para detectar o polipéptido em fluidos corporais

humanos ou em extractos de células ou tecidos. E possivel
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empregar 0s anticorpos com ou sem modificag¢do, e é possivel
tituld-los ao junta-los, por covaléncia ou ndo, a uma
molécula repdérter. E possivel empregar uma grande variedade
de moléculas repdrter conhecidas do estado da técnica,

muitas das guais se encontram acima descritas.

As guantidades do polipéptido expressas nas amostras do
sujeito, do controlo e da doenca de tecidos sujeitos a
biopsia s&o comparadas com os valores padrdo. O desvio
entre o0s valores padrdao e 0s valores do sujeito estabelece
0s parémetros de diagnéstico da docenca. Os ensaios de
diagndéstico podem ser empregues para fazer a distincéo
entre auséncia, ©presenca e excesso de expressdo do
polipéptido e para monitorizar a regulacdo dos niveis de
polipéptido durante a intervencédo terapéutica. Também é
possivel empregar estes ensaios para avaliar a eficéacia de
um regime de tratamento terapéutico particular em estudos
animais, em ensaios c¢linicos ou na monitorizacdo do

tratamento de um doente individual.

O kit de diagnéstico da presente invencdo pode conter:

(a) uma molécula de acidos nucleicos
(b) um polipéptido; ou

(c) um ligando.

Num aspecto, um kit de diagnéstico pode conter um primeiro
recipiente contendo uma sonda de A&cidos nucleicos que
hibride, sob condig¢des estritas, com uma molécula de Acidos
nucleicos; um segundo recipiente contendo primers fUteis na
amplificacdo da molécula de &cidos nucleicos; e instrucgdes
de wutilizacdo da sonda e dos primers para facilitar o

diagndstico da patologia. O kit pode ainda conter um
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ferceiro recipiente tendo um agente para digerir o ARN nao

hibridado.

Num aspecto alternativo da invenc¢do, um kit de diagndstico

pode conter uma matriz de moléculas de acidos nucleicos.

Com vista a detectar um polipéptido, um kit de diagnéstico
poderd conter um ou mais anticorpos que se liga(m) ao
polipéptido; e um reagente Gtil na detecgdo de uma reaccéo

de ligacdo entre o anticorpo e o polipéptido.

Estes kits destinam-se a ser empregues no diagnéstico de
uma doenca ou de um disturbic, ou de uma susceptibilidade a
uma doenca ou a um distirbio, em gque estejam envolvidas
proteinas endécrinas. Estas doencas e estes disturbios
poder&o incluir problemas reprodutivos, problemas de
gravidez, Como a doenca trofobléstica gestacional,
problemas de desenvolvimento como © sindroma de Silver-
Russel, problemas de crescimento, défice da hormona de
crescimento, doenca de Cushing, ©prcocblemas endécrinos,
problemas de proliferacdo celular, inclusive neoplasma,
carcinoma, tumor da pituitéaria, tumor dos ovarios,
melanoma, tumor do pulmdo, colo-rectal, da mama, do
pédncreas, da cabeca e do pescogo, tumor trofoblastico de
localizacdo placentaria, adenocarcinoma, coriocarcinoma,
osteossarcoma e outros tumores sélidos; angicgénese,
distlrbios mieloproliferativos; distirbios
autoimunes/inflamatdérios; problemas cardiovasculares;
disttrbios neurolégicos, dor; disttirbios metabdélicos
inclusive diabetes mellitus, osteoporose e cobesidade,
caquexia, SIDA, doenca renal; lesao pulmonar;
envelhecimento; infecc¢des incluindo as virais, bacterianas,

fingicas e parasitédrias, e outras condigdes patoldgicas. De
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preferéncia, a patolcgia trata-se de uma patologia em que
esteja envolvida a funcdo enddcrina, em particular hormonas

de crescimento.

Em seguida, descreve-se em maior detalhe diversos aspectos
e execugdes da presente invencdo a titulo de exemplo, com

particular referéncia ao polipéptido INSP101.

Breve descricdo das Figuras

A Figura 1 mostra um alinhamento da INSP101 de comprimento
total (SEQ ID NO:8) versus a P01241, hormona de crescimento
pituitaria (GH-N) do H. sapiens. O lcop A-B estd marcado

com asteriscos.

A Figura 2 compara o padrdo de splicing da P01241, hormona
de crescimentc pituitédria (GH-N) do H. sapiens, com O
padrido de splicing da nova variante de spliicing INSP101.
Figura 3: sequéncia de nucledtidos prevista da INSP101 com
tradugdo. A sequéncia sublinhada indica a segquéncia de
sinal prevista.

Figura 4: mapa do plasmideo pCRII-TOPO-E00974

Figura 5: alinhamento da INSP10l com o plasmideo #13686

Figura 6: sequéncia de nucledtidos e traducdo do produto da

INSP101 clonado

Figura 7: mapa do pENTR-INSP101-6HIS

Figura 8: mapa do pEAK12d-INSP101-6HIS
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Exemplos

Exemplo 1
Identificou-se gque o INSP10l1 tinha cinco exbdes. A Figura 2

faz a comparacdo entre o padrdo de splicing da P01241, a
hormona de crescimento pituitdria (GH-N) do H. sapiens e ©
padrdo de splicing da nova variante de splicing INSP101. O
polipéptido do ex&o 2nov da INSP1l0l e o polipéptido do exéo
3nov da INSP10l1 s&o exb6es alternativos, produzidos por
splicing alternativo; a variante de splicing tem um exdoZ
(2nov) aumentado e um ex&o3 (3nov) truncado em comparacao

com a proteina do tipo selvagem.

O diagrama também mostra os elementos da principal
estrutura secundaria da hormona de crescimento pituitéaria
(GH-N) . A GH-N é composta por quatro hélices alfa (A, B, C
e D), e particularmente importante é o “loop A-B" que liga
a hélice A a hélice B. O loop A-B & um componente critico
da superficie de interaccdo da GH-N, que liga o receptor da
Hormona de Crescimento (Wells JA, “PNAS” vol. 93, pag. 1-6
1996, “Binding in the growth hormone receptor complex”). E
evidente que a nova variante de splicing INSP101 tem novos
residuos 1inseridos no loop A-B (devido a extensdo do
exd02). De forma semelhante, o truncamento do exdo3 levaré
a remocido de alguns residuos da GH-N no Ioop A-B. Assim, a
INSP101 difere da GH-N ©principalmente em termos de
composicdo do loop A-B e, dado que este loop & um
determinante primario na ligacdoc ao receptor da hormona de
crescimento, prevé-se que a INSP10l mostre propriedades
alteradas de ligacdo ao receptor (em termos de afinidade de

ligacdo e/ou de selectividade do receptor).

Estas previsbes  experimentais serdo  subsequentemente
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confirmadas por um teste experimental dirigide. Por
exemplo, poderd recorrer-se a uma série de diferentes
testes ©para determinar os efeitos das Hormonas de
Crescimento humanas na ligacido (ver, por exemplo, Well J.
A., “PNAS" wvol. 93, pag. 1-6 1996), inclusive a utilizacdo
de anticorpos monoclonais para precipitar complexos de 1

1 de hormona de crescimento e receptor, e a dimerizacéo
induzida por hGH de moléculas hGHbp em solugdo, por
extincdo de um tag fluorescente colocado ©perto da

terminagdo C do hGHbp (ver Well J. A., “PNAS” vol. 93, pég.

1-6, 1996). [hGHbp = dominio extracelular do receptor da
GH] .
Exemplo 2: Clonagem da INSP101

1.1 Preparacdo do ADNc pituitario humano

Preparou-se ADNc da primeira cadeia a partir do ARN total
pituitdrico humano (Clontech), empregando a Superscript II
RNase H Reverse Transcriptase (Invitrogen) de accrdo com o
protocolo do fabricante. Combinou-se 1 ul do primer 0Oligo
(dT)1s (500 nug/mL, Promega), 2 ug de ARN total de pulmio
humano, 1 uL de mistura de dNTP 10 mM (cada dATP, dGTP,
dCTP ¢ dTTP 10 mM com um pH neutro) e A&agua destilada
estéril para um volume final de 12 ulL, num tubo eppendorf
de 1,5 mlL, aqueceu-se para 08 65°C durante 5 min e, depois,
arrefeceu-se em gelo. Colheu-se os ingredientes por breve
centrifugacdo e adicionou-se 4 uL de 5 x tampdo First-
Strand, 2 uL de DIT 0,1 M e 1 uL de RNaseOUT Recombinant
Ribonuclease  Inhibitor (40  unidades/uL, Invitrogen) .
Misturou-se com cuidado os ingredientes do tubo e incubou-
se nos 42°C durante 2 min, adicionou-se em seguida 1 uL
(200 unidades) da enzima SuperScript II e misturou-se com

cuidado com pipeta. Incubou-se a mistura nos 42°C durante
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50 min e desactivou-se em seguida por aquecimento nos 70°C
durante 15 min. Para remover o ARN complementar ao ADNc,
adicionou-se 1 wuL (2 wunidades) de E. coli RNase H
(Invitrogen) e incubou-se a mistura de reaccido nos 37°C
durante 20 min. A mistura de reac¢do final de 21 ulL foi
diluida pela adigdo de 179 uL de Aagua estéril, para

originar um volume total de 200 uL.

1.2 Primers de clonagem especificos de genes para PCR

Concebeu-se um par de primers de PCR tendo um comprimento
entre 18 e 25 Dbases, para amplificar a sequéncia de
codificacdo completa do ADNc virtual, utilizando o Primer
Designer Software (Scientific & Educational Software, PO
Box 72045, Durham, NC 27722-2045, FEUA). Optimizou-se os
primers de PCR para terem uma Tm perto de 55 + 10°C e um
teor de GC de 40-60%. Seleccionou-se os primers que tinham
uma grande selectividade em relagdo a sequéncia-alvo

(INSP101) com pouco ou nenhum priming inespecifico.

1.3 BAmplificagdo por PCR da INSP10l1 a partir do ADNc
pituitario humano
Concebeu-se primers de clonagem especificos de genes (o
INSP101-CP1l e o INSP101-CP2, (Tabela 1)) para amplificar um
fragmento de ADNc cobrindo toda a sequéncia codificadora da
previsdo da INSP101. Utilizou-se os primers de clonagem
especificos de genes INSP101-CPl e INSP101-CP2 com o ADNc
pituitaric humano como modelo. Realizou-se a PCR num volume
final de 50 pL, contendo 1 x tampdo AmpliTag™, dNTP 200
uM, INSP101-CPl, 50 pmoles do INSP101-CP2, 2,5 unidades do
AmpliTaqTM (Perkin Elmer) e 100 ng de ADNc pulmonar,
utilizando um motor de pesquisa de ADN MJ Research DNA

Engine, programado como se segue: 94°C, 2 min; 40 ciclos de



85

94°C, 1 min, 50°C, 1 min, e 72°C, 1 min; seguido de 1 ciclo
nos 72°C durante 7 min e um ciclo de espera nos 4°C.
Purificou-se directamente os produtos de PCR com o sistema
de purificacdo Wizard PCR Preps DNA Purification System

(Promega) .

1.4 Subclonagem de produtos de PCR

Subclonou-se produtos de PCR no vector de clecnagem
modificado com a topoisomerase I (pCRII TOPO), utilizando o
kit de clonagem TA da Invitrogen Corporation, sob condicgdes
especificadas pelo fabricante. Resumidamente, incubou-se 4
1L de produto de PCR purificado em gel da amplificacdo do
pool P da biblioteca humana, durante 15 min a temperatura
ambiente, com 1 pL do vector TOPO e 1 ulL de solugdo salina.
Transformou-se em seguida a mistura de reaccdo na estirpe
TOP10 da E. coli (Invitrogen) como se segue: um aligquota de
50 pL de células One Shot TOP10 foi imerso em gelo e
adicionou-se 2 uL de reaccdo TOPO. Incubou-se a mistura
durante 15 min em gelo e, depois, sujeitou-se a mesma a
choque térmico por incubagdo nos 42°C durante exactamente
30 s. Voltou-se a pdbr as amostras em gelo e adicionou-se
250 uL de meio SOC morno (temperatura ambiente). Incubou-se
as amostras sob agitacdo (220 rpm) durante 1 h nos 37°C. A
mistura de transformacdo foil depois colocada em placas L-
broth (LB) contendo ampicilina (100 pg/mL) e foi incubada

durante a noite nos 37°C.

1.5 PCR de colénias

Inoculou-se as coldénias em 50 puL de A&gua estéril,
empregando um palito estéril. Depois, sujeitou-se um
aliquota de 10 pL do meio de inoculagdo a PCR, num volume
de reaccdo total de 20 uL, contendo 1 x tampido AmpliTaq',
dNTP 200 uM, 20 pmoles do primer T7, 20 pmoles do primer
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SP6, 1 unidade de AmpliTag™ (Perkin Elmer), por intermédio
de um motor de pesquisa de ADN MJ Research DNA Engine. As
condigdes de ciclo foram as seguintes: 94°C, 2 min; 30
ciclos de 94°C, 30 s, 47°C, 30 s e 72°C durante 1 min. Em
seguida, manteve-se as amostras nos 4°C (ciclo de espera)

antes de outra analise.

Analisou-se os produtos de reaccdo PCR em géis de agarose a
1% em 1 x tampdo TAE. Fez-se a cultura de uma coldénia que
originou o tamanho de produto de PCR previsto (+ 187 bp
devido ao local de clonagem multipla ou MCS), durante a
noite nos 37°C, em 5 mL de L-Broth (LB) contendo ampicilina

(100 pg/mL), sob agitacdo nas 220 rpm.

1.6 Preparacdo e sequenciacdo do ADN plasmideo

Preparou-se ADN plasmideo miniprep a partir dos 5 mL de
cultura, empregando um sistema robdético Qiaprep Turbo 9600
(Qiagen) ou o kit Wizard Plus SV Minipreps (Promega cat.
n.° 1460) de acordo com as instrucdes do fabricante. Eluiu-
se o ADN plasmidec em 100 uL de Agua estéril. Mediu-se a
concentragdo de ADN utilizando o fotdémetro Eppendorf BO. O
ADN plasmidec (200-500 ng) fol sujeito a sequenciacdo de
ADN com o primer T7 e o primer SP6, utilizando o sistema
BigDyeTerminator (Applied Biosystems cat. n.° 439024¢) de
acordo com as instrucdes do fabricante. As sequéncias dos
primers encontram-se na Tabela 1. Purificou-se as reaccgdes
de sequenciacdo com colunas Dye-Ex (Qiagen) ou placas de
limpeza Montage SEQ 96 (Millipore cat. n.° LSKS09624),
analisou-se em seguida num sequenciador Applied Biosystems
3700. A andlise das sequéncias revelou gque a sequéncia
clonada no plasmideo pCRII-TOPO era idéntica a GenBank

E00974 (plasmideo 13686) (Figura 4).
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1.7 Amplificag¢do por PCR das extremidades 5 e 3’ da

INSP101 a partir do plasmideo 13686
Os primers de PCR foram concebidos para amplificar
individualmente as extremidades 5’ e 3’ da INSP101 (Tabela
1). O primer forward da extremidade 5’ da INSP101 (INSP101-
B1P-5"-F) também contém a seguéncia parcial do local
Gateway attBl (5’ GCAGGCTTC) e uma sequéncia de Kozac (5’
GCCACC). O primer reverse para a extremidade 5’ da INSP101
(INSP101-5'-R) tem uma sobreposicdo de 25 bases com o©
primer forward da extremidade 3’ da INSP10l. O primer
forward para a extremidade 3’ da INSP101 (INSP101-3’-F) tem
uma sobreposigdo de 26 bp com © primer reverse para a
extremidade 5’. O primer reverse para a extremidade 3’ da
INSP101 (INSP101-3'-R) contém uma sequéncia 5 HIS (Figura
5).

Para amplificar a extremidade 5’ da INSP10l1, realizou-se a
reaccdo PCR num volume final de 50 uL e este continha 0,5
1L do ADN miniprep do plasmideo 13686, 2 uL de dNTP 5 mM
(Amersham Pharmacia Biotech), 6 ulL do INSP101-Blp-5'-F (10
uM), 6 pL do INSP101-5'R, 5 ulL de 10 x tampdo Pfu e 0,5 uL
de polimerase Pfu (3 U/ulL) (# M774B, Promega). As condigdes
de PCR foram 94°C durante 2 min; 30 ciclos de 94°C durante
30 s, 55°C durante 30 s e 72°C durante 1 min, e um ciclo de
espera de 4°C. Carregou-se 0s produtos de reaccdo num gel
de agarose a 1,5% (1 x TAE) e purificou-se os produtos de
PCR com o tamanho correcto (211 bp) em gel, com um Qiaquick
Gel Extraction Kit (Qiagen cat. n.° 28704) e eluiu-se o0s

mesmos em 50 uL de tampdo de eluicdo (Qiagen).

Amplificou-se a extremidade 3’ da INSP10l sob as mesmas
condicdes de reaccdo anteriores, mas com OS primers

INSP101-3"-F e INSPL01-3'-R, 5 ulL de 10 x tampdo AmpliTaqg e
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0,5 uL de AmpliTag DNA Polymerase (Applied Biosystems, #
N808-0155, 5 U/uL). Purificou-se os produtos de PCR de 441

bp em gel como anteriormente.

2. Montagem das extremidades 5’ e 3’ da INSPl0l para
gerar o INSP101 ORF
Montou-se as extremidades 5’ e 3' da INSP10l numa reaccdo
PCR contendo 5 ul da extremidade 5’ purificada em gel, 2 uL
da extremidade 3’ purificada em gel, 2 uL de dNTP 5 mM, 6
uL do INSP101-B1P-5'-F (10 uM), 6 uL do INSP101-3’-R (10
uM), 5 uL de 10 x tampdo Pfu, 0,5 uL de polimerase Pfu (3
U/ulL; Promega cat. n.° M774B). As condicdes de reaccéo
foram: 94°C, 4 min; 10 ciclos de 94°C durante 30 s, 48°C
durante 30 s e 70°C durante 2 min; 25 ciclos de 94°C
durante 30 s, 52°C durante 30 s e 70°C durante 2 min; uma
etapa de prolongamento adicional de 70°C durante 10 min; e
um ciclo de espera nos 4°C. Analisou-se os produtos de
reaccdo num gel de agarose a 1,5% (1 x TAE). Purificou-se
em gel os produtos de PCR com o tamanho previsto (627 bp)
utilizando um Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen cat. n.°
28704) e eluiu-se em 50 pL de tampdo de eluicido (Qiagen). O
produto resultante (INSP10l1 ORF) contém o ORF da INSP101,
tendo adjacente a extremidade 5’ um local attBl e a
sequéncia de Kozak, e a extremidade 3’ uma sequéncia

codificadora SHIS tag (Figura 6).

3. Subclonagem do INSP10l ORF no pDONR221

Subclonou-se o INSP101 ORF no pDONR221 utilizando o sistema
de clonagem Gateway' (Invitrogen). Adicionou-se um local
de recombinacdo attBl parcial a extremidade 5’ do INSP101
ORF e uma sequéncia 6HIS tag, adicionou-se um céddo stop e
um local de recombinacdo attB2 a extremidade 3’ do INSP101

ORF, numa reaccdo PCR de 50 uL contendo 2 ul de produto de
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PCR INSPI101 ORF purificado em gel, 2 puL de dNTP 5 mM
(Amersham Pharmacia Biotech), 3 ulL de GCP-Forward (10 uM),
3 puL de GCP-Reverse (10 uM), 5 uL de 10 x tampdo AmpliTaqg e
0,5 uL de AmpliTag DNA Polymerase (Applied Biosystems, #
N808-0155, 5 U/uL) num volume final de 50 upL. As condigdes
da PCR eram 94°C durante 2 min; 30 ciclos de 94°C durante
30 s; 55°C durante 30 s e 72°C durante 1 min; uma etapa de
prolongamento adicional de 72°C durante 30 min e um ciclo
de espera de 4°C. Analisou-se os produtos de reacgdc num
gel de agarose a 1,5% (1 x TAE), purificou-se os produtos
de PCR com o tamanho correcto (685 bp) em gel com um
Qiagquick Gel Extraction Kit (Qiagen cat. n.°® 28 704) e
eluiu-se em 50 uL de tampdo de eluicdo (Qiagen). O produto
de PCR purificado (INSP101 ORF modificado por Gateway) foi
depois transferido para pDONR221, utilizando a BP clonase
como se segue: incubou-se 1,5 ulL de INSP101 ORF modificado
por Gateway com 0,5 uL de pDONR221 (0,1 ug/uL), 1 uL de
tampdo BP e 1 uL de mistura de enzima BP clonase
(Invitrogen) num volume final de 5 uL, & temperatura
ambiente durante 2 h. Interrompeu-se a reaccgdo pela adigdo
de 0,5 pL de proteinase K (2 ug/ulL) e incubou-se nos 37°C
durante mais 10 min. Empregou-se um aliquota desta reaccéo
(3 uL) para transformar 50 plL de célula E. coli DHbalpha
(Invitrogen) por choque térmico. Incubou-se a mistura de
transformacdo num tubo de PCR de 0,2 mL em gelo durante 30
min, e transferiu-se depois para um banho de &gua nos 42°C
durante 45 s. Voltou-se a pdr os tubos em gelo durante 2
min e transferiu-se a mistura de transformacdo para um tubo
de polipropileno de 12 mL. Diluiu-se em seguida as amostras
pela adicdo de 900 uL de meio SOC e incubou-se durante 1 h
nos 37°C sob agitacdo. Os transformandos (200 ul) foram
postos em placas de LB contendo 40 ug/pL de canamicina e

foram incubados durante 72 h a temperatura ambiente. O ADN
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miniprep plasmideo foi isolado de 8 coldnias resultantes,
utilizando um sistema robdtico Qiaprep Turbo 9600 (Qiagen),
e foi sujeito a seqguenciacdo de ADN com os primers de
sequenciagcdao MI3F e MI3R com o sistema BigDyeTerminator
(Applied Biosystems cat. n.° 4390246) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Purificou-se as reaccdes de
sequenciagdo com colunas Dye-Ex (Qiagen) ou placas de
limpeza Montage SEQ 96 (Millipore cat. n.° LSKS09624),
depois analisou-se num sequenciador Applied Biosystems

3700.

3. Mutagénese do pDONR221-INSP101l

A verificacdo da seguenciacdo mostrou que todos os clones
PDONR-221-INSP101 tinham um céddo stop entre ORF e o 6HIS
tag. Recorreu-se a mutagénese dirigida ao local para
delectar o «c6ddo stop. Empregou-se um Stratagene Quik
Change XL Site-Directed Mutagenesis kit (cat. # 200517) e
0s primers INSP10l-mut-F e INSP10l-mut-R de acordo com as
instrucgdes do fabricante. Isolou-se ADN miniprep plasmideo
de 8 das colénias resultantes com um sistema robdtico
Qiaprep Turbo 9600 (Qiagen), e sujeitou-se © mesmo a
sequenciacdoc de ADN com os primers de sequenciacdoc MI3F e
MI3R com o sistema BigDye Terminator (Applied Biosystems
cat. n.° 439024¢6), de acordc com as instrucdes do
fabricante. Purificou-se as reacgdes de sequenciacdo com
colunas Dye-Ex (Qiagen) ou placas de limpeza Montage SEQ 96
(Millipore cat. n.° LSKS09624), depolis analisou-se num

sequenciador Applied Biosystems 3700.

4. Subclonagem do INSP101 ORF no vector de expresséo
pEAK12d
O eluato de plasmideo (1,5 uL) de um clone pDONR221

contendo a sequéncia correcta do INSP101 ORF (pENTR-
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INSP101-6HIS, ID do plasmideo 14577) (Figura 7) foi depois
utilizado numa reaccido de recombinacdo contendo 1,5 pL de
pEAK12d (0,1 wug/ul), 2 uL de tampdo LR e 1,5 uL de LR
clonase (Invitrogen), num volume final de 10 pL. Incubou-se
a mistura a temperatura ambiente durante 1 h, interrompeu-
se a mesma pela adicdo de 1 uL de proteinase K (2 ug/plL) e
incubou-se nos 37°C durante mais 10 min. Empregou-se um
aliquota desta reaccdo (1 uL) para transformar 20 uL de
células E. coli DHI10B (Invitrogen) (diluidas 1/5 em A&gua
estéril) por electroporacdo com um Biorad Gene Pulser, de
acordo com as recomendacfes do fabricante. As células
sujeitas a electroporacdo foram transferidas para tubos de
polipropileno de 12 mL, foram diluidas pela adicdo de 1 mL
de meio SOC e incubadas durante 1 h nos 37°C. Os
transformandos foram colocados em placas de LB-ampicilina e
foram incubados durante a noite nos 37°C. Preparou-se ADN
miniprep a partir de 3 coldénias com um sistema robdtico
Qiaprep Turbo 9600 (Qiagen) e eluiu-se com 50 uL de tampdo
de eluicdo. Sujeitou-se em seguida 0,5 uL de cada miniprep
a PCR num volume de reaccdo total de 50 uL, contendo 2 uL
de dNTP 5 mM, 3 uL de pEAKI12-F 10 uM, 3 uL de pEAKI2-R 10
uM, 5 ulL de 10 x tampdo AmpliTagq™ e 0,5 pL de AmpliTag™
(Applied Biosystems cat. n.° N808-0155). As condicdes de
ciclo foram as seguintes: 94°C durante 2 min; 30 ciclos de
94°C durante 30 s, 55°C durante 30 s, e 72°C durante 1 min;
1 ciclo, 72°C durante 3 min. Manteve-se depois as amostras

nos 4°C (ciclo de espera) antes de outra andlise.

Analisou-se os produtos de reaccdo PCR em géis de agarose a

% em 1 x tampdo TAE. Uma coldnia que deu origem ao tamanho
de produto de PCR previsto (1 010 bp) foi empregue na
preparacdo de ADN maxiprep purificado em gradiente de CsCl

do plasmideo pPEAK12d-INSP101-6HIS (ID do plasmideo 14578)
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(Sambrook J. et

2.¢

(Figura 6), a partir de 500 mL de cultura
“Molecular

1989,

al., 1in Cloning, a Laboratory Manual”,

edicéo, Cold Spring Harbor Laboratory Press). O ADN
plasmideo resultante fol ressuspenso com uma concentragdo
de 1 ug/ulL em tampdo TE e a seqguéncia foi verificada com os

primers pEAK12d F e pEAK1Z2d R como acima descrito.

Tabela 1

Primers para a clonagem € para a sequenciacao da INSP101

e ppaTIge

FU TS

TAil BRA RBR QTR &G TEC ¢

OGNS ATG

N

UOOEE AL UG ©

GT {TA TTC OGA CAD

i BPR OATE ahg it TR RBA GO SRS K0T BRC O

Cas

P
TR )

| GRG CRG GG POTA CUR TR QUA PUA OCR NS

| BRT GGT GAY 65T CNr O
GOU AGL TTR QLR CFY GAY GF .
% GAT GOB GOF G0B COT Gre RG T —————
LR0T ATG ADT
S RO G0 AGY ) N
GOT ATA en ToC O ’
s o

Sequéncia sublinhada = sequéncia de Kozak

A negrito = cbdao stop
Sequéncia a itéalico = His Tag

= gsobreposicdo com parte de ADNc

adjacente
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Exemplo 3: Expressdo e purificacdo da INSP101

Nesta altura é possivel realizar mais experiéncias para
determinar a distribuicdo tecidular e os nivels de
expressdo dos polipéptidos INSP101 in wvivo, com base na
sequéncia nucleotidica e de aminodcidos revelada no

presente documento.

E possivel investigar a presenca dos transcritos para a
INSP101 por PCR de ADNc de diferentes tecidos humanos. Os
transcritos da INSP101 podem estar presentes com niveis
muito baixos nas amostras testadas. Por isso, & necesséario
um  extremo cuidado na concepcdo de experiéncias para
estabelecer a presenca de um transcrito em diversos tecidos
humanos, visto que uma pequena quantidade de contaminacéo
gendémica na preparag¢do de ARN originard um falso resultado
positivo. Assim, todo o ARN deverd ser tratado com DNase
antes de se empregar a transcricdo reversa. Além disso,
pode estabelecer-se para cada tecido uma reaccdo de
controlo em que ndo tenha tido lugar a transcricdo reversa

(um controlo de TR negativo = -ve RT control).

Por exemplo, 1 ug do ARN total de cada tecido pode ser
empregue para gerar ADNc, usandoc a transcriptase reversa
Multiscript (ABI) e primers hexaméricos aleatbdrios. Para
cada tecido, estabelece-se uma reaccdo de controlo em que
se adiciona todos o©os constituintes, a excepcgdo da
transcriptase reversa (-ve RT control). Estabelece-se as
reaccdes PCR para cada tecido nas amostras de ARN
transcrito reverso e os controlos de transcriptase reversa
negativos. Pode-se facilmente conceber primers especificos
da INSP10l com base na informacdo de sequéncia apresentada
no presente documento. A presenca de um produto com O peso

molecular correcto mna amostra gque sofreu transcricéo
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reversa, em conjunto com a auséncia de um produto no
controlo de TR negativo, podera ser tida como prova da
presenca de um transcrito nesse tecido. Pode empregar-se
qualquer biblioteca adequada de ADNc para rastrear os
transcritos da INSP101, ndo apenas as produzidas como acima

descrito.

O padrdo de distribuicédo tecidular dos polipéptidos INSP101
fornecerd mais informacdo Util acerca da funcdo desses

polipéptidos.

Além disso, ¢é possivel realizar outras experiéncias
utilizando os vectores de expressido pEAK12d-INSP101-6HIS. A
transfeccdo de linhas celulares de mamiferos com estes
vectores poderd permitir o elevado nivel de expressido das
proteinas da INSP10l1 e, assim, permitir a continuacdo da
investigacéo das caracteristicas funcionais dos
polipéptidos INSP10l. O material e os métodos que se seguem

constituem exemplo dos que se adequam a estas experiéncias:

Cultura celular

Mantém-se células renais embrionédrias humanas  (Human
Embryonic Kidney cells) 293 que expressam o antigénio
nuclear do virus Epstein-Barr (HEK293-EBNA, Invitrogen) em
suspensdo em meio sem soro Ex-cell VPRO (cultura-mde, meio
de manutencdo, JRH). Dezasseis a 20 horas antes da
transfeccdo (dia -1), faz-se a cultura das células em 2 x
baldes T225 (50 mL por baldo em DMEM/F12 (1 : 1), contendo
2% de meio de cultura FBS (JRH) com uma densidade de 2 x
10° células/mL). No dia seguinte (dia de transfeccdo 0), a
transfeccdo tem lugar com o reagente JetPEITM (2 ulL/ug de
ADN plasmideo, transfeccdo PolyPlus). Para cada bal&do, co-

transfecta-se ADN plasmideo com ADN de GFP (gene repdrter
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fluorescente). Adiciona-se em seguida a mistura de
transfeccido aos balbes de 2 x T225 e incuba-se nos 37°C
(CO, a 5% durante 6 dias. E possivel efectuar a
confirmacdo de transfeccdo positiva através de anidlise
fluorescente qualitativa no dia 1 e no dia 6 (Axiovert 10

Zeiss).

No dia 6 (dia da colheita), junta-se os sobrenadantes dos
dois bal&es e centrifuga-se os mesmos (por exemplo, 4°C,
400 g) e ccloca-se numa cuba tendo um Unico identificador.
Um aliquota (500 uL) ¢ mantido para controlo da qualidade
da proteina com o G6HIS-tag (CQ de Dbioprocessamento

interno).

E possivel produzir misturas & grande escala seguindo o
protocolo denominado “transfeccdo PEI de células em
suspensao”, com a referéncia BP/PEI/HH/02/04, com
polietilenoimina (PolyEthylenImine) da Polysciences como

agente de transfeccdao.

Processo de purificacdo

A amostra de meio de cultura, contendo a proteina
recombinante com um 6His tag de terminacido C, é diluida com
tampdo A frio (NaH,PO; 50 mM; NaCl 600 mM; 8,7% (w/v) de
glicerol, pH de 7,5). Depois, filtra-se a amostra através
de um filtro estéril (Millipore) e mantém-se nos 4°C num

frasco de seccdo quadrangular estéril (Nalgene).

Realiza-se a purificacido nos 4°C numa estagdo de trabalho
VISION (Applied Biosystems) ligada a um carregador de
amostras automatico (Labomatic) . 0 procedimento de
purificacdo ¢é composto por duas etapas sequenciais,

cromatografia de afinidade com metal numa coluna Poros 20
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MC (Applied Biosystems) carregada com ifes de Ni (4,6 x 50
mm, 0,83 mL), a que se segue filtracdo em gel numa coluna

(1,0 x 10 cm) de meio Sephadex G-25 (Amersham Pharmacia).

No caso da primeira etapa cromatografica, regenera-se a
coluna de afinidade com metal com 30 volumes da coluna de
solucéo de EDTA (EDTA 100 mM; NaCl 1 M; pH de 0,8),
recarrega-se a mesma com ides de Ni através de lavagem com
15 volumes de coluna de uma solucdo de NiSO, 100 mM, lavada
com 10 volumes de coluna do tampdo A, a que se seguiu 7
volumes de coluna do tamp&dc B (NaH,PO; 50 mM; NaCl 600 mM;
8,7% (w/v) de glicerol, 400 mM; imidazol, pH de 7,5) e, por
fim, equilibrou-se com 15 volumes de coluna do tampdo A
contendo imidazol 15 mM. Transfere-se a amostra, com ©
carregador de amostras Labomatic, para um Iloop de amostras
de 200 mL e, em seguida, carrega-se a mesma na coluna de
afinidade com metal Ni com um débito de 10 mL/min. Lava-se
a coluna com 12 volumes de coluna do tampdo A, a que se
segue 28 volumes de coluna do tampdo A contendo imidazol 20
mM. Durante a lavagem com imidazol 20 mM, as proteinas
contaminantes fracamente ligadas s&o eluidas para fora da
coluna. A proteina recombinante com His tag é por fim
eluida com 10 volumes de coluna do tampdo B, com um débito

de 2 mL/min, e colhe-se a proteina eluida.

No caso da segunda etapa de cromatografia, regenera-se a
coluna de filtracdo em gel Sephadex G-25 com 2 mL do tampdo
D (NaCl 1,137 M; KCl 2,7 mM; KH,PO, 1,5 mM; Na,HPO, 8 mM; pH
de 7,2), e equilibra-se depois a mesma com 4 volumes de
coluna do tampdoc C (NaCl 137 mM; KCl1 2,7 mM; KH;PO, 1,5 mM;
Na,HPO; 8 mM; 20% (w/v) de glicerol; pH de 7,4). A fraccéo
de pico, eluida para fora da coluna de Ni, é

automaticamente carregada na coluna Sephadex G-25 através
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do carregador de amostras integrado no VISION, e a proteina
¢ eluida com o tampdo C com um débito de 2 mL/min. Filtrou-
se a fraccdo através de um filtro de centrifugacdo estéril
(Millipore), congelcocu-se e armazenou-se a mesma nos -80°C.
Analisa-se um aliquota da amostra em SDS-PAGE (4-12% de gel
NuPAGE; Novex) Western blot com anticorpos anti-His. Pode-
se corar o gel NuPAGE numa soclucdo corante Coomassie blue
R250 a 0,1% (30% de metanol, 10% de &cido acético), a
temperatura ambiente durante 1 h e, em seguida, descoloréa-
lo em 20% de metanol, 7,5% de &acido acético, até o fundo

estar limpo e as bandas de proteinas estarem claramente

visiveis.

A seguir a electroforese, as proteinas séo
electrotransferidas do gel para uma membrana de
nitrocelulose. A membrana é blogueada com 5% de leite em pd
no tamp&do E (NaCl 137 mM; KC1 2,7 mM; KH,PO,; 1,5 mM; Na,HPO,
8 mM; 0,1% de Tween 20, pH de 7,4), durante 1 h a
temperatura ambiente, e é depois incubada com uma mistura
de 2 anticorpos anti-His policlonais de coelho (G-18 e H-
15, 0,2 pg/mL cada; Santa Cruz) em 2,5% de leite em pd no
tampdo E, durante a noite nos 4°C. Passada mais 1 hora de
incubacdo a temperatura ambiente, lava-se a membrana com o
tampdo E (3 x 10 min) e incuba-se depois com um anticorpo
anti-coelho HRP-conjugado secundaric (DAKO, HRP 0399)
diluido de 1/3 000 em tampdo E contendo 2,5% de leite em
pd, durante 2 horas a temperatura ambiente. Apds a lavagem
com o tampdo E (3 x 10 minutos), a membrana é revelada com
0 kit ECL (Amersham Pharmacia) durante 1 min. Em seguida, a
membrana ¢é exposta a uma pelicula Hyperfilm (Amersham
Pharmacia), a pelicula é revelada e a imagem de Western

blot é analisada visualmente.
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No caso das amostras que mostraram bandas de proteinas
detectaveis por coloracdo Coomassie, é possivel determinar
a concentragdo proteica utilizando o kit de teste proteico

BCA (Pierce) com albumina de soro bovino como padrio.

Além disso, a sobrexpressido ou a reducdo da expressido dos
polipéptidos nas linhas celulares pode ser utilizada para
determinar o efeito na activagdo transcripcional do genoma
da célula hospedeira. Os parceiros de dimerizacdo, co-
activadores e co-repressores do polipéptido INSP101 podem
ser identificados por imunoprecipitacdo combinada com
Western Dblotting e  imunoprecipitacdo  combinada com

espectroscopia de massa.
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Lista de sequéncias especificas da INSP10l1 (nota: no caso
de aminoacidos codificados por jungées de exdo-exdo, o

aminoacido sera atribuido ao exdo mais 5')

SEQ ID NO: 1 (sequéncia nucleotidica do exdo 2nov da

INSP101)

1 GGCTCCCGGA CGTCCCTGCT CCTGGCTTTT GGCCTGCTCT GCCTGCCCTG

51 GCTTCAAGAG GGCAGTGCCT TCCCAACCAT TCCCTTATCC AGGCTTTTTG

101 ACAACGCTAT GCTCCGCGCC CATCGTCTGC ACCAGCTGGC CTTTGACACC
151 TACCAGGAGT TTGTBAGCTC TTGGGGRATG G

SEQ ID NO: 2 (sequéncia proteica do exdo 2nov da INSP101l)

1 GSRTSLLLAF GLLCLPWLQE GSAFPTIPLS RLFDNAMLRA HRLHQLAFDT
51 YQEFVSSWGM E

SEQ ID NO: 3 (sequéncia nucleotidica do exdo 3nov da

INSP101)
1 AGTCTATTCC GACACCCTCC AACAGGGAGG AAACACAACA GAAATCC

SEQ ID NO: 4 (sequéncia proteica do exdo 3nov da INSP101l)
1 SIPTPSNREE TQQKS

SEQ ID NO: 5 (sequéncia nucleotidica contigua dos exdes

2nov e 3nov da INSP101l)

1 GGCTCCCGGA CGTCCCIGCT CCTGGCTTTT GGCCTGCTCT GCCTGCCCTG
51 QCTTCAAGAG GGCAGTGCCT TCCCAACCAT TCCCTTATCC AGGCTTTTTG
101 ACAACGCTAT GCTCCGCGCC CATCGTCTGC ACCAGCTGGC CTTTGACACC
151 TACCAGGAGT TTGTAAGCTC TTGGGGAATG GAGTCTATTC CGACACCCTC
201 CAACAGGGAG GAAACACAAC AGARATCC

SEQ ID NO: 6 (sequéncia proteica contigua dos exbes 2nov e



3nov da INSP101)

100

1 GSRISLLLAF GLLCLPWLOE GSAFPTIPLS RLFDNAMLRA HRLHQLAFDT
51 YQEFVSSWGM ESIPTPSNRE ETQQKS

SEQ ID NO:
da INSP101)

1 ATGGCTACAG
51 CCTGCCCTGG
GGCTTTTTIGA
TTTGACACCT

SEQ ID NO:
INSP101)

GACACCCTCC
TCCGCATCTC
CTCAGGAGTG
CGTCTATGAC
GGAGGCTGGA
TACAGCAAGT
CTACGGGCTG
TCCTGCGCART

GCTCCCGGAC
CTTCARAGAGG
CAACGCTATG
ACCAGGAGTT
AACAGGGAGG
CCTGCTGCTIC
TCTTCGCCAA
CTCCTARAGG
AGATGGCAGC
TCGACACAAA
CTCTACTGCT
CGTGCAGTGC

(sequéncia nucleotidica

GTCCCTGCTC
GCAGTGCCTT
CTCCGCGCCC
TGTAAGCTCT
AAACACAACA
ATCCAGTCGT
CBRGCCTGGTG
ACCTAGAGGA
CCCCGGACTG
CTCACACAAC
TCAGGAAGGA
CGCTCTGTGE

de comprimento total

CTGGCTTTTG
CCCAACCATT
ATCGTCTGCA
TGGGGAATGG
GAAATCCAAC
GGCTGGAGCC
TACGGCGCCT
AGGCATCCAA
GGCAGATCTT
GATGACGCAC
CATGGACAAG
AGGGCAGCTG

(sequéncia proteica de comprimento

1 MATGSRTSLL LAFGLLCLPW LOEGSAFPTI PLSRLFDNAM
51 FDTYQRFVSS WGMESIPTPS NREETQQKSN LELLRISLLL
101 LRSVFANSLV YGASDSNMVYD LLKDLEEGIQ TLMGRLEDGS
151 YSKFDTNSHN DDALLKNYGL LYCFRKDMDK VETELRIVQC

GCCTGCTCTG
CCCTTATCCA
CCAGCTGGCC
AGTCTATTCC
CTAGAGCTGC
CGTGCAGTTC
CTGACAGCAA
ACGCTGATGG
CAAGCAGACC
TACTCARGAA
GTCGAGACAT
TGGCTTCTAG

total da

LRAHRLHQLA
IQSWLEPVQEF
PRTGQIFKQT
RSVEGSCGI



SEQ

ID NO: 9

da INSP10l - sem regido peptidica de sinal)

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

SEQ ID NO:

TTCCCAACCA TTCCCTTATC
CCATCGTCTG CACCAGCTGG
CTTGGGGART GGAGTCTATT
CAGARATCCA ACCTAGAGCT
GTGGCTGGAG CCCGTGCAGT
TGTACGGCGC CTCTGACAGC
GAAGGCATCC ARACGCTGAT
TGGGCAGATC TTCAAGCAGA
ACGATGACGC ACTACTCAAG
GACATGGACA AGGTCGAGAC
GGAGGGCAGC TCTGGCTTCT

CAGGCTTTTT
CCTTTGACAC
CCGACACCCT
GCTCCGCATC
TCCTCAGGAG
ABCGTCTATG
GGGGAGGCTG
CCTACAGCAA
AACTACGGGC
ATTCCTGCGC
AG

GACARCGCTA
CTACCAGGAG
CCAACAGGGA
TCCCTGCTGC
TGETCTTCGCC
ACCTCCTAAA
GAAGATGGCA
GTTCGACACA
TGCTCTACTG
ATCGTGCAGT

INSP101 - sem regido peptidica de sinal)

101

(sequéncia nucleotidica de comprimento total

TGCTCCGCGC
TTTGTAAGCT
GGAAACACAA
TCATCCAGTC
BACAGCCTGG
GGACCTAGAG
GCCCCCGGAC
AACTCACACA
CTTCAGGAAG
GCCGCTCTGT

10 (sequéncia proteica de comprimento total da

1 FPTIPLSRLE DNAMLRAHRL HQLAFDTYQE FVSSWGMESI PTPSNREET)
51 QKSNLELLRY SLLLIQSWLE PVQFLRSVFA NSLVYGASDS NVYDLLKDLE

101 EGIQTLMGRL EDGSPRTGQI FKOTYSKFDT NSHNDDALLK NYGLLYCFRK
151 DMDKVETILR IVQCRSVEGS CGF

Lisboa, 29 de Janeiro de 2010



REIVINDICAGOES

Um polipéptido isclado que funciona como hormona de

crescimento e que:

(1) contém ou consiste na sequéncia de aminoacidos
indicada na SEQ ID NO:8 ou na SEQ ID NO:10; ou

(ii) tem uma identidade de sequéncia superior a 95%

com o polipéptido de (i).

Um polipéptido de acordo com a reivindicagdo 1, que
contém ou consiste numa sequéncia de aminodcidos como

indicada na SEQ ID NO:8 ou na SEQ ID NO:10.

Uma proteina de fusdo incluindo um polipéptido de

acordo com uma das reivindicac®es anteriores.

Uma molécula de 4&cidos nucleicos purificada, que
codifica um ©polipéptido de acordo <com uma das

reivindicac8es anteriores.

Uma molécula de acidos nucleicos purificada de acordo
com a reivindicagdo 4, que contém a sequéncia de
dcidos nucleicos indicado na SEQ ID NO:7 ou na SEQ ID

NO:9.

Uma molécula de Aacidos nucleicos purificada de acordo
com a reivindicacdo 4, que consiste na sequéncia de
dcidos nucleicos indicada na SEQ ID NO:7 ou na SEQ ID

NO:9.

Um vector que contém uma molécula de &acidos nucleicos

indicada numa das reivindicacdes 4 a 6.



10.

11.

12.

13.

Uma célula hospedeira isolada, transformada com um

vector de acordo com a reivindicacdo 7.

Um polipéptido de acordo com uma das reivindicagdes 1
a 3, uma molécula de Aacidos nucleicos de acordo com
uma das reivindicacdes 4 a 6, um vector de acordo com
a reivindicacdo 7, ou uma célula hospedeira isolada de
acordo com a reivindicacdo 8, destinado/a a ser
empregue na terapia ou no diagndéstico de uma

patologia.

Um polipéptido de acordo com uma das reivindicac@es 1
a 3, a ser empregue como hormona de crescimento ou
como modulador da actividade da hormona de

crescimento.

Uma composicdo farmacéutica contendo um polipéptido de
acordo com uma das reivindicacdes 1 a 3, uma molécula
de acidos nucleicos de acordo com uma das
reivindicages 4 a 6, um vector de acordo com a
reivindicac&o 7, ou uma célula hospedeira isolada de

acordo com a reivindicacdo 8.

Uma composicdo de uma vacina contendc um polipéptido
de acordo com uma das reivindicacbes 1 a 3, ou uma
molécula de Aacidos nucleicos de acordo com uma das

reivindicacbes 4 a o.

Um polipéptido de acordo com uma das reivindicacges 1
a 3, uma molécula de Aacidos nucleicos de acordo com
uma das reivindicacbes 4 a 6, um vector de acordo com
a reivindicacdo 7, uma célula hospedeira isolada de

acordo com a reivindicacdo 8, ou uma composicéo



14.

15.

16.

farmacéutica de acordo com a reivindicacdoc 11, a ser
empregue na producdo de um medicamento destinado ao
tratamento de problemas de reproducdo, problemas de
gravidez, problemas de desenvolvimento, problemas de
crescimento, défice da hormona de crescimento, doenca
de Cushing, problemas endbcrinos, problemas
proliferativos celulares, inclusive neoplasma,
carcinoma, tumor da pituitdria, tumor nos ovarios,
melanoma, tumor do pulmido, colo-rectal, da mama, do
pancreas, da cabeca e do pescogo, tumor trofoblastico
de localizacéo placentéaria, adenocarcinoma,
coriocarcinoma, osteossarcoma e outros tumores

s6lidos; angiogénese, distlrbios mieloproliferativos;

distGrbios autoimunes/inflamatérios; disturbios
cardiovasculares; disturbios neurolégicos, dor;
distGrbios metabbélicos; lesao pulmonar;

envelhecimento; infeccdes.

A utilizacdo do polipéptido, da molécula de 4acidos
nucleicos, do vector, da célula hospedeira isolada ou
da composicdo farmacéutica de acordo com a
reivindicacdo 13, em que o problema de gravidez é a

doenca trofoblédstica gestacional.

A utilizacdo do polipéptido, da molécula de A&cidos
nucleicos, do vector, da célula hospedeira isolada ou
da composicdo farmacéutica de acordo com a
reivindicacdo 13, em que o problema de desenvolvimento

& o sindroma de Silver-Russel.

A utilizacdo do polipéptido, da molécula de Aacidos
nucleicos, do vector, da célula hospedeira isolada ou

da composicéao farmacéutica de acordo comn a



reivindicac¢do 13, em que o problema metabdlico ¢é
seleccionado dentre diabetes mellitus, osteoporose,

obesidade, caquexia, SIDA e doenga renal.

17. A utilizacdo do polipéptido, da molécula de Aacidos
nucleicos, do vector, da célula hospedeira isolada ou
da composicédo farmacéutica de acordo com a
reivindicacdo 13, em gque a infeccdo ¢é seleccionada
dentre infeccdo viral, infeccdo bacteriana, infeccéo

fungica e infeccdo parasitaria.

18. Um polipéptido de acordo com uma das reivindicagdes 1
a 3, uma molécula de &cidos nucleicos de acordo com
uma das reivindicacdes 4 a 6, um vector de acordo com
a reivindicacdo 7, uma célula hospedeira isolada de
acordo com a reivindicagdo 8 ou uma composicdo
farmacéutica de acordo com a reivindicacdo 11, a ser
empregue na produg¢do de um medicamento destinado ao
tratamento de uma doenca em que tomam parte proteinas

de hormona do crescimento.

19. Um método de identificar um composto que seja eficaz
no tratamento e/ou no diagndstico de uma patologia,
contemplando fazer contactar um polipéptido de acordo
com uma das reivindicacdes 1 a 3 ou uma molécula de
dcidos nucleicos de acordo com uma das reivindicacgdes
4 a 6, com um ou mais compostos suspeitos de terem
afinidade de ligacdo em relacdo ao referido
polipéptido ou & referida molécula de  4acidos
nucleicos, e seleccionar um composto gue se liga de
forma especifica a referida molécula de 4acidos
nucleicos ou ao referido polipéptido.

Lisboa, 29 de Janeiro de 2010
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Figura 1: INSP101 de comprimento total (SEQ ID NO:6) vetrsus
P01241,

sapiens:

Query:

Shijct:

Query:

Shict:

Query:

Shjct:

Query:

Shjct:

163

181

hormona de crescimento pituitaria (GH-N) do H.

MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLOEGSAFPTIPLSRLEFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEEVSS
MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLOEGSAFPTIPLSRLFDNAMLRAHRLHOLAFDTYQEEF  +
MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLQEGSAFPTIPLSRLEDNAMLRAHRLADLAFDTYQEFEEA

k%

W e e GMESTPTPSNREETQOKSNLELLRISLILIQSWLEPVQFLR
1 ESIPTPSNREETQOKSHLELLRISLLLIQSWLEPVOFLR
YIPKEOKYSFLONPQTSLCFSEST PTPSNREETOOKSNLELLRISLLLIQSWLERVQFLR

P LR R R R E AT R R L e

SYFANSLVYGASDSNVYDLLEDLEEG IQTLMGRLEDGSPRTGQT FKQT Y SKFDTNSHNDD
SVFANSIVYGASDSNVYDLLKDLEEGIQTLMGRLEDGSPRTGQIFRQT Y SKEDTNSHNDD
SYFANSLVYGASDSNVYDLLKDLEEGIQTLMGRLEDGS PRTGQI FKQTY SKEDTNSHNDD

ALLKNYGLLYCFRKDMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGF 199
ALLKNYGLLYCFREKDMDKVETEFLRIVQCRSVEGSCGE
ALLKNYGLLYCFREDMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGE 217

60

120

162

180
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Figura 3: Sequéncia nucleotidica prevista da INSP101 com

tradugcdo. A sequéncia sublinhada indica a sequéncia de

sinal prevista

1 atggctacag gctcceggac gtecctgcte ctggettttg goetgctcetg
m =z Gt G S T t s 1 1 1 a f g 1 1
51 cctgeectgg ctbcaagagg gecagtgectt cccaaccatt cecttateca
¢ 1 p w 1 g & g s a2 E p t i p Ll s
101 ggctttttga caacgctatg ctcecgegeece atcgtctgea ccagctggec
r 1 f d n & wm 1 r a h r 1 h g 1 a
151 tttgacacct accaggagtt tgtaagetct tggggaatgg agtctattcece
d t oy g e £f v s = W og o m e s5 i
201 gacaccctec aacagggagg aaacacaaca gaaatccaac ctagagetge
o t p 8 n r e & t g g k s n I e 1
251 tcegeatcte cectgetgete atccagtegt ggctggagee cgtgeagtte
I r i s 1 1 1 41 g s w 1 e p v gq f
301 ctcaggagtyg tcttcgecaa cagectggtg tacggegeet ctgacageaa
L » 5 v [ a n s 1L v y g 2 s d s
351 cgtctatgac ctcctaaagg acctagagga aggcatccaa acgctgatgg
n v y d 1 1 kx & 1 e e g i g t 1l m
401 ggaggctgga agatyggcage ccccggactg ggcagatctt caagceagacc
g r 1 e d g s p r t g g i1 f k g t
451 tacagcaagt tcgacacaaa ctcacacaac gatgacgcac tactcaagaa
v s k f & t n s h n d d a 11 k
501 ctacgggctg ctctactget tcaggaagga catggacaag gtcgagacat
n y g 1 iy < f r Kk d m d k v e t
551 tcctgegeat cgtgecagtge cgetctgtgg agggeagetg tggette
t 1 r 4 v g ¢ r s W e g s c g £
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Figura 4: Mapa do plasmideo pCRII-TOPO-E00974

Molécula produto?2, 4 563 bp ADN circular
Nome ficheiro: 13686[1].cm5

Descricdo: Ligag¢do de NoName invertido no PCRII-TOPO-open
Tipo Inicio Fim Nome Descricédo

GENE 1 336 Lacza’

REGIAO 239 256 SP6 Promotor Sp6é

GENE 943 338 C Cds cds inserido (E00974

REGIAO 949 337 ¢ Insert Produto PCR inserido

GENE 950 1 201 ‘LacZza

REGIAO 1 019 1 038 T7 Promotor T7

GENE 1 203 1 617 fl fl ori

GENE 1 951 2 745 KanR Gene resisténcia canamicina
GENE 2 763 3 623 AmpR Gene resisténcia ampicilina
GENE 3 768 4 441 pUC pUC ori

216

Hindli
Accsl
Rpnl
Ecl 1361
Sac)
Ny gan;-ll
N pe
X N, FPouml 561 200
. K Bbs! 620
: éasuaslszg
e

Aafll 921

Ecodfil 3547
Bsal 3478 PCR“-TOPO-EOO%Z“ LacZa 8
4563 bps

Dralll 1431

Tall 3067,

13067
Sca Fyil1559

Xrm} 2046 BslAP! 1625

Xond 1868
Rsri 2584 Beli1820
Neob 2511
Blgl 2514
BssHIl 2476

Mscl 2158



Figura 5:

Fm cima

Em baixo

INSR101
13686

INSP101
13686

INSPLO1
13686

INSPLIOL
13686

INSPLO1
13686

INSP101
13686

INSP101
13686

INSP101
13686

INSP101
13686

INSP10L
136806

INSPLOL
13686

5/8

Alinhamento da INSP101 com o plasmideo #13686

= INSP101
= 13686

INSP101-B1P-5-F

).
L

ATGGCTACAGGCTCCCGGACGTCCCTGCTCCTGECTTTTGGCCTGCTCTGCCTGCCCTGE
ATGGCTACAGGCTCCCGGACGTCCCTGCTCCTGECTTTTGGCCTGLTCTGCCTGECCTGS

CTTCAAGAGGGCAGTGCCTTCCCARCCATTCCCTTAT CCAGGCTTTTTGACAACGCTATG
CTTCAAGAGGGCAGTGCCTTCCCARCCATTCCCTTATCCAGGCTTTTTGACAACGCTATS
|-

—»

CTCCGCGCCCATCGTCTGCACCAGCﬂﬁPCCTTTGACACCTACCAGGAGTTTG ~~~~~~ A
CTCCGCGCCCATCGTCTGCACCAGCTEGCCTTTGACACCTACCAGGAGT TTARS CCUTAG

INSP101-6"R
ARATCCAACCTAGAGCTGCTCCGCAT v e vne s o wn e ATCCAGTCGTGGCTGGAGCCC
AAATCCARCCTAGAGCTGCTCCGCATCTCCCTGCTGCTCATCCAGTCGTGGCTGGAGECE

GTGCAGTTCCTCAGGAGTGTCTTCGCCAACAGCCTGGTGTACGGCGCCTCTGACAGCAAC
GTGCAGTTCCTCAGGAGTGTCT TCGCCAACAGCCTGGTGTACGGCGCCTCTGACAGCAAC

GTCTATGACCTCCTAAAGGACCTAGAGGAAGGCATCCAAACGCTGATGGGGAGGCTGGAA
GTCTATGACCTCCTAAAGGACCTAGAGGARGGCATCCARACGCTGATGEEGRGGCTGGAA

GATGGCAGCCCCCGGACTGGGCAGATCTTCAAGCAGACCTACAGCAAGTTCGACACARAC
GATGGCAGCCCCCGGACTGGGCAGATCTTCAAGCAGACCTACAGCAAGTTCGACACRAAC

TCACACAACGATGACGCACTACTCAAGAACTACGGGCTGCTCTACT GCTTCAGGARGGAC
TCACACAACGATGACGCACTACTCAAGAACTACGGGCTGCTCTACTGCTTCAGGARAGGAC

ATGGACAAGGTCGAGACATTCCTGCGCATCGTGCAGT GCCCGCTCTGTGGAGGECAGLTGT
ATGGEACAAGGTCGAGACATTCCTGCGCATCGTGCAGTGCCGCTCTGTGEAGGECAGCTGT

GGCTTC
GGCTTC
<

INSP101-3-F

INSP101-3"R



Figura 6: Sequéncia nucleotidica e traducdo do

INSP101 clonado

51

101

151

251

301

351

401

451

501

551

601

651

acaagtttgt

gacgtccctg
r t s 1

agggcagtgce
2 §g s

atgctceogeg
m 1 =

gtttataagc
e f v s

aggaaacaca
e & t

ctcatecagt
1 1 g

caacagectg
a n s 1

aggacctaga
rod 1

agcceccgga

s p ¥

aaactcacac

t 0 8 n

gcttcaggaa

C r

tgecgetetyg
c r s

aaacccagcet

acaaaaaagc
ctecectggett
11 a

cttecccaacc
a I p ¢t

cccategtet
a o v

tcttggggaa
5 w g

acagaaatcc
q g k s

cgtggectgga
s w1

s W

gtgtacggey
v ¥y 4g

ggaaggcatce
e e g 1

ctgggcagat
t g g

aacgatgacg
n 4 d

ggacatggac
ko d m d

tggagggcag

v e g

ttcttgtaca

agagcttcgee

ttggectget
f o 1

attcccttat
i p 1

gcaccagetg
1 o g 1

tggagtctat

m e 3

aacctagagc
n 1 e

gcecegtgeag
e p v g

cctctgacag
a s d

caaacgctga
g t©t 1

cttcaagcag
i £ k «

cactactcaa
a 1 1

aaggtcgaga
k v e

ctgtggette
s ¢ g f

o

aagtggt

accatggcta
moa

ctgcctgcee
1 = 1 p
ccaggetttt
s r 1

gcctttgaca
a Fad

tccgacacce

i p bt B

tgcteegeat
1 ¥ =

ttcetcecagga
f 1 r

caacgtctat

5 n VvV Yy

tggggaggct
m g x

acctacagca

1 (¥ Q

Ty 5

gaactacggg

£ i Yy g

cattectgeg
t £ 1

caccatcacc
h h h

6/8

produto da

caggctceceg
T g s

tggcttcaag

B

w 1 9q

tgacaacgct

r 4 n @

cctaccagga

Yy a4

tccaacagyy

s n I

ctecetgetg
is 11

gtgtcttcge
s v £f

gacctcctaa
d 1 1

ggaagatggc
1 e d g
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Figura 7: Mapa do pENTR-INSP101-6HIS

Mclécula PpENTR-INSP101-6HIS, 3 171 bp ADN circular
Nome ficheiro: pENTR-INSP101-6HIS-V1.cm5, data 21 Nov 2003
Descrigdo: Ligacdo da Blb2-orf.seg* ao pDONR221*
Tipo Inicio Fim Nome Descricao
REGIAQ 295 268 C rrnB T2 seq. termin. transcricdo
REGIAO 470 427 C rrnB TI1 seq. termin. transcricdo
REGIAQ 537 552 M13F primer forward
REGIAO 570 651 attLl
GENE 677 1 291 INSP101-6HIS
REGIAO 1 306 1 394 attl2
REGIAO 1 452 1 436 C MI3 R primer reverse
GENE 1 565 2 374 Kan r
GENE 2 495 3 168 pUC ori
Taqli
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P aftlt
500
pENTR-INSP101-6HIS
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-~
INSP101-6HIS
Vangil
Taqgk
attl2
y
EcoRV
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Figura 8: Mapa do pEAK12d-INSP101-6HIS

Molécula: pEAK12d-INSP101-6HIS-V1, 7 564 bp ADN circular
Nome ficheiro: pEAK12d-INSP101-6HIS-V1.cmb, data 17 Jul 2003

Descricao: pEAK12 DES com dois locais de recombinacdo attRl
e attR2 entre os quais se insere ¢ ADNc

Tipo Inicio Fim Nome Descricao
REGIAQ 2 595 pmb-ori

GENE 595 1 519 Amp

REGIZO 1 690 2 795 EF-lalpha

REGIAO 2 703 2 722 peakl2-F primer forward
REGIAO 2 855 2 874 attBl

GENE 2 888 3 502 INSP101-6HIS

REGIAQ 3 510 3 531 attB2

REGIAO 3 538 3 966 ‘A poly A/splicing
REGIAO 3 652 3 633 C peakl2-R primer reverse
GENE 4 585 3 967 C PUR PUROMICINA
REGIZA0O 4 809 4 586 C tk promotor tk
REGIZ0 5 304 4 810 C ©Ori P

GENE 7 356 5 304 C EBNA-1

REGIAQ 7 357 7 5556 sv40

i}

pEA#12d-INSP101-6HIS 1|
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