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Relatério Descritivo da Patente de Invengédo para "SITIO DE LI-
GACAO PARA RETIGABINA SOBRE KCNQ5". |

Campo da Invengéo

E aqui mostrado um novo sitio de ligagéo para retigabina sobre

KCNQS5, e o gene, acido nucléico, proteina, vetores, e processos de seu uso.

Antecedentes da Invencao

Canais de ions sao proteinas celulares que regulam o fluxo de
ions, incluindo calcio, potassio, sédio e cloreto , dentro e fora de células. Es-
tes canais afetam processos tais como transmissdo de nervo, contragao de
musculo e secre¢do. Entre os canais de ions, canais de potassio sdo os
mais ubiquos e diversos, sendo encontrados em uma variedade de células
animais como tecido de nervo, muscular, glandular, imune, reprodutivo, e
epitelial. Tais canais permitem o fluxo de potassio dentro e/ou fora da célula
sob certas circunstancias. Por exemplo, o fluxo para fora de ions potassio
com abertura destes canais torna o interior da célula mais negativo, contra-
balangando voltagens despolarizantes aplicadas a célula. Estes canais sao
regulados, por exemplo, por sensibilidade de calcio, bloqueio de‘VOItagem,
seg’undos mensageirbs, ligantes extracelulares, e sensibilidade de ATP.

Canais de potassio sdo proteinas atravessando membrana que

genericamente atuam para hiper-polarizar neurénios e células de musculo.

Estudos fisioldgicos indicam que correntes de potassio sdo encontradas na

maioria de células e sdo associadas com uma ampla faixa de fUnqées, inclu-
indo a regulagéo das propriedades elétricas de células excitaveis. Depen-
dendo do tipo de canal de potassio, sua atividade funcional pode ser contro-
lada por voltagem de transmembrana, ligantes diferentes, fosforilagao de
proteina, ou outros segundos mensageiros (ver, por exemplo, patente US 6
893 858). | )

A familia de canal de potéassio possui aproximadamente setenta
membros em tecidos mamiferos. A recentemente identificada subfamilia
KCNQ (Kv7) foi mostrada desémpenhar um irﬁportante papel funcional como
determinantes de excitabilidade de célula. Recente evidéncia indica que as

subunidades de canal de potassio KCNQ formam a base molecular para



10

15

20

25

30

atividade de corrente M em varios tipos de tecidos. Esta familia de genes
evoluiu para conter pelo menos cinco principais subunidades designadas
KCNQ1 até KCNQ5 (Kv7.1-7.5). Esta subunidades foram mostradas co-
montarem para formagéo de canais de ions funcionais heteroméricos e ho-
moméricos.

Canais de potassio dependentes de voltagem sdo reguladores

chaves do potencial de membrana em descanso e modulam a excitabilidade

de ceélulas eletricamente ativas, tais como neurdnicos ou midcitos. Varias
classes de canais de potassio (K*) dependentes de voltagem foram clonadas
(ver, por exemplo, Lerche C et al., J. Biol. Chem. 275:22395-22400 (2000)).
Mutagdes em quatro dos cinco genes de canal de potassio
KCNQ sao implicadas em diversas doengas, causando sindrome LQT cardi-
aca (KCNQ?1), epilepsia (KCNQ2, e 3), surdez congenital (KCNQ4). Dévido a

~ importancia de KCNQ5 em formagéo de corrente -M demonstrada no siste-

ma nervoso central (CNS), € presumido que a falha deste gene pode resultar
em disturbio de excitabilidade neuronal (vér, por exemplo, Lerche C et al., J.
Biol. Chem. 275:22395-22400 (2000); Schroeder BC et al., J. Biol. Chem.
275:24089-95 (2000)). | |
o Canais de potassio estao envolvidos em um m]merb de proces-

sos fisiolégicos, incluindo regulagdo de batimento cardiaco, dilatagao de ar-

“térias, liberagdo de insulina, excitabilidade de células de nervos, e regulagéo

de transporte de eletrdlito renal.

| Retigabina (etil éster de acido (N-(2-amino-4-(4-flior benzil ami-
no) fenil) carbamico foi verificada abrir certos tipos de canais KCNQ, incluin-
do KCNQ5. Retigabina, entretanto, ndo tem efeito de aperfeigoaménto sobre
KCNQ1, que é homodlogo a KCNQ5 através de 37% de identidade de se-
qUéncié. Retigabina exerce seus efeitos celulares através de aumento de

probabilidade aberta destes canais (Main J, Mol. Pharmacol. 58:253-62

(2000); Wickenden A et al., Mol Pharmacol. 58:591-600 (2000)). Este au-
mento na abertura de canais KCNQ individuais resulta coletivamente na hi-
per-polarizacdo de membranas de células, particularmente em células des-

polarizadas, produzida por significantes aumentos em condutancia mediada
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por KCNQ em célula integral.

Sao aqui mostrados mutantes de KCNQ5 qué perderam a pro-
priedade funcional para responderem a retigabina. '
Resumo da Invencao

Um aspecto é para um polinucleotideo isolado codificando todo
ou uma porcao de um polipeptideo KCNQS (W27OL).‘

Um o.l‘Jtro aspecto é para um polinucleotideo isolado compreen-
dendo um polinucleotideo selecionado do grupo consistindo em:

(a) uma sequéncia de acidos nucléicos compreendendo SEQ ID
NO: 1; ‘

(b) um polinucleotideo codificando SEQ ID NO: 2;

(c) uma sequiéncia de acidos nucléicos codificando um polipepti;
deo tendo pelo fnenos cerca de 95% de homologia com SEQ ID NO: 1, con-
tanto que uma substituicdo em hucleotideos 808-810 seja por um cédon que
produz uma substituicdo conservativa para o aminodcido leucina;

(d) uma molécula de acido nucléico que é capaz de hibridizar
sob condi¢bes altamente rigorosas para SEQ ID NO: 1; -

| (e) uma molécula de &cido nucléico que é complementar a (a),
(b), (c), ou (d); e |
| “(f) uma variante de SEQ ID NO: 1.

Uma outra realizagdo € um polinucleotideo isolado codificando

um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio transmembrana S5-S6 de
KCNQt.

Ainda um aspecto é para um polinucleotideo isolado compreen-
dendo um polinucleotideo selecionado do grupo consistindo em:

(a) uma sequéncia de acidos nucléicos compreendendo SEQ ID
NO: 3, onde nucleotideos 769-1062 sdo substituidos com SEQ ID NO: 5;

(b) um polinucleotideo codificando SEQ ID NO: 4, onde aminoa- |
cidos 257-354 sdo substituidos com um dominio transmembrana S5-S6 de
KCNQX; | |

(c) uma molécula de acido nucléico que é capaz de hibridizar

sob condigOes altamente rigorosas para a sequiéncia de acidos nucléicos de
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(a) ou (b); e

(d) uma molécula de &cido nucléico que seja complémentar a
(a), (b), ou (c). |

Um outro aspecto é para um polinucleotideo isolado compreen-
dendo um polinucleotideo selecionado do grupo consistindo em:

(a) uma seqiiéncia de acidos nucléicos compreendendo SEQ ID

'NO: 3, onde nucleotideos 769-873 sdo substituidos com nucleotideos 1-105

de SEQ ID NO: 5;
| (b) um polinucleotideo codificando SEQ ID NO; 4. onde aminoa-
cidos 257-291 de SEQ ID NO: 4 sdo substituidos com um dominio trans-

-membrana S5 de KCNQ1;

(c) uma molécula de acido nucléico que € capaz de hibridizar
sob condi¢des altamente rigorosas a sequiéncia de acidos nucléicos'de'(a)
ou (b); e | |

(d) uma molécula de acido nucléico que é complementar a (a),
(b), ou (c). |
| Uma outra realizagdo é um polipeptideo isolado compreendendo

-uma sequliéncia de aminoacidos Selecionada do grupo consistindo em:

(a) uma seq'ﬁéncia de aminoacidos de um polipeptideo KCNQ5
(W270L); | |
~ (b) uma sequiéncia de aminoacidos compreendendo SEQ ID NO:

.. S . .

(c) Uma variante de (a); e

(d) uma sequéncia de aminoacidos tendo pelo menos 90% de
identidade a seqt]éncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, contanto que uma
substituicdo no aminoacido 270 seja uma substituicao consen)ativa para o
aminoécido leucina.

Ainda um aspecto é para um canal dimérico KCNQ compreen-

dendo pelo menos uma subunidade KCNQ5 que é o polipeptideo isolado

mencionado anteriormente. Um outro aspecto é para um canal tetramérico
KCNQ compreendendo pelo menos uma subunidade KCNQ5 que é o poli-

peptideo isolado mencionado anteriormente.
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Ainda uma realizagao é um anticorpo que se liga especmcamen-
te a um polipeptideo KCNQ5(W270L) compreendendo SEQ ID NO: 2,

Um outro aspecto € um anticorpo que se liga especificamente a
um fragmento de polipeptideo KCNQ5(W270L) compreendendo pelo menos .
8 aminoécidos contiguos de SEQ ID NO: 2, onde o dito fragmento inclui a- |
minoacido 270 de SEQ ID NO: 2. ,

Ainda‘.um aspecto € um polipeptideo KCNQ5 isolado contendo
um dominio transmembrana S5-S6 de KCNQ1.

Ainda um aspecto é um pblipeptideo KCNQS5 isolado contendo
um dominio transmembrana S5 de KCNQ1. Ainda um aspeéto € um-canal
dimérico KCNQ compreendendo pelo menos uma subunidade KCNQ5 que é
o polipeptideo KCNQ5 isolado mencionado anteriormente contendo um do;
minio transmembrana S5-5S6 ou um dominio transmembrana S5 de KCNQ1.
Um outro aspecto € um canal tetramérico KCNQ compreendendo pelo me-
nos uma subunidade KCNQS5 que é o polipeptideo KCNQ5 isolado mencio-
nado anteriormente contendo um dominio transmembrané S5-S6 ou um do-
minio transmembrana S5 de KCNQ1. :

| Um outro aspecto é um processo para selecdo de agentes, o
processo compreendendo:
| (a) contato de um agente com uma molécula KCNQS5 seleciona-
da do grupo con‘sistindo em:

(i) um polinucleotideo codificando todo ou uma porgao de um

polipeptideo KCNQ5(W270L);

(ii) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQS5 con-
tendo um dominio transmembrana S5-S6 de KCNQ1,;

(iii) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQS con-
tendo um domlmo transmembrana S5 de KCNQ1; A

(iv) um polipeptideo compreendendo uma sequéncia de aminoa-
CIdOS de um polipeptideo. KCNQS(W270L)

(v) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio transmembra-
na S5-S6 de KCNQ1; e

(vi) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio transmem-
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brana S5 de KCNQ1; e
_ (b) detectando um efeito do dito agente sobre a ati\/idade de
KCNQS5; |
onde detecgdo de uma diminuicdo ou um aumento em atividade de KCNQ5
é indicativa de um agente sendo um modulador de KCNQ5.

Ainda uma realizagao € um processo de selegao para agentes, o
processo compreendendo:

(a) contato de uma célula com um agente; e |

(b) determinacdo de nivel de expressao de uma molécula de
KCNQS selecionada do grupo consistindo em:

(i) um polinucleotideo codificando todo ou uma porgdo de um
polipeptideo KCNQ5(W270L);

(ii) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQS con-

" tendo um dominio transmembraha S5-S6 de KCNQ1;

(i) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-

tendo um dominio transmembrana S5 de KCNQ1;
| (iv) um polipeptideo compreendendo uma seqliéncia de aminoa-
cidos de um polipeptideo KCNQ5(W270L); v |
- (v) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio transmembra- -
na S5-S6 de KCNQ1; e |
_{(vi) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio transmem-

brana S5 de KCNQ1; |
onde detecgé@o de uma diminui¢do ou um aumento em expresséo de KCNQ5
é indicativa de um agente sendo um modulador de KCNQ5.

Um outro aspecto é para processos de indugdo ou manutengéo'
de controle de bexiga, tratamento ou prevenc¢ao de incontinéncia urinaria, ou

tratamento ou prevengao de dor neuropatica em um mamifero, o processo

compreendendo administragdo a um mamifero em sua necessidade de uma

quantidade farmacologicamente efetiva do agente identificado através de
qualquer um dos processos mencionados anteriormente..
Um outro aspecto € para um processo para identificagao de poli-

peptideos capazes de ligacéo a um polipeptideo KCNQS5 compreendendo:
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(a) aplicagdo de um probedimento dois hibridos mamiferos onde
uma sequéncia codificando um polipeptideo KCNQ5 é carreada por um vetor
hibrido e sequiéncia de uma biblioteca de ADN genémico ou ADNc é carrea-
da pelo segundo vetor hibrido, onde o polipeptideo KCNQ5 é selecionado do
grupo consistindo em: -

(i) um polipeptideo compreendendo uma. sequéncia de aminoa-
cidos de um polipéptu’deo KCNQS5 (W270L);

(i) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio transmembra-
na S5-S6 de KCNQ1; e

(iii) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio transmem-
brana S5 de KCNQ1; - '

(b) transformacao de célula hospedeira com os vetores;

(c) iéolamento de células transformadas positivas; e

(d) extragdo do dito segundo vetor hibrido para obter uma se-
quéncia codificando um polipeptideo que se liga ao polipeptideo KCNQS.

Ainda um aspecto é para processo para detecgdo de um poli-
peptideo KCNQ5 compreendendo detecgdo de ligagdo de um anticorpo se-

~ lecionado do grupo consistindo em

(a) um anticorpo que liga seletivamente um polipeptideo KCNQ5
éompreendendo uma sequéncia de aminoacidos de um polipeptideo
KCNQ5(W270L);

{b) um anticorpo que liga seletivamente um polipeptideo KCNQS

contendo um dominio transmembrana S5-S6 de KCNQ1;

() um anticorpo que ‘Iiga seletivamente um polipeptideo
KCNQ5contendo um dominio transmembrana S5 nde KCNQ1; e

(d) um anticorpo que liga seletivamente um fragmento de poli-
peptideo KCNQ5(W270L) compreendendo pelo menos 8 aminoécid'os conti-
guos de SEQ ID NO: 2, onde o dito fragmento inclui aminoacido 270 de SEQ |
ID NO: 2; ' '
a uma molécula em uma afnostra suspeité de conter um poli'peptideo
KCNQ5, um polipeptideo KCNQ5(W270L), ou um fragmento de polipeptideo
KCNQ5(W270L), onde o anticorpo é contatado com a amostra sob condi-
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¢des que permitem especifica ligagdo com qualquer polipeptideo KCNQS5,
polipeptideo KCNQ5(W270L), ou fragmento de polipeptideo KCNC)S(W270L)
presente na amostra e ligagdo do anticorpo a molécula na amostra indica a
presenga de um polipeptideo KCNQ5, polipeptideo KCNQ5(W270L), ou
fragrhento de polipeptideo KCNQ5(W270L).

Ainda uma realizagdo é um processo para detecgao de expres-

~sdo de KCNQ5 compreendendo detecgdo de ARNm codificando um polipep-.

tideo KCNQ5 selecionado do grupo consistindo em: |

(i) um polipeptideo compreendendo uma seqiiéncia de aminoa-
cidos de um polipeptideo KCNQ5(W270L); _

(i) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio trans-
membrana S5-S6 de KCNQ1; e |

(lii) um  polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio trans-

membrana S5 de KCNQ1;

em uma amostra de uma célula ou tecido suspeito de expressar KCNQ5
com uma sonda compreendendo pelo menos 12 nucleotideos contiguos a
paftir de um polinucleotideo selecionado do grupo consistindo em:

(i) um polinucleotideo codificando todo ou uma porgédo de um |
polipeptideo KCNQ5(W270L); -

(i) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-

“tendo um dominio de trans-membrana S5-S6 de KCNQ1; e

(i) um pblinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-
tendo um dominio trans-membrana S5 de KCNQ?1. |

Uma outra realizagdo é um processo para determinagdo de se
um gene KCNQ5 sofreu mutacdo ou supressao compreendendo'detecgéo, :
em uma amostra de células ou tecido de um sujeito, a presenga ou auséncia

de uma alteragéo genética caracterizada por pelo menos uma alteragao afe-

tando a integridade de um gene codificando uma proteina KCNQ5 ou a méa

expressao de um gene KCNQ5, onde a etapa de detec¢éo é realizada com
pelo menos uma sonda ou iniciador compreendendo pelo menos 12 nucleo-
tideos contiguos a partir de um polinucleotideo selecionado do grupo consis-
tindo em:
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(i) um polinucleotl’deo codificando todo ou uma por¢gao de um
polipeptideo KCNQS(W27OL); ' |
(ii) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-
tendo um dominio trans-membrana S5-S6 de KCNQ1; e
(iii) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-
tendo um dominio trans-membrana S5 de KCNQ1. |
Ainda‘um aspecto € para um processo de identificacdo de vari-
antes de um polipeptideo KCNQ5 compreendendo sele¢ao de uma bibliote-
ca combinatorial compreendendo mutantes KCNQ5 para agohistas ou anta-
gonistas de polipe'btn’deo KCNQS5; onde o polipeptideo KCNQ5 é selecionado
do grupo consistindo em: ' | '
(i) um polipeptideo compreendendo uma seqiiéncia de aminoé;
cidos de um polipeptideo KCNQS(W270L);
| (i) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio trans-
membrana S5-S6 de KCNQ1; e
(i) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio trans-
membrana S5 de KCNQ1. » ' |
, Ainda um aspecto é para um processo de isolamento de um po-
lipeptideo KCNQ5 compreendendo:
| (a) contato de um anticorpo KCNQ5 com uma amostra suspeita
de conter um po_|ipept|'deo KCNQS5 selecionado do grupo consistindo em:

(iv) um polipeptideo compreendendo uma seqiéncia de aminoa-

cidos de um polipeptideo KCNQ5(W270L);

(v) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio trans-
membrana de KCNQ1; e

(vi) um polipeptideo KCNQS ‘contendo um dominio trans-
membrana S5 de KCNQ1; e .

(b) isolamento de um complexo de anticorpo KCNQS pollpeptn- |
deo KCNQS5 a partir da amostra. ‘

Ainda uma reallzagao € um processo de produgdo de um poli-
peptideo KCNQ5 compreendendo: ’

(a) cultura de uma célula hospedeira transformada compreen-
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dendo um vetor de expressao; ondé o dito vetor de expressao compreende
um poIinucIeotl’dreo selecionado do grupo consistindo em: | |

() um polinucleotideo codificando todo ou uma porgdo de um
polipeptideo KCNQ5(W270L); ‘

(if) um polinucleotideo codificando um pol'ipeptideo KCNQS5 con-
tendo um dominio trans-membrana S$5-S6 de KCNQ1; e ,

(i) urﬁ polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-
tendo um dominio trans-membrana S5 de KCNQ1;
em um meio apropriado de modo que um polipeptideo KCNQS seja produzi-
do; e ‘

(b) opcionalmente, recuperando o polipeptideo KCNQ5 de etapa
(a). _

Uma outra realizacdo é um processo para o tratamento de um
mamifero em necessidade de éumentada atividade de KCNQ5 compreen-
dendo administracdo ao mamifero em sua necessidade de uma quantidade
terapeuticamente efetiva de uma molécula de KCNQ5 selecionada do grupo
consistindo em: o _ ‘
| (i) um polinucleotideo codificando todo ou uma por¢gdo de um
polipeptideo KCNQ5(W270L); ' |

| (if) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-
tendo um dominio trans-membrana S5-S6 de KCNQ1;

(iii) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-

tendo um dominio trans-membrana S5 de KCNQ1;

(iv) um polipeptideo compreendendo uma seqliéncia de aminoa-

cidos de um polipeptideo KCNQ5(W270L);

(v) um polipeptidec KCNQ5 contendo um dominio trans-
membrana S5-S6 de KCNQ1:e A

(vi) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio trans-
membrana S5 de KCNQ1. A | ,

Ainda um aspecto é para um processo para o tratamento de um
mamifero em necessidade de diminuida atividade de KCNQ5 compreenden-

do administragdo ao mamifero em sua necessidade, de uma quantidade te-
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rapeuticamente efetiva de:
(a) um polinucleotideo anti - sentido KCNQ5 que é anti-sentido
para um polinucleotideo selecionado do grupo consistindo em:
(i) um polinucleotideo codificando todo ou uma por¢do de um
polipeptideo KCNQ5(W270L);
' (if) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-

tendo um dominio trans-membrana S5-S6 de KCNQ1; e -

(iii) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-
tendo um dominio trans-membrana S5 de KCNQ1; ou

(b) um anticorpo KCNQ5 selecionado do grupo consistindo em:

(A) um anticorpo que seletivamente liga um polipeptideo KCNQ5
compreendendo uma seqiéncia de aminoacidos de um polipeptideo
KCNQ5(W270L); |

(B) um anticorpo qué liga seletivamente um polipeptideo KCNQ5
contendo um dominio trans-membrana S5-S6 de KCNQ1;

(C) um anticorpo que liga seletivamente um polipeptideo KCNQ5
contendo um dominio trans-membrana S5 de KCNQ1; e

(D) um anticorpo que liga seletivamente um fragmento de poli-
peptideo KCNQ5(W270L) compreendendo pelo menos 8 aminoacidos conti-
guos de SEQ ID NO: 2, onde o dito fragmento inclui aminoacido 270 de SEQ
ID NO: 2.

Um outro aspecto é para um processo para obtengédo de anticor-

pos polipeptideo anti-KCNQ5 compreendendo: |

(a) imunizagao de um animal com um polipeptideo KCNQ5 imu-
nogénico ou uma sua por¢do imunogénica Unica para um pdlipeptideo
KCNQJ5, onde o dito polipeptideo KCNQ5 ¢é selecionado do grupo consistin-
do em:

(i) um polipeptideo compreendendo uma seqiéncia de aminoa-

cidos de um polipeptideo KCNQ5(W270L);

(i) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio trans-
membrana S5-S6 de KCNQ1; e
(i) um polipeptidco KCNQ5 contendo um dominio trans-
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membrana S5 de KCNQ1; e

(b) isolamento a partir de anticorpos animais que especificamen-
te ligam-se a um polipeptideo KCNQ5.

Ainda um aspecto é par aum processo para ensaio de habilidade
de um polipeptideo KCNQ5 codificar um canal de ion funcional compreen-
dendo: .

(a) tranfeccao de uma célula hospedeira com um polinucleotideo
codificando um polipeptideo KCNQ5 selecionado do grupo consistindo em:

(i) um polipeptideo compreendendo uma sequéncia de aminoa-
cidos de um polipeptideo KCNQ5(W270L);

(i) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio trans-
membrana S5-S6 de KCNQ1; e | -

(iii) ‘'um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio trans-
membrana S5 de KCNQ1;

(b) expressao de polipeptideo KCNQ5 na célula hospédeira; e

(c) medicao eletrofisioldégica de magnitude de corrente de ion do
polipeptideo KCNQ5. _

Uma outra realizacdo é um processo para prevengdo em um su-
jeito de uma doenga ou condigao que pode se beneficiar de modulagao de
atividade e/ou éxpresséo de KCNQ5 compreendendo administracdo ao su-
jeito de um polipeptideo ou agente KCNQ5 que modula expressao de
KCNQ5 ou pelo menos uma atividade de KCNQ5, onde o polipeptideo
KCNQS5 ¢ selecionado do grupo consistindo em:

(i) um polipeptideo compreendendo uma sequiéncia de aminoa-

cidos de um polipeptideo KCNQ5(W270L);

(i) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio trans-
membrana S5-S6 de KCNQ1: e | )

(i) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio trans-
membrana S5 de KCNQ1.

Ainda uma realizagdo € um kit para detecgéo de polipeptideo ou
polinucleotideo KCNQ5 compreendendo:

(a) um composto ou agente marcado capaz de detectar um poli-
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peptideo ou polinucleotideo KCNQ5 em uma amostra biolégica;

(b) meios para determinagdo de quantidade de polipéptideo ou
polinucloeotideo KCNQ5 na amostra;

(c) meios para comparacao de quantidade de polipeptideo ou
polinucleotideo KCNQS5 na amostra com um padrao; e

(d) opcionalmente, instrugdes para uso do kit para detectar poli-

_peptideo ou polinucleotideo KCNQ5;

onde o polipeptideo ou polinucleotideo KCNQ5 ¢é selecionado do grupo con-
sistindo em:

(i) um polinucleotideo codificando todo ou uma por¢do de um
polipeptideo KCNQ5(W270L);

(if) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-
tendo um dominio trans-membrana S5-S6 de KCNQ1;

(iii) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-
tendo um dominio trans-membrana de KCNQ1;

(iv) um polipeptideo compreendendo-uma sequéncia de aminoa-
cidos de um polipeptideo KCNQ5(W270L);

(v) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio trans-
membrana S5-S6 de KCNQ1; e | |

(vi) um polipeptideo - KCNQ5 contendo um dominio trans-

“membrana S5 de KCNQ1.

Uma outra realizagao € um kit para identificacdo de moduladores
de atividade de KCNQS5 compreendendo: '
(a) uma célula ou composi¢ao compreendendo um polipeptideo
KCNQS5; | | |

(b) meios para determinagdo de atividade de polipeptideo
KCNQ5; e

(c) opcionalmente, i‘nstrugc“)es para uso do kit para identificagcdo

de moduladores de atividade de KCNQ5;

onde o polipeptideo KCNQ5 é selecionado do grupo consistindo em:
(i) um polipeptideo compreendendo uma sequéncia de aminoa-
cidos de um polipeptideo KCNQ5(W270L);
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(i) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio trans-
membrana S5-S6 de KCNQ1; e _ |

(i) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio trans-
membrana S5 de KCNQ1.

~ Ainda uma realizagao é um kit para diagnostico de um disturbio

associado com aberrante expressao e/ou atividade dé KCNQ5 em um sujeito
compreendendo: -7

(a) um reagente para determinagéo de expressao de um polipep-
tideo ou polinucleotl’deo KCNQS5; | |

(b) Urh controle ao qual os resultados do sujeito sdo compara-
dos; e _ A '

(c) opcionalmente, instrugdes para uso do kit para propésitoé
diagnésticos; 7
onde o polipeptideo ou polinucleotideo KCNQ5 é selecionado do grupo con-
sistindo em:

(i) um polinucleotideo codificando todo ou uma porgao de um
pohpeptldeo KCNQ5(W270L); , '

(i) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-
tendo um dominio trans-membrana S5-S6 de KCNQ1; '

(iii) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQS con-
tendo um domm_no trans-membrana S5 de KCNQ1;

(iv) um polipeptideo compreendendo uma sequéncia de aminoa-

cidos de um polipeptideo KCMQ5(W270L);

(v) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio trans-

membrana S5-S6 de KCNQ1; e

um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio trans-membrana
S5 de KCNQ1. )

Outros objetos e vantagens tornar-se-do aparentes para aqueles |
versados na técnica com referéncia a descri¢do detalhada que se segue.
Breve Descricdo das Seqiiéncias | |
SEQ ID NO: 1 representa ADNc KCNQ(W270L).

SEQ ID NO: 2 representa uma proteina KCNQ(W270L).
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SEQ ID NO: 3 representa ADNc KCNQ5 humano tipo selvagem.

SEQ ID NO: 4 representa proteina KCNQ5 humana tipo selvagem.'

SEQ ID NO: 5 representa um dominio trans-membrana SS-SG de ADNc
KCNQ1 humano. .
SEQ ID NO: 6 representa um dominio trans-membrana 85-86 de KCNQf1
humano (seqiéncia de aminoécidos traduzida).

~SEQ ID NO: 7 representa ADN KCNQ1 humano tipo selvagem.

SEQ ID NO: 8 representa proteina KCNQ1 humana tipo selvagem.

Breve Descrigdo das Figuras

A Figura 1 (A), tracos de corrente de Q5Q1P evocados por uma série de
pulsos de voltagem despolarizados a partir de -100 a 60 mV em incrementos
de 10 mV (potencial de retengéo foi -100 mV) na auséncia (painel esquerdo)
e presenca (painel direito) de retigabina 50 uM. (B), o curso de terhpo de

efeito de retigabina sobre mutantes Q5Q1P. (C), relagao corrente (/) - volta-

gem de mutantes Q5Q1P na auséncia (n =9) e presenca (n = 7, 5 minutos
apos a aplicagéo) de rétigabina 50 uM. Nenhma diferenga significante é en-
contrada em qualquer um dos pontos de dado (p> 0,05).

A Figura 2 (A), tragds de corrente de Q5Q1S5 evocados por uma |
série de pulsos de voltagem despolarizados a partir de -100 a 60 mV em in-
crementos de 10 mV (potencial de retengao foi -100 mV) na auséncia (painel

“esquerdo) e presenga (painel direito) de retigabina 50 uM. (B), o curso de

tempo de efeito de retigabina sobre mutantes Q5Q1P. (C), relagdo de cor-
rente (/) - voltagem de mutantesd Q5Q1S5 na auséncia (n = 7) e presenga (n
= 7) de retigabina 50 uM. Nenhuma diferencga significante é encontrada em
qualquer um dos pontos de dados (p>0,05) entre estes dois grupos.

Figura 3 Analises de mutagénese de dominio S5 em KCNQ5.

Alinhamento de sequéncia de todos os cinco membros em familia KCNQ é

‘mostrado no alto. Os residuos mais- diversos entre KCNQ1 e os outros

membros sao destacados em negrito e os correspondentes residuos em
KCNQS5 foram individualmente mutados para suas contrapartes em KCNQ1.
Entao cada mutante com mutagao simples foi testado com retigabina 50 pM

e as vezes de aumento (1a/lo) em amplitude de corrente foi plotado no grafico
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no fundo. Em todos os mutantes, n igual ae6.

Figura 4 (A), tragcos de corrente anotados sobre'KCNQT tipo sel-
vagem na auséncia (Controle) e na presenca de retigabina 50 uM e 200 uM.
(B), tragos de corrente anotados de KCNQ1 L171W na auséncia (Controle) e
presenca de retigabina 50 uM e 200 uM. (C), tracos de corrente superpostos
evocados por pulso de voltagem de 80 mV a partir' de KCNQ1 L171W na
auséncia e preseﬁga de retigabina 50 uM e 200 uM. (D), relagdes de corren-
te - voltagem de KCNQ1 L171W na auséncia (circulo aberto) e presenca de
retigabina 50 p (qu_adrado aberto) e 200 uM (triangulo aberto). As amplitudes
de estado estavel das correntes evocadas por uma série de pulsos de volta-
gem despolarizados a partir de -100 a 80 mV em incremento de 10 mV fo-
ram normalizadc_)s para o nivel evocado pelo potencial de membrana de 80
mV no grupo controle. O potencial de retengéo foi -100 mV. Dados foram
coletados de 10 oécitos em cada grupo. O grafico inserido mostra a condu-
tancia de canal (G) normalizada para o nivel em 80 mV (Gmax Na auséncia
(circulo aberto) e presenca de retigabina 200 uM (triangulo aberto), para
comparar o efeito de retigabina sobre dependéncia de voltagem de ativagdo |
de canal. | |
Descrlcao Detalhada da Invencéo

-Os requerentes especificamente incorporam os inteiros conteu-
dos de todas as referéncias citadas nesta exposi¢do. Ainda, quando uma
quantidade, concentragdo, ou outro valor ou parametro € dado tanto com o

uma faixa, faixa preferida, ou uma lista de valores superiores preferiveis ou

~ valores inferiores preferiveis, isto é para ser entendido como especificamen-

te mostrando todas as faixas formadas a partir de qualquer par de qualquer
limite de faixa superior ou valor preferido e qualquer limite de faixa inferior ou
valor preferido, independente de se faixas sdo mostradas separadamente.

Onde uma faixa de valores numéricos é aqui recitada, 8 menos que de outro
modo estabelecido, a faixa é pretendida para incluir os seus pontos }finais,‘ e
todos os inteiros e fragcdes dentro da faixa. Ndo é pretendido que o escopo
da invencao seja limitado aos especificos valores recitados quando definindo

uma faixa.
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|. Definicdes

No contexto desta exposigao, um numero de termos devem ser
utilizados. ,

Como aqui usado, o termo "cerca" ou "aproximadamente” signifi-
ca dentro de 20%, preferivelmente dentro de 10%, e mais preferivelmente
dentro de 5% de um dado valor ou faixa. _

“Niveis alterados" refere-se a produgao de produto(s) gene em
organismos em quantidades ou proporgoes que diferem daquela de orga-
nismos normais ou ndo-transformados. Superexpressao do polipeptideo po--
de ser realizada através de primeiro construindo um gene quimérico ou
construgdo quimérica na qual a regido codificante esté operavelmente ligada
a um promotor capaz de direcionar expressao de um gene ou construcao

nos desejados tecidos no desejado estagio de desenvolvimento. Por razdes

de conveniéncia, 0 gene quimérico ou constru¢do quimérica pode compre-

ender sequéncias promotoras»e sequéncias lideres de traducao derivadas
dos mesmos genes. Seqliéncias nao-codificantes 3' codificando sinais de
tekminagéo de transcricdo também podem ser providas. O presente gene
quimérico ou construgao quimerica entdo pode ser construida. A escolha de
vetor plasmideo € dependente do processo que sera usado para transformar
células hospedeiras. O técnico versado esta bem ciente elementos genéticos

“que tém de estar presentes sobre o vetor plasmideo de modo a transformar,

selecionar.," e propagar com sucesso células hospedeiras contendo o gene
quimérico ou co»nstrugéo quimérica. O técnico versado também reconhecera
que diferentes eventos de transformagéo independentes resultardo em dife-
rentes niveis e padrc”)es de expressio (ver, por exemplo, De Almedia ERP et
al., Mol. Genet. Genomics 218:78-86 (1989)), e assim que muiltiplos eventos
tém de ser selecionados de modo a obter linhas mostrando os desejados

nivel de expressédo e padrao. Tal selegdo pode ser realizada por andlises

Southern de ADN, anélises Northern de expressdo de ARNm andlises Wes-
tern ou imuno citoquimica de expressao de proteina, ou andlises fenotipicas.
Um "anticorpo” inclui uma molécula de imunoglobulina capaz de

ligacdo de um epitopo presente sobre um antigeno. Como aqui usado, o
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termo abrange néo somente moléculas de imunoglobulina intactas tais como
anticorpos mohoclonais e policlonais, mas também anticorpbs anti-
idiotipicos, mutantes, fragmentos, proteinas de fusdo, anticorpos: bi-
especificos, proteinas humanizadas, e modificacdes da molécula de imuno-
globuliné que compreendem um sitio de reconhecimento de antigeno da re-
querida especmmdade

O termo "ADNcs" inclui ADN complementar ou seja moléculas
de ARNm presentes em uma célula ou organismo feitas em ADNc com uma
enzima tal como tfanScriptase reversa. Uma "biblioteca de ADNC" inclui uma
colegao de moléculas de ARNm presentes em uma célula ou organismo,
convertidas em moléculas de ADNc com a enzima transcriptase' reversa,
entdo inseridas em vetores. A biblioteca entdo pode ser sondada para o es-
pecifico ADNc (e assim ARNm) de interesse.

O termo "compreendendo" é pretendido incluir reallzagoes a-
brangldas pelos termos "consistindo essencialmente em" e "consistendo em
". Similarmente, o termo "consistindo essencialmente em" é pretendido inclu-
ir realizacdes abrangidas pelo termo "Consistindo em". ’

| Um "polipeptideof KCNQ5", “seqijéncia de aminoacidos de
KCNQ5", ou "proteina KCNQ5" como aqui usado refere-se as polipeptideos
KCNOS tipo ndo-selvagem tendo pelo menos uma modificagdao de aminoaci-

“do que torna o polipeptideo KCNQ5S substancialmente insensivel ao ativador

de canal de K" retigabina enquanto retendo atividade de canal de potassio
de corrente M de KCNQ5. "KCNQ5 tipo selvagem” (por exemplo, SEQ ID

 NO: 4, que representa KCNQ5 tipo selvagem humano), por outro lado, res-

ponde a retigabina (ver Wickendon AD et al., Brit. J. Pharmacol. 132:381-84
(2001)). "polipeptideo KCNQ5(W270L)", "sequéncia de aminoacidos de
KCNQS5(W270L)", ou "proteina KCNQ5(W270L)" refere-se a um polipeptideo
KCNQ5 humano tendo uma mutagdo ponto em aminoéacido 270 a partir de |
um residuo triptofano (em posicdo de aminoécido 270 na proteina tipo sel-
vagem humana, de inteiro comprimento) para um residuo Ieucina,‘que pro-
porciona insensibilidade a retigabina para o polipeptideo KCNQ5(W270L).
SEQ ID NO: 2 representa um polipeptideo KCNQ5(W270L).
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Polipeptideo KCNQ5, em uma realizagao, é um polipeptideo
KCNQS5 humano. Em uma outra realizagdo, polipeptideo KCNQ5 é um ‘poli-
peptideo KCNQ5mamifero, ndo-humano. Polipeptideos KCNQ5 mamiferos,
nao-humanos preferidos incluem . polipeptideo KCNQ5 de rato (co-
propriedade, pedido de patente provisério co-pendehte N°® 60/760 249) e
polipeptideo KCNQ5 de camundongo (N° de Acesso GenBank NM_023872),
ambos 0s quais séo sensiveis a retigabina (ver, por exemplo, Jensen HS et
al., Brain Res. Mol. Brain Res. 139:52-62 (2005)), compartilham alta homolo-
gia com KCNQ5 tipo selvagem humano (94,7% para rato e 95,2% para ca-
mundongo), e c’ohtém um aminoacido que é acreditado ser equivalente a
W270 (W269 em rato e W271 em camundongo). '

Como aqui usado, uma "proteina quimérica" ou "proteina de fu-
sao" KCNQ5 oU KCNQ5(W270L) compreende um polipeptideo KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) operavelmente ligado a um polipeptideo nao-KCNQ5 ou
ndao-KCNQ5(W270L). Um "polipeptideo ndo-KCNQ5" refere-se a um polipep-
tideo tendo uma sequéncia de aminoéacidos correspondendo a uma proteina
que nao é substancialmente homéloga a proteina KCNQ5, por exém’plo pro- |

‘ teina que é diferente da proteina KCNQS5 e que é derivada do mesmo ou um

diferente organismo. Um “polipeptideo nao-KCNQ5(W270L)" refere-se a um
polipeptideo tendo uma sequéncia de aminodacidos correspondendo a uma
proteina que nao é substanciélmente homdloga a proteina KCNQ5(W270L),
por exemplo, ufna proteina que é diferente da proteina KCNOS(WZ?OL) e

que é derivado do mesmo ou de um diferente organismo. Dentro de uma

~ proteina de fusdo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), o polipeptideo KCNQ5 ou

KCNQ5(W270L) pode corresponder a toda ou uma porgdo de uma proteina
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). Em uma realizagao preferida, uma proteina de
fusao KCNOS ou KCNQ5(W270L) compreende pelo menos uma porgao bio-

logicamente ativa de uma proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). Dentro de |
proteina de fusdo, o termo "ligado operavelmente" é pretendido indicar que o
polipeptideo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) e 0 polipeptideo ndo-KCNQ5 ou
nao-KCNQ5(W270L) sdo usados em-estrutura um para o outro. O polipepti-
deo nao-KCNQ5 ou ndo-KCNQ5(W270L) pode ser fundido ao terminus-N ou
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terminus-C do polipeptideo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L).

, Um "polinucleotideo KCNQS5" ou "seqiiéncia de écidos nucléicos
de KCNQ5" refere-se a polinucleotideos KCNQ5 tipo nao-selvagem que co-
dificam polipeptideos KCNQ5 tendo pelo menos uma modificagdo de amino-
acido que torna o polipeptideo KCNQ5 substancialmente insensivel ao ati-
vador de canal de K" retigabina enquanto retendo uma atividade de canal de
potassio de corrente - M de KCNQS5. "Polinucleotideo KCNQ5 tipo selvagem"
ou "seqliéncia de acidos nucléicos de KCNQ5 tipo selvagem" (por exmeplo,
SEQ ID NO: 3, que representa polinucleotideo KCNQS5 tipo selvagem), por
outro lado, codifica KCNQ5 tipo selvagem que responde a retigabina (ver
Wickendon AD et al., Brit. J. Pharmacol. 132:381-84 (2001)).

Uma "sequéncia codificante" ou uma sequéncia "codificando” um
produto de expresséao, tal como um ARN, polipeptideo, proteina, ou e'nzima, R
é uma seqijéncia de nucleotide'os que, quando expressa, resulta na produ-
cao daquele ARN, polipeptl'deo, proteina, ou enzima, isto é, a sequéncia de
nucleotideos codifica uma seqiiéncia de aminodacidos para aquele polipepti-
deo, proteina, ou enzima.

O termo "complementar" é usado para descrever a relagdo entre |
bases nucleotideos que sao capazes de hibridizarem umas as outras. Por
exemplo, com relagdo a ADN, adenosina é complementar para timina e cito-
sina é complementar para guanina.

' Os termos "quantidade efetiva®, "quantidade terapeuticamente
efetiva”, e "dosagem efetiva" como aqui usados, referem-se a quantidade de
uma molécula efetora que, quando administrada a um mamifero em neces-
sidade, é efetiva para pelo menos melhorar parcialmente condigdes relacio-
nadas a ou condi¢oes adversas de, por exemplo, o sistema nervoso central

(CNS) e sistemas periféricos, incluindo varios tipos de dor como, por exem-

plo, dor somética, cutanea ou visceral causada por exemplo, por queimadu-

ra, hematoma, abraséo, laceragéo, osso quebrado, ligamento lacerado, ten-
dao lacerado, musculo lacerado, infecgao viral, bacteriana, de protozoario ou
fungos, dermatite de contato, inflamagéo (causada por exemplo, por trauma,

infecgdo, cirurgia, queimaduras, ou doengas com um componente inflamaté-



10

15

20

25

30

21

rio), cancer, dor de dentes; dor neuropatica causada por exemplo, por dano

no sistema nervoso central ou periférico devido a cénce'r, _infecgéd de HIV
(virus de imunodeficiéncia humana), trauma de tecido, infecgdo, doenga auto
- imune, diabetes, artrite, neuropatia diabética, neuralgia trigeminal, ou ad-
ministragcdo de droga; tratamento de ansiedade causéda por exemplo, por
distirbio de panico, distirbio de ansiedade generalizada, ou distdrbio de
tensdo, particularmente disturbio de tensdao aguda, disturbios afetivos, mal
de Alzheimer, ataxia, dano de CNS causado por trauma, acidente vascular
cerebral ou doenga degenerativa, déficits cognitivos, comportamento com-
pulsivo, deménc’ia', depressao, mal de Huntington, mania, prejuizo de memé-
ria, disturbios de memodria, disfungdo de memodria, distirbios de movimento,
disturbios motores, perda de memédria relacionada a idade, doengas neuro-
degenerativas, mal de Parkinson, e disturbios motores semelhantes a Par-
kinson, fobias, mal de Pick, psicose, esquizofrenia, dano de corddo espinhal,
tremor, ataques, convulsoes, epilepsia, distrofia macualr semelhante a Star-
gardt, distrofia macular de cone - bastao, mal de Salla, epilepsia, relaxantes
de musculo, redutores de febre, anxioliticos, agentes anti - enxaqueca, anal- |
géSicos, disturbios bipolares, depressédo unipolar, disturbios funcionais do
intestino (por exemplo, dispepsia e sindrome de intestino irritavel), diarréia,
éonstipagéo, varios tipos de incontinéncia urinaria (por exemplo, incontinén-
cia urinaria estimulada, incontinéncia urinaria de tensao, incontinéncia urina-
ria de transbordamento ou incontinéncia urinaria inconsciente, e incdntinén-

cia urinaria mista), urgéncia urinaria, instabilidade de bexiga, bexiga neuro-

_ 'géni‘ca, perda de audigao, tinido, glaucoma, disturbios cognitivos, dor infla-

matoria crénica e neurdlgica; para prevengao e redugdo de dependéncia de
droga ou tolerancia para tratamento de, por exemplo, cancer, inflamagéo,
disturbios oftalmicos, e vérios distirbios de CNSA. '

Os termos "expressa" e "expressdo" significam permitindo ou
causando a informagdo em um gene ou sequéncia de ADN tornar-se mani-
festa, por exemplo, produzindd uma proteina através de ativagdo de fungdes
celulares envolvidas em transcri¢do e tradugdo de um correspondente gene

ou sequéncia de ADN. Uma seqléncia de ADN é expressa em ou por uma
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célula para formar um "produto de expressao" tal como uma proteina. O pré-
prio produto de expressao, por exemplo, a resultante proteina, também pode
ser dito ser "expresso" pela célula. Um produto de expressao pode ser ca-
racterizado como intracelular, extracelular, ou secretado. O termo "intracelu-
lar" Significa algo que esta dentro de uma célula. O termo "extracelular" signi-

fica algo que esta fora de uma célula. Uma substancia é "secretada" por uma

_célula se ela aparece em medida significante fora da célula, a partir de al-

gum lugar sobre ou dentro da célula. "Inibicdo anti - sentido" refere-se a pro-
ducgéao de transcrigbes ARN anti-sentido capazes de supressao de expressao

da proteina alvo. "Superexpressao" refere-se a produgédo de um produto ge-

-ne em um organismo que excede niveis de produgdo em organismos nor-

mais ou nao-transformados. "Supressao" refere-se a supressao de expres-
sao de genes estranhos ou enddgenos ou transcritos de ARN. . |

O termo "sistema de expressao” significa uma célula hospedeira
e vetor compativel sob condi¢cdes apropriadas, por exemplo, para a expres-
sao de uma proteina codificada por ADN estranho carreado pelo vetor e in-
troduzido na célula hospedeira.

O termo "gene" significa uma sequéncia de ADN, incluindo se-
qguéncias 'reguladoras precedendo (Seqﬂéncias néo_—codif‘icantles 5') e se-
guindo (sequéncia ndo-codificantes 3') a seqliéncia codificante, que codifica
ou corresponde a uma particular seqliéncia de aminoacidos que compreen-
de toda ou parte de uma ou mais proteinas ou enzimas. "Gene nativo" refe-
re-se a um gené como encontrado em natureza com suas proprias sequién-
cias reguladoras. "Gene quimerico" ou "construgdo quimérica” refere-se a
qualquer gene ou construgdo, ndo um gene nativo, com'preendendo sequén-
cias reguladoras e codificantes que ndo sao encontradas juntas na natureza.

Da mesma maneira, um gene quimérico ou construgdo quimérica pode com-

preender sequéncias reguladoras e sequéncias codificantes que séo deriva-

das de diferentes fontes, ou seqiiéncias reguladoras e seqléncias codifican-
tes derivadas da mesma fonte, mas dispostas em uma diferente maneira
daquela encontrada na natureza. "gene endégeno" refere-se a um gene na-

tivo em sua localizagao natural no genoma de um organismo. Um gene "es-
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tranho" refere-se a um gene norrhalmente ndo encontrado no organismo
hospedeiro, mas que é introduzido no organismo hospédeiro através de
transferéncia de géne. Genes estranhos podem compreender genes nativos
inseridos em um organismo nao-nativo, ou genes quimericos. Um "transge-.
ne" é um gene que foi introduzido no genoma através de um procedimento
de transformacao. | o ,

O termo "geneticamente modificado" inclui uma célula contendo
e/ou expressando um gene estranho ou seqiiéncia de &cidos nucléicos que
por sua vez modifica 0 genétipo ou fenétipo da célula ou sua progénie. Este
termo inclui queilcjuer adigao, supresséo, ou interrup¢do para nucleotideos
enddgenos de célula. |

Um "produto gene" inclui um aminoacido (por exemplo, peptideo
ou polipeptideo) gerado quando um gene é transcrito e traduzido.

O termo "heterélogd" refere-se a uma combinagdo de elementos
n&o ocorrendo naturalmente. Por exemplo, ADN hetérélogo refere-se a ADN
nao localizado naturalmente na célula, ou em um sitio cromossémico da cé-
lula. Preferivelmente, o ADN heterdlogo inclui um gene estranho péra a célu- |
la. Um elemento. regUIador de_.expresséo heterélogo € um elemento tal ope-
ravelmente associado com um gene diferente daquele que esta associado
na natureza.

O termo "homomérico" como aqui usado refere-se a um canal de

ion compreendendo somente um tipo de subunidade. Por exemplo, um canal

KCNQ dimero homomeérico ("homodimero") pode ser composto por duas
subunidades polipeptideo KCNQ5 idénticas. Um tetrAmero homomérico
("homotetramero") pode ser composto por quatro subunidades de polipepti-
deo KCNQ5 idénticas. O termo "heteromérico" como aqui usado refere-se a
um canal de fon compreendendo pelo menos duas subunidades diferentes.

Por exemplo, um canal KCNQ dimero heteromérico ("heterodimero") pode |
ser composto por uma subunidade polipeptideo KCNQ5 e uma subunidade
KCNQ3, ou um canal KCNQ heterodl’mero pode ser composto por uma su-
bunidade polipeptideo KCNQ5 e uma subunidade polipeptideo KCNQ5 dife-
rente. Um canal KCNQ tetramero heteromérico ("heterotetramero")pode ser
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composto por 1, 2, 3, ou 4 subunidades polipeptideo KCNQ5, contanto que
se todas as quatro subunidades sejam subunidades polipeptidéo KCNQ5
que pelo menos uma das subunidades seja diferente das outras trés.
"Homolégo" refere-se ao grau dé similaridade de sequéncia en-
tre dois polimeros (isto é, moléculas de polipeptideo ou moléculas de acido

nucléico). Os numeros de porcentagens de homologia aqui referidos refletem

_a maxima homologia possivel entre os dois polimeros, isto é, a porcentagem

de homologia quando os dois polimeros sdo alinhados de modo a terem o
maior numero de posi¢cdes emparelhadas }(homélogas). Os termos "homdélo-
go" e "homologia" também referem-se a relagao entre proteinas que possu-
em uma "origem evolucionaria comum", incluindo proteinas das super - fami-
lias (por exemplo, a super - familia imunoglobulina) e proteinas homélogas

de diferentes espécies (por exemplo, cadeia leve miosina, etc.) (ver, por e-

xemplo, Reeck GR et al., Cell 50:667 (1987)). Tais proteinas (e seus genes

codificantes) tém homblogia de sequéncia, como refletida por sua similarida-
de de seqdéncia, se em termos de porcéntagem de similaridade ou a pre-
sénga de especificos residuos ou motivos em posi¢des conservadas. Da
mesma maneira, o termo "similaridade de seqiéncia" refere-se ao grau de
identidade ou correspondéncia entre sequéncias de acidos nucléicos ou a-

minodacidos de proteinas que podem ou ndo compartilhar uma origem evolu-

“cionaria comum (ver Reeck GR et al., supra). Entretanto, em utilizacao co-

mum € no ‘preéente 'pedido de patente, o termo "homologo", quando modifi-
cado com um advérbio tal como "altamente", pode referir-se a similaridade
de sequéncia e pode ou n&o relacionar-se a uma origem evolucionaria co-
mum. | ’ '

Para determinar a'porcentagem de identidade de duas sequén-

cias de aminoacidos ou de duas sequéncias de &cidos nucléicos, as se-

quéncias séo alinhadas para propdsitos de 6tima comparagéo (por exemplo,

folgas podem ser introduzidas em uma ou ambas de uma primeira e uma
segunda sequéncia de aminoacidos ou acidos nucléicos para 6timo alinha-
mento)Em uma realizagédo preferida, o comprimento de uma sequéncia refe-

réncia alinhada para propésitos de comparagéo é pelo menos 30%, preferi-
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velmente pelo menos 40%, mais p'referivelmente pelo menos 50%, mesmo
mais preferivelmente pelo menos 60%, e mesmo mais pref_erivelme'nte'pelo
menos 70%, 80%, ou 90% do comprimento da seqiiéncia referéncia. Os re-
siduos em correspondentes posi¢des sdo entdo comparados e quando uma.

posicao em uma seqguéncia € ocupada pelo mesmo fesfduo como a corres- |
pondente posi¢cao na outra seqiéncia, entdo as moléculas sido idénticas na-
quela posicao. A”porcentagem de identidade entre duas seqliéncias, por is-
so, € uma fungdo do numero de posigdes idénticas compartilhadas pelas
duas sequéncias (isto é, % de identidade = # de posicdes idénticas / total #
de posigbes x 100). A porcentagem de identidade entre as duas sequéncias
€ uma funcdo do numero de posicdes idénticas compartilhadas pelas se-
quéncias, levando em conta o nimero de folgas, e o comprimento de cada
folga, que sdo iﬁtroduzidas para 6timo alinhamento das duas seqliéncias.

A cdmparag:éo de sequéncias e determinagdo de porcentagem
de identidade entre duas sequéncias podem ser realizadas usando um algo-
ritmo matematico. Um exemplo néo-limitante de um algoritmo matematico
utilizado para comparagdo de seqiiéncias é o algoritmo de Karlin 'S e Alts-
chul SF, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-68 (1990), modificado como em
Karlin S and Altschul SF, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-77 (1993). Um
tal algoritmo é incorporado nos programas NBLAST e XBLAST (version 2.0)

‘de Altschul SF et al., J. Mol. Biol. 215:403-10 (1990). Buscas de nucleotideo

BLAST podem ser realizadas com o escore de programa NBLAST = 100,
comprimento de palabra = 12 para obter seqiiéncias de nucleotideos homé-

~ logas as moléculas de acido nucléico. Buscas de proteina BLAST podem ser

realizadas com o programa XBLAST, escore = 50, comprimento de palavra =
3 para obter sequiéncias de aminoacidos homélogas as moléculas de protei-
na. Para obter alinhamentos com folga para propdsitos de comparagéo,
Gapped BLAST pode ser utilizado como descrito em Altschul SF et al., Nu- |
cleic Acids Res. 25:3389-3402 (1997). Quando utilizando programas BLAST
e Gapped BLAST, os parémétros default dds respectivos programas (por
exemplo, XBLAST e NBLAST) podem ser usados.

Um outro algoritmo n&o-limitante preferido utilizado para a com-
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paracdo de sequéncias é o algoritmo de Myers EW and Miller W, Comput.
Appl. Biosci. 4:11-17 (1988). Um tal algoritmo é incorporado no_-programa
ALIGN (versdo 2.0) que é parte do pacote de software de alinhamento de
sequéncia GCG. Quando utilizando o programa ALIGN para comparagao de
seqﬁéncias de aminoacidos, uma tabela de residuo de peso PAM120, uma
penalidade de comprimento de folga de 12, e uma penalidade de folga de 4

podem ser usados.

Um outro exemplo nao-limitante de um algoritmo matematico
utilizado para o alinhamento de sequéncias de proteinas é o algoritmo de
Lipman - Pearson (Lipman DJ and Pearson WR, Science 227:1435-41

-(1985)). Quando usando o algoritmo de Lipman - Pearson, uma tabela de

residuo de peso PAM250, uma penalidade de comprimento de folga de 12,
uma penalidade de folga de 4, e um Kutple de 2 podem ser usados. Um e-

xemplo nao-limitante, preferido, de um algoritmo matematico utilizado para o

alinhamento de seqﬁéncias de &cidos nucléicos € o algoritmo de Wilbur -
Lipman (Wilbur WJ and Lipman DJ, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:726-30
(1983)). Quando usando o algoritmo de Wilbur - Lipman, uma janela de 20,

uma penalidade de folga de 3, Ktuple de 3 podem ser usados. Ambos, o al- |
goritmo dé Lipman - Pearsoin e 6 algoritmo de Wilbur - Lipman'séo incorpo-
rados, por exemplo, no provgrama MEGALIGN (por exemplo, versdo 3.1.7)

"que é parte do pacote de software de analise de sequéncia DNASTAR.

" Ad}icionais algoritmos para andlises de seqiiéncias sdo conheci-
dos na técnica, e incluem ADVANCE e ADAM, descritos em Torelli A and
Robotti CA, Comput. Appl. Biosci. 10:3-5 (1994); e FASTA, descrito em Pe-
arson WR and Libman DJ, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444-48 ('1 988). |

Em uma realizagao preferida, a porcentagem de identidade entre
duas seqléncias de aminoéacidos é determinada usando o programa GAP no
pacote de software GCG, usando uma matriz Blosum 62 ou uma matriz
PAM250, e um peso de folga de 16, 14, 12, 10, 8, 6, ou 4 e um peso de
comprimento de 1,2, 3, 4, 5 ou 6. Ainda em uma outra realizagao preferida,
a porcentagem de identidade entre duas SequénciaS‘de nucleotideos é de-
terminada usando o programa GAP no pacote de software GCG, usando um
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NWSgapdna. Matriz CMP e um peso de folga de 40, 50, 60, 70, ou 80 e um
peso de comprimento de 1, 2, 3, 4, 5, ou 6. ' |

Alinhamentos de proteinas também podem ser feitos usando o
programa de alinhamento de proteina global Geneworks (por exemplo, ver-
sédo 2.5.1) com o custo para folga aberta fixado em 5, o custo para folga au-
mentando fixado em 5, e comprimento diagonal minimo fixado em 4, o offset
diagonal maximo fixado em 130, e corte consenso fixado em 50% e utilizan-
do a matriz Pam 250. | ' |

As sequéncias de acidos nucléicos e proteinas ainda podem ser
usadas como uma. "sequéncia questao" para realizacdo de uma busca con-
tra bases de dados publicas para, por exemplo, identificar outros membros
de familia ou seqiéncias relacionadas. Tais buscas podem ser realizadaé
usando os progrémas NBLAST e XBLAST (versao 2.0) de Altschul SF et al.,
J. Mol. Biol. 215:403-10 (1990). Buscas de nucleotideos BLAST podem ser

lrealizadas com o programa NBLAST, escore = 100, comprimento de palavra

= 12 para obter sequéncias de nucleotideos homélogas a moléculas de Aci-
do nucléico KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). Busbas de proteina BLAST podem
ser 'rea_lizadas com o programé XBLAST, escore = 50, comprimento de pala-
vra = 3 para obten¢do de sequiéncias de aminoacidos homélogas a molécu-
las de proteina KCNQ5 ou KCNQS(MZ?OL). Para obter aIinhamentos‘com

folgas para pr_opésitos de comparag¢do, Gapped BLAST pode ser utilizado

como descrito em Altschul SF et al, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402
(1997). Quando utilizando programas BLAST e Gapped BLAST, os parame-
tros default dos respectivos programas (por exemplo, XBLAST e NBLAST)
podem ser usados. Por exemplo, as sequéncias de nucleotideos podem ser
analisadas usando a matriz Blastn default 1-3 com penalidades de folga fi-
xadas em: existéncia 11 e extensdo 1. As sequiéncias de aminoécidos po-
dem ser analisadas usando as fixagdes default: a matriz Blosum62 com pe- |
nalidades de folga fixadas em existéncia 11 e extenséo 1. , _
O termo "célula hospedeira" sign.ifica qualquer célula de qual-
quer organismo que é selecionada, modificada, transformada, crescida, ou

usada ou manipulada de qualquer maneira, para a producdo de uma subs-
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tancia pela célula, por exemplo, a expressdo pela célula de um gene, uma
sequéncia de ADN ou ARN, uma proteina, ou uma enzima. | .

Uma molécula de acido nucléico é "hibridizavel" a uma outra mo-.
Iécula de acido nucléico, tal como ADNc, ADN gendmico, ou ARN, quando
uma forma de fita simples da molécula de acido nucléico pode anelar para o

outra molécula de acido nucléico sob as condi¢gdes apropriadas de tempera-

tura e resisténcia i6nica de solugao (Sambrook et al. (eds.), Molecular Clo-

ning: A Laboratory Manual (2d Ed. 1989) Cold spring Harbor Laboratory
Press, NY. Vols. 1-3 (ISBN 0-87696-309-6)). As condi¢des de temperatura e

resisténcia idnica determinam a "rigorosidade" da hibridizagao. Para sele¢ao

-preliminar para acidos nucléicos homoélogos, condigdes de hibridizagdo de

baixa rigorosidade, correspondendo a uma T, de 55°C, podem ser usadas,
por exemplo, 5x SSC, SDS 0,1%, leite 0,25%, € nenhuma formamida; ou

~ formamida 30%, 5x SSC, SDS 0,5%). Condigdes de hibridizago de rigorosi-

dade moderada correspondem a uma maior T, por exemplo, formamida
40%, com 5x ou 6x SCC. Condigdes de hibridizagdo de alta rigorosidade
cdrrespbndem a mais alta T, por_exemplo, formamida 50%, 5x ou 6x SCC.

Hibridizagao requer que os dofis acidos nucléicos contenham'seqﬁéncias'
compleméntares embora, dependendo da rigorosidade da hibridizagéo, de-
semparelhamentos entre bases sejam possiveis. A apropriada rigorosidade

“para hibridizagdo de acidos nucléicos depende do comprimento dos acidos

nucléicos e o grau de complementacao, variaveis bem conhecidas na técni-
ca. Quanto maior o grau de similaridade ou homologia entre duas sequén-
cias de nucleotideos, maior o valor de Tr, para hibridos de acidos nucléicos
tendo aquelas séqi]éncias. A estabilidade relativa (correspondendo a maior
Tm) de hibridizagbes de acido nucléico diminui na seguinte ordem: ARN :
ARN, ADN : ARN, ADN : ADN. Para hibridos maiores que 100 nucleotideos

em comprimento, equagdes para calculo de Tr, foram derivadas (Sambrook

et al., supra).

' "Inibidores“, "ativadores", "abridores", ou "moduladores" de ca-
nais de potassio de voltagem bloqueada compreendendo uma subunidade
KCNQ referem-se a moléculas inibidoras ou ativadoras identificadas usando
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ensaios in vitro e in vivo para fungéo de canal KCNQ. Em particular, inibido-
res, ativadores, .e moduladores referem-se a compostos que aumehtam fun-
¢ao de canal KCNQ, pelo que reduzindo dor em um sujeito. "Inibidores" sao
compostos que diminuem, bloqueiam, previnem, retardam ativagado, inati-
vam, dessensibilizam, ou regulam descendentemente o canal, ou velocidade
ou aperfeigoam desativagéo. "Ativadores" sao compostos que aumentam,
abrem, ativam, facilitam, aperfeicoam ativa¢do, sensibilizam ou regulam as-
cendentemente atividade de canal, ou retardam ou diminuem inativagao.
Tais ensaios para inibidores e ativadores também incluem, por exemplo, ex-
pressao de KCNQ recombinante em células ou membranas de células e en-
tdo medigdo de fluxo de ions através de canal direta ou indiretamente.

O termo "isolado" significa que o material € removido de seu
ambiente original ou nativo (por exemplo, 0 ambiente natural se ele esta o-
correndo naturalmente). Por isso, um polinucleotideo ou polipeptideo ocor-
rendo naturalmente presente em um animal vivo néo é isolado, r‘has 0 mes-
mo polinucleotideo ou polipeptideo, separado ou modificado por intervengao
humana a partir de alguns ou de todos os materiais coexistentes no sistema
natUraI., € isolado. Por exemplb, um "fragmento de &cido nucléico isolado" é
um polimero de ARN ou ADN que ¢é de fita dupla ou simples, opcionalmente
contendo bases nucleotideos sintéticas, ndo-naturais ou alteradas. Um
fragmento de acido nucléico isolado na forma de um polimero de ADN pode
ser compreendido por um ou mais segmentos de ADNc, ADN gendémico, ou
ADN sintético. Tais polinucleotideos podem ser parte de um vetor e/ou tais

, ‘polihucleotideos ou polipeptideos podem ser parte de uma composi¢ao e

ainda serem isolados em que tal vetor ou composi¢cao nao é parte do ambi-
ente no qual eles sdao encontrados em natureza. Similarmente, o termo
"substancialmente purificado" refere-se a uma substancia, que foi separada
ou de outro modo removida, através de intervengdo humana, do ambiente
quimico imediato no qual ela ocorre em natureza. Polipeptideos pou acidos
nucléicos substancialmente purificados podem ser obtidos ou prbduzidos
através de qualquer uma de um nimero de técnicas e procedimentos gene-

ricamente conhecidos no campo (ver, por exemplo, Scopes R (1987) In: Pro-



10

15

20

25

30

30

tein purification: principles and practice, Springer-Verlag, NY. General protein
and DNA/RNA purification references: Current Protocols in Molecular Bio-
logy, Green publishing associates and John Wiley & Sons).

O termo "mamifero” refere-se a um humano, um primata néo-
humano, canino, felino, bovino, _ovino, suino, murino, ou outro mamifero ve-

terinario ou de laboratério. Aqueles versados na técnica reconhecem que

.uma terapia que reduz a severidade de uma patologia em uma espécie de

mamifero é anunciadora do efeito da terapia sobre outras espécies de mami-
feros.

O termo "modula” refere-se a supressao, aperfeicoamento, ou

[indugédo da fungdo. Por exemplo, "modulagé@o” ou "regulagdo” de expressdo

de gene refere-se a uma mudanga na atividade de um gene. Modulagao de
expressao pode incluir, mas ndo é limitada a, ativacdo de gene e repressao
de gene. "Modula" ou "regula" témbém refere-se a processos, condi¢des, ou
agentes que aumentam ou diminuem a atividade bioldégica de uma proteina,
enzima, inibidor, transdutor de sinal, receptor, ativador de transcrigao, cofa-
tor, e semelhantes. Esta mudanga em atividade pode ser aumentada ou di-
minuida de tradugdo de ARNm_‘, transcricdo de ADN, e/ou degradacéao de
ARNm ou‘.proteina, que pode pdr'sua vez corresponder a um aumento ou |

diminuigdo em atividade biolégica. Tal aperfeicoamento ou inibigdo pode ser

“contingente com ocorréncia de um especifico evento, tal como ativagdo de

um caminho de tran'sdugéo de sinal e/ou pode ser manifesta somente em
particulares tipos de células. '

"Atividade modulada" refere-se a qualquer atividade, condicdo,
doenga ou fenéti'po que é modulado por uma forma biologicament'e ativa de
uma proteina. Modulagdo pode ser afetada através de afetagdo de concen-
tracdo de proteina biologicamente ativa, por exemplo, através de regulagéo
de expressao ou degradacgao, ou através de efeito agonistico ou antagonisti-
co direto como, por exemplo, através de inibi¢do, ativagao, ligagéo, ou libe-
ragao de substrato, modificagao tanto quimica como estrutural, ou através de
interacao direta ou indireta que pode envolver adicionais fatores.

~ Como aqui usado, uma molécula de acido nucléico "ocorrendo



10

15

20

25

30

31

naturaimente” refere-se a uma molécula de ARN ou ADN tendo uma se-
quéncia de nucleotideos que ocorre em natureza (por exemplo, codifica uma
proteina natural).

Como aqui usado, "molécula de acido nucléico" refere-se a for-.
ma polimérica fosfato éster de ribonucleosideos (adenosina, guanosina, uri-

dina, ou citidina; "moléculas de ARN") ou desoxirribonucleosideos (desoxia-

-denosina, desoxiguanosina, desoxitimidina, ou desoxicitidina; "moléculas de

ADN"), ou quaisquer seus analogos fosfoéster, como fésforotioatos e tioéste-
res, em forma de fita ‘simples ou uma hélice de fita dupla. Hélicés ADN-ADN,
ADN-ARN e ARN—'ARN de fita dupla sdo possiveis. O termo molécula de 4ci-
do nucléico, e em particular molécula de ADN ou ARN, refere-se somente a
estrutura primaria e secundaria da molécula, e ndo a limita a quaisquer for;
mas terciarias pérticulares. Assim, este termo inclui ADN de fita dupla encon-
trado, inter alia, em moléculas de ADN lineares (por exemplo, fragmentos de
restricdo) ou circulares, plasmideos, e cromossomas. Na discusséo de estru-
tura de particulares moléculas de ADN de fita dupla, sequéncias podem ser
aqui descritas de acordo com a convengdo normal de dar-se somé'nte a se- |
giéncia na direcao 5' para 3' ab longo da fita ndo-transcrita de ADN (isto €, a |
fita tendo uma seqiéncia homologa ao ARNm).

‘O termo "operavelmente ligada" significa que uma molécula de

acido nucléico, isto &, ADN, e uma ou mais sequiéncias reguladoras (por e-

xemplo, um promotor ou sua porgao) estdo conectadas de modo a permitir

transcricdo de ARNm a partir da molécula de acido nucléico ou permitir ex-

'pres'séo do produto (isto é, um polipéptideo) da molécula de acido nucléico

quando as apropriadas moléculas sao ligadas as sequéncias reguladoras.
Dentro de uma construgdo de fusdo, o termo "operavelmente ligado" é pre-
tendido 'par}a indicar que o polinucleotideo KCN5 ou KCNQ5(W270L) e um
polinUcleotn’deo ndo-KCNQ5 ou ndo-KCNQ5(W270L) estdo fundidos em es- |
trutura um ao outro. O polinucleotideo nao-KCNQ5 ou ndo-KCNQS5(W270L)
pode ser fundido 3' ou 5' ao poiinucleotideo KCNQS ou KCNQ5(W270L).

O termo "porcentagem de homologia) refere-se a extensdo de
identidade de seqiéncia de aminoé&cidos entre polinucleotideos ou polipepti-
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deos. A homologia entre quaisquer dois polinucleotideos ou polipeptideos é
uma fungéo direta do numero total de nucleotideos ou aminoécidos empare-
lhando em uma dada posicao em qualquer seqléncia, por exemplo, se me-
tade do numero total de nucleotideos em qualquer das sequéncias sdo os
mesmos entdo as duas sequéncias séo ditas exibirem 50% de homologia.

Um "polinucleotideo” ou "sequéncia de nucleotideos" € uma sé-

rie de bases nucleotideos (também chamadas "nucleotideos") em um &acido

nucléico, tal como ADN ou ARN, e significa qualquer cadeia de dois ou mais
nucleotideos. Uma sequiéncia de nucleotideos tipicamente carreia informa-

¢ao genética, incluindo a informag¢ao usada por maquinaria celular para fa-

‘bricar proteinas e enzimas. Estes termos incluem ADNc e gendmico de fita

simples e dupla, ARN, qualquer polinucleotideo sintético e manipulado gene-
ticamente, e ambos polinucleotideos sentido e anti - sentido. Isto inclui molé-
culas de fita simples e dupla, isto €, hibridos ADN-ADN, ADN-ARN, e ARN-
ARN, assim como "acidos nucléicos de proteina" (PNA) formados por conju-
gacao de bases a uma cadeia principal de aminodcido. Isto também inclui
acidos nucléicos contendo bases modificadas tais como, por exemplo, tio-
uracila, tio-guanina, e flior uracila. |

' E contemplado que onde a molécula de acido nucléico é ARN, a

T (timina) em sequiéncias ndo-ARN aqui providas é substituida com U (uraci-

‘la). Por exemplo, SEQ ID NO: 1 é aqui mostrada como uma sequéncia

ADNc. Assim, pode ser dbvio para aqueles versados na técnica que uma
molécula de ARN compreendendo sequéncias a partir destas seqliéncias,
por exemplo, podem ter T substituida com U. _

O termo "polipeptideo” inclui um composto de dois ou mais ami-~
noacidos subunidades, analogos de aminoacidos, ou peptidomimeéicos. As
subunidades podem estar ligadas por ligagdes peptideo. Em uma outra rea-
lizagdo, a subunidade pode ser ligada por outras ligagdes, por exemplo, és-
ter, éter, etc. Como aqui usado o termo "aminoécido" inclui tanto aminodci-
dos naturais e/ou_ nao-naturais ou sintéticos, incluindo glicina e ambos is6-
meros 6ticos D ou L, e andlogos de aminoacidos e peptidomiméticos. Um

peptideo de trés ou mais aminoacidos é comumente referido como um oligo-
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peptideo. Cadeias de peptideo de mais que trés ou mais aminoacidos sao
referidas como um polipeptideo ou uma proteina. | _ |

Um "primer“ inclui um polinucleotideo curto, genericamente com
um grupo 3'-OH livre que se liga a um alvo ou "molde" presente em uma
amostra de interesse através de hibridizagao com o aIVo, e a seguir promo-
vendo polimerizagao de um polinucleotideo complementar-para o alvo. Uma
“reagao de cadeia polimerase" ("PCR") é uma reagao na qual cépias réplicas
sdo feitas de um polinucleotideo alvo usando um “par de iniciadores" ou
“conjunto de iniciadores" consistindo em um iniciador "a montante" e um "a
jusante", e um catalisador de polimerizacdo, tal como uma ADN polimerase,
e tipicamente uma enzima polimerase termicamente estavel. Processos para
PCR sdo bem conhecidos na técnica, e sdo ensinados, por exemplo, em
MacPherson et al., IRL Press at Oxford University Press (1991). Todos os
processos de producédo de cépias réplicas de um polinucleotideo, tal como
PCR ou clonagem de gene, sdo coletivamente aqui referidos cor‘ho "replica-
¢ao". Um iniciador também pode ser usado como uma sonda em reagdes de
hibridizac&o, tais como anélises de Southern ou Northern blot (ver por e-

_ xemplo Sambrook J et al., supra).

Uma "sonda" quando usada no contexto de manipulacao de po-
linucleotideo inclui um oligonucleotideo que é provido como uma reagente
para detectar um alvo presente em uma amostra de interesse através de
hibridizagdao com o alvo. Usualmente, uma sonda compreendera um marca-

dor ou um meio através do qual um marcador pode ser ligado, tanto antes

- como subsequente a reagéo de hibridizagdo. Apropriados marcadores inclu-

em, mas nao sao limitados a, radioisotopos, fluorocromos, compostos quimi-
oluminescentes, corantes, e proteinas, incluindo enzimas.

~ Uma "seqliéncia promotora" é uma regido reguladora de ADN
capaz de ligagdo de ARN polimerase em uma célula e iniciagdo de transcri-
¢do de uma sequiéncia codificante A jusante (diregdo 3'). Para os presentes
propésitos, a sequiéncia promotora esta ligada em seu terminus 3' através de
sitio de iniciagdo de transcricao e estende-se a montante (dire¢do 5') para

incluir o nimero minimo de bases ou elementos necessarios para iniciar
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transcricdo em niveis detectaveis acima de fundo. Dentro de sequéncia pro-
motora sera encontrado um sitio de iniciagdo de transcrigdo (cohv_eniente-
mente definido, por exemplo, através de mapeamento com nuclease S1),
assim como dominios de ligacdo de proteina (seqliéncias consenso) respon-
saveis pela ligagdo de ARN polimerase.

O termo "purificado" como aqui usado refere-se a material que

_foi isolado sob condi¢des que reduzem ou eliminam a presenc¢a de materiais

nao-relacionados, ou séja, contaminantes, incluindo materiais nativos dos
quais o material é obtido. Por exemplo, uma proteina purificada é preferivel-
mente substancialmente livre de outras proteinas ou &cidos nucléicos com
os quais ela esta associada em um célula; uma molécula de acido nucléico
purificada esta substancialmente livre de proteinas ou outras moléculas de
acidos nucléicos ndo-relacionadas com as quais ela pode ser encdntrada R
usado operacionalmehte, no contexto de testes analiticos do material. Prefe-
rivelmente, material purificado substancialmente livie de contaminantes é
pélo menos 50% puro; mais preferivelmente, pelo menos 90% puro; e mais
preferivelmente ainda pelo menos 99% puro. Pureza pode ser avaliada por
croma,togr'afia, eletroforese com gel, ensaio imuno, analise de 'composigéo, ‘
ensaio biolégico, e outros processos conhecidos na técnica.

- Processos para purificagdo s@o bem conhecidos na técnica. Por
exemplo, écidds nuc.léicos‘ podem ser purificados por precipitagao, cromato-
grafia (incluindd cromatografia de fase sodlida preparativa, hibridizacdo de
oligonucleotideo, e cromatografia de hélice tripla), ultracentrifugagao, e ou-
tros meios. Polipeptl’deos e proteinas podem ser purificados através de vé-
rios processos incluindo, sem limitagao, eletroforese de disco - gel preparati-
va, focalizagao isoelétrica, HPLC, HPLC de fase reversa, filtragdo com gel,

cromatografia de troca de ions e partigdo, precipitagdo e cromatografia de

dessalinizagao, extragéo e distribuicdo em contra-corrente. Para alguns pro-
pésitos, é preferivel produzir o polipeptideo em um sistema recombinante no
qual a proteina contem uma adicional seqliéncia etiqueta que facilita purifi-

cagéo, tal como, mas ndo limitado a, uma sequéncia poli histidina, ou uma
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sequéncia que especificamente Iig'a-se a um anticorpo, tal como FLAG e
GST. O polipeptideo entao pode ser purificado a partir de }ur_n lisado bruto da
célula hospedeira através de cromatografia sobre uma apropriada matriz de
fase solida. Alternativamente, anticorpos produzidos contra a proteina ou.
contra peptideos derivados da mesma podem ser uéados como reagentes
de purificagdo. Células podem ser purificadas através de varias técnicas,
incluindo, por exemplo, centrifugagdo, separagdo com matriz (por exemplo,
separacdo com la de nylon), panning e outras técnicas de sele¢do imuno,
deplecdo (por exemplo, deple¢ao complemento de células confaminantes), e
classificagao de célula (por exemplo, classificagao de célula ativada com
fluorescéncia (FACS)). Outros processos de purificacdo sdo possiveis. Um
materiai purificado pode conter menos que cerca de 50%, preferivelmente
menos que cerca de 75%, e mais preferivelmente menos que cerca de 90%,
dos componentes celulares com o0s quais ele foi originalmente associado. O
"substancialmente puro” indica o mais alto grau de pureza que pbde ser ob-
tido usando técnicas de purificagdo padrées conhecidas.

O termo "composto teste" inclui compostos com conhecida estru-

- tura quimica mas ndo necessariamente com uma conhecida fungdo ou ativi-

dade biolégica. Compostos testes também podem ter estruturas nao-

identificadas ou serem misturas de compostos desconhecidos, por exemplo,

a partir de amostras bioldgicas brutas como extratos de plantas. Grandes

numeros de compostos podem ser randomicamente selecionados a partir de

"bibliotecas quimicas" que referem-se a cole¢gdes de compostos quimicos

, 'purificados ou colegdes de extratos brutos a partir de varias fontes. As biblio-

tecas quimicas podem conter compostos que foram sintetizados quimica-
mente ou purificados de produtos naturais. Os compostos podem compreen-
der moléculas pequenas inorganicas ou brgénicas ou maiores co_mpostos

organicos tais como, por exemplo, proteinas, peptideos, glicoproteinas, este- |
roides, lipideos, fosfolipideos, acidos nucléicos, e lipoproteinas. A quantida-
de de composto testado pode variar dependendo da biblioteca quimica, mas,
para bibliotecas de composto purificado (homogéneo), 10 uM é tipicamente
a mais alta dose inicial testada. Processos de introdug@o de compostos tes-
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tes em células sdo bem conhecidos na técnica.
O termo "transfecgao” significa a introdugao de um amdo nucle|-
co estranho em uma célula. O termo "transformagéo” significa a mtrodugao

z

de um gene "estranho" (isto e, extrinseco ou extracelular), sequéncia de
ADN OU ARN a uma célula hospedeira, de modo que a célula hospedeira

expressara o gene ou sequéncia introduzida para produzir uma desejada

_substancia, tipicamente uma proteina ou enzima codificada pelo gene ou

sequiéncia introduzida. O gene ou seqiiéncia introduzida também pode ser
chamada um gene ou sequéncia "clonado" ou "estranho", pode incluir se-
quéncias reguladoras ou controles, tal como partida, parada, promotora, si-
nal, secregdo, o outras seqiéncias usadas por uma maquinaria genética de
célula. O gene ou sequéncia pode incluir seqiiéncias nao-funcionais ou se-
qiéncias com fungdo desconhecida. Uma célula hospedeira que reéebe e
expressa ADN ou ARN introduzido foi "transformada" e é um "transformante”
ou um "clone". O ADN ou ARN introduzido em uma célula hospedeira pode
provir de qualquer fonte, incluindo células do mesmo género ou espécie co-
mo a célula hospedeira, ou células de um género ou espécie diferente. Da
mesma maneira, ainda uma realizagao € para uma célula hospedeira trans-
formada c'om o vetor descrito acima. Em uma realizagao, a célula hospdeira
€ uma célula procariética. Ainda em uma realizagao, a célula hospedeira é

“uma célula eucariética. Em uma realizagdo preferida, a célula hospedeira é

uma célula de E. coli. |

@) térmo “variante" também pode ser usado para indicar um gene
modificado ou alterado, seqiéncia de ADN, enzima, célula, etc. Abrangidas
pelo termo "variante(s)" estdo substituicbes, adigbes ou supressées de nu-
cleotideos e aminoacidos. Também, abrangidas pelo termo "variante(s)" es

tdo moléculas de KCNQ5 naturais e sintéticas. Por exemplo, variante pode

referir-se a polipeptideos que diferem de um polipeptideo referéncia. Generi-

camente, as diferengas entre o polipeptideo referéncia e o polipeptideo que
difere em sequéncia de aminoéacidos de polipeptideo referéncia sao limitadas
de modo que as sequéncias de aminoacidos da referéncia e a variante sdo

no total similares de perto e, em algumas regi6es, idénticas. Um polipeptideo
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variante e referéncia podem diferir em seqiéncia de aminoacidos por uma
ou mais substitUigées, supressoes, adi¢oes, fusdes, e tfuncagées qué po-
dem ser cohservativas Oou nao-conservativas e podem estar presentes em
qualquer combinagao. Por exemplo, variantes podem ser aquelas nas quais
varios, por exemplo, de 50 a 30, de 30.a 20, de 20 a 10, de10a5,de5a3,
de 3a 2, de 2 a 1 aminoacidos sao inseridos, substituidos ou suprimidos, em
qualquer combinagdo. Adicionalmente, uma variante pode ser um fragmento
de um polipeptideo que difere de uma seqiiéncia polipeptideo referéncia
sendo menor que a sequéncia referéncia, tal como através de uma supres-
sdo terminal ou ‘in'terna. Uma variante de um polipeptideo também inclui um
polipeptideo que retém essencialmente a mesma funcgéo ou atividade biold-
gica como tal polipeptideo, por exemplo, proteinas precursoras que podem
ser ativadas-através de clivagem da porgao precursora para produzir um po-
lipeptideo maduro ativo. Estas variantes podem ser variagdes alélicas carac-
terizadas por diferencas nas seqiiéncias de nucleotideos do gene estrutural
codificando a proteina, ou podem envolver unido diferencial ou modificagao
pos-traducional. Variantes também incluem uma proteina relacionada tendo
substancialmente a mesma atividade bioldgica, mas obtida de uma espécie
diferente. Aqueles versados na técnica podem produzir variantes tendo

substituicbes, supressdes, adigbes de aminoacidos simples ou multiplas.

Estas variantes podem incluir, inter alia: (i) uma na qual um ou mais dos re-

siduos de aminoé&cidos estdo substituidos com um residuo de aminoacido

conservado ou ndo-conservado (preferivelmente um residuo de aminoéacido

~ conservado) e tal residuo de aminoacido substituido pode ou nao ser um

codificado pelo cédigo genético, ou (ii) uma na qual um ou mais aminoacidos
sdo suprimidos do peptideo ou proteina, ou (iii) uma na qual um ou mais.a-
minodacidos s&o adicionados ao polipeptideo ou proteina, ou (iv) uma na qual
um ou mais dos residuos de aminoacidos incluem um grupo substituinte, ou
(v) uma na qual o polipeptideo maduro esta fundido com um outro composto,
tal como um composto para aumentar a meia-vida do polipeptideo (por e-
xemplo, polietileno glicol), ou (vi) uma na qual os adicionais aminoéacidos

estac fundidos ao polipeptideo maduro tal como uma sequéncia lider ou se-
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cretora ou uma sequiéncia que € empregada para purificagao do polipeptideo
maduro ou uma sequéncia de proteina precursora. Uma variante do polipep-
tideo também pode ser uma variante ocorrendo naturalmente tal como uma
variante alélica ocorrendo naturalmente, ou ela pode ser uma variante que
nao é conhecida ocorrer naturalmente. Todas tais variantes definidas acima
sao julgadas estarem dentro do escopo de ensinamentos na técnica.

Os termos "vetor", "vetor de clonagem",é "vetor de expressao”
referem-se ao veiculo através do qualvADN pode ser introduzido em uma
célula hospedeira, resultando em expressdo da sequéncia introduzida. Um

"vetor inter-genérico" é um vetor que permite conjugacao inter-genérica, isto

é, utiliza um sistema de passagem de ADN a partir de E. coli pafa uma outra

linha de células diretamente. Conjugacao inter-genérica tem menos manipu-
lagbes que transformagao.
Vetores tipicamente compreendem o ADN de um agente trans-

~missivel, no qual ADN estranho é inserido. Um meio comum para inserir um

segmento de ADN em um outro segmento de ADN envolve o uso de enzi-
mas chamadas enzimas de restricdo que clivam ADN em sitios especificos
(grupos especificos de nucleotideos) chamados sitios de restrigdo. Um “cas-
sete" refere-se a uma sequéncia Codificando ADN ou _segm_ento'de ADN que
codifica um produto de expressao que pode ser inserido em um vetor em

“definidos sitios de restricdo. Os sitios de restricdo de cassete sdo desenha-

dos para assegurar inser¢do do cassete no quadro de leitura préprio. Gene-
ricamente, ADN} estranho é inserido em um ou mais sitios de restricdo do
ADN vetor, e entdo é carreado pelo vetor em uma célula hospedeira junto
com o ADN vetor transmissivel. Um segmento ou sequéncia de ADN tendo
ADN inserido ou adicionado, tal como um vetor de expressao, também pode
ser cha'mado uma "construgdo de ADN". Um tipo comum de vetor é um

"plasmideo”, que genericamente € uma molécula auto - contida de ADN de

fita dupla, usualmente de origem bacteriana, que pode rapidamente aceitar
ADN adicional (estranho) e que pode ser facilmente introduzida em uma a-
propriada célula hospedeira. Um vetor plasmideo freqlientemente contem
ADN codificante e ADN promotor e tem um ou mais sitios de restrigdo apro-
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priados para insercdao de ADN estfanho. ADN codificante é uma seqiéncia
de ADN que codifica uma particular seqiiéncia de aminbécidos para uma
particular en‘zima}ou proteina. ADN promotor é uma sequéncia de ADN que
inicia, regula, ou de outro modo media ou controla a expressao do ADN codi- .
ficante. ADN promotor e ADN codificante podem ser do mesmo gene ou de
genes diferentes, e podem ser dos mesmos ou diferéntes organismos. Veto-
res de clonagem fecombinant_es freqUentemente incluirdo um ou mais siste-
mas de replicagao para clonagem ou expressdo, um ou mais marcadores
para sele¢dao no hospedeiro, por exemplo, resisténcia a antibiético, e um ou
mais cassetes de 'éxpresséo. Construcdes de vetores podem ser produzidas
usando técnicas padrdes de biologia moleculaf e ADN recombinante dentro
do conhecimento da técnica. Tais técnicas s&o inteiramente explicadas né
literatura. Ver, pbr exemplo, Sambrook J et al., supra; DNA Cloning:" A Prac-
tical Approach, Volumes | and I.l (D.N. Glover ed. 1985); Ausubel FM et al.
(eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley &'.Sons, Inc.
(1994). Vetores comumente usados, comercialmente diépom’veis incluem,
por exemplo, vetores pcDNA3 e pCR de Invitrogen (Carlsbad, Callf) e veto-
res pGEM de Promega (Madlson Wis.).

Atividade de "voltagem bloqueada" ou "bloqueio de voltagem" ou

"dependéncia de voltagem" referem-se a uma caracteristica de um canal de

‘potassio composto por mondémeros ou subunidades polpeptideo individuais.

Genericamente, a probabilidade de uma abertura de canal de potassio de
voltagem bloqueada aumenta quando uma célula é despolarizada. Canais

~ de potassio de voltagem bloqueada primariamente permitem efluxo de po-

tassio em potenciais de membrana mais positivos que o potencial reverso
para potassio (Ex) em células tipicas, porque eles t&m maior probabilidade
de serem abertos em tais voltagens. Ex é o potencial de membrana no qual

ndo ha fluxo liquido de ions potassio porque o potencial elétrico (isto &, po- |
tencial de voltagem) dirigindo efluxo de potassio € balanceado pelo gradiente
de concentragao para potéssid. O potencial de membrana de células depen-
de primariamente de seus canais de potassio e esta tipicamente entre -60 e -

100 mV para células mamiferas. Este valor é também conhecido como o
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"potencial reverso" ou o potencial "Nernst" para potassio. Alguns canais de
potassio bloqueados com voltagem sofrem inativagdo, o que pode_ reduzir
efluxo de potassio em maiores potenciais de membrana. Canais de potassio
também podem permitir influxo de potassio em certos exemplos quando eles
permanecem abertos em potenciais de membrana negativos para Ek (ver,
por exemplo, Adams and Nonner, in Potassium Channels, pp. 40-60 (Cook,
~ed. 1990)).A caracteristica de bloqueio com voltagem'pode ser medida atra-
vés de uma variedade de técnicas para medigdo de mudancas em fluxo de
corrente e fluxo de ions através de um canal, por exemplo, através de mu-
danga de [K*] da solugdo externa e medigéo de potencial de ativagéo da cor-
-rente de canal (ver, por exemplo, patente US 5 670 335), através de medi-
¢ao de corrente com técnicas de grampo de remendo ou grampo de volta-
gem sob diferentes condi¢des, e através de medi¢cdo de ions com tragédores '
marcados com radio ou corantes sensiveis a voltagem sob diferentes condi-
coes. | .

Il. Polinucleotideos isolados codificando KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) ou Su-
as Porgbes

Na pratica de processos aqui mostrados, varios agentes podem
ser usados para modular a atividade e/ou expresséo de KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) em uma célula. Em uma realizagdo, um agente é uma mo-
‘lécula de &cido nucléico codificando um polipeptideo  KCNQ5 ou
KCNQS(W27OL) ou uma sua porcao. Tais moléculas de acido nucléico sao
descritas em mais detalhes abaixo. ‘

Existe uma conhecida e definida correspondéncia entre a se-
quéncia de aminoacidos de uma par_ticul'ar proteina e as seqUéncAias de nu-
cleotideos que podem codificar a proteina, como definido pelo cédigo gené-
tico (r_ndstrado abaixo). Do mesmo modo, ha uma conhecida e definida cor- -
respondéncia entre a seqiiéncia de nucleotideos de uma particular molécu-
las de acido nucléico e a sequéncia de aminoacidos codificada por aquela
molécula de &cido nucléico, como definido pelo cddigo genético.

Cdédigo Genético
Alanina (Ala, A) GCA, GCC, GCG, GCT



10

15

20

25

30

41

Arginina (Arg, R) AGA, ACG, CGA, CGC, CGG, CGT
Asparagina (Asn, N) AAC, AAT

Acido aspartico (Asp, D) GAC, GAT

Cisteina (Cys, C) TGC, TGT

Acido glutamico (Glu, E) GAA, GAG

Glutamina (Gln, Q) CAA, CAG

Glicina (Gly, G) GGA, GGC, GGG, GGT

Histidina (His, H) CAC, CAT '
Isoleucina (lle, 1) ATA, ATC, ATT

Leucina (Leu, L) CTA, CTC, CTG, CTT, TTA, TTG
Lisina (Lys, K) AAA, AAG

Metionina (Met, M) ATG

Fenil alanina (Phe, FYTTC, TTT

Prolina (Pro, P) CCA, CCC, CCG, CCT

Serina (Ser, S) AGC, AGT, TCA, TCC, TCG, TCT
Treonina (Thr, T) ACA, ACC, ACG, ACT
Triptofano (Trp, W) TGG

Tirosina (Tyr, Y) TAC, TAT

Valina (Val, V) GTA, GTC, GTG, GTT

Sinal de terminagao (fim) TAA, TAG, TGA

Uma importante e bem conhecida caracteristica do cédigo gené-

tico é é sua redundancia, pelo que, para maior parte dos aminoacidos usa-

dos para fabricar proteinas, mais de um codificando tripleto nucleotideo pode

_'ser empregado (ilustrado acima). Por isso, um numero de diferentes se-

guéncias de nucleotideos podem codificar uma dada seqguéncia de aminoa-
cidos. Tais sequéncias de nucleotideos sdo consideradas funcionalmente
equivalentes porque elas resultam na produgdo da mesma seqiiéncia de

aminoacidos em todos os organismos (embora certos organismos possam
traduzir algumas seqiiéncias mals eﬂmentemente do que outras). Além dis-
SO, ocasuonalmente uma vanante metilada de uma purina ou pmmldlna pode
ser encontrada em uma dada seqiéncia de nucleotideos. Tais metilacbes

n&o afetam a relagédo codificante entre o cédon trinucleotideo e o correspon-
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dente aminoacido.

, Em vista do anterior, a sequiéncia de nucleotideos de uma molé-
cula de ADN ou ARN para um polipeptideo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) (ou
uma sua porgdo) pode ser usada para derivar a seqiiéncia de aminoacido
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), usando o cddigo genético para traduzir a molé-
cula de ADN ou ARN em uma sequéncia de aminoacidos. Da mesma manei-

‘ra, para qualquer seqiiéncia de aminoacido KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), cor-

respondentes sequéncias de polinucleotideos que podem codificar proteina
KCNQS ou KCNQ5(W270L) podem ser deduzidas do cédigo genético (que,

devido sua redundéncia, produzira multiplas sequéncias de polinucleotideos

-para qualquer dada sequéncia de aminoacidos). Assim, descrigdo e/ou ex-

posicdo aqui de uma seqliéncia de polinucleotideos KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) deve ser considerada para também incluir descricdo e/ou

exposi¢do da sequéncia de aminoacidos codificada pela seqléncia de poli-

nucleotideos. Similarmente, descricéo e/ou exposi¢ao de uma sequéncia de
aminoacidos KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) aqui deve ser considerada para
também incluir descricao e/ou exposicdo de todas possiveis sequéncias de
polmucleotldeos que podem codlflcar a sequéncia de aminoacidos.

- Um aspecto pertence a moléculas de acido nuclelco isoladas
que codificam proteinas KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) ou suas porgdes biolo-

‘gicamente ativas, assim como fragmentos de acidos nucléicos suficientes

para uso como sondas de hibridizagao para identificar polinucleotideos codi-
ficando KCNQ5 ou -KCNQ5(W270L) (por exemplo, ARNm KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L)) e fragmentos. para uso como primers PCR para a amplifi-
cagao ou mutagéo de polinucleotideos KCNQ5 ou KCNQS(WQ?OL). Porcbes
biologicamente ativas de proteinas KCNQ5 incluem, por exemplo, 0s seis
dominios transmembrana, a regido de poro, e a regido terminal-C conserva-

da. Sera entendido que, na discusséo de usos de moléculas de acido nucléi-

co KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), fragmentos de tais polinucleotideos assim
como polinucleotidebs KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) de inteiro comprimento
podem ser usados.

~ Um polinucleotideo aqui mostrado, por exemplo, SEQ ID NO: 1,
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ou uma sua porgao, pode ser isolado usando técnicas de biologia molecular
padrao e a informagao de seqiiéncia aqui provida. Por exemplo, usando toda
ou uma por¢édo da seqiéncia de polinucleotideos de SEQ ID NO: 1 como
uma sonda de hibridizagao, polinucleotideos KCNQS(W27OL) podem ser
isolados usando técnicas padrdes de hibridizagdo e c-Ionagem (por exemplo,
como descrito em Sambrook, J., Fritsh, E.F., e Maniatis, -T. Molecular Clo-
ning: A Laboratofy Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989).

Além disso, um polinucleotideo abrangendo toda du uma porgao
de SEQ ID NO: 1} pode ser isolado por PCR usando primers oligonucleoti-
deos sintéticos desenhados baseado na sequéncia de, por exemplo, SEQ ID
NO: 1.

Um :polinucleotl’deo pode ser amplificado usando ADNc, ARNm
ou alternativamente, ADN genéfnico, como um molde e apropriados primérs
oIigonucIeoﬂ'deos de acordo com técnicas padrdes de amplificacdo de PCR.
O polinucleotideo assim amplificado pode ser clonado em' um vetor apropri-
ado e caracterizado por analise de seqiéncia de ADN. Além dissb', oligonu- |
cIedtl'deos correspondendo a" seqliéncias de polinucleotideos KCNQ5 ou |
KCNQ5(W270L) podem ser preparados através de técnicas sintéticas pa-.
dr6es, por exemplo, usando um sintetizador de ADN automatizado.

Em uma realizagao preferida, um polinucleotideo isolado com- -
preende a seqﬂéncia de polinucleotideos mostrada em SEQ ID NO: 1.

Em uma outra realizacdo preferida, um polinucleotideo isolado

- compreende um polinucleotideo que é um complemento da seqliéncia de

polinucleotideos mostrada em SEQ ID NO: 1 ou uma porgao desta sequén-
cia de polinucleotideos. Um polinucleotideo que é complementar para a se-
quéncia de polinucleotideos mostrada em SEQ ID NO: 1 é um que é sufici-
entemente complementar para a sequéncia de pblinucleotl’d_eos mostrada
em SEQ ID NO: 1 de modo que ela pode hibridizar para a sequéncia de poli-
nucleotideos mostrada em SEO ID NO: 1, pelb que formando um duplex es-
tavel. ’

Ainda em uma outra realizacdo preferida, um polinucleotidec



10

15

20

25

30

44

isolado compreende uma sequéncia de polinucleotideos que é pelo menos
cerca de 95%, 98%, ou mais homéloga a seqiiéncia de polinucleoﬁdeos (por
exemplo, ao inteiro comprimento da sequéncia de nucleotideos) mostrada
em SEQ ID NO: 1 ou uma por¢do desta seqiiéncia de nucleotideos.

' Além disso, um polinucleotideo pode compreender somente uma
por¢ao da sequéncia de polinucleotideos de SEQ ID NO: 1; por exemplo, um

fragmento que pode ser usado como uma sonda ou primer ou um fragmento

codificando uma porgdao biologicamente ativa de uma proteu’na
KCNQS(WZ?OL), contanto que o fragmento inclua nucleotideos 808-810 de
SEQ ID NO:1. A sonda / primer tipicamente compreende um oligonucleoti-
deo substancialmente purificado. Em uma realizagdo, o oligonucleotideo
compreende uma regido de sequéncia de nucleotideos que hibridiza sob

condigdes rigorosas para pelo menos cerca de 12 ou 15, preferivelmente

~ cerca de 20 ou 25, mais‘preferi\'/elmente cerca de 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,

65, 75, ou 100 poIinuCI‘eots’deos consecutivos de uma seqléncia sentido de
SEQ ID NO: 1. Em uma outra realizagdo, um polinucleotideo compreende
uma sequéncia de polinucleotideos que é pelo menos cerca de 100, 200,

- 300, 400, 500, 600 ou 700 nucleotideos em comprimento e hibridiza sob

condigbes rigorosas de hibridizag}éo a uma sequéncia de polinuCIeotideos de
SEQ ID NO: 1 ou os seus complementos.

Em uma outra realizagdo, um polinucleotideo compreende pelo
menos cerca de 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, ou mais nucleotideos
contiguos de SEQ ID.-NO: 1, contanto que o fragmento inclua nucleotideos
808-810 de SEQ ID NO: 1. |

Em outras realizacdes, um polinucleotideo tem pelo menos 95%
de identidade, e mais preferivelmente 98% de identidade, com um polinucle-
otideo compreendendo pelo menos cerca de 100, 200, 300, 400, 500, 600,

700, ou mais polinucleotideos de SEQ 1D NO: 1, contanto que uma substitui-

¢ao em nucleotideos 808-810 seja para um cddon que produz uma substitui-
¢éo conservativa para o aminoacido leucina (por exemplo, uma substituigdo
que codifica para alanina, glicina, isoleucina ou valina).

Em uma outra realizagdo, um polinucleotideo codifica um poli-
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peptideo KCNQ5 contendo um dominio transmembrana S5-S6 de KCNQ1
no lugar do ddminio transmembrana S5-S6 tipo selvagém de KCNQS5. O
dominio transmer'n'brana S5-S6 humano foi determinado através de previsao
de estrutura secundaria usando o programa GCG baseado em hidrofobici-.
dade da seqliéncia de aminodcidos. S5 contem aminoacidos L266 a V287, e
S6 contem aminoacidos L326 a L352. Devido a falta de estrutura cristal de
KCNQ5, SEQ ID NO: 6 inclui uma regido estendida no ligador S4-S5 putati-
vo. Assim, em uma realiza¢do, o dominio transmembrana S5-S6 de KCNQ5
inclui nucleotl'deos_ 769-1062 de SEQ ID NO: 3, correspondendo a aminoaci-
dos 257-354 de SEQ ID NO: 4. Preferivelmente, o dominio transmembrana
S5-S6 é de KCNQ1 humano, mais preferivelménte o dominio transmembra-
na S5-S6 codificado por SEQ ID NO: 5. Em uma realizagao, o polinucleoti;
deo é uma seqdéncia de acido nucléico compreendendo SEQ ID NO: 3, on-
de nucleotideos 769-1062 sao substituido com SEQ ID NO: 5. Em uma outra
realizagdo, o polinucleotideo codifica SEQ ID NO: 4, onde aminoacidos 257-
354 estao substituidos com um dominio transmembrané S5-S6 de KCNQ1,
preferivelmente o dominio transmembrana S5-S6 representado pbr SEQ ID
NO: 6. .

| Em uma outra realizagdo, um polinucleotideo codifica um poli-
peptideo KCNQ5 contendo um dominio transmembrana S5 de KCNQ1 no

lugar do doml’_ni_o-transmembrana S5 tipo selvagem de KCNQ5. O dominio

transmembrana S5 em KCNQS5 humano corresponde a polinucléotideos 769-
873 de SEQ ID NO: 3, codificando aminoacidos S257-A291 de SEQ ID NO:

4. Preferivelmente, o dominio transmembrana S5 é de KCNQ1 humano,

mais preferivelmente o dominio transmembrana S5 codificado por nucleoti-
deos 1-105 de SEQ ID NO: 5. Em uma realizacdo, o polinucleotideo é uma
seqiiéncia de &cidos nucléicos compreendendo SEQ ID NO: 3, onde nucleo-
tideos 769-873 estao substituidos com nucleotideos 1-1 05 de SEQ ID NO: 5.
Em uma outra realizagdo, o polinucleotideo codifica SEQ ID NO: 4, onde
aminoécidos 257-291 séo substituidos com um dominio transmembrana S5
de KCNQ1, preferivelmente o dominio transmembrana S5 representado por
aminoécidos 1-35 de SEQ ID NO: 6.
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Sondas baseadas na seqliéncia de polinucleotideos KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) podem ser usadas para detectarem seqﬂéncias_{ranscritas
ou gendmicas codificando as mesmas proteinas ou proteinas homologas.
Em realizagdes preferidas, a sonda ainda compreende um grupo rétulo liga-
do a mesma, por exemplo, 0 grupo rétulo pode ser um radiois6topo, um

composto fluorescente, uma enzima, ou um co-fator enzima. Tais sondas

“podem ser usadas como parte de um kit teste diagnéStico para identificagédo

de células ou tecidos, particularmente o cérebro, musculo de esqueleto, e a
bexiga urindria, que expressa erroneamente uma proteina KCNQ5 tipo sel-

vagem, tal como através de medi¢do de um nivel de um polinucleotideo co-

~dificando KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) em uma amostra de células a partir de

um - sujeito, por exemplo, detectando niveis de ARNm KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) ou determinando se um gene KCNQ5 tipo selvagem sofreu

| mutagéao ou foi suprimido.

Um fragménto de acido nucléico codificando uma "porgao biolo-
gicamente ativa de uma proteina KCNQ5(W270L) pode ser preparado atra-
vés de isolamento de uma por¢do da seqiiéncia de polinucleotideos de SEQ

1D NO: 1, contanto que o fragmento inclua nucleotideos 808-810 de SEQ ID

NO: 1, que codifica um polipeptideo tendo uma at_ividade biolégica
KCNQ5(W270L) (isto é, a geragdo de correntes seletivas de K* de ativagdo

“lenta, dependentes de voltagem que sao insensiveis para o bloqueador de

canal K* TEA e mostram uma acentuada retificagio interna em voltagens |
positivas de mémbrana), expressdao de porcdo codificada da proteina
KCNQ5(W270L) (por exemplo, através de expressdo recombinante in vitro),
e avaliagcao de atividade da por¢ao codificada da proteina KCNQS(W270L). |
Polinucleotideos que diferem de SEQ ID NO: 1 devido a degene-
rescéncia do codigo genético, e assim codificam a mesma proteina -

KCNQ5(W270L) como aquela codificada por SEQ ID NO: 1 sdo abrangidos

pela presente exposi¢cdo. Da mesma maneira, em uma outra realizagéo, um
polinucleotideo isolado tem uma sequéncia de polinucleotideos codificando
uma proteina tendo uma sequéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID
NO: 2. |
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Moléculas de acidos nuvcléicos corfespondendo a variantes aléli-
cas naturais e hvomélogos das moléculas de KCNQ5 ou KCNQS(W27OL) po-
dem ser isoladas, por exemplo, baseado em sua homologia aos polinucleoti-
deoskKCNQ5 ou KCNQ%(W270L) aqui mostrados usando os ADNcs aqui
mostrados, ou suas por¢gées, como uma sonda de hibridizagao de acordo
com técnicas padroes de hibridizagdo. Por exemplo, um ADN -
KCNQ5(W270L) bode ser isolado de uma biblioteca de ADN genémico u-
sando toda ou uma por¢do de SEQ ID NO: 1 como uma sonda de hibridiza-
¢cado e técnicas padroes de hibridizagao ( por exemplo, comb descrito em
Sambrook J. et al., supra). Além disso, um polinucleotideo abrangendo todo
ou uma porcao de um gene KCNQ5 pode ser 'isolado através de reagéo de
cadeia polimerase usando iniciadores oligonucleotideos desenhados basea;
do na seqﬁéncié de SEQ ID NO: 1. Por exemplo, ARNm pode ser isolado de
células (por exemplo, através do procedimento de extragdo com guanidinib -
tiocianato de Chirgwin et al., Biochemistry 18; 5294-99 (1979)) e 'ADNc pode
ser preparado usando transcriptase reversa (por exemplo, Moloney MLV re-
verse transcriptase, disponivel de Gibco/BRL, Bethesda, Md.; ou AMV rever- |
se 'transcriptase, disponivel de Seikagaku América, Inc., St. Petersburg,
Fla.). Iniciadores oligonucleotideos sintéticos para amplificagdo PCR podem
ser desenhados baseado na sequéncia de polinucleotideos mostrada .em

‘SEQ ID NO: 1. _Um polinucleotideo pode ser amplificado usando ADNc ou,

alternativamente, ADN gendmico, como um molde e apropriados iniciadores
oligonucleotideos de acordo com técnicas padrées de amplificacdo PCR. O

- polinucleotideo assim amplificado pode ser clonado em um apropriado vetor

e caracterizado através de analises de seqiiéncia de ADN. Além disso, oli-
gonucleotideos correspondendo a uma sequéncia de polinucleotideos
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) podem ser preparados através de técnicas sin-
téticas padrdes, por exemplo, usando um sintetizador de ADN automatizado.

Em uma outra realizagao, um polinucleotideo isolado pode ser
identificado baseado em identi'dade de seqﬂéhcia de nucleotideos comparti-
lhada usando um algoritmo matematico. Tais algoritmos sdo esbocados em

mais detalhes acima (ver, por exemplo, se¢éo |, infra).
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Em uma outra realizacdo, um polinucleotideo isolado é pelo me-
nos 15, 20, 25, 30 ou mais polinucleotideos em comprimento e hibridiza sob
condi¢des rigorosas para a molécula de acido nucléico compreendendo a
sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 1 ou seus complementos. Em
uma outra realizagdo, o polinucleotideo é pelo menos 30, 50, 1 00, 150, 200,
250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, ou 600 nucleotideos em comprimento.

Preferivelmente, as condigcdes sao tais que seqUénCiaspelo menos 95%,

preferivelmente pelo menos cerca de 98%, homdlogas umas as outras tipi-
camente permanecem hibridizadas umas as outras. Preferivelmente, uma

molécula de acido nucléico isolada que hibridiza sob condi¢des rigorosas a

‘sequiéncia de SEQ ID NO: 1 ou seus complementos corresponde a uma mo-

lécula de acido nucléico ocorrendo naturalmente.

Em uma outra realizagdo, menores mudancas podem ser intro-

duzidas atraveés de mutagdo em seqléncias de polinucleotideos, por exem-

plo, de SEQ ID NO: 1, pelo que conduzindo a mudangas na sequéncia de
aminodcido da proteina codificada, sem alteragéo de atividade funcional de
uma proteina KCNQ5(W270L). Por exemplo, substituicbes de nucleotideos

conduzindo a substituigdes de faminoécidos em residuos de aminoacidos |
"néo-essehciais" podem'ser feitas na sequéncia de SEQ ID NO: 1. Um resi-

duo de aminoacido "nado-essencial" € um residuo que pode ser alterado da

“sequiéncia de um polinucleotideo KCNQ5(W270L) (por exemplo, a seqiiéncia

de SEQ ID NO: 1) sem alteracao der atividade funcional de uma molécula de
KCNQ5(W270L). Residuos exemplares que sao nao-essenciais e, por isso,
suscetiveis a substituicdo podem ser identificados por aqueles versados na
técnica através de realizagdo de um alinhamento de amino4cidos de molécu-
las relacionadas com KCNQ5(W270L) e determinando residuos que ndo sdo
conservédos. Tais residuos, devido nao terem sido conservados, sdo mais
provavelmente suscetiveis a substituigéo.

Da mesma maneira, um outro aspecto pertence a polinucleoti-
deos codificando proteinas KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) que contém mudan-
¢as em residuos de aminodacidos que nao sio essenciais para uma atividade

KCNQS5 ou KCNQ5(W270L). Tais proteinas KCNQ5(W270L), por exemplo,
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diferem em seqliéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 ainda retendo uma

inerente atividade KCNQ5(W270L). Um polinucleotideo isolado codificando
uma variante nao-natural de, por exemplo, uma proteina KCNQ5(W270L)
pode ser criado através de introdu¢do de uma ou mais substituicdes, adicdes
ou supressoes de nucleotideos na sequiéncia de polinubleotu’deos de SEQID
NO: 1 de modo que uma ou mais substituicdes, adi¢6es ou supressoes de
aminodcidos sao introduzidas na proteina codificada, contanto que uma
substituicdo em nucleotideos 808-810 seja para um cédon que produza uma
substituicdo conservativa para o aminoéacido leucina. Mutagéés podem ser
introduzidas em'SEQ ID NO: 1 através de técnicas padrdes, como mutagé-
nese direcionada asitio e mutagénese mediada por PCR. Preferivelmente,
s'ubstituigées conservativas de aminoacidos sdo feitas em um ou mais resi-
duos de aminoacidos nao-essenciais. Uma "substituicdo conservativa de
aminodacido" é uma na qual o residuo de aminoacido é substituido com um
residuo de aminoacido tendo uma cadeia lateral similar. Familiés de resi-
duos de aminoacidos tendo cadeias laterais similares foram definidas na

técnica, incluindo cadeias laterais basicas (por exemplo, lisina, arginina, his-

‘ tidiha),_cadeias laterais acidas (por exemplb, acido aspartico, &cido glutami-

co), cadeias laterais polares nao-carregadas (por exemplo, glicina, asparagi-

na, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadeias laterais nao-

polares (por exemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenil alani-

na, metionina, triptofano), cadeias laterais beta - ramificadas (por exemplo,

troenina, valina, isoleucina) e cadeias laterais arométicas (por exemplo, tiro-

~ sina, fenil alanina, triptofano, histidina). Assim, um residuo de aminoacido

nao-essencial em um polipeptideo KCNQ5(W270L) é preferivelmente substi-
tuido com um outro residuo de aminoéacido da mesma familia de cadeia late-
ral. | )
Alternativamente, em uma outra realizagdo, muta¢cdes podem
ser introduzidas randomicamente ao longo de toda ou parte de uma sequén-
cia codificando KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), tél como através de mutagéne-
se de saturacdo, e os mutantes resultantes podem ser selecionados, por

exemplo, por sua habilidade para ativar transcricdo ou para identificar mu-
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tantes que retém atividade funcional. Seguindo mutagénese, a proteina mu-
tante KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) pode ser expressa recombinantémente em
uma célula hospedeira e a atividade funcional da proteina mutante pode ser
determinada usando ensaios disponiveis na técnica para avaliagdo de ativi-
dadé KCNQS5. Os ensaios incluem, mas ndo sao limitados a, gravagédo de

célula integral de grampo remendo usando células mamiferas como hospe-

~deiros ou grampeamento de voltagem de dois eletrodos usando odcitos de

Xenopus laevis como hospedeiros.
Ainda um outro aspecto pertence a polinucleotideos isolados
codificando proteinas de fusao KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). Tais polinucleo-

-tideos, compreendendo pelo menos uma primeira sequiéncia de polinucleoti-

deos codificando proteina, polipeptideo ou peptideo KCNQ5 ou
KCNQ%(W270L) de inteiro comprimento tendo atividade KCNOS ou
KCNQ5(W270L) ligado operave'lmente a uma segunda sequéncia de polinu-
cleotideo codificando uma proteina, polipeptideo ou peptideo ndo-KCNQ5 ou
néo-KCNQS(WZ?OL) podem ser preparados através de técnicas padroes de
ADN recombinante. o

Em uma realizagdo preferida, uma proteina KCNQ5 ou
KCNQS(WZ?OL) pode ser ensaiada para a habilidade para codificar canais

de fons funcionais usando processos eletrofisioldgicos como descrito acima,

“por exemplo, grava¢do de célula integral de grampo de remendo usando

células mamiferas como hospedeiros ou grampeamento de voltagem de dois
eletrodos usando odcitos de Xenopus laevis como hospedeiros. Em um as-
pecto, o polipeptideo KCNQ5 contem um dominio transmembrana S5-S6 de
KCNQ1. Em um outro aspecto, 0 polipeptideo KCNQS5 contem um dominio’
transmembrana S5 de KCNQ1. _

| Em adicdo aos polinucleotideos codificando proteinas KCNQ5

ou KCNQ5(W270L) descritos acima, um outro aspecto pertence a polinu-

cleotideos isolados que sd@o anti - sentido. Um &cido nucléico "anti-sentido”
compreende uma sequéncia de nucleotideos que € compleméntar a um aci-
do nucléico "sentido" codificando uma prdtel’na, por exemplo, complementar
a fita codificando de uma molécula de ADNc de fita dupla ou complementar a
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uma sequéncia de ARNm. Da mesma maneira, um acido nucléico anti-
sentido pode ligar com hidrogénio a um acido nucléico séntido. O 4cido nu-
cléico anti-sentido pode ser complementar a uma inteira fita codificante
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), ou somente a uma sua por¢do. Em uma reali-
zagao, uma molécula de &cido nucléico anti - sentido é anti-sentido para uma
"regido codificante” da fita codificante de uma seqi]énCia de nucleotideos
codificando KCNQS ou KCNQ5(W270L). O termo "regido codificante" refere-
se a regido da seqléncia de nucleotideos compreendendo cédons que sdo
traduzidos em residuos de aminoacidos. O termo "regido nao-codificante"
refere-se a seq[]éhcias 5' e 3' que flanqueiam a regido codificante que nao
sdo traduzidas em aminoacidos (isto &, também referidas como regides nio-
traduzidas 5' e 3'). -
Dadas as sequéncias de fita codificantes codificando KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) aqui mostradas, acidos nucléicos anti-sentido podem ser
desenhados de acordo com as regras de emparelhamento de bases de Wat-
son e Crick. O polinucleotideo anti - sentido pode ser corhplementar para a
inteira regido codificante de ARNm KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), as mais |

~ preferivelmente € um oligonucleotideo que é anti - sentido para somente

uma por¢ao da regiao cidificante ou ndo-codificante de ARNM de KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L). Por exemplo, o oligonucleotideo anti-sentido pode ser

‘complementar para a regiao circundando o sitio de partida de tradugéo de

ARNm KCNQ5(W270L). Um oligonucleotideo anti - sentido pode ser, por
exemplo, de cerca de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ou 50 nucleotideos em

~ comprimento. Um polinucleotideo anti - sentido pode ser construido usando

sintese quimica e reagdes de ligagdo enzimatica usando procedimentos co-
nhecidos na técnica. Por exemplo, um &cido nucléico anti - sentido (por e-
xemplo, um oligonucleotideo anti-sentido) pode ser quimicamente sintetizado

usando nucleotideos ocorrendo naturalmente ou nucleotideos variadamente
modificados desenhados para aumento de estabilidade bioldgica das molé-
culas ou para aumento de eétabilidade fisica do duplex formado entre os
acidos nucléicos anti - sentido e sentido, por exemplo, derivados de fosforo-
tioato e nucleotideos substituidos com acridina podem ser usados. Exemplos
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de nucleotideos modificados que podem ser usados para geragéo de acido
nucléico anti - sentido incluem 5-fldor uracila, 5-bromo uracila, 5-cloro uraci-
la, 5-iodo uracila, hipoxantina, xantina, 4-acetil citoxina, 5-(carboxi hidroxil
metil) uracila, 5-carboxi metil amino metil-2-tio uridina, 5-carboxi metil amino
metil uracila, diidro wuracila, beta-D-galactosil queosina, inosina, N6-

isopentenil adenina, 1-metil guanina, 1-metil inosina, 2,2-dimetil guanina, 2-

~metil adenina, 2-metil guanina, 3-metil citosina, 5-metil citosina, N6-adenina,

7-metil guanina, 5-metil amino meil uracila, 5-metoxi amino metil-2-tio uraci-
la, beta-D-manosil queosina, 5'-metoxi carboxi metil uracila, 5-metoxi uracila,

2-metil tio-N6-isopentenil adenina, acido uracil-5-oxiacético (v), wibutoxosina,

-pseudo uracila, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tio uracila, 2-tio uracila, 4-

tio uracila, 5-metil uracila, metil éster de acido uracil-5-oxi acético, acido ura-

cil-5-oxi acético (v), 5-metil-2-tio uracila, 3-(3-amino-3-N-2-carboxi propil)

uracila, (acp3)w, e 2,6-diamino purina. Alternativamente, o acido nucléico

anti - sentido pode ser produzido biologicamente usando um vetor de ex-
press@o no qual um acido nucléico foi subclonado em uma orientagéo anti -
sentido (isto é, ARN transcrito do 4cido nucléico inserido sera de uma orien-
tacao anti- sentido para um acido nucléico alvo de interesse, ainda descrito
na sub-segdo seguinte). : o -

Os polinucleotideos anti - sentido sao t'ipicamente'administrados
a um sujeito ou gerados in situ de modo que eles hibridizam com ou ligam-se
a ARNm celular e/ou ADN genémico codificando uma proteina KCNQ% ou
KCNQ5(W270L) para. pelo que inibir expressdo da proteina , por exemplo,
através de inibicdo de transcricdo e/ou tradugdo. A hibridizagéo pode ser
através de complementaridade de nucleotideo convencional para formar um
duplex estavel, ou, por exmeplo, no caso de um polinucleotideo anti - sentido

que se liga a duplexes ADN, através de especificas interagdes na ranhura

principal da hélice duplex. Um exemplo de uma rota de administragdo de

polinucleotideos anti - sentido inclui inje¢ao direta em um sitio de tecido. Al-
ternativamente, polinucleotideos anti - sentido podem ser modificados para
alvejar células selecionadas e entao administrados sistemicamente. Por e-

xemplo, para administragdo sistémica, moléculas anti - sentido podem ser
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modificadas de modo que elas IigUem-se especificamente a receptores ou
antigenos expressos sobre uma superficie de célula seleéio_nada, pbr exem-
plo, através de ligagdo de polinucleotideos anti - sentido a peptideos ou anti-
corpos que se ligam a receptores ou antigenos de superficie de célula. Os
polinucleotideos anti - sentido também.podem ser Iiberados para células u-
sando os vetores aqui descritos. Para obter suficiente cohcentraqées intrace-
lulares das moléCUIas anti - sentido, constru¢des de vetores nas quais o po-
linucleotideo anti - sentido é colocado sob o controle de um promotor pol |l
ou pol Il forte sdo preferidas. | |

Ainda em uma outra realizac&o, o polinucleotideo anti - sentido é
uma molécula de acido nucléico alfa-anoméricé. Uma molécula de &cido nu-
cleico alfa-anomérica forma especificos hibridos de fita dupla com ARN
complementar onde, contrario as usuais unidades - beta, as fitas correm pa-
ralelas uma a outra (Gaultier C et al., Nucleic Acids Res. 15:6625-41.(1987)).
A molécula de &cido nucléico anti - sentido também pode comp'feender um
2'-0-metil ribonucleotideo (Inoue H et al., Nucleic Acids Res. 15:61-3148
(1987)), ou um analogo ARN - ADN quimérico (Inoue H et al., FEBS Lett.
215:327-30 (1987)). | o

Ainda em uma outra realizagdo, um polinucleotideo anti - sentido
é uma ribozima. Ribozimas sdo moléculas de ARN cataliticas com atividade
ribonuclease que S80 capazeé de clivar um acido nucléico de fita simples, tal
como um ARN, para o qual elas tém uma regido complementar. Assifn’, ribo-
zimas (por exemplo, ribozimas cabe¢a de martelo (descritas em Haselhoff J

_ ‘e Gerlach WL, Nature 334:585-91 (1988))podem ser usadas para clivagem

catalitica de transcritos de ARNm KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) para pelo que
inibir tradugdo de ARNm KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). Uma ribozima tendo
especificidade para um &cido nucléico codificando KCNQ5(W270L) pode ser

desenhada baseado na seqléncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 1. Por |
exemplo, um derivado de um ARN de Tetrahymena L-19 IVS pode ser cons-
truido no qual a sequéncia de nucleotideos do sitio ativo & complementar &
sequéncia de nucleotideos a ser clivada em um ARNm codificando
KCNQ5(W270L) (ver, por exemplo, patentes US 4 987 071 e 5 116 742).
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Alternativamente, ARNm KCNQ5(W270L) pode ser usado para selecionar
um ARN catalitico tendo uma especifica atividade ribonuclease a partir de
uma reuniao de moléculas de ARN (ver, por exemplo, Bartel D and Szostak
JW, Science 261:1411-18 (1993)). '

Alternativamente, expressédo de gene pode ser in'ibida alvejanto

sequéncias de nucleotideos complementares para uma regiao reguladora de

'KCNQS5 ou KCNQ5(W270L) (por exemplo, promotor e/ou aperfeicoadores

KCNQ5(W270L) para formar estruturas de hélice tripla para prevenir trans-
cricao de um gene KCNQ5 ou KCNQS5)(W270L) em células alvos (ver gene-
ricamente, Helene C, Anticancer Drug Des. 6:569-84 (1991); Helene C et al.,

‘Ann. N. Y. Acad. Sci. 660:27-36 (1992); Maher LJ, Bioassays 14:807-15

(1992)).
Ainda em uma outra realiza¢édo, os polinucleotideos KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) podem ser modificados na metade base, metade acucar, ou
cadeia principal fosfato para aperfeigoar, por exemplo, a estabilidadé, hibri-
dizagao, ou solubilidade da molécula. Por exemplo, a cadeia principal fosfato
desoxirribose dos polinucleotideos pode ser modificada para gerar &cidos

‘nucléicos peptideos (ver Hyrup B et al., Bioorg. Med. Chem. 4:5-23 (1996)).

Como aqui usados, os termos "4acidos nucléicos peptideos” e "PNAs" refe-

rem-se a imitacoes de acidos nucléicos, por exemplo, imitacdes de ADN, nas

‘quais a cadeia principal fosfato desoxirribose é substituida por uma cadeia

principal pSeudo-peptideo e somente as quatro nucleobases naturais sao
retidas. A cadeié principal neutra de PNAs foi mostrada permitir especifica
hibridizagéo para ADN e Arn sob condi¢bes de baixa resisténcia i6nica. A
sintese de oligémeros PNA pode ser realizada usando protocolos de sintese
de peptideo de fase sdlida padrao como descrito em Hyrup B et al., supra;
Perry-O'Keefe H et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:14670-75 (1996).
PNAs de polinucleotideos: KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) podem

ser usados em aplicagGes terapéuticas e diagnosticas. Por exemplo, PNAs

podem ser usados como agentes anti - sentido ou anti - gene para modula-
¢ao especifica de seqliéncia de expressdo de gene através de, por exemplo,

indugdo de impedimento de transcrigéo ou tradugdo ou inibigdo de replica-
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cao. PNAs de moléculas de acido nucléico também podem ser usados na
analise de mutacbes de par de base simples em um gené (por exémplo, a-
través de grampeamento de PCR direcionada por PNA), como "enzimas de
restricao artificiais" quando usados em combinagdao com outras enzimas (por
exemplo, S1 nucleases (Hyrup B et al., supra), ou como sondas ou iniciado-
res para seqiienciamento ou hibridizagao de ADN (Hyrup Betal, supra; Per-
ry-O'Keefe H et al; supra).

Em uma outra realizagdo, polinucleotideos KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) podem ser modificados (por exemplo, para aperfeigoamen-
to de sua estabilidade ou tomada celular) através de ligacédo de grupos:lipofi-
licos ou outros auxiliares a PNA, através de formagao de_quimeras PNA-
ADN, ou através do uso de lipossomas ou outras técnicas conhecidas de
liberagao de drdga. Por exemplo, quimeras PNA-ADN de polinucleotideos
KCNQ5 ou KCNQS(W27OL) podem ser geradas as quais podem combinar
as vantajosas propriedades de PNA e ADN. Tais quimeras permitem que
enzimas de reconhecimento de ADN (por exemplo, RNase H e ADN polime-
rases) interajam com a porgdo ADN enquanto a por¢do PNA pode prover

~ alta afinidade de ligagéo e especificidadeQ Quimeras de PNA-ADN podem

ser ligadas usando ligadores de apropriados comprimentos selecionados em
tér_mos de empilhamento de bases, numero de ligagdes entre as nucleoba-
ses, e orientagdo (Hyrup B et al., supra). A sintese de quimeras de PNA-
ADN pode ser réalizada como descrito em Hyrup B et al., suprei, e FinnPJ et
al., Nucleic Acids Res. 24:3357-63 (1996). Por exemplo, uma cadeia ADN

~ pode ser sintetizada sobre um suporte sélido usando quimica de acoplamen-

to de fosforamidito padrao e analogos de nucleosideos modificados, por e-
xemplo, 5'-(4-metoxi tritil) amino-5'-desoxi timidina fosforamidito, pode ser
usado como um entre PNA e a extremidade 5' de ADN (Mag M et al., Nucleic

Acids Res. 17:5973-88 (1989)). Monémeros PNA sdo entdo acoplados em |
uma maneira em etapas para produgao de uma molécula quimérica com um
segmento 5' PNA € um segménto 3' ADN (Finn PJ et al., supra). Alternati-
vamente, moléculas quiméricas podem ser sintetizadas com um segmento
ADN 5' e um segmento PNA 3' (Petersen KH et al., Bioorg. Med. Chem. Lett.



10

15

20

25

30

56

5:1119-24 (1995)).

, Em outras realizagbes, o oligonucleotideo pode incrlui_r outros
grupos apostos tais como peptideos (por exemplo, para alvejar receptores
de célula hospedeira in vivo), ou agentes facilitando o transporte através de
membrana de célula (ver, por exemplo, Letsinger RL et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 86:6553-56 (1989); Lemaitre M et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA

1 84:648-52 (1987); PCT Publication No. W0O88/09810) ou a barreira sangue -

cérebro (ver, por exemplo, PCT Publication No. WO89/10134). Em adic&o,
oligonucleotideos podem ser modificados com agentes de clivagem dispara-
dos por hibridizagao (ver, por exemplo, van der Krol AR et al., Biotechniques
6:958-76 (1988)) ou agentes intercalantes (ver, por exemplo, Zon G, Pharm.
Res. 5:539-49 (1988)). Para este fim, o oligonucleotideo pode ser conjugado

a uma outra molécula (por exemplo, um peptideo, agente de reticulagdo dis-

parado com hibridizacao, agenfe de transporte, ou agente de clivagem dis-

parado com hibridizagdo).

' Em uma realizagdo, expressdo de polinucleotideo KCNQ5 ou
KCNQS(WZ?OL) pode ser inibida através de ARNSs interferentes curtos (siR-
NA). O siRNA pode ser dsRNA tendo 19-25 nucleotideos. siRNAs podem ser
produzidos endogenamente através de degradacao de moléculas de dsRNA

maiores por uma nuclease relacionada a RNase Il chamada Dicer. SiRNAs

“também podem ser introduzidos em.uma célula exogenamente, ou através

de transcri'géo. de uma construgdo de expressdo. Uma vez formado, os siR-
NAs montam cdm componentes de proteina em complexos contendo endor-
ribonucleases conhecidos como complexos de siléncio induzido por ARN
(RISCs). Desenrolamento gerado por ATP do siRNA ativa os RISCS, que por
sua vez alvejam o transcrito ARNm complementar através de emparelha-

mento de bases de Watson-Crick, pelo que clivando e destruindo o ARNm. -

Clivagem do ARNm ocorre préximo do meio da regido ligada pela fita de

siRNA. Esta degradacdo de ARNm especifica de sequiiéncia resulta em si-
lenciamento de gene.
Pelo menos duas maneiras podem ser empregadas para obten-

¢do de silenciamento de gene mediado por siRNA. Primeiro, siRNAs podem
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ser sintetizados in vitro e introduzidos em células para suprimirem transien-
temente a expressao de gene. siRNAs sintéticos proporcionam uma maneira
facil e eficiente para obtencao de ARNi. SiRNA s&o duplexes de oligonucleo-
tideos mistos, curtos que podem incluir, por exemplo, 19 nucleotideos ARNs
com proje¢oes 3' de dinucleotideo simétricos. Usandd duplexes de siRNA de |
21 pb sintéticos (por exemplo, 19 bases ARN seguido por uma projecao 3'
UU ou dTdT), silé‘nciamento de gene especifico de seqliéncia pode ser obti-
do em células mamiferas. Estes siRNAs podem especificamente suprimir
alvejada tradugdo de gene em células mamiferas sem ativagéo de proteina
cinase depende‘nté de ADN (PKR) através de ARNs de fita dupla mais lon-
gos (dsRNA), que pode resultar em repressao héo-especifica de tradugdo de
muitas proteinas. o
Segundo, siRNAs podem ser expressos in vivo a partir de veto-
res. Esta abordagem pode ser usada para expressar estavelmente siRNAs
em células ou animais transgénicos. Em uma realizagao, vetores'. de expres-
sdo de siRNA sdo engenheirados para dirigirem transcricdo de siRNA a par-
tir de unidades de transcrigdo polimerase Il (pol lll). Unidades de transcricdo |
Pol Il sdo apropriadas para éxpresséo de siRNA grampo porque elas dis-
pdem de um sitio de terminagao de transcri¢ao rico em AT curto que conduz
a adicdo de 2 pb de proje¢des (por exemplo, UU) para siRNAs grampos -

uma caracteristica que é util para fungao de siRNA. Os vetores de expressao

Pol Ill também podem ser usados para criagdo de camundongo transgénico

que expressa siRNA.

Em uma outra realizagdo, siRNAs podem ser expressos em uma
maneira especifica de tecido. Sob esta abordagem, longos dsRNAs sdo pri-
meiro expressos a partir de um promotor (tal como CMV (pol 1)) nos nicleos
de selecionadas linhas de células ou camundongos transgénicos. Os longos
dsRNAs sao processados em siRNAs nos nucleos (por exemplo, por Dicer).
Os siRNAs deixam os nucleos e mediam sulencnamento especifico de gene.
Uma abordagem similar pode ser usada em conjungao com promotores es-
pecificos de tecido (pol Il) para criagdo de camundongo nocaute especifico
de tecido.
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Qualquer projegao de dinucleotideo 3', tal como UU, pode ser
usada para desenho de siRNA. Em alguns casos, residuos G na projecéo
sao evitados devido ao potencial para o siRNA ser clivado por RNase em
residuos G de fita simples.

Com relagédo a prépria sequéncia de siRNA, foi verificado que
siRNAs com teor GC de 30-50% podem ser mais ativos que aqueles com um

‘maior teor G/C em certos casos. Além disso, uma vez que um trato poli(T)

de 4-6 nucleotideos pode. atuar como um sinal de terminagcao para pol Ili
ARN, estiramentos de >4 Ts ou As na sequéncia alvo podem ser evitados
em certos casos quando desenhando seqliéncias a serem expressas a partir

-de um promotor pol Il ARN. Em adigdo, algumas regides de ARNm podem

ser altamente estruturadas ou ligadas por proteinas reguladoras. Assim, po-

de ser util selecionar sitios alvos de siRNA em diferentes posi¢des ao longo

do comprimento da sequéncia de gene. Finalmente, os potenciais sitios al-

vos podem ser comparados a apropriada base de dados de genoma (huma-
no, camundongo, rato, etc.). Quaisquer seqliéncias alvos com mais que 16-
17 pares de bases contiguos de homologia a outras sequéncias codificantes
podem ser eliminadas de consideragao em certos casos.

| Em uma realizagao, siRNA pode ser desenhado para ter duas
repeticdes invertidas separadas por uma sequiéncia espagadora curta e ter-

‘mina com uma corda de Ts que serve como um sitio de terminagdo de

transcricao. Este desenho produz um transcrito ARN que é previsto dobrar
em um siRNA grampo curto. A selegao de seqiiéncia alvo de siRNA, o com-
primento das repetigbes invertidas que codificam a haste de um grampo pu-
tativo, a ordem das repeticoes invertidas, 0 comprimento e composigéo da
sequiéncia espagadora que codifica o lago do grampo, e a presenga ou au-
séncia de proje¢des-5', podem variar para obtencdo de desejaveis resulta-

dos.

, Os alvos siRNA podem ser selecionados através de exploragdo
de uma sequéncia de ARNm para dinucleotideos AA e gravando os 19 nu-
cleotideos imediatamente a jusante do AA. Outros processos também po-
dem ser usados para selegéo de alvos siRNA. Em um exemp]o, a sele¢ao da
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sequéncia alvo siRNA é puramenfe empiricamente determinada (ver, por
exemplo, Sui G et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:5515-_20 (2002)), tanto
quanto a seqiiéncia alvo comece com GG e ndo compartilhe significante
homologia de seqliéncia com outros genes como analisado por busca
BLAST. Em um outro exemplo, um processo mais evléborado é empregado
para selecionar as sequéncias alvos siRNA. Este pro.cedimento-explora uma
observagéao que qUanuer sitio acessivel em ARNm enddgeno pode ser alve-
jado para degradacédo através do processo de oligodesoxirribonucleotideo
sintético / RNase'.H'(ver, por exemplb, Lee NS et al, Natufe Biotechnol.
20:500-05 (2002)).

Em uma outra realizagdo, o cassete de expressdo de siRNA é
construido para conter a fita sentido do alvo , seguida por um espagador cur?
to, a fita anti - éentido do alvo, e 5-6 Ts como terminador de transcrigao. A
ordem das fitas sentido e anti - sentido dentro das construgdes de expressao
de siRNA pode ser alterada sem afetar as atividades de silenciamento de
gene do siRNA grampo. Em certos exemplos, a reversdao da ordem pode
causar redugao parcial em atividades de silenciamento de gene. |

| O comprimento da seqiiéncia de nucleotideos sendo usada co-
mo a haste de cassete de expressdo de siRNA pode variar, por exemplo, de
19_ a 29. O tamanho de lago pode variar de 3 a 23 nucleotideos. Outros
comprimentos e/ou tamanhos de lagos também podem ser usados.

Ainda em uma outra realizagdo, uma proje¢éo 5' na con'strugéo

de siRNA grampo pode ser usada, contanto que o siRNA grampo seja fun-

~ cional em silenciamento de gene. Em um exemplo especifico, a proje¢ao 5'

inclui cerca de 6 residuos de nucleotideos.

Ainda em uma outra realizagdo, a sequéncia alvo para ARNi é
um fragmento de seqiiéncia de 21-meros de SEQ ID NO: 1, preferivelmente
incluindo nucleotideos 808-810 de SEQ ID NO: 1. A extremidade 5' da se- |
guéncia alvo tem dinucleotideo "NA", onde "N pode ser qualquer base e "A"
representa adenina. A restante seqiéncia de’19-meros tem um teor GC de
entre 35% e 55%. Em adigcéo, a restante sequéncia de 19-meros nao inclui
qualquer quatro consecutivas A ou T (isto é, AAAA ou TTTT), trés consecuti-
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vas G ou C (isto é, GGG ou CCC), ou sete "GC" em uma fila.

Adicionais critérios também podem ser usados para Selegéo de
sequéncias alvos ARNi. Por exemplo, o teor GC da restante seqiéncia de 19
meros podé ser limitado para entre 45% e 55%. Além disso, qualquer se-
qi]éhcia de 19 meros tendo trés bases idénticas consecutivaé (isto &, GGG,
CCC, TTT, ou AAA) ou uma sequléncia palindromo com 5.ou mais bases é

_excluida. Além disso, a sequiéncia de 19 meros restante pode ser seleciona-

da para ter baixa homologia de seqiiéncia a outros genes. Em um exemplo
especifico, potenciais sequéncias alvos sdo buscadas por BLASTN contra
base de dados de seqliéncia cacho UniGene humana de NCBI. A base de

-dados UniGene humana contem conjuntos ndo-redundantes de cachos ori-

entados de gene. Cada cacho UniGene inclui seqliéncias que representam

um unico gene. Sequéncias de 19 meros ndo produzindo acerto para outros

genes humanos sob a busca BLASTN podem ser selecionadas. Durante a

busca, o valor-e pode ser fixado em um valor rigoroso (tal como "1").

| .A eficacia das seqiiéncias de siRNA, assim como qualquer outra
séqUéncia de RNAI derivada, pode ser avaliada usando-se varios processos
conhecidos na técnica. Por exemplo, uma seqiiéncia de siRNA pode ser in- |
troduzida ’em uma célula que ’exbresSa KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). O nivel
de ARNm ou polipeptideo de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) na célula pode ser

“detectado. Uma mudanga substancial no nivel de expressdo de KCNQ5 ou

KCNQS(WZ?O‘L) antes e apés a introdugao da sequéncia de siRNA é indica-
tiva da eficacia da seqiéncia de siRNA na supressdo de expressdo de
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). em um exemplo especifico, os niveis de ex-
pressao de outros genes também sdo monitorados antes e apés»a introdu-
¢ao da sequéncia de siRNA. Uma seqliéncia de siRNA que tem efeito inibi-
dor sobre expressédo de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) mas ndo afeta signifi- -

cantemente a expressao de outros genes pode ser selecionada. Em um ou-

tro exemplo especifico, multiplos siARN ou outras seqiiéncias de ARNi po-
dem ser introduzidas na mesma célula alvo. Estas sequéncias de siRNA ou
RNAI inibem especificamente expressdo de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) mas

nao a expressdo de outros genes. Ainda em um outro exemplo especifico,
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sequéncias de siRNA ou outras de RNA| que inibem a expressdao de KCNQ5
ou KCNQS(WZ?OL) e outro gene ou genes podem ser usadas. -
Polinucleotideos anti - sentido podem ser produzidos a partir de
um cassete de expressao heterélogo em uma célula transfectante ou célula.
transgénica. Alternativamente, os polinucleotideos énti - sentido podem |
compreender o|igonucleot|’deos soluveis que sao administrados ao milieu
externo, tanto no fneio de cultura in vitro como no sistema circulatério ou em
fluido intersticial in vivo. Polinucleotideos anti - sentido soluveis presehtes no
millieu externo foram mostrados ganhérem acesso ao citoplasma e inibirem
traducgao de esp’ecvificas espécies de ARNm. ‘ |
1. Proteinas, Seus Fragmentos KCNOS e KCNQ5(W270L) e Anti-
corpos anti-KCNQ5 e anti-KCNQ5(W270L) o
Um : outro aspecto pertence a proteinas KCNQ5 e
KCNQ5(W270L), e suas porgéés biologicamente ativas, assim como frag-

mentos de polipeptideos apropriados para uso como imundégenos para ele-

var anticorpos anti-KCNQ5 ou anti-KCNQ5(W270L). Em uma realizagéo,
proteinas KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) podem ser isoladas de fontes de célu- |
Ias'ou,tecidos através de urh apropriado esquema de purificagdo usando
técnicas padrbes de purificagdo de proteina. Em uma outra realizagéo, prote-
inas KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) sdo produzidas através de técnicas de
ADN recombinante. Em alternativa a expressao recombinante, um polipepti-
deo KCNQ5 ou'KCNQS(W27OL) pode ser sintetizado quimicamente vuSando
técnicas padroes de sintese de peptideo. Sera entendido que na discussao

_ ‘de usos de proteinas KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), por exemplo, como mos-

trado em SEQ ID NO: 2, que fragmentos de tais proteinas que séao polipepti-
deos KCNQ5 ou KCNQS(W27OL) de comprimento ndo-inteiro assim como
proteinas KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) de inteiro comprimento podem ser
usadas. - |
Um outro aspecto pertence a proteinas KCNQ5™ ou
KCNQ5(W270L) isoladas. Préferivelmente, as proteinas KCNQS(W27OL)
compreendem a seqiiéncia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO: 1 ou

uma sua por¢do. Em uma outra realizagao preferida, a proteina compreende
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a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 ou uma sua porga@o. Em ou-
tras realizagdes, a proteina tem pelo menos 90%, mais preferivelmer_\te 95%,
e mesmo mais preferivelmente 98% de identidade de aminoacidos, com a
seqliéncia de aminoacidos mostrada em SEQ ID NO: 2 ou uma sua porgao,
contanto que uma substituicado em aminoacido 270 nao reestabeleca sensiti: i
vidade de retigabina para o polipeptideo KCNQ5. Porgoes preferidas de mo-

léculas de polipeptideo KCNQ5(W270L) sao biologicamente ativas, por e-

xemplo, uma por¢ao do polipeptideo KCNQ5(W270L) tendo a habilidade de
codificar canais de ions seletivos de potassio funcionais em um sistema

hospedeiro, por exemplo, linhas de células mamiferas ou oécitos de Xeno-

- pus laevis.

Por¢des biologicamente ativas de uma proteina KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) incluem peptideos compreendendo seqiéncias de aminoa-

cidos suficientemente homoélogas a ou derivadas da seqliéncia de aminoaci-

dos da proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), que inclui menos aminoacidos
que as proteinas KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) de inteiro comprimento, e exi-
bem pelo menos uma atividade de uma proteina KCNQ5 ou
KCNQS(W270L). | | |
) Um aspecto é para pO'Iipeptideos KCNQ5 contendo um dominio
transmembrana S5-S6 de KCNQ1 no lugar do dominio transmembrana tipo

“selvagem de KCNQ5. Preferivelmente, o dominio transmembrana S5-S6 é

de KICNQ1 humano. Em uma realizagdo, a seqiiéncia de aminoacidos do
polipeptideo KCNQ5 compreende SEQ ID NO: 4 com aminoacidos 257-354
substituidos com o dominio transmembrana de S5-S6 de KCNQ1. Preferi-
velmente, aminoacidos 257-354 de SEQ ID NO: 4 s&o substituidos com SEQ
ID NO: 6. .
| Um outro aspecto é para polipeptideos KCNQ5 contendo um

dominio transmembrana S5 de KCNQ1 no lugar do dominio transmembrana

tipo selvagem de KCNQ5. Preferivelmente, o dominio transmembrana S5 é

de KCNQ1 humano. Em uma realizagcdo, a sequéncia de aminoacidos do

polipeptideo KCNQ5 compreende SEQ ID NO: 4 com aminodcidos 257-291

substituidos com o dominic transmembrana S5 de KCNQ1. Preferivelmente,
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aminoacidos 257-291 de SEQ ID NO: 4 sdo substituidos com 1-35 SEQ ID
NO: 6. | _ |

Também sio providas proteinas de fusdo ou quiméricas KCNQ5
ou KCNQ5(W270L). Por exemplo, em uma realizag&o, a proteina de fuséo é.
uma proteina de fusdo membro GST-,KCNQS(WZ?OL) onde as seqléncias
de membro KCNQ5(W270L) sdo fundidas ao terminus-C das seqliéncias
GST. Em uma oufra realiza¢ao, a proteina de fusdo é uma proteina de fusao
KCNQ5(W270L)-HA onde a sequéncia de nucleotideos membro
KCNQ5(W270L) éA inserida em um vetor tal como vetor pCE‘P4-HA (Herrs-
cher RF et al., Genes Dev. 9:3067-82 (1995)) de modo que as sequéncias
membros KCNQ5(W270L) estao fundidés em estrutura a uma etiqueta epi-
topo hemaglutinina de influenza. Tais proteinas de fusdo podem facilitar é
purificagdo de ufn membro KCNQ5(W270L) recombinante.

Proteinas e peptideois de fusdo produzidos através de técnicas
recombinantes podem ser secretados e isolados de uma misturé de células
e meio contendo a proteina ou peptideo. Alternativamehte, a proteina ou
peptideo pode ser retido citoplasmicamente e as células colhidas, lisadas, e |
a pfoteina isolada. A cultura dé célula tipicamente inclui células hospedeiras,
meios e outros subprodutos. Meios apropriados para cultura de células s&o
conhecidos na técnica. Proteina e peptideos podem ser isolados dos meios
de cultura de células, célulaé hospedeiras, ou ambas usando técnicas co-
nhecidas para p‘urificagéo de proteinas e peptideos. Técnicas para transfec-
¢do de células hospedeiras e purificagdo de proteinas e peptideos sédo co-

" nhecidas.

Preferivelmente, uma proteina de fusao KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) é produzida através de técnicas de ADN recombinante pa-
drdo. Por exemplo, fragmentos de ADN codificando diferentes sequiéncias de
polipeptideos sdo ligados em estrutura de acordo com técnicas padroes, por
exemplo, empregando termini embotados ou terminados alternados éara liga-
cao, digestao com enzima de.restrig:éo para prover apropriados tefmini, en-
chimento de extremidades coesivas quando apropriado, tratamento com fos-

fatase alcalina para evitar indesejavel ligagéo, e ligacao enzimatica. Em uma
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outra realizacao, o gene de fusdo pode ser sintetizado através de técnicas
padrées incluindo sintetizadores de ADN automatizados. Alternaiivamente,
amplificacdo com PCR de fragmentos de genes pode ser realizada usando
iniciadores ancoras que originam proje¢des corhplementares entre dois
fragmentos de gene consecutivos que subsequentemente podem ser anela-

dos e reamplificados para geragdo de uma seqliéncia de gene quimérico

(ver, por exemplo, Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et

al., John Wiley & Sons: 1992). Além disso, muitos vetores de expressdo sao
comercialmente disponiveis que ja codificam uma metade de fusao (por e-

xemplo, um polipeptideo GST ou um rétulo epitopo HA). Um acido nucléico

-codificando KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) pode ser clonado em um tal vetor de

expresséo de modo que a metade de fusdo € ligada em estrutura a proteina
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L).
Em uma outra realizagdo, a proteina de fusdo € uma proteina

'KCNQS ou KCNQS(WZ?OL) contendo uma seqléncia sinal heteréloga em

seu terminus-N. Em certas células hospedeiras (por exemplo, células hos-
pedeiras mamiferas), expressdo e/ou secregdo de KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) pode ser aumentada através do uso de uma sequéncia si- |
nal heteréloga. As proteinas de fusdo KCNQ5 ou KCNQS(W27OL) podem

ser incorporadas em composi¢cdes farmacéuticas e administradas a um sujei-

“to in vivo. Uso de proteinas de fusdo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) pode ser

terapeuticamehte atil para o tratamento de disturbios, por exemplo, condi-
¢Oes relacionadas a incontinéncia urinaria ou dor neuropética. Além disso,
as proteinas de fusdo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) podem ser usadas como
imunégenos péra produgdo de anticorpos anti-KCNQ5 ou anti-
KCNQ5(W270L) em um suijeito.

Como aqui providos sao canais de potassio funcionais onde pelo

menos uma das subunidades do canal funcional é uma proteina ou polipep-

tideo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) como aqui descrito. Canais KCNQ séo
conhecidos formarem homodimeros, heterodimeros, homotetrameros, e he-
terotetrdmeros. Por exemplo, uma protel’na KCNQ5(W270L) pode formar um
homodimero com si propria, um heterodimero com uma proteina KCNQ5 de
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outras espécies, um heterodiméro com uma variante de proteina
KCNQ5(W270L), um heterodimero com KCNQ3, um homotetrémerb com 3
subunidades KCNOS(WZ?OL) idénticas, um heterotetramero com pelo me-
nos uma subunidade KCNQ5 diferente, ou um heterotetramero com elo me-
nos uma proteina KCNQ diferente, por exemplo, KCNQS3.

Um outro aspecto pertence a variantes dés proteinas KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) QUe funcionam tanto como agonistas (miméticos) de
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) ou como antagonistas de KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L). Variantes das proteinas KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) po-
dem ser geradas por mutagénese, por exemplo, mutagdo ou truncagdo de
ponto discreta de uma proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). Um agonista
das proteinas KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) pode reter substancialmente aé
mesmas, ou um: subconjunto das, atividades biologicas da forma ocorrendo
naturalmente de uma proteina KCNQ5. Um antagonista de uma proteina
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) pode inibir uma ou mais das atividades do forma
ocorrendo naturalmente da proteina KCNQ5 através de, por exemplo, modu-
lagdo competitiva de uma atividade celular de uma proteina KCNQS tipo sel- |

~ vagem. Assim, especificos efeitos biologicos podem ser elicitados através de

tratamento com uma variante de fung¢éo limitada. Em uma realizacao, trata-
mento de um sujeito com uma variante tendo um subconjunto das atividades
biolégicas da forma ocorrendo naturalmente da proteina tem menos efeitos

colaterais em um sujeito em relagdo a tratamento com a forma ocorrendo

naturalmente da proteina KCNQ5.

Uma realizagdo pertence a derivados de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L)
que podem ser formados através de modificacdo de pelo menos um residuo
de aminoacido de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) por oxidagdo, reducio, ou
outros processos de derivagao conhecidos na técnica. )

| Em uma realizagdo, variantes de uma proteina KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) que funcionam como agonistas (miméticos) de KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) ou como antagonistas de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) po-
dem ser identificadas através de selegdo de bibliotecas combinatoriais de
mutantes, por exemplo, mutantes de truncagdo, de uma proteina KCNQ5 ou
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KCNQ5(W270L) ou para atividade agonista ou antagonista de proteina
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). O polipeptideo KCNQS5 pode conter um dominio
transmembrana S5-S6 de KCNQ1. Alternativamente, o polipeptideo KCNQ5
pode conter um dominio transmembrana S5 de KCNQ1. Em uma realizagao,
uma variada biblioteca de variantes KCNQ5 ou 'KCNQS(W27OL) € gerada
através de mutagénese combinatorial no nivel de acido nucléico e é codifi-

“cada por uma variada biblioteca de genes. Uma variada biblioteca de varian-

tes de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) pode ser produzida através de, por e-
xemplo, ligacdo enzimatica de uma mistura de oligonucleotideos sintéticos

em sequéncias de genes de modo que um conjunto degenerado de potenci-

-ais seqUéncias KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) seja expressavel como polipep-

tideos individuais, ou alternativamente, como um conjunto de maiores prote-

inas de fusdo (por exemplo, para mostra de fago) contendo ali o conjuhto de

~ sequéncias de KCNQ5 o KCNQ5(W270L).

Existe uma variedade de processo que podem ser usados para a
produgéo de bibliotecas de potenciais variantes KCNQ5 ou KCNQ5(W270L)
a partir de uma sequéncia de oligonucleotideos degenerada. Sintese quimi-

-ca de uma sequéncia de gene degenerada pode ser realizada em um sinteti-

zador de ADN automatizado, e o gene sintético entao ligado em um apropri-

ado vetor de expressao. Uso de um conjunto dege'nerado de genes permite

“provisao, em uma mistura, de todas as sequéncias codificando o desejado

conjunto de potenciéis sequiéncias KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). Processos
para sintese de. oligonucleotideos degenerados sdo conhecidos na técnica
(ver, por exemplo, Narang AS, Tetrahedron 39:3-22 (1983); Iltakura K et al.,
Annu. Ver. Biochem. 53:323-56 (1984); Itakura K et al., Science 198:1056-63
(1977); Ike Y et al., Nucleic Acids Res. 11:477-88 (1983)).

Em adic&o, bibliotecas de fragmentos de uma sequéncia codifi- -

_cando proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) podem ser usados para geragao

de uma variada populagdo de fragmentos de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L)
para separagao e subsequente selegao de variantes uma proteina KCNQ5
ou KCNQ5(W270L). Em uma realizagéo,'uma biblioteca de fragmentos de

sequéncias codificantes pode ser gerada através de tratamento de um frag-
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mento de PCR de fita dupla de uma sequéncia codificando KCMQ5 ou
KCNQ5(W270L) com uma nuclease sob condi¢bes onde ocorra entalhe so-
mente cerca de uma vez por molécula, desnaturagao de ADN de fita dupla,
renaturacao de ADN para formar ADN de fita dupla que pode incluir pares
sentido / anti-sentido de diferentes produtos entalhédos, remogao de por-
¢cOes de fita simplles de duplexes reformados»através de tratamento com Sl
nuclease, e Iigagéo de resultante biblioteca de fragmentos em um vetor de
expressao. Através deste processo, uma biblioteca de expressdo pode ser
derivada qUe codi_fica fragmentos intefnos e terminais-C e terminais-N de
varios tamanhos da proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L).

Varias técnicas sdo conhecidas para separagao de produtos ge-
nes de bibliotecas combinatoriais feita por mutagdes de ponto ou truncagéo},
e para separagéo de bibliotecas de ADNc para produtos gene tendo uma
propriedade selecionada. Tais técnicas sdo adaptaveis para rapida separa-
¢ao das bibliotecas de genes através de mutagénese combinatorial de prote-
inas KCNQ5 ouKCNQ5(W270L). As técnicas mais amplamente usadas, que

sdo suscetiveis a analises de alta produtividade, para separagdo de grandes

~ bibliotecas de genes tipicamente incluem clonagem de biblioteca de genes

em vetores de expressdo replicaveis, transformacgéo de células apropriadas
com a resultante biblioteca de vetores, e expressao de genes combinatoriais
sob condigbes nas quais detec¢cdo de uma desejada atividade facilita isola-
mento do vetor codificando o gene cujo produto foi detectado. Mutagénese

de montagem recursiva (REM), uma técnica que aperfeicoa a freqiiéncia de

- mutantes funcionais nas bibliotecas, pode ser usada em combinagao com os

ensaios de separacdo para identificacdo de variantes de KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) (Arkin AP and Youvan DC, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:7811-15 (1992); Delgrave S et al., Protein Eng. 6:327-31 (1993)).

Em uma realizagéo, ensayos baseados em célula podem ser explora-

dos para analisar uma variedade de bibliotecas de KCNQ5 ou

- KCNQ5(W270L). Por exemplo, uma biblioteca de vetores de expressio pode

ser transfectada em uma linha de células que sintetizam KCNQ5(W270L). As
células transfectadas sdo entdo cultivadas de modo que KCNQ5(W270L) e
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um particular mutante KCNQ5(W270L) sao sintetizados e o efeito de expres-
sdo do mutante sobre atividade de KCNQ5(W270L) em sobrenadantes de
células pode ser detectado, por exemplo, através de qualquer-um de_ um
ndmero de ensaios enzimaticos. ADN plasmideo entdo pode ser recuperado
das células cujo escore para inibigdo, ou alternativamente, potencializagao
de atividade de KCNQ5(W270L), e os clones individuais- ainda caracteriza-

Em adigdo a polipeptideos KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) consistindo
somente em aminoéacidos ocorrendo naturalmente, peptidomiméticos de
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) também sao providos. Andlogos de peptideos

's80 comumente usados na industria farmacéutica como drogas nao-

peptideo com propriedades andlogas aquelas do peptn’deo molde. Estes ti-

pos de compostos nao-peptideos sdo chamados "miméticos de peptideo” ou

| "peptidomiméticos" (Fauchere J, Adv. Drug Res. 15:29 (1986); Veber DF
“and Freidinger RM, Trends Neurosci. 8:392-96 (1985); Evans BE et al., J.

Med. Chem 30:1229-39 (1987)) e s&o usualmente desenvolvidos com o au-
xilio de modelagem molecular computadorizada. Miméticos de peptideos

que sao estruturalmente similares a peptideos terapeuticamente Uteis podem |
ser usados para producao de ’um‘efeito terapéutico ou profil_éticd equivalente.

Genericamente, peptidomiméticos sdo estruturaimente similares a um poli-

“ peptideo paradigma (isto &, um polipeptideo que tem uma atividade bioldgica

ou farmacoldgica), tal ocmo KCNQ5(W270L), mas tém uma ou mais ligagdes
peptideo opcionvalmente substituidas com uma ligagdo selecionada do grupo
consistindo em: --CH,NH--, --CH,S--, --CH,--CH,--, --CH=CH-- (cis e trans), -
-COCH;,--, --CH(OH)CHz--, e --CH,SO--, através de processos conhecidos
na técnica e ainda descritos nas seguintes referéncias: : Spatola AF in
"Chemiétry and Biochemistry of Amino Acids, Peptides, and Proteins," B.
Weinstein, ed., Marcel Dekker, New York, p. 267 (1983); Spatola, AF, Vega
Data (March 1983), Vol. 1, Issue 3, "Peptide Backbone Modifications" (gene-
ral review); Morley JS, Trends Pharmcol. Sci. 1:463-68 (1980) (general revi-
ew); Hudson D et al., Int. J. Pept. Prot. Res. 14:177-85 (1979) (--CH,NH--,
CH,CH,--); Spatola AF et al., Life Sci. 38:1243-49 (1986) (--CH,--S); Hann
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MM, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 307-314 (1982) (--CH--CH--, cis and
trans); AImquistA RG et al,, J. Med. Chem. 23:1392-98 (1980) (--COCHQ--);
Jennings-White C et al., Tetrahedron Lett. 23:2533-34 (1982) (--COCH,--);
EP 0 045 665 (--CH(OH)CH--); Holladay MW et al., Tetrahedron Lett.,
24:4401-04 (1983) (--C(OH)CH--); Hruby VJ, Life Séi; 31:189-99 (1982) (--
CH2--S--). Uma Iigagéo nao-peptideo particularmenté preferida é -CHoNH-.
Tais miméticos dé peptideos podem ter excelentes vantagens sobre realiza-
¢oes de polipeptideos, incluindo, por exemplo: produgdo mais econdmica,
maior estabilidade quimica, aperfeigbadas propriedades farmacoldgicas -
(meia - vida, absdrgéo, poténcia, eficacia, etc.), especificidade alterada (por
exemplo, um amplo espectro de atividades biolégicas), reduzida antigenici-
dade, e outras. Marcagao de peptidomiméticos usualmente envolve Iigagéb
covalente de uma ou mais etiquetas, diretamente ou através de um espaca-
dor (por exemplo, um ‘grupo amida), para posigao(des) nao-interferente so-

bre o peptidomimético que sao previstas por dados de quantitativos de estru-

tura - atividade e/ou modelagem molecular. Tais posigées ndo-interferentes -

genericamente sdo posi¢cdes que ndo formam contatos diretos com as ma-
cromoléculas as quais o peptidomimético se liga para produzir o efeito tera-
péutico. Derivagédo (por exemplo, marcagéo) de peptidomiméticos nao deve
interferir substancialmente com a desejada atividade bioldgica ou farmacolé-
gica do peptidomimético.

Substituicdo sistematica de um ou mais aminoacidos de uma
sequéncia de aminodcidos KCNQ5 ou KCNQ5(W270L)- com um D-

, ‘aminoacido do mesmo tipo (por exemplo, D-lisina no lugar de L-lisina) pode

ser usada para gerar peptideos mais estaveis. Em adigdo, peptideos restrin-
gidos compreendendo uma seqiiéncia de aminoacidos KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) ou uma variagdo de seqiiéncia substancialmente idéntica
pode ser gerada através de processos conhecidos na técnica (Rizo J and |
Gierasch LM, Ann. Ver. Biochem. 61:387-416 (1992)); por exemplo, através
de adicao de residuos cisteina internos capazes de formarem pontés dissul-
feto intramoleculares que ciclizam o peptideo.

As sequéncias de aminoacidos de polipeptideos KCNQ5 ou
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KCNQ(W270L) aqui identificadas permitirdo aqueles versados na técnica
produzirem polipeptideos correspondendo a sequéncias de peptideos de
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) e suas variantes de sequéncias. Tais polipepti-
deos podem ser produzidos em células procaridticas ou eucariéticas através
de expressao de polinucleotideos codificando uma seqﬁéncia de peptideos
KCNQ(W270L), freqientemente como parte de um polipeptideo maior. Al-

‘ternativamente, tais peptideos podem ser sintetizados através de processos

quimicos. Processos para expressao de proteinas heterdlogas em hospedei-
ros recombinantes, sintese quimica de polipeptideos, e tradugao in vitro sdo

bem conhecidos na técnica e séo ainda descritos em Sambrook J et al., su-

-pra; Berger and Kimmel, Methods in Enzymology, Volume 152, Guide to Mo-

lecular Cloning Techniques (1987), Academic PreSs, Inc., San Diego, Calif,;
Gutte B and Merrifield RB, J. Am. Chem. Soc. 91:501-02 (1969); Chaiken 1M,

CRC Cirit. Rev. Biochem. 11:255-301 (1981); Kaiser ET et al., Science

243:187-92 (1989); Merrifield B, Science, 232:341-47 (1986); Kent SBH,
Ann. Rev. Biochem. 57:957-89 (1988); Offord, R. E. (1980) semisynthetic
Prbteins, Wiley Publishing. ‘
Peptideos tipicamente podem ser produzidos através de sintese |
quimica d'ireta. Peptideos poderh ser produzidos como peptl’déos modifica-
dos, com metades nao-peptideo ligadas por ligagao covalente ao terminus-N
e/ou terminus-C. Em centas realizacOes preferidas, tanto o terminus-carboxi
como o terminUs-amino, ou ambos, sdo quimicamente modificados. As modi-
ficagcbes mais cdmuns dos grupos terminais amino e carboxila sdo acetilagao
e amidagdo, respectivamente. Modificacdes de terminal amino como acila-
¢do (por exemplo, acetilagdo) ou alquilagdo (por exemplo, metilagéo) e modi-
ficagOes terminais carboxi como amidagao, assim como outras modificagbes

terminais, incluindo ciclizagdo, podem ser incorporadas em varias realiza- -

¢Oes. Certas modificagdes terminais amino e/ou terminais carboxi e/ou ex-

tensGes de peptideos para a sequéncia nucleo podem prover vantajosas
propriedades fisicas, quimicas, bioquimicas e farmacolégidas, tais como:
aperfeigoada estabilidade, aumentada poténcia e/ou eficacia, resisténcia a
proteases de soro, desejaveis propriedades farmaco - cinéticas, e outras.
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Peptideos podem ser usados terapéuticamente para tratamento de doencas.
Umé proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), ou uma sua pdrgéo
ou fragmento, também pode ser usada como um imunogeno para gerar anti-
corpos que se ligam a KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) usando técnicas padrdes.
para preparacao de anticorpo policlonal e monoclonal. Uma proteina KCNQ5
ou KCNQ5(W270L) de inteiro comprimento pode ser usada ou, alternativa-
mente, um outro‘aspecto prové fragmentos de peptideos antigénicos de
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) para uso como imunogénios. Um peptideo anti-
génico de KCNQ5 ou KCNQS(W270L). compreende pelo menos 8 residuos
de aminoacidos e'. abrange um epitopo de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) de
modo que um anticorpo elevado contra o peptideo forma um especifico
complexo imuno com KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). Preferivelmente, o pepti;
deo antigénico éompreende pelo menos 10 residuos de aminoacidos, mais
preferivelmente pelo menos 15 residuos de aminoécidos, mesmo mais prefe-
rivelmente pelo menos 20 residuos de aminoacidos, e mais preferivelmente
pelo menos 30 residuos de aminoacidos. Em uma realizagao, o peptideo
antigénico inclui aminoacido 270 de SEQ ID NO: 2. - ' |
Epitopos preferidds abrangidds pelo peptideo antigénico sdo
regides de um polipeptideo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) que estéo localiza-
das sobre a superficie da proteina, por exemplo, regides hidrofilicas, e que

'S80 unicas para um polipeptideo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). Em uma reali-

zagdo, tais epitopos podem ser especificos para proteinas KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) de uma espécie, tal como humana (isto é, um peptideo an-

VAtigénico que atravessa uma regiéo de um polipeptideo KCNQ5 ou

KCNQ5(W270L) que nao é conservada através de espécies € usado como
imunégeno; tais residuos nao-conservados podem ser determinados usando
um alinhamento tal como aquele aqui prdvido). Uma analise de hidrofobici-
dade padrao da proteina pode ser realizada para identificar regiées hidrofili-
cas. ‘

Um imunogeno KCNQS ou KCNQS(WZ?OL) tipicamente é usado
para preparar anticorpos através de imunizagdo de um sujeito apropriado

(por exemplo, coelho, cabra, camundongo, ou outro mamifero) com o imu-
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négeno. Uma apropriada prepara¢ao imunogénica pode conter, por exemplo,
uma proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) expressa recombinantemente ou
um peptideo KCNQS5 ou KCNQ5(W270L) sintetizado quimicamente. A prepa-
ragao ainda pode incluir um adjuvante, tal como adjuvante completo ou in-
completo de Freund, ou agente imuno estimulador similar. Imunizagao de um

sujeito apropriado com uma preparagdao KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) imuno-

“génica induz uma resposta de anticorpo anti-KCN5 ou anti-KCNQ5(W270L)

policlonal.
| Da mesma maneira, um outro aspecto pertence ao uso de anti-
corpos anti-KCNQ5 ou anti-KCNQ5(W270L). Anticorpos anti-KCNQS5 ou anti-

-KCNQ5(W270L) policlonais podem ser preparados como descrito acima a-

través de imunizagao de um sujeito apropriado com um imundégeno KCNQ5
ou KCNQ5(W270L). O titulo de anticorpo anti-KCNQ5 ou anti-

KCNQ5(W270L) no sujeito imunizado pode ser monitorado com o tempo a-

través de técnicas padrées, coOmo com um ensaio imuno - sorvente ligado a
enzima (ELISA) usando polipeptideo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) imobiliza-
do. Se desejado, as moléculas de anticorpos direcionadas contra um poli-

peptideo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) podem ser isoladas a partir do mamife- |
ro (por exemplo, a partir do sang'ue) e ainda purificadas através de técnicas
bem conhecidas, como cromatografia de proteina A para obter a fragao IgG.

“Em um momento apropriado apds imunizagao, por exemplo, quando os titu-

los de anticorpos anti-KCNQ5 ou anti-KCNQ5(W270L) sdo mais altos, célu-
las produzindo anticorpos podem ser obtidas a partir do sujeito e usadas pa-
ra preparar anticorpos monoclonais através de técnicas padrdes, como a
técnica de hibridoma descrita originalmente por Kohler G and MilsteinC, Na-'
ture 256:495-97 (1975) (ver também, Brown JP et al., J. Immunol. 127:539-
46 (1981); Brown JP et al., J. Biol. Chem. 255:4980-83 (1980); Yeh MY et al.,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76:2927-31 (1979); Yeh MY et al., Int. J. cancer

29:269-75 (1982)), a técnica de hibridoma de célula B humana mais recente
(Kozbor D and Roder JC, Immunol. Today 4:72-79 (1983)), a técnica hibri-
doma - EBV (Cole et al. (1985), Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy,
Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96), ou técnicas trioma. A tecnologia para produgédo
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de hibridomas de anticorpo monoclbnal € bem conhecida (ver genericamente
Kenneth RH, em Monoclonal Antibodies: A New Dimension in Biological A-
nalyses, Plenum Publishing Corp., New York, N.Y. (1980); Lerner EA, Yale J.
Biol. Med., 54:387-402 (1981); Gefter ML et al., Somatic Cell Genet. 3:231-
36 (1977)). Em resumo, uma linha de. célula immortal (tipicamente um mie-
loma) é fundida a linfécitos (tipicamente esplenécitos) a partir de um mamife-
ro imunizado com‘ um imundgeno KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) como descrito
acima, e os sobrenadantes de cultura das resultantes células hibridomas sao
separados para identificagéo de um hibridoma produzindo um'anticorpo mo- .
noclonal que se liga especificamente a um polipeptideo KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L). _ ‘
Qualquer um dos protocolos bem conhecidos usados para f'uséb
de linfocitos e linhas de células imortalizadas pode ser aplicado para o pro-
pésito de geracdo de um anticorpo monoclonal anti-KCNQ5 ou anti-
KCNQ5(W270L) (ver, por exemplo, Galfre G et al., Nature 266:550-52
(1977); Geifer ML et al., supra; Lerner EA, supra; Kenneth RH, supra). Além
disso, aqueles versados na técnica apreciardo que existem muitas variacdes |
de ‘taisi processos que também podem ser Uteis. Tipicamente, a linha de cé-
lula imortal (por exemplo, uma linha de célula mieloma) é derivada das
mesmas espécies mamiferas como os linfécitos. Por exemplo, hibridomas
murinos podem ser fabricados através de fusao de linfécitos de um camun-
dongo imunizado com uma preparagao imunogénica com uma ‘Iinha de célu-

la de camundongo imortalizada. Linhas de células imortais preferidassao

~linhas de células de mieloma de camundongo que sdo sensiveis a meio de

cultura contendo hipoxantina, aminopterina, e timidina ("meio HAT"). Qual-
quer uma de um numero de linhas de células de mieloma pode ser usada
como um parceiro de fusdo de acordo com técnicas padrdes, por exemplo,

as linhas de mieloma P3-NS1/1-Ag4-1, P3-x63-Ag8.653, ou p2/0O-Ag14. Es- |
tas linhas de mieloma sao disponiveis de American Type Culture Collection
(ATCC), Rockville, Md. Tipicamente, células mieloma de camundongo sensi-
veis a HAT sdo fundidas a esplendcitos de camundongo usando polietileno
glicol ("PEG"). Células hibridoma resultantes da fusdo sdo entdo seleciona-
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das usando meio HAT, que mata células de mieloma fundidas improdutiva-
mente e nao-fundidas (esplendcitos naofundidos morrem apos \)érios dias
porque eles nao sao transformados). Células hibridoma produzindo um anti-
corpo monoclonal sédo detectadas através de separagéo de sobrenadantes
de cultura de hibridoma para anticorpos que ligam uma molécula KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L), por exemplo, usando um ensaio ELISA padrao.

Como uma alternativa para preparagao de hibridomas secretan-

do anticorpo monoclonal, um anticorpo anti-KCNQ5 ou anti-KCNQ5(W270L)

monoclonal pode ser identificado e isolado através de separagdo de uma

biblioteca de imunoglobulina combinatorial recombinante (por exemplo, uma

-biblioteca de mostra de fago anticorpo) com KCNQ5 ou KCNQS(W27OL) pa-

ra pelo que isolar membros de bibloteca de imunoglobulina que se ligam a
polipeptideo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). Kits para geracdo e selecdo de

bibliotecas de mostra de fago sdo comercialmente disponiveis (por exemplo,

o GE Healthcare Recombinant Phage Antibody System, Catalog No. 27-
9400-01). Adicionalmente, exemplos de processos e reagentes particular-
mente apropriados para uso em geragao e selegao de biblioteca de mostra
de anticorpo podem ser encontrados em, por exemplo, Patente U.S. No.
5,223,409; WO 92/18619; WO 91/17271; WO 92/20791; WO 92/15679; WO
93/01288; WO 92/01047; WO 92/09690; WO 90/02809; Fuchs P et al., Bio-

“technology (N.Y.) 9:1370-72 (1991); Hay BN et al., Hum. Antibodies Hybri-

domas 3:81-85 (1992); Huse WD et al., Science 246:1275-81 (1989); Griffi-
ths AD et al., E.MBOAJ. 12:725-34 (1993); Hawkins RE et al., J. Mol. Biol.
226:889-96 (1992); Clarkson T et al., Nature 352:624-28 (1991); Gram H et
al., Proc. Natl. Aéad. Sci. USA 89:3576-80 (1992); Garrard LJ et a/., Biotech-
nology (N.Y.) 9:1373-77 (1991); Hoogenboom HR et al., Nucleic Acids Res.
19:4133-37 (1991), Barbas CF et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:7978-82

(1991); e McCafferty J et al., Nature 348:552-54 (1990).

Adicionalmente, anticorpos anti-KCNQ5 ou anti-KCNQ5(W270L)

recombinantes, tais como anticorpos monoclonais quiméricos e humaniza-

dos, compreendendo ambas por¢des humanas e ndo-humanas, que podem
ser fabricados usando técnicas de ADN recombinante padrdo, estio dentro
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do escopo da presente exposigéo.v Tais anticorpos monoclonais humaniza-
dos e quiméricos podem ser produzidos através de técnicas de ADN recom-
binante conhecidas, por exemplo, usando processos descritos em WO
87/02671; EP 0 184 187; EP 0 171 496; EP 0 173 494; WO 86/01533; Paten-
te U.S. No. 4,816,567; EP 0 125 023; Better M et al;, Science 240:1041-43
(1988); Liu AY et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:3439-43 (1987); Liu AY
etal, J. lmmunol; 139:3521-26 (1987); Sun LK et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84:214-18 (1987); Nishimura Y et al., Cancer Res. 47:999-1005 (1987);
Wood CR et al., Nature 314:446-49 (1985); Shaw DR et al., J. Natl. Cancer
Inst. 80:1553-59 (1988); Morrison SL, Science 229:1202-07 (1985); U.S. Pa-
tent No. 5,225,539; Verhocyan M et al., Science 239:1534-36 (1988); e Bei-
dler CB et al., J. Immunol. 141:4053-60 (1988). |
Em ‘adicdo, anticorpos humanizados podem ser fabricados de
acordo com protocolos padrdes tais como aqueles mostrados na. patente
U.S. 5 565 332. Em uma outra realizacdo, cadeias de anticorpds ou mem-
bros de pares de ligagdo especifica podem ser produzidos através de re-

combinagao entre vetores compreendendo moléculas de acido nucléico codi-

_ ficando uma fusdo de uma cadeia de polipeptideo de um membro de par de

ligacao especifica e um componente de um pacote de mostra genética repli-
cével e vetores contendo moléculas de acido nucléico codificando uma se-
gunda cadeia de polipeptideos de um membro de para de ligacdo simples
usando técnicas conhecidas, por exemplo, como descrito nas patenté's U.S.

5 5665 332; 5 871 907; ou 5 733 743.

Um anticorpo anti-KCNQ5 ou anti-KCNQ5(W270L) (por exemplo,
anticorpo monoclonal) pode ser usado para isolar um polipeptideo KCNQ5
ou KCNQ5(W270L) através de técnicas padrdes, tal como cromatografia de
afinidade ou imunoprecipitacdo. O polipeptideo KCNQ5 pode conter um do-
minio transmembrana S5-S6 de KCNQ1. Alternativamente, o polipeptideo |
KCNQS5 pode conter um dominio transmembrana S5 de KCNQ1. Anticorpos
anti-KCNQ5 ou anti-KCNQ5(W270L) podem fécilitar a purificagao de polipep-
tideos KCNQS5 naturais de células e de polipeptideos KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) produzidos recombinantemente expressos em células hos-
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pedeiras. Além disso, um anticorpo anti-KCNQ5 ou anti-KCNQ5(W270L) po-
de ser usado para detectar uma proteina KCNQ5 ou KCNQS(W27OL) (por
exemplo, em um lisado celular ou sobrenadante de células). O polipeptideo
KCNQ5 pode conter.um dominio transmembrana S5-S6 de KCNQ1. Alterna-
tivamente, o polipeptideo KCNQ5 pode conter um dominio transmembrana
S5 de KCNQ1. Detecgao pode ser facilitada através de acoplamento (isto ¢,

_ligacao fisica) de anticorpo a uma substancia detectavel. Da mesma manei-

ra, em uma realizagdo, um anticorpo anti-KCNQ5 ou anti-KCNQ5(W270L) é
marcado com uma substancia detectavel. Exemplos de substancias detecta-

veis incluem vdrias enzimas, grupos protéticos, materiais fluorescentes, ma-

teriais luminescentes, e materiais radioativos. Exemplos de apropriadas en-

zimas incluem peroxidase de raiz forte, fosfatase alcalina, beta - galactosi-
dase,ou acetil colinesterase; exemplos de apropriados complexos de grupo
protético incluem streptavidina / biotina e avidina / biotina; exemplos de a-
propriados materiais fluorescentes incluem umbeliferona, fluoresceina, isoti-
ocianato de fluoresceina, rodamina, dicloro triazinil amina fluoresceina, clo-
reio de 'dansila, ou ficoeritrina; um exemplo de um material luminescente in-
clui luminol; e exemplos de apropriado material radioativo incluem %I, '),
33, ou °H. | | |

Anticorpos anti-KCNQ5 ou anti-KCNQ5(W270L) também sao

" obteniveis através de um processo compreendendo:

(@) ' imUnizagéo de um animal com um polipeptideo KCNQ5 ou uma

sua porgao imunogénica Unica para um polipeptideo KCNQ5; e

(b) isolamento a partir do animal, de anticorpos que se ligam especi-

ficamente a um polipeptideo KCNQ5. ' | .
Preferivelmente, o polipeptideo KCNQ5 é selecionado do grupo

consistindo em (i) um polipeptideo compreendendo uma sequéncia de ami-

noécidos de um polipeptideo KCNQS5(W270L); (ii) um polipeptideo KCNQ5

contendo um dominio transmembrana S5-S6 de KCNQ1; e (iii) um polipepti-
deo KCNQ5 contendo um dominio transmembrana S5 de KCNQ1. Mais pre-
ferivelmente, o polipeptideo imunogénico é SEQ ID NO: 2.

Da mesma maneira, em uma realizag&o, anticorpos anti-KCNQ5
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ou anti-KCNQ5(W270L) podem sef usados, por exemplo, intracelularmente
para inibir atividade de proteina. O uso de anticorpos intrécelularesApara ini-
bir fungdo de proteina em uma célula é conhecido na técnica (ver, por e-
xemplo, Carlson JR, Mol. Cell. Biol. 8:2638-46 (1988); Biocca S et al., EMBO
J. 9:101-08 (1990); Werge TM et al., FEBS Lett. 274:193-98 (1990); Carlson
JR, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:7427-28 (1993); Marasco WA et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. .USA 90:7889-93 (1993); Biocca S et al., Biotechnology
(N.Y.) 12:396-99 (1994); Chen S-Y et al., Hum. Gene Ther. 5:595-601
(1994); Duan L et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:5075-79 (1994); Chen S-
Y et al., Proc. Naﬂ. Acad. Sci. USA 91:5932-36 (1994); Beerli RR et al., J.
Biol. Chem. 269:23931-36 (1994); Beerli RR et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun. 204:666-72 (1994); Mhashilkar AM et al., EMBO J. 14:1542-51
(1995); Richardson JH et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:3137-41 (1995);
WO 94/02610; e WO 95/03832); |

Em uma realizagdo, um vetor de expressao recombiﬁante é pre-
parado o qual codifica as cadeias de anticorpos em uma forma tal que, com
introdugdo do vetor em uma célula, as cadeias de anticorpos sdo expressas
como um anticorpo funcional.jem um compartimento . intracelular da célula.
Para inibi¢do de atividade de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) de acordo com os
processos inibidores aqui mostrados, um anticorpo intracelular que se liga
especificamente a proteina KCQS ou KCNQ5(W270L) é expresso no cito-
plasma da céluia ou extracelularmente. Para preparar um vetor de expres-

sdo de anticorpo intracelular, ADNc's de cadeia leve e pesada de anticorpo

~ codificando cadeias de ahticorpos especificas para a proteina alvo de inte-

resse, por exemplo, KCNQ5(W270L), sao isolados, tipicamente de um hibri-
doma que secreta um anticorpo monoclonal especifico para a proteina
KCNQS(W27OL). Hibridomas secretando anticorpos monoclonais anti-

KCNQ5(W270L), ou anticorpos monoclonais anti-KCNQ5(W270L) recombi- |
nantes, podem ser preparados como descrito acima. Uma vez um anticorpo
monoclonal especifico para prbteina KCNQS(W27OL) tenha sido identificado
(por exemplo, tanto um anticorpo monoclonal derivado de hibridoma como

um anticorpo recombinante de uma biblioteca combinatorial), ADNs codifi-
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cando as cadeias leve e pesada do anticorpo monoclonal sao isolados atra-
vés de técnicas padrdes de biologia molecular. Para anticorpos defiv_ados de
hibridoma, ADNc's de cadeia leve e pesada podem ser obtidos, por exemplo,
através de amplificagdo PCR ou sele¢do de biblioteca de ADNc. Para anti-
corpos recombinantes, tal como para uma biblioteca de mbstra‘de fago,

ADNc codificando as cadeias leve e pesada pode ser recuperado do pacote

_de mostra (por exemplo, fago)isolado durante o processo de selecdo de bi-

blioteca. Sequéncias de nucleotideos de genes de cadeia leve e pesada de
anticorpo dos quais iniciadores de PCR ou sondas de biblioteca de ADNc
podem ser preparadas sdo conhecidas na técnica. Por exemplo, muitas tais
sequiéncias sdo mostradas em Kabat EA et al. (1991) Sequences of Proteins
of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Hu-
man Services, NIH Publication No. 91-3242 e na "Vbase" human gérmline

sequence database.

Uma vez obtidas, as sequiéncias de cadeias leve e pesada de
anticorpo sé@o clonadas em um vetor de expressdo recombinante usando
processos padroes. Para permitir expressao citoplasmica das cadeias leve e
pesada, as sequéncias de nucleotideos codificando os lideres hidrofébicos

das cadeias leve e pesada sdo removidas. Um vetor de expressdo de anti-

" corpo intracelular pode codificar um anticorpo intracelular em uma de vérias

“diferentes formas. Por exemplo, em uma realizagdo o vetor codifica cadeias

leve e peséda'de anticorpo de inteiro comprimento de modo que um anticor-
po de inteiro comprimento é expresso intracelularmente. Em uma outra reali-
zagao, o vetor codifica uma cadeia leve de inteiro comprimento mas somente
a regiao VH/CH1 da cadeia pesada de modo que um fragmento Fab é ex-
presso intracelularmente. Na realizagédo mais preferida, o vetor codifica um

anticorpo de cadeia simples (scFv) onde as regides varidveis das cadeias

leve e pesada estdo ligadas por um ligador peptideo flexivel (por exemplo,

(GlysSer)s) e expresso como uma molécula de cadeia simples. Para inibir
atividade de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) em uma ceélula, o vetor de expres-
sao codificando o anticorpo intracelular anti-KCNQ5 ou anti-KCNQ5(W270L)

é introduzido na célula através de processos padroes de transfecgdo, como
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aqui discutidos.
IV. Vetores de ekpresséo Recombinantes e Células Hospédeiras

Um o_utro aspecto pertence a vetores, preferivelmente vetores de
expresséo, contendo um acido nucléico codificando uma proteina KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) (ou uma sua por¢do). O acido nucléico pode codificar um |
polipeptideo  KCNQ5 contendo um dominio transmembrana S5-S6 de
KCNQ1. Alternativamente, o acido nucléico pode codificar um polipeptideo
KCNQ5 contendo um dominio transmembrana S5 de KCNQ1. Os vetores de
expressdo recombinantes compreendem um acido nucléico em uma forma
apropriada para éxpresséo do &cido nucléico em uma célula hospedeira, o
que significa que os vetores d expressdo recombinantes incluem uma ou
mais sequéncias reguladoras, selecionadas nas bases das células hospedei-
ras usadas para expressao, que esta operavelmente ligada a sequiéncia de
acido nucléico a ser expressa. O termo "seqliéncia reguladora" é pretendido
incluir promotores, aperfeicoadores, e outros elementos de controle de ex-
pressdo (por exemplo, sinais de poliadenilagao). Tais seqijéncias regulado-
ras s&o descritas em, por exemplo, Goeddel, Gene expression TeChnoIogy:
Methods in Enzimology 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990). Se-
quéncias reguladoras incluem aquelas que direcionam expressdo constituti-
Va_de uma sequéncia de nucleotideos em muitos tipos de célula hospedeira
e aquelas que direcionam expressao da seqiiéncia de nucleotideos somente
em certas células hospedeiras (por exemplo, seqiiéncias reguladoras espe-
cificas de tecido). Sera apreciado por aqueles versados na técnica que o

, ‘desenho do vetor de expressao pode ser dependente de fatores tais como a

escolha da célula hospedeira a ser transformada, o nivel de expressao de
prdteina desejado, e semelhantes. Os vetores de expressao podem ser in-
troduzidos em células hospedeiras para pelo que produzirem proteinas ou
peptideos, incluindo proteinas ou peptideos de fusao, codificados por acidos |
nucléicos como aqui descrito (por exemplo, proteinas KCNQ5(W270L), for-
mas mutantes de proteinas KCNQ5(W27OL),V proteinas de fusao, e seme-
Ihantes).

Os vetores de expressao recombinantes podem ser desenhados
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para expressao de proteinas KCNQ5 ou KCNQ%(W270L) ou fragmentos de
proteinas em células procaridticas ou eucaridticas. Por exemplo,v proteinas
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) podem ser expressa em células bacterianas
como células de inseto, E.coli (usando vetores de expressdo baculovirus),
células de levedura, células anfibias, ou células mamiferas. Células hospe-

deiras apropriadas sdo ainda discutidas em Goeddel, supra. Alternativamen-

te, o vetor de expressado recombinante pode ser transcrito e traduzido in vi-

tro, por exemplo, usando sequéncias reguladoras promotor T7 e T7 polime-
rase.

Expressao de proteinas em procariotes € mais frequentemente
realizada em E.coli com vetores contendo promotores constitutivos ou indu-
ziveis direcionando expressao de proteinas de fusdo ou ndo-fusdo. Vetores

de fuséo adicionam um nimero de aminoacidos a um proteina ali codificada,

usualmente ao terminus amino da proteina recombinante. Tais vetores de

fusdo servem tipicaménte para trés propésitos: 1) para aumentar expressao
de proteina recombinante, 2) aumentar a solubilidade da proteina recombi-
nahte, e 3) para auxiliar na purificacdo da proteina recombinante através de

atuagdo como um ligante em purificagao por afinidade. Frequentemente, em
vetores de expressao de fusao, um sitio de clivcagem proteoll’ti'ca é introdu-

zido na juncdo da metade de fusdo e a proteina recombinante para permitir

'separagao. da proteina recombinante da metade de fusdo subseqliente a

purificagéo da proteina de fusdo. Tais enzimas, e suas seqiiéncias de reco-
nhecimento cognatasi incluem Fator Xa, trombina, e enterocinase. Ipicos
vetores de expressao de fusao incluem, por exemplo, pGEX (Pharmacia Bio-
tech Inc; Smith DB and Johnson KS, Gene 67:31-40 (1988)) e pIVIAL (New
England Biolabs, Beverly, Mass.) que fundem glutationa S-transferae (GST)
ou proteina de ligagdo maltose E, respectivamente, a proteina recombinante

alvo.

Proteinas de fuséo purificadas podem ser utilizadas, por exem-
plo, em ensaios de atividade KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) (por exmeplo, en-
saios diretos ou ensaios competitivos descritos em detalhes abaixo), ou para
geracdo de anticorpos  especificos para proteina KCNQ5 ou
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KCNQ5(W270L).

Exefnplos de apropriados vetores de expressao E.coli de ndo-
fus@o induziveis incluem pTrc (amann E et al., Gene 69:301-15 (1988)) e
pET 11d (Studier et al., Gene expression Technology: Methods in Enzymo-
logy 185, Academic Press, San Diego, calif. (1990) pp.A60-89). Expressao de
gene alvo a partir de vetyor pTrc baseia-se em transcrrigéo de RNA polimera-
se a partir de um Apromotor de fusao trp-lac hibrido. Expressao de gene alvo
a partir de vetor pEt 11d baseia-se em transcricdo a partir de um promotor
de fusdo T7 gn10 - lac mediada por uma ARN polimerase virél co-expressa
(T7 gn1). Esta Vpolimerase viral & suprida por linhagens hospedei-
ras.BL21(DE3) ou HMS174(DE3) a partir de um pré-fago residente abrigan-
do um gene T7 gn1 sob o controle transcricional do promotor lacUV 5. |

Umé estratégia para maximizar expressao de proteina recombi-
nante em E. coli é expressar a proteina em bactérias hospedeiras com uma
capacidade prejudicada para clivar proteoliticamente a proteina recombinan-
te (Gottesman S, Gene Expression Technology: Methods in Enzimology 185,
Academic Press, San Diego, Calif. (1990) pp. 119-28). Uma outrave'stratégia

~ é alterar a seqiéncia de acido nucléico do &cido nucléico a ser inserido em

um vetor de expressao de modo que os cédons individuais para cada ami-
noacido sao aqueles preferencialmente utilizados em E. coli (Wada K et al,,
Nucleic Acids Rres. 20(Suppl.):2111-18 (1992)). Tal alteragao de sequiéncias

de acidos nucléicos podem ser realizadas através de técnicas padrdes de

sintese de ADN.

Em uma outra realizacdo, o vetor de expressdao de KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) é um vetor de expressdo levedura. Exemplos de vetores
para expressdo em levedura S. cerevisiae incluem pYepSec1 (Baldari C et
al., EMBO J. 6:229-34 (1987)), pMFa (Kurjan J and Herskowitz |, Cell
30:933-43 (1982)), pJRY88 (Schultz LD et al., Gene 54:113-23 (1987)), |
PYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, Calif.), e picZ (Invitrogen Corp,
San Diego, Calif). | | | |

Alternativamente, proteinas ou polipeptideos KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) podem ser expressos em células de inseto usando vetores
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de expressdo baculovirus. Vetores de expressdo baculovirus disponiveis
para expressao de proteinas em células de inseto cultivadas (por exemplo,
células Sf 9) incluem as séries pAc (Smith GE et al., Mol. Cell. Biol. 3:2156-
65 (1983)) e as séries (Lucklow VA and Summers MD, Virology 170:31 -39
(1989)).

Ainda em uma realizagdo, um &cido nucléico é expresso em cé-

_lulas mamiferas usando um vetor de expressao mamifero. Exemplos de ve-

tores de expressdo mamiferos incluem pCDMB (Seed B, Nature 329:840-41
(1987))_ e pMT2PC- (Kaufman RJ et al., EMBO J. 6:187-95 (1987)). Quando
usados em células mamiferas, as fungdes controles dé vetor.de expressao
séo freqlientemente providas por elementos reguladores virais. Por exemplo,
promotores comumente usados sao derivados de polioma, Adenovirus 2,
citomegalovirus e Virus Simio 40. Para outros sistemas de expresséd apro-
priados para ambas células ,pro'cariéticas e eucarioticas, ver capitulos 16 e
17 de Sambrook, J., Fritsh, E. F., and Maniatis, T. Molecular Cloning: A La-
boratory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Har-
bor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989.

Em uma outra realizagdo, o vetor de expressdo mamifero re-‘
combinante é capaz de direciOnaf expressao do acido nucléico'preferencial-

mente em um particular tipo de célula (por exemplo, elementos reguladores

-~ especificos de tecido sdo usados para expressarem o acido nucléico). Ele-

25

30

mentos regu|adores especificos de tecido sdo conhecidos na técnica. Exem-
plos ndo-limitantes de apropriados promotores especificos de tecido incluem
o promotor de albumina (especifico de figado; Pinkert CA et al., Genes Dev.
1:268-77 (1987)), promotores especificos de linféide (Calame K e Eaton S,
Adv. Immunol. 43:235-75 (1988)), em particulares promotores de receptores
de céAIuI.a T (Winoto A and Baltimore D, EMBO J. 8:729-33 (1989)) e imuno- -

globulinas (Banerji J et al., Cell 33:729-40 (1983); Queen C and Baltimore D,

Cell 33:741-48 (1983)), promotores especificos de neurbnios (por exmeplo, o
promotor de neur_ofilémento; Byrne GW e Ruddle FH, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 86:5473-77 (1989)), promotores espécificos de pancreas (Edlund T et
al., Science 230:912-16 (1985)), e promotores especificos de glandula ma-
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maria (por exemplo, promotor de soro de leite coalhado; patente U.S. 4 873
316 e EP 0 264 '1 66). Promotores regulados desenvolviméntalmente também
sao abrangidos, _pbr exemplo, os promotores hox murinos (Kessel M and
Gruss P. Science 249:374-79 (1990)) e o promotor’ alfa-feto proteina (Cam-
per AS e Tilghman SM, Genes Dev. 3:537-46 (1989)).

Além disso, sistemas reguladores induziveis para uso em células
mamiferas sao cdnhecidos na técnica, por exemplo, sistemas nos quais ex-
pressdo de gene é regulada por ions de metais pesados (ver, por exemplo,
Mayo KE et al., Cell 29:99-108 (1982); Brinster RL et al., Nafure 296:39-42
(1982); Searle PF et al., Mol. Cell. Biol. 5:1480-89 (1985)), heat shock (ver,
por exemplo, Nouer L et al. (1991) in Heat Shock Response, ed. Nouer L,
CRC, Boca Raton, Fla., pp. 167-220), hormones (ver, por exemplo, Lee F ét
al., Nature 294:228-32 (1981); Hynes NE et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
78:2038-42 (1981); Klock G et él., Nature 329:734-36 (1987); Israel DI and
Kaufman RJ, Nucleic Acids Res. 17:2589-2604 (1989); WO 93/23431),
FK506-related molecules (see e.g., WO 94/18317) ou tetraciclinas (Gossen
M and Bujard H, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5547-51 (1992); Gossen M et |
al., Science 268:1766-69 (1995); WO 94/29442; WO 96/01313). Da mesma
maneira, uma outra realizagdo prové um vetor de expresséo recombinante
no qual um ADN KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) esta operavelmente ligado a

um promotor eucariético induzivel, pelo que permitindo expressao induzivel

de uma proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) em células eucaridticas.

Também sdo conhecidos na técnica processos para expressao

~ de proteinas enddgenas usando recombinacdo homéloga de um brago (ver,

por exemplo, pedido de patente U.S. publicado 2005/0003367; Zeh et al.,
Assay Drug Dev. Technol. 1:755-65 (2003); Qureshi et al., Assay Drug Dev.
Technol. 1:767-76 (2003)). Em resumo, uma construgdo gendmica isolada

compreendendo um promotor ligado operavelmente a uma seqliéncia alve- |
jando KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) é introduzida em uma populagao homo-
génea de células (tais como, por exemplo, ulma populacao homogénea de
uma linha de células humanas ou uma popula¢gdo homogénea de células de

ovario de hamster Chinés (CHO)). O promotor é heterdlogo para o gene alvo
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KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). Seguindo recombinagdo, o promotor controla
transcricdo de um ARNm que codifica um polipeptideo K_CNQS ou
KCNQ5(W270L). A populagdo de células é entdo incubada sob condicGes
que causam expressao do polipeptideo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L).

| Ainda um aspecto prové um vetor de expressao recombinante

compreendendo uma molécula de ADN clonada no vetor de expressdao em

~uma orientagdo anti - sentido. Ou seja, a molécula de ADN esta operavel-

mente ligada a uma sequéncia reguladora em uma maneira que permite ex-
pressao (através de transcricao da molécula de ADN) de uma molécula de
ARN que é anti - sentido para ARNm KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). Sequén-

-cias reguladoras operavelmente ligadas a um acido nucléico clonado na ori-

entagao anti - sentido podem ser escolhidas as quais direcionam a expres-

sdo continua da molécula de ARN anti - sentido em uma variedade de tipos

de células, por exemplo, promotores e/ou aperfeicoadores virais, ou sequén-

cias reguladoras podem ser escolhidas que direcionam expressao constituti-
va direta, especifica de tecido ou especifica de tipo de célula de ARN anti -
sentido. O vetor de expressao anti - sentido pode estar na forma de um
plasmideo recbmbinante, fagemideo, ou virus atenuado no qual acidos nu-
cléicos an'ti - sentido sao prod’uzidos sob o controle de uma regiéo regulado-
ra de alta eficiéncia, a atividade da qual pode ser determinada através do

“tipo de célula na qual o vetor é introduzido. Para uma discusao da regulagéo

de expressao de gene usando genes anti - sentido, ver Weintraub H et al.,
Trends Genet. 1:22-25 (1985), |

Um outro aspecto pertence a células hospedeiras nas quais um
vetor de expressléo recombinante foii introduzido. Por exemplo, uma proteina
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) pode ser expressa em células bacterianas (co-
mo, pof exmeplo, E.coli), células de insetos, células de leveduras, células

anfibias (como, por exemplo, odcitos de Xenopus laevis), ou células mamife-

ras (como, por eemplo, células CHO ou células COS). Outras células hospe-
deiras apropriadas s&o conhecidas por aqueles versados na técnica.

ADN vetor pode ser introduzido em células procariéticas ou eu-
cariticas via técnicas de transformac&o ou transfecgédo padrdes. Como aqui
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usados, os termos "transformacao” e "transfec¢ao" sdo pretendidos referi-
rem-se a uma variedade de técnicas reconhecidas para introdugao de acido
nucléico estranho (por exemplo, ADN) em uma célula hospedeira, incluindo,
por exemplo, co-precipitacdo com cloreto de célcio ou fosfato de calcio,
transfeccao mediada por DEAE-dextrano, Iipofecgéo,‘ou eletroporagao. Pro- |
cessos apropriados para transformagao ou transfecgé‘\o de células hospedei-
ras podem ser encontrados em Sambrook J et al. (supra), e outros manuais
de laboratério. o |
Para 'trahsfecg:éo estével de células mamiferas; é conhecido
que, dependendo' de vetor de expressdo e técnica de transfecgdo usada,
somente uma pequena fragdo de células pode integrar o ADN estranho em
seu genoma. De modo a identificar e selecionar estes integrantes, um gene
que codifica um marcador selecionavel (por exemplo, resisténcia a antibiéti-
cos) é genericamente introduzido nas células hospedeiras junto com o ge'ne
de interesse. Marcadores selecionaveis preferidos incluem aqueles que con-
ferem resisténcia a drogas, tais como G418, higromicina, e metotrexato. Aci-
do nucléico codificando um marcador selecionavel pode ser introduzido em |
uma célula hospedeir a nb mesmo vetor como aquele codificando prote-
ina KCNQS5 ou KCNQ5(W270L) ou pode ser introduzido em um vetor sepa-

rado. Células estavelmente transfectadas com o acido nucléico introduzido

‘podem ser identificadas por sele¢éo de droga (por exemplo, células que in-

corporaram 0 gene marcador selecionavel sobreviveréo, enquanto as outras

células morrem).

No caso de E.coli que 580 estavelmente transfectadas com
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), tais linhas podem ser obtidas de modo que o
gene KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) seja induzivel. Por exemplo, a regulagio
do gene expresso pode ser efetuada através de expressdo estavel dupla
primeiro de um plasmideo "regulador", que contem o transativador controla- |
do - tet ({TA) e um segundo plasmideo "resposta", que contem KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L), sob o contrdle de uma seqﬁéncia promotora que inclui 0
elemento de resposta de tetraciclina (TER). Os plasmideos reguladores co-
mercialmente disponiveis estdo em vetores engehheirados para selegao de
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neomicina, neessitando que vetores resposta sejam construidos para inclui-
rem um segundo marcador selecionavel. Usando tais processos,_‘expresséo
de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) pode ser desligada na preseng¢a de um agen-
te, por exemplo, tetraciclina, ou um composto relacionado com tetraciclina
(por exemplo, doxiciclina) e ligada quando o agente, por exemplo, tetracicli-
na, ndo é adicionado ao meio de cultura. Construcdo deste tipo de linha de

_células permite a expressdo estavel de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) em célu-

las nas quais ele é normalmente tdxico.
Uma célula hospedeira, tal como uma célula hospedeira procari-

otica ou eucariética, pode ser usada para produzir (isto é, expressar) uma

- proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). Da mesma maneira, ainda um aspecto

prové processos para producdo de uma | proteina KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) usando as células hospedeiras. Em uma realizagdo, o pro-

cesso compreende cultura de célula hospedeira (na qual um vetor de ex-

pressao recombinante codificando uma proteina KCNQS5 ou KCNQS(W270L)
foi introduzido) em um meio apropriado de modo que uma proteina KCNQ5
ou KCNQ5(W270L) seja produzida. Em uma outra realizagdo, o processo

-ainda compreende isolamento de uma proteina KCNQS5 ou KCNQ5(W270L)

a partir do meio ou célula hospedeira.
Certas células hospedeiras também podem ser usadas para

" produgado de animais transgénicos ndo-humanos. Por exemplo, em uma rea-

lizagao, a célula hospedeira é um odcito fertilizado ou uma célula tronco em-
briénica. na qual sequéncias codificando KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) foram
introduzidas. Tais células hospedeiras entdo podem ser usadas para criagao
de animais tranégénicos ndo-humanos nos quais seqiiéncias de KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) exdégenas foram introduzidas em seus genomas ou animais
recombinantes homdlogos nos quais seqiéncias de KCNQ5 endégenas fo-

ram alteradas. Tais animais sdo Uteis para estudo de fungdo e/ou atividade

de um polipeptideo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) e para identificagdo e/ou
avaliacao de moduladores de atividade de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). Co-
mo aqui usado, um "animal transgérnico" é um animal ndo-humano, preferi-

velmente um mamifero, mais preferivelmente um roedor tal como um rato ou
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camundongo, no qual uma ou mais das células do animal inclui um transge-
ne. Outros exemplos de animais transgénicos inclue'mv primatas néo-
humanos, ovelha','cées, vacas, cabras, galinhas, anfibios, e semelhantes.
Um transgene € ADN exdgeno que € integrado no genoma de uma célula a
partir da qual um animal transgénico se desenvolve e que permanece no
genoma do animal maduro, pelo que dirigindo a expresséo de um produto
gene codificado em um ou mais tipos de células ou tecidos no animal trans-
génico. Como aqui usado, um "animal recombinante homélogo" é um animal
nao-humano, preferivelmente um mamifero, mais preferivelrhente um ca-
mundongo, no qUaI um gene KCNQS5S enddégeno foi alterado através de re-
combinagdo homdloga entre o gene endégeno e uma molécula de ADN exé-
gena introduzida em uma célula do animal, por exemplo, uma célula em'bri(‘);
nico do animal, antes de desenvolvimento do animal.

Um animal transgénico pode ser criado através de introdugao de
um &cido nucléico codificando KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) no pré-nicleo
macho de um odcito fertilizado, por exemplo, através de microinjegéo ou in-
fecgao retroviral, e permitindo que o odcito se desenvolva em um animal a-
dotado fémea pseudo-gravida. A seqiiéncia de KCNQ5(W270L) de SEQ ID
NO: 1 ou uma sua porgdo pode ser introduzida como um transgene no ge-
noma de um animal nao-humano. Alternativamente, um homdélogo de gene
KCNQ5(W270L), tal como um outro membro de familia KCNQ, pode ser iso-
lado baseado na hibridizagdo das seqliéncias de ADNc de familia
KCNQ5(W270L) de SEQ ID NO: 1 (descrita acima) e usado como um trans-

~ gene.

Sequéncias intrénicas e sinais de poliadenilagdo também podem
ser incluidos no transgene para aumentar a eficiéncia de expressao do
transgene. ‘Uma sequéncia reguladora especifica de tecido pode ser opera-
velmente ligada a um transgene KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) para direcionar |
a expressao de uma proteina KCNQ5 ou KCNQS(W270L) para células parti-
culares. Processos para geragéo de animais transgénicos via manipulagéo e
embrido e microinjegao, particularmente animais tais como camundongos,

tornaram-se padrdes na técnica e sdo descritos, por exemplo, em patentes
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U.S. 4,736,866; 4,870,009; 4,873,191; and in Hogan B, Manipulating the
Mouse Embryo, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y., 1986). Processos similares sdo usados para produgdo de outros ani-
mais transgénicos. Um animal fundador transgénico pode ser identificado
baseado na presenca de um transgene KCNQ5 ou KCNQS(WZ?OL) em seu
genoma e/ou expressao de ARNm KCNQ5 ou KCNOS(WZ?OL) em tecidos
ou células dos ahimais. Um animal fundador transgénico entao pode ser u-
sado para reproduzir animais adicionais transportando o transgene. Além
disso, animais tra'n_sgénicos carreando ‘um transgene codificando uma prote-
ina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) podem ser ainda reproduzidos para outros
animais transgénicos transportando outros oncdgenes. _ '

Para criar um animal recombinante homdlogo, um vetor é prepav-
rado o qual contem pelo menos uma porgdo de um gene KCNQ5 no qual
uma supressao, adigdo, ou substituicao foi introduzida para através do que
alterar, por'exemplo, interromper funcionalmente, o gene KCNQ5. Em uma
realizagdo preferida, o vetor é desenhado de modo que, com recombinagao
homologa, o gene KCNQ5 endégeno é funcionalmente interrompido (isto
ndo codifica mais uma proteina funcional; também referido como um vetor
"nocaute"). Alternativamente, o vetor pode ser desenhado de modo que, com
récombinag:éo homéloga, o gene KCNQ5 endégeho sofre mutagao _ouv de

outro modo alterado mas ainda codifica uma proteina funcional (por exem-

plo, nucleotideos 808-810 de SEQ ID NO: 1 podem ser alterados para pelo
que alterar o aminoacido 270 da proteina KCNQ5 endégena). Em um vetor

de recombinagao homdlogo , a porgéo alterada do gene KCNQ5 é flanquea-

da por suas extremidades 5' e 3' através de adicional seqliéncia de acido
nucléico do gene KCNQ5 para permitir ocorréncia de recombina¢do homdélo-
ga entre 0 gene KCNQ5 exdgeno carreado pelo vetor e um gene KCNQ5

enddgeno em uma célula tronco embriénica. A sequéncia de acido nucléico |
KCNQS5 flanqueante adicional € de comprimento suficiente para recombina-
¢édo homdloga bem sucedida'com 0 gene éndégeno. Tipicamente, varios
quilobases de ADN flanqueante (em ambas extremidades 5' e 3') sdo inclui-
das no vetor (ver, por exémplo, Thomas KR and capecchi MR, Cell 51:503-
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12 (1987) para uma descricao de vetores de recombinacdo homdloga). O
vetor é introduzido em uma linha de célula tronco embribnica (po r exemplo,
através de eletroporagdo) e células nas quais 0 gene KCNQ5 introduzido
recombinou homologamente com o gene KCNQ5 enddgeno sdo seleciona-
das (ver, por exemplo, Li E et al., Cell 69:915-26 (1992)). As células selecio-
nadas sdo entado injetadas em um blastocisto de um animal (por exemplo,

~um camundongo) para formagdo de quimeras de agregacao (ver, por exem-

plo, Bradley A, Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Ap-
proach, Robertson EJ, ed. (IRL, Oxford, 1987) pp. 113-152). Um embrido
quimérico entdo pode ser implantado em um animal adotado fémea pseudo-
gravida apropriado, e o embrido levado a termo. Progénie abrigando o ADN
recombinado homologamente em suas células germes pode ser usada para
reproduzir animais nos quais todas-as células do animal contém o A'DNV re-
combinado homologamente afravés de transmissao de linha germe do
transgene. Processos para constru¢do de vetores de recombinacdao homolo-
ga e animais recombinantes homdlogos sdo ainda descritos em, por exems-
plb, Bradley A, Curr. Opin. Biotechnol. 2:823-29 (1991); WO 90/11354; WO
91/01140; e WO 93/04169. |

Em adi¢ao ao anterior, aqueles versados na técnica apreciarao
que outras abordagens conhecidas na técnica para recombinagdao homéloga
podem ser aplicadas & presente exposi¢cdo. Sistemas de integragdo especifi-
ca de sitio'aséistida por enzima sao conhecidos na técnica e podem ser apli-
cados para integrar uma molécula de ADN em uma localizagédo predetermi-
nada em uma segunda molécula de ADN alvo. Exemplos de tais sistemas de
integracao assisﬁda por enzima incluem o sistema alvo Cre recom'binase-lox' |
(por exemplo, como descrito por Baubonis W and Sauer B, Nucleic Acids
Res. 21:2025-29 (1993); and Fukushige S and Sauer B, Proc. Natl. Acad.

‘Sci. USA 89:7905-09 (1992)) e o FLP recombinase-FRT target system (por

exemplo, como descrito em Dang DT and Perrimon N, Dev. Genet. 13:367-
75 (1992); e Fiering S et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:8469-73 (1993)).
Sistemas de recombinacdo homdloga induzivel regulada com tetraciclina,
tais como aqueles descritos em WO 94/29442 e WO 96/01313, também po-
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dem ser usados.

Por.exemplo, em uma outra realizagao, animais néo-humanos
transgénicos podem ser produzidos os quais contém sistemas selecionados
que permitem eexpressao regulada do transgene. Um eemplo de um tal sis-.
tema é o sistema cre/loxP recombinase de bacteriéfago P1. Para uma des-
cricao do sistema cre/loxP recombinase, ver, por eXemplo, Lakso M et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:6232-36 (1992). Um outro exemplo de um sis-
tema recombinase é o sistema recombinase FLP de Saccharomyces cerevi-
siae (O'Gorman S et al., Science 251:1351-55 (1991)). Se um sistema
cre/loxP recombihase € usado para regular expressao do transgene, animais
contendo transgenes codificando ambas a Cré recombinase e uma selecio-
nada proteina séo requeridos. Tais animais podem ser providos através dé
construgdo de animais transgénicos "duplos”, por exemplo, através de aca-
salamento de dois animais transgénicos, um contendo um transgene codifi-
cando uma proteina selecionada e o outro contendo um transgene codifi-
cando uma recombinase.

~ Clones dos animais transgénicos ndo-humanos aqui descritos
também podem ser produzidds de acodo com 0s processos descritos em,
por exemplo, Wilmut | et al., Nature 385:810-13 (1997); WO 97/07668; e WO
97/07669. Em resumo, uma célula, por exemplo, uma célula somatica, de

um animal transgénico pode ser isolada e induzida a deixar o ciclo de cres-

cimento e entrar em fase G,. A célula quiescente entao pode ser fundida, por

exemplo, através de uso de pulsos elétricos, a um odcito enucleado de um

~animal da mesma. espécie da qual a célula quiescente é isolada. O odcito

reconstruido é entdo cultivado de modo que ele desenvolve para mérula ou
blastécito e entdo transferido para animal adotado fémea pseudo-gravida. A
descend~encia nascida deste animal adotado fémea sera um clone do ani-
mal do qual a célula, por exemplo, a célula somatica, é isolada.
V. Usos e Processos da Invengao |

Canais de ions séo excelentes alvos para drogas. Os pblinucleo-
tideos aqui mostrados codificam canais de potassio bloqueados com volta-

gem mutantes, moduladores dos quais podem ser Uteis para identificagao de
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compostos para diagnéstico, tratamento, prevengao ou alivio de doengas
relacionadas com ou condigdes adversas do sistema nervoso cehtral (CNS)
e sistemas periféricos, incluindo varios tipos de de dor tais como, por exem-
plo, dor somatica, cutanea ou visceral causada por exemplo, por quimadura,
hematoma, abrasao, laceragéo,_ 0sso quebrado, ligamento rompido, tendao

rompido, musculo lacerado, infec¢éo viral, bacteriana, de protozoario ou de

fungos, dermatite de contato, inflamacao (causada por exemplo, por trauma,

infecgdo, cirurgia, queimaduras ou doengas com um componente inflamaté-
rio), cancer, dor de dente; dor neuropatica causada por eemplo, por dano ao
sistema nervoso central ou periférico devido a cancer, infecgdo de HIV (virus
de imunodeficiéncia humana), trauma de tecido, infecgdo, doenga autoimu-
ne, diabetes, artrite, neuropatia diabética, neuralgia trigeminal, ou adminis-
tracao de droga; tratamento de ansiedade causada por eemplo, por disturbio
de panico, disturbio de ansiedade generalizada, ou disturbio de tensao, par-
ticularmente distdrbio de tenséo aguda, disturbios- afetivos, mal de Alzhei-
mer, ataxia, dano de CNS causado por trauma, acidente vascular cerebral
oU doenca neurodegenerativa, déficits cognitivos, cormportamento compulsi-
vo, deméncia, depresséo, doenga de Huntington, mania, prejuizo de memo-
ria, distﬂrbios de memoria, disfuhgéo de meméria, disturbios de movimento,

disturbios motores, perda de memdaria relacionada com idade, doengas neu-

“rodegenerativas, mal de Parkinson e distlrbios motores semelhantes a Par-

kinson, fobias, doenga de Pick, psicose, esquizofrenia, dano de cord&o espi-
nhal, tremor, ataques, convulsdes, epilepsia, distrofia macular semelhante a
Stargardt, distrofia macular de cone - bastdo, doenga de Salla, epilepsia,
relaxantes muséulares, redutores de febre, anxioliticos, agentes anti-"
enxaqueca, analgésicos, disturbios bipolares, depressao unipolar, distirbios

funcionais de intestino (por exemplo, dispepsia e sindrome de intestino irrita-

vel), diarréia, constipagdo, varios tipos de incontinéncia urinaria (por exem-

plo, incontinéncia urinaria de desejo, incontinéncia urinaria de tensao, incon-
tinéncia urinaria de transbordamento ou incontinéncia urinaria inconsciente
e incontinéncia urindria mista), urgéncia urinaria, instabilidade de bexiga,

bexiga 'neurogénica, perda de audigéo, tinido, glaucoma, disturbios cogniti-
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vos, dor neuralgica e inflamatéria c‘rc“)nica; para prevencgao e reducao de de-
pendéncia de droga ou tolerancia para tratamento de, po'r exemplo, céncer,
inflamacao, doengas oftalmicas, e varios disturbios de CNS.

As moléculas de &cido nucléico, proteinas, homélogos de protei-
nas, e anticorpos aqui descritos podem ser usados érh um ou mais dos se-
guintes processos: a) processos de tratamento, preférivélmente no cérebro,
musculo de esquéleto, ou bexiga urinaria; b) ensaios de sele¢do; ¢) medica-
mentos anunciadores, ensaios progndsticos, experimentos clinicos de moni-
toracao, ou férma‘c;o - genéticos). As mbléculas de acidos nucléicos isoladas -
podem ser usadas, por exemplo, para expressao de proteina KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) (por exemplo, via um vetor de expresséo recombinante em
uma célula hospedeira em aplicagbes de terapia de gene), para detecg¢ao de
ARNm KCNQ5 6u KCNQ5(W270L) (por exemplo, em uma amostra biologi-
ca) ou uma alteracdo genética em um gene KCNQ5, e para modular ativida-
de de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), como ainda descrito abaixo. Em adigao,
as proteinas KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) podem ser usadés para selecionar
proteinas de ligagdo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) ocorrendo naturalmente, |
paré selegdo de drogas ou compostos que modulam atividade de KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L), assim como para tratamento de disturbios que podem se
beneficiar de modulagao de KCNQS, por exemplo, caracterizados por insufi-

‘ciente ou excessiva produgéo de proteina KCNQ5 ou produgao de formas de

proteina KCNQ5 que tem atividade diminuida ou aberrante comparadas a
proteina KCNQ5 tipo selvagem. Além disso, os anticorpos anti- KCNQ5 ou

_’anti - KCNQ5(W270L) podem ser usados para deteccdo e isolamento de

proteinas KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), regulacdo da biodisponibilidade de
proteinas KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), e modulagdo de atividade de KCNQ5
(por exémplo, reducdo de atividade de KCNQ5 no cérebro aumentara a exci-
tabilidade neuronal no CNS). Em realizagdes preferidas os processos aqui
mostrados, por exem}plo, deteccdo, modulacdo de KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L), etc., sdo realizados no CNS, musculo de esqueleto, ou
musculo liso de bexiga urinaria.

A. Processos de Modulagdo de KCNQS5 ou KCNQ5(W270L)
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Um aspecto prové processos de modulacdo de KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) em uma célula, por exemplo, para o propdsito de' identifica-
cao de agentes que modulam expressdao e/ou atividade de KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L), assim como ambos processos profilatico e terapéutico de
tratamento de um sujeito em risco de (ou suscetivel a) um distarbio ou tendo

um disturbio associado com aberrante expressao ou atividade de KCNQS5 ou

~um disturbio que pode se beneficiar de modulagdo de atividade de KCNQ5.

Ainda um outro aspecto pertence a processos de modulagao de
expres_séo e/ou atividade de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) em uma célula. Os
processos moduladores envolvem contato de célula com um agnete que
modula expressdo e/ou atividade de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) de modo
que expressao e/ou atividade de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) sdo modula-
das. O agente pode atuar através de modulagido de atividade de pfoteina R

~ KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) na célula ou através de modulagéo de transcri-

¢ao do gene KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) ou tradugdo de ARNm KCNQS5 ou
KCNQ5(W270L).

| Da mesma maneira, em uma realizagao, o agente inibe atividade
de KCNQS5 ou KCNQ5(W270L). Um agente inibidor pode funcionar, por e-
xemplo, através de inibigéo' direta de atividade de KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) ou através de modulagido de um caminho sinalizante que

“regula negativamente KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). em uma outra realizagio,

o agente estimula atividade de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). Um agente es-
timulador pode funcionar, por exemplo, através de estimulagcao direta de ati-
vidade de KCNQS5 ou KCNQ5(W270L), ou através de modulagdo de um ca-
minho sinalizante que conduz a estimulacdo de atividade KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L). Agentes inibidores exemplares incluem moléculas de aci-
dos n.uéléicos KCNQS5 ou KCNQ5(W270L) anti - sentido (por exemplo, para

inibigdo de tradugdo de ARNm KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), anticorpos anti -

KCNQS5 ou anti - KCNQ5(W270L) (por exmeplo, para inibicdo de atividade
de proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L)), e mutantes negatiVos dominantes
da proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). Outros agentes inibidores que po-
dem ser usados para inibicdo de atividade de uma proteina KCNQ5 ou
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KCNQ5(W270L) sdao compostos qUimicos que inibem atividade de KCNQ5
ou KCNQS(WZ?OL). Tais compostos podem ser identificados usando ensai-
os de seleg:'éo que selecionam tais compostos, como aqui descrito. Adico-
nalmente ou alternativamente, compostos que ihibem atividade de KCNQ5
ou KCNQS(W27OL) podem ser desenhados usando-se abordagens conheci-
das na técnica. o

De acordo com um outro processo modulador, atividade de

'KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) é estimulada em uma célula através de contato

de célula com um agentevestimulador. Exemplos de tais agentes estimulado-
res incluem moléculas ativas de proteina e acido nucléico KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) codificando KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) que sdo introduzi-
dos na célula para aumentar atividade de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) né
célula. Um agehte estimulador preferido é uma molécula de acido nucléico
codificando uma proteina KCNQS ou KCNQ5(W270L), onde a molécula de
acido nucléico é introduzida na célula em uma forma apropriada para ex-
pressdo da proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) ativa na célula. Para ex-
pressar uma proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) em uma célula, tipicamen-
te um ADNc KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) é primeiro introduzido em um vetor
de expressédo recombinante usando técnicas padrdes de biologia molecular,
como aqui descrito. Um ADNc KCNQS5 ou KCNQ5(W270L) pode ser obtido,

por exemplo, através de amplificagdo usando a PCR ou através de selegéo

de uma apropriada biblioteca de ADNc's como aqui descrito. Seguindo iso-
lamento ou amplificagdo de ADNc KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), o fragmento

de ADN é introduzido em um vetor de expressao e transfectado em células

alvos através de processos padrdes, como aqui descrito. Outros agentes
estimuladores que podem ser usados para estimulagdo de atividade e/ou
expressdo de uma proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) sdo compostos
quimicos que estimulam atividade e/ou expressdo de KCNQ5 em células, |
tais como compostos que aperfeicoam atividade de KCNQ5. Tais compostos
podem ser identificados usando-se ensaios dé selecdo que selecionam tais
compostos, como aqui descrito em detalhes.

Os processos moduladores podem ser realizados in vitro (por
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exmeplo, através de cultura de célula com o agente ou através de introdugédo
de agente em células em cultura) ou, alternativamente, in vivo (po r exmeplo,
através de administragdo de agente a um sujeito ou através de introducao de
agente em células de um suijeito, tal como através de terapia de gene). Para
prétiCa de processo modulador in vitro, células podem ser obtidas de um su-

jeito através de processos padrdes e incubadas (isto é, cultivadas) in vitro

com um agente modulador para modular atividade de KCNQ5 ou

KCNQ5(W270L) nas células.
Para agentes estimuladores ou inibidores que compreendem

acidos nucléicos (incluindo vetores de expressado recombinantes codificando

-proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), ARN anti - sentido, anticorpos intrace-

lulares, ou inibidores negativos dominantes), os agentes podem ser introdu-

zidos nas células do sujeito usando processos conhecidos na técnica para

introdugéo de acido nucléico (por exemplo, ADN) em células in vivo. Exem-

plos de tais processos' abrangem ambos processos nédo-virtal e viral, incluin-
do:

Injecdo Direta:ADN nu pode ser introduzido em células in vivo
através de injecao direta de ADN nas células (ver, por exemplo, Acsadi G et |
al., Nature 332:815-18 (1991); Wolff JA et al., Science 247_:1465-68 (1990)).
Por exemplo, uma aparelhagem de liberagao (por exemplo, uma "pistola de

gene") para injecao de ADN em células in vivo pode ser usada. Uma tal apa-

relhagem é comercialmente disponivel (por exmeplo, de Bio-Rad Laboratori-
es, Hercules, Célif.). 4 ’

Lipideos Cationicos: ADN nu pode ser introduzido em células in
vivo através de éomplexagéo de ADN com lipideos cati6nicos ou éncapsula-'
¢ao de ADN em lipossomas catidnicas. Exemplos de apropriadas formula-
¢coes »d.e lipideo catiénico incluem cloreto de N-[1-(2,3-dioleoiloxi) propil]-

N,N,N-trietil aménio (DOTMA) e uma razdo molar 1:1 de brometo de 1,2-

dimiristiloxi propil-3-dimetil hidroxi etil aménio (DMRIE) e dioleoil fosfatidil
etanol amina (DOPE) (ver, por exemplo, Logan JJ et al., Gene Ther. 2:38-49
(1995); San H et al., Hum. Gene Ther. 4:781-88 (1993)).

Tomada de ADN Mediada Por Receptor: ADN nu também pode
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ser introduzido em células in vivo através de complexacao de ADN a um ca-
tion, tal como poli lisina, que é acoplado a um ligante para um recéptor de
superficie de célula (ver, por exemplo, Wu GY and Wu CH, J. Biol. Chem.
263:14621-24 (1988); Wilson JM et al., J. Biol. Chem. 267:963-67 (1992);
and U.S. Patent No. 5,166,320). Ligacéo do compleko de AND - ligante ao
receptor facilita tomada do AND através de endocitose mediada por recep-
tor. Um complexb de ADN - ligante ligado a capsideos de adenovirus que
naturalmente rompem endossomas, pelo que liberando material no citoplas-
ma pode ser usado para evitar degradégéo do complexo através de liposso-
mas intracelulares (ver, por exemplo, Curiel DT et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88:8850-54 (1991); Cristiano RJ et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90:2122-26 (1993)). |
Retrbvirus: Retrovirus defectives sdo bem caracterizados pa-
ra uso em transferéncia de gene para propdsitos de terapia de gene (para
uma revisao, ver Miller AD, Blood 76:271-78 (1990)). Um retrovims recombi-
nante pode ser construido tendo uma sequéncia de nucleotideos de interes-
se incorporada no genoma retroviral. Adicionalmente, por¢ées do genoma |
retrbvir_al podem ser removidas para torna'r’o retrovirus defeituoso em repli-
cagdo. O retrovirus de replicacdo defeituosa é entdo empacotado em virions
que podem ser usados para infectar a célula alvo através de uso de um vi’rus
auxiliar através de técnicas pédrées.Protocolos para produgdo de retrovirus
recombinantes é para infecgdo de células in vitro ou in vivo com tais virus
podem ser encontrados em Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel

, FM et al. (eds.) Greene Publishing Associates (1989), Sections 9.10-9.14 e

outros manuais padrées de laboratério. Exemplos de apropriados retrovirus
incluem pLJ, pZIP, pWE e pEM que sdo bem conhecidos por aqueles versa-
dos na técnica. Exemplos de apropriadas linhas de virus de embalagem in-

cluem ¥Crip, ¥Cre, Y2 WAm. Retrovirus tém sido usados para introdugdo |
de uma variedade de genes em muitos tipos diferentes de células, incluindo
células epiteliais, células endoteliais, linfécitos, mioblastos, hepatécitos, célu-
las de medula dssea, in vitro ou in vivo (ver, por exemplo, Eglitis MA et al.,
Science 230:1395-98 (1985); Danos O and Mulligan RC, Proc. Natl. Acad.
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Sci. USA 85:6460-64 (1988); Wilson JM et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:3014-18 (1988); Armentano D et al., Proc. Natl. Acad. Sci. US_A 87:6141-
45 (1990); Huber BE et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8039-43 (1991);
Ferry N et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8377-81 (1991); Chowdhury JR
et al., Science 254:1802-05 (1991); van Beusechem VW et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89:7640-44 (1992); Kay MA et al., Hum. Gene Ther. 3:641-

47 (1992); Dai Y et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10892-95 (1992); Hwu

P et al., J. Immunol. 150:4104-15 (1993); U.S. Patent No. 4,868,116; U.S.
Patent No. 4,980,286; WO 89/07136; WO 89/02468; WO 89/05345; and WO
92/07573. Vetores retrovirais requerem divisao de célula alvo de modo que o

-genoma retroviral (e &cido nucléico estranho inserido no mesmo) seja inte-

grado no genoma hospedeiro para introduzir estavelmente acido nucléico na
célula. Assim, pode ser necessario estimular replicagao da célula alvo.

Adenovirus: - O .genoma de um adenovirus pode ser manipula-

do de modo que ele c'odifique e expresse um produto de gene de interesse

mas seja inativado em termos de sua habilidade para replicar em um ciclo de
vida viral litico normal (ver, por exemplo, Berkner KL, Biotechniques 6:616-

129 (1988); Rosenfeld MA et al., Science 252:431-34 (1991); e Rosenfeld MA

et al., CerIv 68:143-55’(1992)).'Apropriad»os vetores adenovirais derivados de
linhagem de adenovirus Ad tipo 5 d1324 ou outras linhagens de adenovpirus

" (por exemplo, Ad2, Ad3, Ad7, etc.) sdo bem conhecidas por aqueles versa-

dos na técnica. Adenovirus recombinantes sdo vantajosos em que eles ndo
requerem célulés se dividindo para serem efetivos veiculos de liberagao de
gene e podem ser usados para infectarem uma ampla variedade de tipos de
células, incluindo epitélio de vias aéreas (Rosenfeld MA et al., Celli68:143-55'
(1992)), células endoteliais (Lemarchand P et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:64»82-86 (1992)), hepatdcitos (Herz J and Gerard RD, Proc. Natl. Acad.

Sci. USA 90:2812-16 (1993)), e células de musculo (Quantin B et al., Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 89:2581-84 (1992)). Adicionalmente, ADN adenoviral

introduzido (e ADN estranho ali contido) néo € integrado no genoma de uma

célula hospedeira mas permanece epissomal, pelo que evitando potenciais

problemas que podem ocorrer como um resultado de mutagénese de inser-
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¢ao em situagdes onde ADN introdUzido torna-se integrado no genoma hos-
pedeiro (por exinelo, ADN retroviral). Além disso, a capécidade de carrea-
mento do genoma adenoviral para ADN estranho € grande (até 8 quilobases)
em relagao a outros vetores de liberagao de gené (Berkner KL et al., supra;
Haj-Ahmad Y and Graham FL, J. Virol. 57:267-74 (1 986)). Maioria de vetores
adenovirais de réplicagéo defeituosa correntemente ém uso sdo suprimidos
de todos ou partes do genes E1 e E3 virais mas retém tanto quanto 80% do
material genético adenoviral. | o |

Virus Adéno-Associados: Virus adeno - associado (AAV) é um
virus defeituoso ocorrendo naturaimente que requer um outro' virus, tal como
um adenovirus, ou um virus de herpes, ou um virus auxiliar para eficiente
replicagdo e um.ciclo de vida produtivo (para uma reviséo, ver Muzyczka N',
Curr. Top. Micrébiol. Immunol. 158:97-129 (1992)). Ele é também um dos
poucos virus que pode integrar seu ADN em células nao se dividindo, e éxi-
be uma alta freqiiéncia de integracdo estavel (ver, por exemplo, Flotte TR et
al., Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol. 7:349-56 (1992); Samulski RJ et al., J. Vi-
rol. 63:3822-28 (1989); e McLaughlin SK et al., J. Virol. 62:1963-73 (1988)). |
Vefores contendo tao poiucoi Cjuanto 300 pares de bases de AAV podem ser
embalados e podem integrar. Espago para ADN exégeno ¢é limitado a cerca
de 4,5 kb. Um vetor AAV tal como aquele descrito por Tratschin JD et al.,
Mol. Cell. Biol. 5:3251-60 (1985), pode ser usado para introduzir ADN em
células. Uma variedade de acidos nucléicos foram introduzidos em diferen-
tes tipos de células usando vetores AAV (ver, por exemplo, Hermonat PL

~and Muzyczka N, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6466-70 (1984); Tratschin

JD et al., Mol. Cell. Biol. 4:2072-81 (1985); Wondisford FE et al., Mol. Endo-
crinol. 2:32-39 (1988); Tratschin JD et al.,, J. Virol. 51:611-19 (1984); and
Flotte TR et al., J. Biol. Chem. 268:3781-90 (1993)). -

A eficacia de um particular sistema de vetor de expressio e pro-
cesso de introdugdo de acido nucléico em uma célula pode ser avaliado a-
través de abordagens padroes rotineiramente usadas na técnica. Por exem-
plo, ADN introduzido em uma célula pode ser detectado por uma técnica de
hibridizagao de filtro (por exemplo, Southern blotting), e ARN produzido por
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transcricao de ADN introduzido pode ser detectado, por exemplo, por Nor-
thern blot, prote¢do com RNase, ou reacdo de cadeia polimerase‘-' transcrip-
tase reversa (RT-PCR). O produto gene pode ser detectado através de um
ensaio apropriado, por exmeplo, através de detecgdo imunolégica de vuma
proteina produzida, tal como com um anticorpo especifico, ou através de um
ensaio funcional para detectar uma atividade funcional do produto de gene.
Existe uma variedade de condigdes patoldgicas para as quais

agentes de modulacdo de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) podem ser usados

em tratamento (ver, por exemplo, se¢do V, aqui).
1. Processos Profilaticos

Um aspecto prové um processo para prevengdo em um suijeito,
de uma doenga ou condigdo que pode se beneficiar de modulagde uma ati-
vidade e/ou expressdo de KCNQ5, por exemplo, um disturbio associado com
uma expressao ou atividade aberrante de KCNQ5 (tal como por exemplo,
incontinéncia urinaria e dor neuropatica), através de administragdo ao sujeito
de um polipeptideo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) ou um agnete que modula
eXpresséo de polipeptideo KCNQS5 ou pelo menos uma atividade de KCNQS5.
Em um aspecto, o polipeptideo KCNQ5 pode conter um doiminio transmem-
brana S5-S6 de KCNQ1. Alternativamente, o polipeptideo KCNOS pode con--
ter um dominio transmembrana S5 de KCNQ1. Sujeitos em risco para uma

~doenga que é causada ou contribuida por expressao ou atividade aberrante

de KCNQ5 podem ser identificados através de, por exemplo, qualquer um ou
uma combinagéo de ensaios diagndsticos ou progndsticos como aqui descri-
tos. Administragdo de um agnete profilatico pode ocorrer antes da manifes-
tacao de sintomas caracteristicos de aberracdo de KCNQ5, de modo que a
doenga ou disturbio é prevenida ou, alternativamente, retardada em sua pro-
gressao. Dependendo do tipo de aberragdo ou condigdo de KCNQS5, por ex-

‘meplo, um polipeptideo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), agonista de KCNQ5 ou

KCNQ5(W270L), ou agente antagosnista de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L)

pode ser usado para tratamento do sujeito. O apropriado agente pode ser

determinado baseado em ensaios de selecdo aqui descritos.
2. ~ Processos Terapéuticos
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Um outro aspecto pertence a processos de modulagdo de ex-
pressao ou atividade de KCNQ5 para propositos terapéuticos. Da mesma

maneira, em uma realizagao exemplar, o processo modulador envolve conta-

to de uma célula com um polipeptideo ou agente KCNQ5 ou

KCNQ5(W270L) que modula uma ou mais das atividades de proteina
KCNQ5 associada com a célula. Um agnete que modula atividade de protei-
na KCNQ5 podeﬂser um agnete como aqui descrito, tal como um acido nu-
cléico ou uma proteina, uma molécula alvo ocorrendo naturalmente de uma
proteina KCNQ5 (por exemplo, uma proteina de ligagdo KCNQ5), um anti-
corpo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), um agonista ou antagonista de KCNQ5
ou KCNQ5(W270L), um peptidomimético de um agonista ou antagonista de
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), ou outra molécula pequena. Em uma realizaA-
¢ao, o0 agente eétimula uma ou mais atividades de KCNQ5. Exemplos de tais
agentes estimuladores incluem ‘proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) ativa e
uma molécula de 4cido nucléico codificando polipeptideo KCNQ5 ‘ou
KCNQ5(W270L) que foi introduzido na célula. Em uma outra realizagéo, o
agente inibe uma ou mais atividades KCNQS5. Exemplos de tais ag'entes ini-
bidores incluem moléculas de &cido nucléico KCNQS5 ou KCNQ5(W270L
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) anti - sentido, anticorpos anti - KCNQS5 ou anti -
KCNQS(W27OL), e inibidores de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). Estes proées-
sos moduladores podem serf realizados in vitro (por exemplo, através de
cultura de célulé com o agente) ou, alternativamente, in vivo (por exemplo,

através de administragdo de agente a um sujeito). Como tal, ainda um as-

, 'pect'o prové processos de tratamento de um individuo afligido com uma do-

enga ou disturbio que pode se beneficiar de modulagdo de uma proteina

KCNQS5 (por exemplo, como descrito em segdo V, aqui), ou que é caracteri-

fr.;;l

zada por expressdo ou atividade aberrante de uma molécula de écido nu-

cléico ou proteina KCNQ5. Em uma realizagéo, o processo envolve adminis-
tracdo de um agente (por exemplo, um agente identificado através de um
ensaio de selegdo aqui descrito), ou combinagdo de agentes qué modula
(por exemplo, regula ascendentemente ou regula descendentemente) ex-
pressao ou atividade de KCNQ5. Em uma outra realizagdo, o processo en-
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volve administracdo de uma molécula de acido nucléico ou proteina KCNQ5
ou KCNQ5(W270L) como terapia para compensar reduzida ou'aberrante
expressao ou atividade de KCNQ5.

Estimulagdo de atividade de KCNQ5 é desejavel em situagdes
nas quais KCNQ5 ‘w anormalmente regulado descendentemente e/ou onde
aumentada atividade de KCNQ5 ¢é provavel de ter um efeito benéfico. Da

_mesma maneira, inibicao de atividade de KCNQ5 é desejavel em situagoes

nas quais KCNQ5 é anormalmente regulada ascendentemente e/ou onde
diminuida atividade de KCNQ5 é provéavel de ter um efeito benéfico. Sistua-
¢Oes exemplares nas quais modulagdo de KCNQ5 sera desejavel estao no

-tratamento de disturbios associados com KCNQ5 (ver, por exemplo, se¢do

V, aqui).
Agentes identificados pelos processos aqui mostrados sao tteis
para indugao, auxilio ou manuténgéo de desejavel controle de bexiga em um
mam.l’fero experimentando ou suscetivel a instabilidade de bexiga ou inconti-
néncia urinéria. Estes processos incluem prevengao, tratamento ou inibicéao
de condig¢des urinarias relacionadas com bexiga e instabilidade de bexiga,
incluindo instabilidade de bexiga idiopatica, enurese noturna, noturia, disfun-
¢ao de eSvaziamento- e incontinéncia urinaria. Também tratavel ou preveni-
vel com os processos desta invengédo é instabilidade de bexiga secundaria
para hipertrofia de prostata. Os agentes identificados pelos processos aqui
mostrados também s&o uteis na promog¢ao de retardo temporario de micgao
quando desejévél. Os agentes também podem ser usados para estabilizagdo
de bexiga e tratamento ou prevengao de incontinéncia urinaria de desejo,
oincontinéncia urinaria de tensdo ou uma combinagdo de incontinéncia de
tensao e desejo em um mamifero, que também pode ser referida como in-
continéncia de tensdo e desejo mista. Estes processos incluem auxilio em
prevengao ou tratamento de incontinéncia urinaria associada com condi¢des
secundarias como hipertrofia de prdstata.
' Estes processos podem ser utilizados para permitir um receptor
controlar a urgéncia e freqiiéncia de micc;éo. Os processos desta invengao

incluem o tratamento, prevengao, inibicdo e melhora de incontinéncia urina-
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ria de desejo também conhecida cbmo instabilidade de bexiga, bexiga neu-
rogénica, disfuncdo de esvaziamento, bexiga hiperativa, superatividade de
detrusor, hiper-reflexia de detrusor ou bexiga nao-inibida.

‘ Como descrito acima, processos Uteis incluem tratamentos, pre-
vengao, inibigdo ou melhora de bexiga hiperativa ou instavel, bexiga neuro-
génica, urgéncia de bexiga senséria, ou bexiga hipér—reflexiva. Estes usos
incluem, mas nao séo limitados aqueles para atividades e instabilidades de
bexiga nas quais a urgéncia urinaria esta associada com prqstatite, hipertro-
fia prostatica, cistite 'intersticial, infecgdes de trato urinario ou vaginite. Os
agentes também podem ser usados para auxiliarem em inibi¢éo Ou correcao
das condigbes de Sindrome de Frquéncia - Uigéncia, e bexiga preguicosa,
também conhecida como sindrome de esvaziamento infrequente.

Os agentes também podem ser usados para tratamento, pre-
vengao, inibigéo'ou limitagdo de incontinéncia urinaria, instabilidade urinaria
ou urgéncié urindria associada com ou resultante de administra¢6es de ou-
tras medicagdes, incluindo diuréticos, antagonistas de vasopressina, agentes
anticolinérgicos, sedativos ou agentes hipnéticos, narcéticos, agohiStas alfa-
adrenérgicos, antagonistas alfaadrenérgicos, ou bloqueadores de canal de
calcio.

-Os agentes identificados pelos processos aqui mostrados podem

ser Uteis para inducdo ou auxilio em controle de bexiga urinaria ou preven-

¢éo ou tratamento de doengas aqui descritas em humanos em necessidade
de tal alivio, incluindo usos adulto e pediatrico. Entretanto, eles também po-

dem ser utilizados para aplicagbes veterinarias, particularmente incluindo

processos de controle de bexiga de caninos e felinos. Se desejado, os pre-
sentes processos também podem ser usados com animais de fazenda, co-
mo criagdes de ovinos, bovinos, porcinos e equinos.
B. Ensaios de Selegao:

Um aspecto prové um processo (também referido aqui como um
"ensaio de sele¢do") para identificagdo de moduladores, ou seja, compostos
candidatos ou testes ou agentes (por exemplo, peptideos, peptidomiméticos,
moléculas pequenas e outras drogas) que se ligam a proteinas KCNQ5 ou
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KCNQ5(W270L), tém um efeito estimulador ou inibidor sobre, por exemplo,
expressdo de KCNQS5 ou KCNQ5(W270L), ou atividade de KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L). _ ' '
Os compostos testes podem ser obtidos usando qualquer uma
de numerosas abordagens em processos de biblioteca combinatorial conhe-

cidos na técnica, incluindo: bibliotecas biolégicas; bibliotecas de fase sélida

_ou fase solugdo paralelas espacialmente enderecaveis; processos de biblio-

teca sintética requerehdo desconvolugao; o processo de biblioteca de "uma-
pérola um-composto”; e processos de biblioteca sintéticos usando selecdo
de cromatografia de afinidade. A abordagem de biblioteca bioldgica €é limita-

-da a bibliotecas de peptideos, enquanto as outras quatro abordagens sdo

aplicaveis a bibliotecas de moléculas pequenas ou, ndo-peptideo oligbmero,
peptideo de compostos (Lam KS, Anticancer Drug Des. 12:145-67 (1997)).
Exemplos de proceésos para a sintese de bibliotecas molecula-
res podem ser encontrados na técnica, por exemplo em: DeWitt SH et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6909-13 (1993); Erb E et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 91:11422-26 (1994); Zuckermann RN et al, J. Med. Chem.

-37:2678-85 (1994); Cho CY et al., Science 261:1303-05 (1993); Carrell T et

al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. '33:2059-61 (1994); Carrell T et al., Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 33:2061-64 (1994); e Gallop MA et al., J. Med. Chem.

'37:1233-51 (1994).

" Bibliotecas de compostos podem ser apresentadas, por exem-
plo, em solugéo‘ (por exemplo, Houghten RA et al., Biotechniques 13:412-21
(1992)), ou sobre pérolas (Lam KS et al., Nature 354:82-84 (1991)), chips
(Fodor SPA et al., Nature 364:555-56 (1993)), bactérias (Patente U.S. No.
5,223,409), esporos (Patente U.S. No. 5,223,409), plasmideos (Cull MG et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:1865-69 (1992)), ou sobre fago (Scott JK

and Smith GP, Science 249:386-90 (1990); Devlin JJ et al., Science 249:404-

06 (1990); Cwirla SE et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 87:6378-82 (1990); Felici F
etal., J. Mol. Biol. 222:301-10 (1991); Patente U.S. No. 5,223,409).
Em muitos programas de selegdo de drogas que testam bibliote-

cas de agentes de modulagao e extratos naturais, ensaios de alta produtivi-
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dade sdo desejaveis de modo a a maximizar o nimero de agentes de modu-
lagéo sobreviventes em um dado periodo de tempo. Ensaios que sdo reali-
zados em sistemas livres de células, tal como pode ser derivado com protei-
nas purificadas ou semi - purificadas, sdo frequientemente preferidos como
selegbes "primarias" em que elas podem ser geradasvpara permitirem rapido
desenvolvimento e detecgao relativamente facil de uma alteracdo em um
alvo molecular qué € mediada por um agente de modulacdo teste. Além dis-
so, os efeitos de toxidez celular e/ou biodisponibilidade do agnete de modu-
lagcao teste podemvser genericamente ignorados no sistema in vitro, o ensaio
ao invés sendo focalizado primariamente sobre o efeito da droga sobre o
alvo molecular como pode ser manifesto em u}ma alteracdo de afinidade de
Ii‘gagéo com elementos a montante ou a jusante. “

Em um aspecto, um agente é selecionado através de contato de
agente com uma molécula de KCNQS5 e detectando o efeito do agnete sobre
atividade de KNCQ5. Detecgdo de um aumento ou uma diminuigéo de ativi-
dade de KNCQS5 é indicativa de um agente sendo um modulador de KCNQS5.
A molécula de KCNQ5 pode ser um polinucleotideo codificando todo ou uma
porg‘éo_ de um polipe‘ptl’deo KCNQ5(W27OL), um polinucleotideo codificando
um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio transmembrana S5-S6 de
KCNQ1, ou um polinucleotide_o codificando um polipeptideo KCNQ5 contén-

_do um dominio transmembrana S5 de KCNQ1. Alternativamente, a molécula
. de KCNQS5 pode ser um polipeptideo compreendendo uma sequiéncia de

aminoacidos de um polipeptideo KCNQ5(W270L), um polipeptideo KCNQ5

_ ‘contendo um dominio transmembrana S5-S6 de KCNQ1, ou um polipeptideo

KCNQ5 contendo um dominio transmembrana S5 de KCNQ1.

Em um outro aspecto, um agente é selecionado através de con-
tato de uma célula com um agente e determinando o nivel de expressdo de
uma molécula de KCNQ5. Detecgéo de uma diminuigdo ou um aumento em |
expressdo de KCNQ5 ¢ indicativa de um agente sendo um modulador de
KCNQ5. A molécula de KCNQ5 pode ser u.m polinucleotideo codificando
todo ou uma porgao de um polipeptideo KCNQ5(W270L), um polinucleotideo

codificando um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio transmembrana
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S5-S6 de KCNQ1, ou um polinucleotideo codificando um polipeptideo
KCNQ5 contendo um dominio transmembrana S5 de KCNQ1. Alternativa-
mente, a molécula de KCNQ5 pode ser um polipeptideo compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos de um polipeptideo KCNQ5(W270L), um
polipéptideo KCNQ5 contendo um dominio transmembrana S5-S6 de
KCNQ1, ou um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio transmembrana

'S5 de KCNQ1.

Uma realizagdo prové ensaios para sele¢do de compostos can-
didatos ou testes que se ligam a ou modulam a atividade de uma proteina ou
polipeptideo KCNQ5 ou sua porgao biologicamente ativa, por.exemplo, mo-
dula a habilidade de polipeptideo KCNQ5 para reduzir excitabilidade neuro-
nal ansiedade e/ou dor neuropatica, ou para "acalmar" atividade de musculo

liso de bexiga para incontinéncia urinaria. Por "acalmar" é pretendido supri-

mir contragdes anormais de células de musculo liso de bexiga em pacientes

de incontinéncia.

_ Ensaios podem ser usados para selegdo de agentes modulan-
tes, incluindo homdlogos de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), que sdo agonistas
ou antagonistas da fungao celular normal dos polipeptideos KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) de sujeito. Por éxemplo_, um aspecto prové um processo no
qual uma composi¢ao indicadora é provida que tem uma proteina KCNQ5 ou

"KCNQ5(W270L) tendo uma atividade KCNQ5. A composicédo indicadora po-

de ser contactada com um composto teste. O efeito do composto teste sobre
atividade de KCNQS, como medido através de uma mudanga na composicdo
indicadora, entdo pode ser determinado para através do que identificar um
composto que modula a atividade de uma proteina KCNQ5. Uma mudanga
estatisticamente significante, tal como uma diminuigdo ou aumento, no nivel

de atividade de KCNQ5 na presenga do composto teste (em relagdo ao que

€ detectado na auséncia do composto teste) é indicativa do composto teste

sendo um agente de modulagdo de KCNQ5. A composigdo indicadora pode
ser, por exemplo, uma célula ou um extrato de célula.

A eficacia do agente de modulagéo pode ser avaliada através de
geragdo de curvas de dose resposta a partir de dados obtidos usando varias
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concentragbes do agnete de modulagao teste. Além disso, um ensaio contro-
le também podé ser realizado para prover uma linha base'para comparagéo.
No ensaio controle, proteina ou KCNQ5(W270L) isolada e purificada é adi-
cionada a uma composi¢ao contendo um elemento de ligagdo de KCNQ5, e
a formagao de um complexo é quantificada na auséncia do agente de modu- |
lagao teste.

Ainda em ljma outra realizagdo, um ensaio é um ensaio isento de cé-
lula no qual uma protéina ou KCNQ5(W270L) ou sua porgdo biologicament_e
ativa é contactada com um composto téste e a habilidade do composto teste
para se ligar a ’prbteina ou KCNQ5(W270L) ou sua por¢do ‘biologicamente
ativa € determinada. Ligagdo do composto teste a proteina ou
KCNQ5(W270L). pode ser determinad_a direta ou indiretamente como descri;
to acima. Em :uma realizagdo, o ensaio inclui contato de proteina ou
KCNQ5(W270L) ou sua porgéo.biologicamente ativa com um composto co-
nhecido que liga KCNQ5 tipo selvagem para formar uma mistura" de ensaio,
contato de mistura de ensaio com um composto teste, e determinagao de

habilidade do composto teste para interagir com uma prbteina'ou

- KCNQ5(W270L), onde determinagdo de habilidade do composto teste para

interagir com uma proteina ou KCNQ5(W270L) compreende determinagao
de habilidade do composto teste ligar-se preferencialmente a polipeptideo ou

_KCNQS(W270L)_ ou sua por¢ao biologicamente ativa comparado ao compos-

to conhecido.

A proteina ou KCNQ5(W270L) pode ser provida como um lisado de

_ células que expresam ou KCNQ5(W27OL), como um polipeptideo purificado

ou semi - purificado, ou como um polipeptideo expresso recombinantemente.
Em uma realizagdo, um sistema de ensaio isento de células ainda compre-
ende pelo menos uma molécula alvo com a qual KCNQ5 ou KCNQ5(W270L)

interage, e a habilidade do composto teste para ‘modular a interagdo da |
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) com a molécula(s) alvo é monitorada para pelo
que identificar o composto feste como urh modulador de atividade de
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). Determinagéo de habilidade do composto teste
para modular a atividade de uma proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) pode
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ser realizada, por exemplo, através de determinacao de habilidade da prote-
ina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) se ligar a uma moléucla alvo K'CANQS ou
KCNQ5(W270L) através de um dos processos descritos acima para deter-
minagdo de ligagdo direta. Determinagdo de habilidade da proteina
KCNQ5(W27OL) para ligar-se a uma molécula alvo KCNQ5(W270L) também
pode ser realizada usando uma trecnologia tal ocmo Andlise de Interagdo

Biomolecular de tempo real (BIA) (ver, por exemplo, Sjolander S and Urba-

niczky C, Anal. Chem. 63:2338-45 (1991) and Szabo A et al., Curr. Opin.
Struct. Biol. 5:699-705 (1995)). Como aqui usado, "BIA" é uma tecnologia
para estudo de interagdes bioespecificas em tempo real, sem marcagdo de

~qualquer dos inter-atuantes (por exemplo, BlAcore). Mudangas no fenémeno

otico de ressonéancia plasmon de superficie (SPR) podem ser usadas como

uma indicagao de reagdes em tempo real entre moléculas biolégicas.

Ainda em uma outra realizag&o, o ensaio livre de células envolve con-

.tato de uma proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) ou sua porgdo biologica-

mente ativa com um composto conhecido que se liga com a proteina KCNQ5
tipo selvagem para formar uma mistura de ensaio, contato de mistura de eh-
saio com um composto teste, e determinagdo de habilidade do composto
teste intefagir com a proteina KCNQS5 ou KCNQ5(W270L), onde determina-
¢&o de habilidade do composto teste de interagir com a proteina KCNQ5 ou

"KCNQ5(W270L) compreende determinagdo de habilidade da proteina

KCNQ5 ou KCNQS(W27OL) para ligar preferencialmente a ou modular a ati-
vidade de uma molécula alvo KCNQS5 ou KCNQS(W270L).

Os ensaios isentos de células sé@o suscetiveis ao uso de ambas for-
mas de proteinés, sollveis e/ou ligadas a membrana. No caso de ensaios .
isentos de células onde é usada uma forma de proteina ligada a membrana
(por exémplo, proteinas KCNQ5 ou KCNQ5(W270L)) pode ser desejavel

utilizar um agente solubilizante de modo que a forma de proteina ligada a

membrana seja mantida em solugdo. Exemplos de tais agentes solubilizan-
tes incluem detergentes n&o-idnicos como n-octil glicosideo, n-dodecil glico-
sideo, n-dodecil maltosideo, octanoil-N-metil glucamida, decanoil-N-metil
glucam'ida, Triton X-100, Triton X-114, Thesit, Istotridecil poli( etileno glicol
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éter),, sulfonato de 3-[(3-colamido propil) dimetil amminio]-1-propano
(CHAPS), sulfonato de 3-[(3-colamido propil) dimetil arhminio]-2-hidroxi-1-
propano (CHAP_SO), ou sulfonato de N-dodecil=N,N-dimetil-3-amdnio-1-
propano. : ,
Uma molécula alvo KCNQ5 ou _KCNQS(W27OL) pode ser, por exem-
plo, uma proteina. Apropriados ensaios sao conhecidos na técnica que per-
mitem a detegao de interagdes proteina - proteina (por exemplo, imunopre-
cipitagdes, ensaios de dois hibridos, e semelhantes). Através de realizagdo
de tais ensaios na presenca e auséncié de compostos testes, estes ensaios
podem ser usadds para identificagdo de compostos que modulam (por e-
xemplo, inibem ou aperfeigoam) a interagdo de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L)
com uma molécula(s) alvo. | |
Determinacédo de habilidade da proteina KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) para ligar-se a ou interagir com um ligante de uma molécula
de KCNQ5 o KCNQ5(W270L) pode ser realizada, por exemplo, ‘através de
ligacdo direta. Em um ensaio de ligagdo direta, a proteina KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) pode ser acoplada com radioisétopo ou marcador enzimati-

~ co de modo que ligacé@o da proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) a uma mo-

lécula alvo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) pode ser determinada através de
detecg¢do de proteina KCNQS ou KCNQ5(W270L) em um complexo. Por e-

‘xemplo, molécu_las de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), por exemplo, proteinas

KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), podem ser marcadas com, por exemplo, ',

%g, ¥C, %P, ou °H, tanto diretamente como indiretamente, € o radiois6topo

. detectado através de contagem direa de radio - emisséo ou através de con-

tagem de cintilacdo. Alternativamente, moléculas de KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) podem ser enzimaticamente marcadas com, por exemplo,
peroxidase de raiz forte, fosfatase alcalina, ou luciferase, e o marcador en-
zimatico detectado através de determinagdo de conversdo de um substrato |
apropriado para produto.

Tipicamente, sera desejéveli imobilizar KCNQ5  ou
KCNQ5(W270L) ou suas proteinas ligantes para facilitar separagdo de com-
plexos de formas ndo complexadas de uma ou ambas das proteinas, assim
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como acomodar automacdo do ensaio. Ligagdo de KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) a um elemento de ligagdo a montante ou a jusanfe, na pre-
senga e auséncia de um agente candidato, pode ser realizada em qualquer
vaso apropriado para conter os reagentes. Exemplos incluem placas de mi-
cro -‘titulagéo, tubos de ensaio, e tubos de micro - centrifuga. Em uma reali-

zagao, uma proteina de fusdo pode ser provida que adiciona um dominio

_que permite que a proteina seja ligada a uma matriz. Por exemplo, proteinas

de fusdo glutationa-S-transferase / KCNQ5(W270L) (GST / KCNQ5(W270L)

podem ser adsorvidas sobre pérolas de glutationa sefarose (Sigma Chemi-
cal, St. Louis, Mo.) ou placas de microtitulagdo derivadas de glutationa, que

-s&80 entao combinadas com os lisados de células e o agente de modulagao

teste, e a mistura incubada sob condigbes que conduzem a formacdo de

complexo, por exemplo, em condigcOes fisiolégicas para sal e pH, embora

condigbes levemente mais rigorosas possam ser desejadas. Seguindo incu-

bagao, as pérolas sdo lavadas para remogdo de qualquer marcador no -
ligado, e a matriz imobilizada e radio - marcador determinado diretamente
(pbr exemplo, pérolas colocadas em cintilante), ou no sobrenadante apds os
complexos serem subsequentemente dissociados. Alternativamente, os
compl_exds podem ser dissociadds da matriz, separados por SDS-PAGE, e o
nivel de proteina de ligagdo de KCNQ5-(W270L) encontrado na fragdo de

' pérolas quantificado a partir do gel usando técnicas eletroforéticas padrdes.

" Outras técnicas para imobilizacao de proteinas ou matrizes tam-
bém sao disponl’veis para uso no ensaio objeto. Por exemplo,
KCNQ5(W270L) ou sua proteina ligante cognata pode ser imobilizada utili-
zando conjuga¢éo de biotina e streptavidina. Por exemplo, 'moléculas
KCNQ5(W270L) biotiniladas podem ser prpearadas a partir de bitoina-NHS-
(N-hidroxi succinimida) usando-se técnicas bem conhecidas (por exmeplo,

kit de biotinilacdo, Pierce Biotechnology, Rocford, Ill.), e imobilizadas nas

cavidades de placas de 96 cavidades revestidas com streptavidina (Pierce
Technology). Alternativamente, anticorpos reativos com KCNQ5(W270L)
mas que ndo interferem com ligagao de elementos a montante ou a jusante
podem ser derivados para as cavidades da placa, e KCNQ5(W270L) arras-
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tado para as cavidades através de conjugacao de anticorpo. Como acima,
preparagbes de uma proteina de ligagdo de ‘KCNQSI(W27OL)
(KCNQ5(W270L)-BP) e um agente de modulagéo teste sdo incubadas nas
cavidades apresentando KCNQ5(W270L) da placa, e a quantidade de com-
plexo arrastada na cavidade pode ser quantificada. Processos exemplares
para deteccao de tais complexos, em adicdo aqueles descritos acima para
0s complexos imdbilizados em. GST, incluem imuno - detec¢do de comple-
x0s usando anticorpos reativos com o elemento de ligagdo de
KCNQ5(W270L), ou que sao reativos éom proteina KCNQ5(W270L) e com-
petem com o elemento de ligagdo; assim como ensaios Iigéd_os a enzima
que se baseiam na-deteccao de uma atividade enzimatica associada com o
elemento de Iiga_géo, atividade tanto intrinseca como extrinseca. No exempld
da ultima, a enzima pode ser quimicamente conjugada ou provida como uma
proteina de fusdo com a proteina de ligagdo de KCNQ5(W270L). Para ilus-
trar, a proteina de ligagdao de KCNQ5(W270L) pode ser quimicaménte reticu-
iada ou geneticamente fundida com peroxidase de raiz forte, e a qﬁantidade
de proteina arrastada no complexo pode ser avaliada com um substrato
cromog~enico da enzima, por exemplo, tetra cloridrato de 3,3'-dia'mino ben- |
zadina ou 4-cloro-1-naftol. Da mesma maneira, uma proteina de fusdo com-
preendendo a proteina e glutationa-S-transferase pode ser provida, e forma-

¢aode complexo quantificada através de detecg@o de atividade GST usando

1-cloro-2,4-dinitro benzeno (Habig WH et al., J. Biol. Chem. 249:7130-39

(1974)).

Para processos que baseiam-se em imuno - deteccdo para
quantificacédo de uma das proteinas arrastadas no complexo, anticorpos con-
tra a proteina, tais como anticorpos anti-KCNQ5 ou anti-KCNQ5(W270L),
podem ser usados. Alternativamente, a proteina a ser detectada no comple-
xo pode ser "etiquetada em epitopo" na forma de uma proteina de fuséo que
inclui, em adicdo a seqiéncia KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), uma segunda
proteina para a qual anticorpos sdo facilmenté disponiveis (por exemplo, de
fontes comerciais). Por exemplo, as proteinas de fusdo GST descritas acima

também podem ser usadas para quantificacdo de ligagcdo usando anticorpos
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contra a metade GST. Outras etiquetas epitopos uteis incluem myc - epito-
pos (ver, por exemplo, Ellison MJ and Hochstrasser M, J. B‘iAol._ Chem.
266:21150-57 (1991)) que inclui uma sequéncia de 10 residuos a. partir de c-
myc, assim como o sistema pFLAG (SigmaAldrich, St. Louis, Mo.) ou 0 sis-
tema pEZZ-protein A (GE Healthcare, Piscataway, NJ).

' Também esta dentro do escopo da presente exposi¢cao determi-

‘nar a habilidade de um composto modular a interagdo entre KCNQ5 ou

KCNQ5(W270L) e suas respectivas moléculas alvos sem a marcacgao de
qualquer um dos inter-atuantes. Por exemplo, um microfisibmetro pode ser
usado para detectar a interagdo de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) com suas

-respectivas moléculas alvos sem a marcagdo de KCNQ5, KCNQS(W27OL),

ou as moléculas alvos (ver, por exemplo, McConnell HM et al., Science
257:1906-12 (1992)). Como aqui usado, um "microfisidmetro" (por exemplo,

Cytosensor) é um instrumento analitico que mede a taxa na qual uma célula

acidula seu ambiente usando um sensor potenciométrico enderavel a luz
(LAPS). Mudangas nesta taxa de acidulagdo podem ser usadas como uma
indicacao da interacao entre composto e rebeptor; o o

Em adicdo a ensaios isentos de células, a presente exposi¢do |
de proteinas KCNQ5 e KCNQ5(W270L) facilita a geragéo de ensaios basea-
dos em células para identificagio de agonistas / antagonistas de molécula

“pequena e semelhantes. Por exemplo, células podem ser feitas expressarem

ou super-expressarem uma proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) na presen-
¢a e auséncia de um agente de modulagdo teste de interesse, com o ensaio
classificando para modulagdo em respostas KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) a-
través de célula alvo mediada pelo agente teste. Por exemplo, cOMo com 0s
ensaios isentos de células, agentes de modulagdo que produzem uma mu-

danca estatisticamente significante em respostas dependentes de KCNQ5

ou KCNQ5(W270L) (tanto um aumento como diminuigdo) podem ser identifi-

cados.
Vetores de expressao recombinante que podem ser usados para
expressdao de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) sdo conhecidos na técnica (ver

discussdo acima). Em uma realizagdo, dentro de vetor de expressio, as se-
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guéncias codificantes KCNQS5 ou KCNQS(WZ?OL) estao operavelmente liga-
das a seqi]énciés reguladoras que permitem expressao cbn_stitutiva ou indu-
zivel de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) na ceélula(s) indicadora. Uso de um ve-
tor de expressao recombinante que permite expressdo constitutiva ou indu-
zivel de KCNQS5 ou KCNQ5(W270L) em uma célula é preferido para identifi-
cagdo de compostos que aperfeicoam ou inibem a étividade de KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L). Em uma realizag¢ao alternativa, dentro de vetor de expres-
sdo, as seqléncias codificantes de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) estdo opera-
velmente ligadas 'a_ sequiéncias reguladbras do gene KCNQ5 endégeno (isto
€, a regiao regUIédora promotora derivada do gene endégeno). Uso de um
vetor de expressdo recombinante no qual expressdo de KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) é controlada pelas seqiiéncias reguladoras endégenas é
preferido. Em uha realizacao, um ensaio € um ensaio baseado em célula
compreendendo contato de uma célula expressando uma molécula alvo
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) (por exemplo, uma molécula de infer-atuagéo
intracelular KCNQ5) com um composto teste e determinando a habilidade do

composto teste para modular (por exemplo, estimular ou inibir) a atividade

~ da 'molécula alvo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). Determinagdo de habilidade

do composto teste para modular a atividade de uma molécula alvo KCNQ5

ou KCNQ5(W270L) pode ser realizada, por exemplo, através de determina-

'¢ao da habilidade da proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) ligar a ou interagir

com a moléucla alvo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) ou seu ligante.

Em uma realizagdo ilustrativa, a expressdao ou atividade de

‘KCNQS(W27OL) é modulada em células e os efeitos de agentes de modula-

¢ao de interesse na leitura de interesse pode ser medida (tal como, por e-
xemplo, a magnitude de corrente de ions pode ser medida eletrofisiologica-
mente a partir de odcitos de Xenopus laevis expressando os canais
KCNQ5(W270L)). | o
Em uma outra realizagdo, moduladores de éxpressao de KCNQ5
ou KCNQ5(W270L) sdo identificados em um- processo onde uma célula é
contactada com um composto candidato e a expressdo de ARNm ou protei-
na KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) na célula é determinada. O nivel de expres-
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sdo de ARNm ou proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) na presenga do com-
posto candidato € comparado ao nivel de express@do de ARNm ou proteina
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) na auséncia do composto candidato. O compos-
to candidato entdo pode ser identificado como um modulador de expressdo
de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) baseado nesta comparagédo. Por exemplo,
quando expressdo de ARNm ou proteina de KCNQ5(W270L) é maior (por

~exemplo, maior estatisticamente significantemente) na presenca do compos-

to candidato que em sua auséncia, 0 composto candidato é identificado co-
mo um estimulador de expressao de ARNm ou proteina KCNQ5(W270L).
Alternativamente, quando expressdo de ARNm ou proteina KCNQ5(W270L)
€ menor (por exmeplo, menor estasiticamente significantemente) na presen-
¢a do composto candidato que em sua presenga, o composto candidato é
identificado como um inibidor de expressdo de ARNmM ou pfoteina '

| KCNQ5(W270L). O nivel de expressdo de ARNm ou proteina

KCNQ5(W270L) nas células pode ser determinado através de processos
aqui descritos para detecgdo de ARNm ou proteina KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L). |

Em uma realizagdo preferida, determinagdo de habilidade da
proteina KCNQ5 ou KCNQS(W27OL) ligar-se a ou interagir com uma molécu-
la alvo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) pode ser realizada através de medigao

“de uma leitura da atividade de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) ou da molécula

alvo. Por exemplo, a atividade de KCNQS5 ou KCNQS(W270L) ou uma molé-
cula alvo pode Ser determinada através de detecg¢do de indugdo de um se-
gundo mensageiro celular do alvo, detectando atividade catalitica / enzimati-
ca do alvo de um substrato apropriado, detectando a indugdo de um gene
repérter (compreendendo um elemento regulador responsivo alvo ligado o-

peravelmente a um &cido nucléico codificando um marcador detectavel, por

exemplo, cloranfenicol acetil transferase), ou detectando uma resposta celu-

lar regulada - alvo, por exemplo, influxo de Ca® induzido por bloqueio dos
canais KCNQS5 ou KCNQ5(W270L).

Ainda em um outro aspecto, proteinas KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) ou suas porgdes podem ser usadas como “proteinas iscas"
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em um ensaio de dois hibridos ou um ensaio de trés hibridos (ver, por e-
xemplo, Patente U.S. No. 5,283,317; Zervos AS et al., Cell 7'2:223-3'2 (1993);
Madura K et al., J. Biol. Chem. 268:12046-54 (1993); Bartel P et al., Biotech-
niques 14:920-24 (1993); lwabuchi K et al., Oncogene 8:1693-96 (1993); e
WO 94/10300) para identificar outras proteinas que se ligam ou interagem
com KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) e/ou estao envolvidas em -atividade de
KCNQS5 ou KCNOS(WZ?OL). Tais proteinas de ligagdo de KCNQ5 também
sdo provaveis de estarem envolvidas na propagagao de sinais pelas protevl'-
nas KCNQ5 ou alvos KCNQ5 como, por exemplo, elementos‘é jusantes de
um caminho de 'sihalizagéo mediado por KCNQ5. Alternativamente, tais pro-
teinas de ligagdo de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) podem ser inibidores de
KCNQS5 ou KCNQS(W270L). -
O sistema de dois hibridos é baseado na natureza modular de
maioria de fatores de trancrigdo, que consistem em dominios de ativagéd e
ligagdo de ADN separaveis. Em resumo, o ensaio utiliza duas diferentes
constru¢cdes de ADN. Em uma construgéo, o gene que codifica uma proteina
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) é fundido a um gene _codificando o dominio de
ligacédo de ADN de Um fator dé transcrigéo'conhecido (por exemplo, GAL-4).
A proteina KCNQ5 pode ser um poipeptideo KCNQ5 que contem um domi-
hio transmembrana S5-S6 de KCNQ1. Alternativamente, a proteina KCNQ5
pode ser um polipeptideo KCNQ5 que contem um dominio transmembrana
S5 de KCNQ1. Na outra construgdo, uma sequéncia de ADN, de uma biblio-

teca de sequéncias de ADN, que codifica uma proteina nédo-identificada

_ '("presa" ou "amostra") é fundida a um gene que codifica 0 dominio de ativa-

¢ao do fator de transcrigao conhecido. Se as proteinas "isca" e a "presa" sao
capazes de interagirem, in vivo, formando um complexo dependente de
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), os dominios de ativagdo e ligagdo de ADN do

fator de transcrigao sao colocados em proximidade. Esta proximidade permi- |
te transcricdo de um gene repérter (por exemplo, LacZ) que é operavelmente
ligado a um sitio regulador trahscricional responsivo ao fator de trahscrigéo.
Expressao do gene reporter pode ser detectada e coldnias de células con-
tendo o fator de transcrigao funcional podem ser isoladas e usadas para ob-
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ter o gene clonado que codifica a proteina que interage com a proteina
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L).

Em um aspecto, os agentes identificados sdo novos analogos de
bloqueadores ou ativadores de canal KCNQ conhecidos. Por exemplo, em
uma realizac@o, os agentes identificados sdo analogos de retigabina. Em

uma outra realizagdo exemplar, os agentes identificados sdao analogos de

- XE991. Em uma realizagdo exemplar, os agentes $30 NOVOS analogos de um

composto da férmula:

A A

onde:
| ‘R4 é selecionado de hdrogénio, C1-C6-élquila, C,-Cs-alcanoila ou
-0 radical Ar;

R2 é selecionado der hidrogénio ou C4-Ce-alquila;
Rs é selecionado de C;-Ce-alcoxi, NHs, C4-Cs-alquil amino, Cq--

- Ce-dialquil amino, amino substituido .com o radical Ar, C4-Ce-alquila, C»-Ce-

alquenila, C,-Ce-alquinila, o radical Ar ou o radical ArO--;
R4 é selecionado de hidrogénio, C4-Cs-alquila ou o radical Ar;
Rs é selecionado de hidrogénio ou C,-Ce-alquila ou o radical Ar;
Alg é um grupo alquileno reto ou ramificado coni 1-9 4tomos de
carbono, que também pode estar substituido com o radical Ar;
~ Ar é um radical fenila substituido com os radicais Re, R7 e/ou Rs

onde estes radicais Rs, R; € Rg sdo idénticos ou diferentes e representam H,

C;-Ce-alquila, C3-C5-ciclo alquila, hidroxi, C4-Cg-alcoxi, C»-Cg-alcanoiloxi, ha-

‘Iogénio', hidroxi, C4-Ce-halogénio alquila, --CN, --NHa, --NH--C1-Ce-anuiIa, -

N(C;-Ce-alquil),, --COzH, --CO--C;-Ce-alquila, --CO--O--C,-Cg-alquila, --
COAr, --CO--OAr, --CONHy, --CONH--C-Cs-alquila, --CON(C4-Cg-alquil), --
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VCONHAr, --NH--CO--C;-Cs-alquila, --NHCO--Ar, --NHCO--C-C¢-alcoxi, --N--

H--CO--Ar, --NHCO--NH,, --NHCO--N(--C;-Cs-alquila)s, --NHCO--NHAr, --
NH--SO,--C1-Cg-alquila, --NH--SO,Ar, --NH--SO,-nitro fenila, --SOp--OH, --
S0,-C4-Ce-alquila, --SO.--Ar, --SO,-C4-Ce-alcoxi, --SO--OAr, --SO,--NH,, --
S0,--NH--C;-Ce-alquila, --SOz--N(C1-Ce-alquila)s, ~-SO2--NHA, --SO5--Co-Ce-
alcoxi; |

né0ou.

Ainda um aspecto pertence a novos agentes identificados atra-
vés dos ensaios desCritos acima. Da mésma maneira, esta dentro do escopo
da presente exp’oSigéo ainda usar um agente identificado como aqui descrito
em um modelo animal apropriado. Por exempio, um agente identificado co-
mo aqui descrito (por exemplo, um agente de modulagdo de
KCNQ5(W27OL), um polinucleotideo KCNQ5(W270L), um anticorpo especi-
fico de KCNQ5(W270L), ou um parceiro de ligagao de KCNQ5(W270L) pode
ser usado em um modelo animal para determinar a eficacia, toxidez, ou efei-
tos colaterais de tratamento com um tal agente. Alternativamente, um agnete

identificado como aqui descrito pode ser usado em um modelo animal para

~ determinar o mecanismo de agdo de um tal agente. Além disso, um outro

aspecto pertence a usos de novos agentes identificados através dos ensaios
descritos acima para tratamentos como aqui descrito. .
C. Processos de Desenho Racional de Droga

KCNQ5 ou KCNQS(W270L) e polipeptideos de ligagio de

KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) podem ser usados para desenho racional de

~ droga de candidatos a agentes de mbdulagéo de KCNQ5. Os polipeptideos

KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) podem ser usados para cristalografia de raio-X
de proteina ou outros processos de andlise de estrutura, tal como o progra-
ma DOCK (ver, Kuntz ID et al., J. Mol. Biol. 161:269-88 (1982); Kuntz ID,
Science 257:1078-82 (1992)) e suas variantes. Potenciais drogas terapéuti- |
cas podem ser desenhadas racionalmente nas bases de informagao estrutu-
ral assim provida. | | '

D. Ensaios de Detecgao

Por¢oes ou fragmentos das seqléncias de ADNc aqui identifica-
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das (e as correspondentes sequiéncia de gene completo) podem ser usados
em numerosas maneiras como reagentes polinucleotideos. Pof exmeplo,
estas seqUéncias podem ser usadas para: (i) mapear seus respectivos ge-
nes sobre um cromossoma e, assim, localizar regies de gene associadas
com'doenga genética; (ii) identificar um individuo a partir de uma amostra
biolégica diminuta (tipificagdo de tecido); e (iii) em identificacdo forense de

_uma amostra bioldgica.

E. Medicina Preditiva |
Um outro aspecto pertence ao campo de medicina preditiva on-

de ensaios diagnosticos, ensaios progndsticos, e experimentos clinicos de

- monitoragdo séo usados para propésitos prognésticos (preditivos) para pelo

que tratar profilaticamente um individuo. Da mesma maneira, um aspecto
refere-se a ensaios diagnoésticos para determinagédo de expressao dé acido
nucléico e/ou proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) assim como atividade de
KCNQ5 ou KCNQS(W27OL) no contexto de uma amostra bioldgica (por e-
xemplo, sangue, soro, células, tecido (prefenvelmenteocerebro musculo de
esqueleto ou bexiga urinaria)) para pelo que determinar se o |nd|V|duo esta'
afligido com uma doenga ou distirbio, ou esta em risco de desenvolver um |
disturbio, associado com expressio ou atividade aberrante de KCNQ5. Ain--

da um aspecto prové ensaios progndsticos (ou preditivos) para determinagao

“de se um individuo estd em risco de desenvolver um disturbio associado

com expressdo ou atividade de 4cido nucléico ou proteina KCNQ5. Por e-
xemplo, mutagées em um gene KCNQ5 podem ser ensaiadas em uma a-
mostra blologica Tais ensaios podem ser usados para propésito prognostlco
ou preditivo para pelo que tratar profilaticamente um individuo antes do inicio |
de um disturbio caracterizado por ou associado com expressao ou atividade
de acido nucléico ou proteina KCNQ5.

Um outro aspecto pertence a monitoragao de influéncia de agen-

tes (por exemplo, drogas, compostos) sobre a expressdo ou atividade de

KCNQS5 em experimentos clinicos.
Estes e outros agentes sdo descritos ainda em detalhes nas se-
¢bes seguintes.
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1. Ensaios Diagndsticos

Um processo exemplar para deteccao de presencga ou auséncia
de proteina ou &cido nucléico KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) em uma amostra
biologica envolve obtengdo de uma amostra biolégica de um sujeito teste e
contato de amostra bioldégica com um composto ou agente capaz de detectar
proteina ou &cido nucléico KCNQ5 ou KCNQS(W270L) (por eemplo, ARNm,
ADN gendmico) due codifica proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) de modo
que a presencga de proteina ou acido nucléico KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) é
detectada na am_ostra biolégica. Um agente preferido paré deteccéo de

"ARNm ou ADN genémico KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) é uma sonda de acido

nucléico marcada capaz de hibridizar para ARNm ou ADN genémico KCNQ5
ou KCNQ5(W270L). A sonda de &cido nucléico pode ser, por exemplo, urh
acido nucléico KCNQS(W270L), tal como o acido nucléico de SEQ ID NO: 1,
ou uma sua porgéo, tal como um oligonucleotideo de pelo menos 12, 15, 30,
50, 100, 250, 500 ou mais nucleotideos em comprimento e suficiente para
hibridizar especificamente sob condigdes rigorosas para ARNm ou ADN ge-
némico de KCNQS5 ou KCNQS(W27OL) Outras sondas apropnadas para uso .
nos ensaios diagndsticos sao aqui descritas.

Um agnete preferido para deteccdo de proteina KCNQ5 ou
KCNQS(W27OL) € um anticorpo capaz de ligacdao a proteina KCNQ’S ou

'KCNQ5(W270L), preferivelmente um anticorpo com um marcador detectével.

Anticorpos podem ser policlonais, ou mais preferivelmente, monoclonais. Um

anticorpo intacto, ou um seu fragmento (por exemplo, Fab ou F(ab')z) pode

ser usado. O termo "marcado”, com relagao a sonda ou anticorpo, é preten-

dido abranger marcagao direta da sonda ou anticorpo através de acoplamen-
to (isto €, ligagao fisica) de uma substancia detectavel a sonda ou anticorpo,
assim como marcagdo indireta da sonda ou anticorpo através de reatividade

com um outro reagente que € diretamente marcado. Exe.mplos de marcagéo
indireta incluem detecgéo de um anticorpo primario usando um anticorpo
secundario marcado fluorescentemente e marcagdo de extremidade de uma
sonda de ADN com biotina de modo que ela possa ser detectada com strep-
tavidina marcada fluorescentemente. O termo "amostra biologica" é preten-
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dido incluir tecidos, células, e fluidos biolégicos isolados de um sujeito, assim
como tecidos, células (preferivelmente cérebro, musculo de equeIeto, ou
bexiga urinéria), e fluidos presentes dentro de um sujeito; ou seja, o proces-
so de deteccao pode ser usado para detectar ARNm, proteina ou ADN ge-
ndmico KCNQS5 ou KCNQ5(W270L) em uma amostra bioldgica in vitro assim
como in vivo. Por exemplo, técnicas in vitro para detec¢do de ARNm KCNQ5

.ou KCNQ5(W270L) incluem hibridizagcbes Northern e hibridizagées in situ..

Técnicas in vitro para detecgdo de proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) in-
cluem ELISAs, Western blots, imunoprecipitacdo, e imunofluorescéncia.
Técnicas in vitro para detecgdo de ADN genbémico. KCNQ5 ou

'KCNQ5(W270L) incluem hibridizagbes Southern. Além disso, técnicas in vivo

para deteccdo de proteina KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) incluem introdugéao
em um sujeito de um anticorpo anti-KCNQ5 ou anti-KCNQ5(W270L) marca-

do. Por exemplo, o anticorpo-pode ser marcado com um marcador radioativo

Cuja presenca e IocaliZagéo em um sujeito podem ser detectadas através de
técnicas padrc“)es de formag&o de imagem. -

| Em uma realizacdo, a amostra biolégica contem moléculas de
proteina do sujeito teste. Alternativamente, a amostra bioldgica pode conter
moléculas. de ARNm do sujeito teste ou moléculas de ADN gen6mico do su-

jeito teste. Uma amostra bioldgica preferida é uma amostra de cérebro ou

"bexiga urinaria isolada através de meios padroes a partir de um suijeito.

Em uma outra realizagdo, os processos ainda envolvem obten-
¢éo de uma ambstra biolégica controle a partir de um sujeito, contato de a-
mostra controle com um composto ou agente capaz de detectar proteina,
ARNmM, ou ADN gendmico KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), de modo que a pre-
senga de proteina, ARNm, ou ADN genémico KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) é
detectada na amostra biologica, e comparacdo de presenga de proteina,
ARNm ou ADN genémico de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) na amostra contro-
le com a presenga de proteina, ARNm ou ADN gendmico de KCNQS5 ou
KCNQ5(W270L) na amostra teste.
Um aspecto também abrange kits para detec¢@o de presenga de

KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) em uma amostra bioldgica. Por exemplo, o kit
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pode compreender um composto ou agnete marcado capaz de detecgao de
proteina ou ARNm KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) em uma amostra biolégica;
meios para determinagdo de quantidade de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) na
amostra; e meios para comparagdo de quantidade de KCNQS5 ou.
KCNQ5(W270L) na amostra com um padrdo. O corﬁposto ou agente pode |
ser embalado em um recipiente apropriado. O kit aihda‘pode compreender
instrugcbes para uéo do kit para detectar proteina ou acido nucléico K:CNOS\
ou KCNQ5(W270L). | |
2. Ensaios Prognésticos

Os processos diagndsticos aqui descritos além disso podem ser
utilizados para identificacdo de sujeitos tendo ou em risco de desenvolver
uma doenga ou. disturbio associada com expressao ou atividade aberranté
de KCNQS5. -Por: exemplo, os ensaios aqui descritos, tais como os ensaios
diagndsticos anteriores ou 0s ensaios seguintes, podem ser utilizados para
identificar um sujeito tendo ou em risco de desenvolver um distdrbio associ-
ado com expressao ou atividade de proteina ou acido nucléico KCNQ5. As-

sim, ainda um aspecto prové um processo para identificcado de uma doenca 7

~ ou disturbio associada com expressao ou atividade -aberrante de KCNQ5

onde uma amostra teste é obtida de um sujeito e proteina ou acido nucléico
(por exemplo, ARNm, ADN genémico) de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) é de-

tectado, onde a presenga de proteina ou é&cido nucléico KCNQ5 ou

KCNQ5(W270L) é diagndstica para um sujeito tendo ou em risco de desen-

volver uma doenga ou disturbio associado com expressao ou atividade aber-

“rante de KCNQ5. Como aqui usado, uma "amostra teste" refere-se a u a

amostra bioldgica obtida de um sujeito de interesse. Por exemplo, uma a-
mostra teste pode ser um fluido biolégico (por exmeplo, soro), amostra de
célula, ou tecido. | |

| Além disso, os ensaios progndsticos aqui descritos podem ser
usados para determinar se um sujeito pode ser administrado com um agente
(por exemplo, um agonista, antagonista, peptidomimético, protel’n'a, peptf-
deo, acido nucléico, molécula pequena, ou outro candidato a droga) para

tratar uma doencga ou disturbio associado com expressao ou atividade aber-
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rante de KCNQS5. Assim, um outro aspecto prové processos para determinar
se um sujeito pode ser efetivamente tratado com um agente para"um distar-
bio associado com expressao ou atividade aberrante de KCNQ5 onde uma
amostra teste é obtida e expressdo ou atividade de proteina ou acido nucléi-
co KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) € detectada (por exemplo, onde a abundéan-
cia de expressdo ou atividade de proteina ou acido nucléico KCNQ5 ou

_KCNQ5(W270L) é diagnéstica para um sujeito que 'pode ser administrado

com o agente para tratar um distirbio associado com express&o ou atividade
aberrante de KCNQ5).
Os processos também podem ser usados para detecgdo de alte-

-ragbes genéticas em um gene KCNQ5, pelo que determinando se um sujeito

com o gene alterado esta em risco para um disturbio associado com o gene

KCNQ5. Em realizagbes preferidas, o processos incluem detecgao, em uma

amostra de células do sujeito, a presenga ou aus~encia de uma alteragdo

genética caracterizada por pelo menos uma de uma alteragéo afetando a
integridade de um gene codificando uma proteina KCNQ5 ou a expresséo
er4r6nea» do gene KCNQ5. Por exemplo, tais alteragoes genétiAc':as podem ser |
detectadas por verificagdo de e_Xisténcia de pelo menos uma de 1) uma su- |
pressao de um ou mais nucleotideos de um gene KCNQS5; 2) uma adi¢ao de
um ou mais nucleotideos a um gene KCNQ5; 3) uma substituicdo de um ou

“mais nucleotideos de um gene KCNQS5; 4) um rearranjo cromossémico de

um gene KCNOS; 5)' uma alteraco no nivel de transcrito de ARN mensagei-
ro de um gene.KCNQS»; 6) modificagdo aberrante de um gene KCNQ5, tal
como o padréo de metilagao do ADN gendmico; 7) a presenga de um padréo
de uniao tipo néb-selvagem de um transcrito de ARN mensageiro de um ge-
ne KCNQ5; 8) um nivel tipo ndo-selvagem de uma proteina KCNQ5; 9) per-
da alélica de um gene KCNQ5; e 10) modificacao pds-traducional impropria

de uma proteina KCNQ5. Como aqui descrito, existe um grande numero de

tde ensaio conhecidas que podem ser usadas para detecgéo de alteragdes

em um gene KCNQ5. Uma amostra biolégica preferida é uma amostra de

tecido isolada através de meios padrdes a partir de um sujeito, por exemplo,

uma amostra de cérebro, ou bexiga urinaria. A detecgdo pode ser realizada
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com pelo menos um de uma sonda ou um iniciador compreendendo pelo
menos 12 nucleotideos contiguos a partir de um polinu'cleotx’deo'KCNQ5.
Preferivelmente, _o' polinucleotideo KCNQ5 codifica todo ou uma porgao de
um polipeptideo KCNQ5(W270L), codifica um polipeptideo KCNQ5 contendo
um dominio transmembrana S5-S6 de KCNQ1, ou cbdifica um polipeptideo
KCNQ5 contendo um dominio transmembrana S5 dé KCNQ1. -Mais preferi-
velmente, a sonda ou iniciador compreende pelo menos 12 nucleotideos
contiguos de SEQ ID NO: 1 incluindo nucleotideos 808-810.

Em cevrta's realizacdes, detecgdo da alteracao en\)olve 0 uso de
uma sonda / iniciador em PCR (ver, por exemplo, patente U.S. 4 683 195 e 4
683 202), tal como PCR éancora ou RACE PCR, ou, alternativamente,em
uma reacgao de cadeia de ligagdo (LCR) (ver, por exemplo, Landegren U ét
al., Science-241i:1077-80 (1988); Nakazawa H et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 91:360-64 (1994)), a ultima das quais pode ser particularmente util para
detecgcao de mutagdes de ponto no gene KCNQ5 (ver, por exemplo, Abrava-
ya K et al., Nucleic Acids Res. 23:675-82 (1995)). Este processo pode incluir
as etapas de coleta de uma amostra de células de um paciente, iéolamentb |
de Aécido nucléico (por exemplo, genémicd, ARNm, ou ambos) a partir das
células da amostra, contato de amostra de acido nucléico com um ou mais

iniciadores -que hibridizam especificamente para um gene KCNQ5 sob con-

~dicOes tais que hibridizacao e amplificacdo do gene KCNQ5 (se presente)

ocorrem, e detecgdo de presenga ou auséncia de um produto de amplifica-

¢éo, ou detecgdo de tamanho do produto de amplificacdo e comparagéo de

‘com'primento a uma amostra controle. E antecipado que PCR e/ou LCR po-

de ser desejavel para uso como uma etapa de amplificagdo preliminar em
conjungdo com qualquer uma das técnicas usadas para detecgdo de muta-
¢des aqui descritas. ]
Processos de amplificagdo alternativos incl.uem,,por exemplo,
replicacao de seqiéncia auto - sustentada (Guatelli JC et al., Proc. Natl. A-
cad. Sci. USA 87:1874-78 (1990)), transcriptiohal amplification system (Kwoh
DY et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173-77 (1989)), Q-Beta Replicase
(Lizardi PM et al., Biotechnology (N.Y.) 6:1197 (1988)), ou qualquer outro
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processo de amplificagao de acido nucléico, seguido por detecgao das molé-
culas amplificadas usando técnicas bem conhecidas por aqueles versados
na técnica. Estes esquemas de detecgdo sdo especialmente uteis para a
detecgao de moléculas de acido nucléico se tais moléculas estdo presentes
em numeros muito baixos.

Em uma realizagdo alternativa, mutagées em um gene KCNQ5

~de uma amostra de células pode ser identificado através de alteragcdoes em

padrdes de clivagem de enzima de restrigdo. Por exemplo, amostra e ADN
controle sdo isolados, amplificados (opcionalmente), digeridos com uma ou

mais endonucleases de restrigao, e tamanhos de comprimento de fragmento

-séo determinados por eletroforese de gel e comparados. Diferengas em ta-

manhos de comprimento de fragmento entre amostra e ADN controle indi-

cam mutacdes no ADN amostra. Além disso, ribozimas especificas de se-

quéncia (ver, por exemplo, patente U.S 5 498 531) podem ser usadas para

classificar a presenca de especificas mutacdes através de desenvolvimento

ou perda de um sitio de clivagem de ribozima.

Em outras realizagdes, mutacdes genéticas em KCNQ5 podem

-ser identificadas através de hibridizagdo de uma amostra e acidos nucléicos

controles, por exemplo, ADN ou ARN, para arranjos de alta densidade con--

tendo centenas ou milhares de sondas de oligonucleotideos (Cronin MT et
“al.,, Hum. Mutat. 7:244-55 (1996); Kozal MJ et al., Nat. Med. 2:753-59

(1996)). Por exemplo, mutacdes genéticas em KCNQ5 podem ser identifica-
das em arranjos bidimensionais contendo sondas ADN geradas com luz co-
mo descrito em Cronin MT et al. (supra). Resumidamente, um primeiro ar-
ranjo de hibridizégéo de sondas pode ser usado para exploracédo através de
longos estiramentos de ADN em uma amostra e controle para identificagao
de mudangas de bases entre as sequéncias através de fabricagdo de arran-
jos lineares de sondas de sobreposicdo sequencial. Esta etapa permite a
identificagdo de mutacdes de ponto. Esta etapa é seguida por um segundo
arranjo de hibridizagcdo que permite a caracterizagdo de especificas muta-
¢cOes através do uso de arranjos de sondas especializados, menores, com-

plementares para todas as variantes ou mutagdes detectadas. Cada arranjo
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de mutacgao é composto por conjunios de sondas paralelas, um complemen-
tar para o gene tipo selvagem e o outro complementar para 0 gene mutante.
Ainda em uma outra realizagéo, qualquer uma de uma variedade
de reagdes de sequenciamento conhecidas na técnica pode ser usada para
sequenciar diretamente o gene KCNQ5 e detectaf rmutagc")es através de
comparagao de sequ~encia da amostra de KCNQS5 ou KCNQ5(W270L) com
a correspondente.sequéncia tipo selvagem (controle). Exemplos de reacdes
de sequenciamento incluem aquelas baseadas em técnicas desenvolvidas
por Maxam AM e Gilbert W., Proc. Natll. Acad. Ci. USA 74:560-64 (1977) ou
Sanger F et al., P.roc. Natl. Acad. Sci. USA 74:5463-67 (1977). Também é
contemplado que qualquer um de uma variedade de procedimentos de se-
quenciamento pode ser utilizado quando realizando os ensaios diagnéSticoS
(ver, por exempio,, Naeve CW et al., Biotechniques 19:448-53 (1995)), inclu-
indo sequenciamento através de espectrometria de massa (ver, por exem-
plo, Naeve CW et al., Biotechniques 19:448-53 (1995)), incluindo sequenci-
amento por espectrometria de massa (ver, por exemplo, WO 94/16101; Co-
hen AS et al., Adv. Chromatogr 36:127-62 (1996); and Griffin HG and Griffin
AM, Appl. Biochem. Biotechnol. 38:147-59 (1993)). "
Outros processos para detec¢gdo de mutagdes no gene KCNQ5S
incluem processos nos quais protegao a partir de agentes de clivagem e u-
sada para detectar bases desemparelhadas em hetero - duplexes ARN /
ARN ou ARN / ADN (Myers RM et al., Science 230:1242-46 (1985)). Em ge-
ral, a técnica de "clivagem de desemparelhamento” comeca através de pro-

~ vimeénto de hetero - duplexes formados através de hibridizacdo de ARN ou

ADN (marcados) contendo a sequéncia KCNQS5 tipo - selvagem com ARN ou
ADN potencialmente mutante obtido de uma amostra de tecido. Os duplexes
de fita dupla séo tratados com um agente que cliva regides de fita simples do

duplex tais como as que existirao devido a desemparelhamento de pares de |
bases entre as fitas de amostra e controle. Por exemplo, duplexes de ARN /
ADN podem ser tratados com RNase e hibridos ADN / ADN tratados com S1
nuclease para digerir enzimaticamente as regides desemparelhadas. Em

outras realizagdes, duplexes ADN / ADN ou ARN / ADN podem ser tratados
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com hidroxilamina ou teréxido de ésmio e com piperidina de modo a digerir
regidoes desemparelhadas. Apds digestdo das regides desemparélhadas, o
material resultante é entdo separado por tamanho sobre géis de poliacrila-
mida desnaturantes .para determinar o sitio de mu'tagéo (ver, por exerhplo,
Cotton RGH et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:4397-4401 (1988); Saleeba
JA and Cotton RGH, Meth. Enzymol. 217:286-95 (1993)). Em uma realizagdo

preferida, o ADN ou ARN controle pode ser marcado para detecgcéo. Ainda

em uma outra realizacdo, a reagdo de clivagem de desemparelhamento em-
prega uma ou mais proteinas que reconhecem pares de bases desempare-
Ihados em ADN de fita dupla (as assim chamadas enzimas de "reparo de
desemparelhamento de ADN") em sistemas definidos para detécgéo € ma-
peamento de mutacdes de ponto em KCNQS5 obtido de amostras de células.
Por exemplo, a enzima mutY de E.coli cliva A em desemparelhamentbs G/A

e a timidina ADN glicosilase de vcélulas Hela cliva T em desemparelhamen-

vtos G/T (Hsu IC et al.; Carcinogenesis 15:1657-62 (1994)). De acordo com

uma realizagdo exemplar, uma sonda baseada em uma seqléncia
KCNQ5(W270L), por exemplo, SEQ ID NO: 1, é hibridizada para um ADNc
ou outro produto ADN a partir de uma célula(s) teste. O duplex é tratado com
uma enzirha de reparo de de’serhparelhamento de ADN, e os produtos de |

clivagem, se algum, podem ser detectados a partir de protocolos de eletrofo-

‘rese ou semelhantes (ver, por exemplo, patente U.S. 5 459 039).

"Em outras realizagOes, alteragbes em mobilidade eletroforética
serdo usadas para identificar mutagbes em genes KCNQ5. Por exmeplo,
polimorfismo de conformagéo de fita simples (SSCP) pode ser usado para
detectar difereng‘as em mobilidade eletroforética entre 4cidos nucléicos mu--
tantes e tipos selvagens (Orita M et al., Proc Natl. Acad. Sci USA: 86:2766-
70 (1989); see also, Cottbn RGH, Mutat. Res. 285:125-44 (1993); Hayashi K,
Genet. Anal. Tech. Appl. 9:73-79 (1992)). Fragmentos de ADN de &cidos
nucléicos KCNQ5 controle e KCNQS5 ou KCNQ5(W270L) amostras serdo
desnaturados e deixados renaturar. A estrutura secundaria de &cidos nucléi-
cos de fita simples varia de acordo com sequéncia; a resultante alteragdo em

mobilidade eletroforética permite a detecgdo de mesmo uma simples mu-
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danga de base. Os fragmentos de ADN podem ser marcados ou detectados
com sondas mavrcadas. A sensitividade do ensaio pode ser aperfeicoada a-
través de uso de ARN (antes que ADN), onde a estrutura secundaria é mais
sensivel a uma mudanga em sequéncia. Em uma realizagdo preferida, o
presente processo utiliza analise de heteroduplex para 'separar moléculas de
heteroduplex de fita dupla nas bases de mudangas em mobilidade eletrofore-
tica (Keen J et al.,‘Trends Genet. 7:5 (1991)).

Ainda em uma outra realizagéo, o movimento de fragmentos mu-
tantes ou tipos selvagens em géis de boliacrilamida contendo um gradiente
de desnaturante‘é. évaliado usando eletroforese de gel de gradiente desnatu-
rante (DGGE) ((Myers RM et al., Nature 313:495-98 (1985)). Quando DGGE
€ usado como o processo de analise, ADN serd modificado para asseguraf
que ele nao deénature completamente, por exemplo, através de adi¢do de
um grampo GC de aproximadamente 40 pb de ADN rico em GC de alta fu-
sao através de PCR. Ainda em uma realizagéo, um gradiente de témperatura
é usado no lugar de um gradiente de desnatura¢ao para identificagéo de di-
ferengas na mobilidade de ADN controle e amostra (Rosenbaum V and Ri-
esner D, Biophys. Chem 26: 235 46 (1987)). ’

Exemplos de outras técnicas para detec¢do de mutagao de pon-

to incluem, mas ndo séo limitadas a, hibridizagdo de oligonucleotideo seleti-

va, amplificagcdo seletiva, ou extensado de primer seletiva. Por exemplo, pri-

mers oligonucleotideos podem ser preparados nos quais a mutagéo conhe-

cida é colocada centralmente e entdo hibridizada para ADN alvo sob condi-

, 'gées' que permitem hibridiiagéo somente se um perfeito emparelhamento é

verificado (Saiki RK et al., Nature 324:163-66 (1986); Saiki RK et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86:6230-34 (1989)). Tais oligonucleotideos especificos
de alelo sdo hibridizados para ADN alvo amplificado por PCR ou um niimero
de diferentes mutagdes quando os oligonucleotideos sao ligados a membra- |
na hibridizante e hibridizados com ARN alvo marcado

Alternativamente, tecnologia de amplificacdo especifica de alelo
que depende de amplificacdo PCR seletiva pode ser usada em conjungéo
com as composi¢des e processos mostrados. Oligonucleotideos usados co-
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mo iniciadores para amplificacao especifica podem transportar a mutagao de
interesse no centro da molécula (de modo que amplificagao depeAnde de hi-
bridizagcao diferencial) (Gibbs RA et al., Nucleic Acid Res. 17:2437-48
(1989)) ou na extremidade 3' extrema de um iniciador onde, sob condices
apropriadas, desemparelhamento pode prevenir, ou reduzir extensao de po-
limerase (Prosser J, Trends Biotechnol. 11:238-46 (1993)). Em adicao, pode

_ser desejavel introduzir-se um novo sitio de restricdo na regido da mutagéo

para criar detec¢ao baseada em clivagem (Gasparini P et al., Mol. Cell. Pro-
bes 6:1-7 (1992)). E antecipado que em certas realizagdes amplificagcdo
também pode ser realizada usando Tagq ligase para amplificagao (Barany F,

‘Proc. Natl. Acad. Sci USA 88:189-93 (1991)). Em tais casos, ligagdo somen-

te ocorrera se existir um perfeito emparelhamento na extremidade 3' da se-
quéncia 5' tornando possivel detectar a presenca de uma mutagao conheci-
da em um sitio especifico através de procura pela presenga ou auséncia de
amplificagao. |

Os processos aqui descritos podem ser realizados, por exmeplo,

através de utilizagao de kits diagndsticos pré-embaladds compreendendo

‘pleo menos um &cido nucléico sonda ou reagente anticorpo aqui descrito,

que pode ser convenientemente usado, por exemplo, em instalagdes clinicas

para diagnostico de pacientes exibindo sintomas ou histéria familiar de uma

“doenga envolvendo um gene KCNQ5..

" Além disso, qualquer tipo de célula ou tecido no qual KCNQ5
seja expresso pode ser utilizado nos ensaios prognésticos aqui descritos.
VI. Administragdo de Agentes de Modulagdo de KCNQ5
Agentes de modulagdo de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) sdo ad-
ministrados aos sujeitos em uma forma biologicamente compativel apropria-

da para administragdo farmacéutica in vivo para tratar, por exemplo, condi-

¢Oes descritas em sec¢do V, supra. Por "forma biologicamente compativel

apropriada para administracdo in vivo" € pretendida uma forma da proteina a
ser administrada na qual quaisquer efeitos toxicos sao superados pelos efei-
tos terapéuticos da proteina. O termo "sujeito" é pretendido incluir organis-

MOoS Vivos nos quais uma resposta imuno pode ser elicitada, por exemplo,
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mamiferos. Administragdo de um agente como aqui descrito pode ser em
qualquer forma farmacolégica incluindo uma quantidadé terapeutibarhente
ativa de um agente sozinho ou em combinagdo com um carreador farmaceu-
ticamente aceitavel.

Administragdo de uma quantidade terapéuticamente ativa das
composi¢Oes terapéuticas € definida como uma quantidade efetiva, em do-
sagens e por perfodos de tempo necessarios para obtengdo de resultado
desejado. Por exemplo, uma quantidade terapeuticamente ativa de um agen-
te de modulagao de KCNQ5 ou KCNQS(WZ?OL) pode variar de acordo com
fatores tais como o estado de doenga, idade, sexo, e peso do individuo, e a
habilidade de peptideo elicitar uma desejada resposta no individuo. Regime
de dosagem pode ser ajustado para prover a 6tima resposta terapéutica. Po'r
exemplo, varias doses divididas podem ser administradas diariamente, ou a
dose pode ser proporcionalmente reduzida quando indicado pelas exigén-
cias da situacéo terapéutica.. '

As composic¢des terapéuticas ou farmacéuticas podem ser admi-
nistradas através de qualquer rota apropriada conhecida na técniAc'a' incluin-
do, por exmeplo, administragéo intravenosa, subcutanea, intramuscular,
transdérmica, intratecal ou intracerebral ou administragdo a células em pro-
tocolos de tratamento ex vivo. Administragdo pode éer rapida como através
de injecdo ou sobre um periodo de tempo como através de infusao lenta ou
administragao de formulagao de liberacao lenta. |

KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) também pode ser ligado ou conju-

gado com agentes que proporcionam desejaveis propriedades farmacéuticas

ou farmaco - cinéticas. Por exemplo, KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) pode ser
acoplado a qualquer substancia conhecida na técnica para promover pene-
tragdo ou transporte através de barreira de sangue - cérebro tal como um

anticorpo para o receptor de transferrina, e administrado através de injecdo |
intravenosa (ver, por exemplo, Friden PM et al., Science 259:373-77 (1993)).
Além disso, KCNQ5 ou KCNQS(W270L) pode ser estavelmente Iigédo a um
polimero tal como polietileno glicol para obter desejaveis propriedades de
solubilidade, estabilidade, meia- vida, e outras propriedades farmaceutica-
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mente vantajosas (ver, por exemplo, Davis et al., Enzyme Eng. 4:169-73
(1978); Burnham NL, Am. J. Hosp. Pharm. 51:210-18 (1994)). | A

Além disso, um polipeptideo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) pode
estar em uma composi¢do que auxilia em liberagdo no citosol de uma célula.
Por éxemplo, o peptideo pode ser conjugado com uma metade carreadora

tal como uma lipossoma que é capaz de liberar o peptideo no citosol de uma

_célula. Tais processos sdo bem conhecidos na técnica (ver, por exemplo,

Amselem S et al., Chem. Phys. Lipids 64:219-37 (1993)). Alternativamente,
um polipeptideo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) pode ser modificado para incluir
especificos peptideos transito ou fundidos a tais peptideos transito que séo

- capazes de liberarem seu polipeptideo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) em uma

célula. Em adigao, o polipeptideo pode ser liberado diretamente em uma cé-
lula através de microinjegao.
As composi¢des-sdo usualmente empregadas na forma de pre-

paragdes farmacéuticas. Tais preparagdes sdo fabricadas em uma maneira

bem conhecida na técnica farmacéutica. Uma preparagéo preferida utiliza

um veiculo de solugéo salina fisiologica, mas é contemplado que outros car-

- readores farmaceuticamente aceitaveis tais como concentragdes fisioldgicas

de outros sais nao-téxicos, solugdo aquosa cinco porcento de glicose, agua

estéril, ou semelhantes também podem ser usados. Como aqui usado, “car-

‘reador farmaceuticamente aceitavel" inclui qualquer e todos os solventes,

meios de disperséo; revestimentos, agentes anti-bactérias e anti - fungos,
agentes isotdnicos e de retardo de absorgao, e semelhantes. O uso de tais
meios e agentes para substancias farmaceuticamente ativas é bem conheci-
do na técnica. Exceto tanto quanto quaisquer meios padrdes ou égente se-
jam incompativeis com o composto ativo, seu uso nas composigoes terapéu-

ticas é contemplado. Compostos ativos suplementares também podem ser

incorporados nas composicdes. Também pode ser desejavel que um apro-

priado tampé&o esteja presente na composicdo. Tais solugbes podem, se de-
sejado, ser liofilizadas em uma ampola estéril pronta para reconstituicao a-
través de adicdo de agua estéril para facil injecdo. O solvente primario pode
ser aquoso ou alternativamente nao-aquoso. KCNQ5 ou KCNQ5(W270L)



10

15

20

25

30

130

também pode ser incorporado a uma matriz compativel biologicamente séli-
da ou semi - sdlida que pode ser implantada em tecidos requerendo trata-
mento. ' _ | '

O carreador também pode conter outros excipientes farmaceuti-
camente aceitaveis para modificagdo ou manutengao de pH, osmolalidade,
viscosidade, claridade, cor, esterilidade, estabilidade, taxa de dissolugéo, ou
odor da formulagao. Similarmente, o carreador pode conter ainda outros ex-
cipientes farmaceuticamente aceitavel para modificagdo ou manutengdo de
liberagao ou absdrgéo ou penetragdo através de barreira de sangue - cére-
bro. Tais excipien{es séo aquelas substéncias usual e costumeiramente em-
pregadas para formulacdo de dosagens para administragdo parenteral em
dosagem unitaria ou forma de dosagem multipla ou para infusao direta atra-
vés de infusdo continua ou periddica.

Administragao de dbse pode ser repetida dependendo dos pa-
rametros farmaco - cinéticos da formulagao de dosagem e a rota de adminis-
tracao usada.

E também pro‘vido,qUe certas formulagdes contendo um polipep-
tideo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) ou seu fragmento sdo para serem adminis-
tradas oralmente. Tais formulagbes sao preferivelmente encapsuladas e
formuladas com apropriados carreadores em formas ‘de dosagem sdlida.
Alguns exemplos de apropriados carreadores, excipientes, e diluentes inclu-
em lactose, dextrose, sucrose, sorbitol, manitol, amidos, goma acécié,'fosfa-

to de célcio, alginatos, silicato de calcio, celulose micro - cristalina, polivinil

~ pirrolidona, celulose, gelatina, xarope, metil celulose, hidroxi benzoato de

metila e propila, talco, magnésio, estearato, agua, 6leo mineral, e semelhan-
tes. As formulag¢des adicionalmente podem incluir agentes lubrificantes, a-
gentes umectantes, agentes emulsificantes e de suspensao, agente_s preser-
vativos, agentes adogantes, ou agentes aromatizantes. As composigdes po-
dem ser formuladas de modo a proverem liberagdo rapida, sustentada, ou
retardada dos ingrédientes ati\)os apos administracdo ao paciente através de
emprego de procedimentos bem conhecidos na técnica. As formulagdes

também podem conter substéncias que diminuem degradagdo proteolitica
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e/ou substancias que promovem absorgéo tais como, por exemplo, agentes
tensoativos. _

E especialmente vantajoso formular composicdes parenterais
em forma de dosagem unitaria para facilidade de administragdo e uniformi-
dade de dosagem. Forma unitaria de dosagem como aqui usado refere-se a
unidades fisicamente discretas apropriadas como dosagens unitarias para os

‘sujeitos mamiferos a serem tratados; cada unidade contendo uma quantida-

de predeterminada de composto ativo calculada para produzir o desejado
efeito terapéutico em associagao com o requerido carreador farmacéutico. A

especificagao para as formas unitarias de dosagem é ditada por e direta-

‘mente dependente de (a) as caracteristicas Unicas do composto ativo e o

particular efeito terapéutico a ser obtido e (b) as las limitagdes inerentes na
técnica de composi¢ao de um tal composto ativo para o tratamento de‘sensi- )
tividade em individuos. A especll’fica dose pode ser facilmente calculada por
aqueles versados na técnica, por exemplo, de acordo com peso de corpo
aproximado ou area de superficie do paciente ou o volume de espago do
Corpo afser ocupado. A dose também seré calculada dependente da particu-
lar rota de administracao seleci_bnada. Ainda refinamento dos calculos ne-

cessarios para determinar a dosagem‘aproximada para tratamento é tornado

" rotineiro por aqueles versados na-técnica. Tais calculos podem ser feitos

‘sem indevida experimentag¢ao por aqueles versados na técnica a luz da ati-

vidade aqui mbstrada em preparacdes ensaios de células alvos. Dosagens
exatas sdo determinadas em conjungédo com estudos padroes de dose - res-
posta. Sera entendido que a quantidade da composi¢do realmente adminis-
trada sera deterrhinada por um praticante, & luz das cirCunsténcias relevan- |
tes incluindo a condicao ou condigOes a serem tratadas; a escolha de com-
posigéova ser administrada; a idade, peso e resposta do paciente individual;
a severidade dos sintomas do paciente; e a rota de administragédo escolhida.

~ Toxidez e eficacia terapéutica de tais compostos podem ser de-
terminadas através de procedimentos farmacéuticos padres em culturas de
células ou animais experimentais, por exemplo, para determinagdo da LD50

(a dose letal para 50% da populagdo) e a ED50 (a dose terapeuticamente
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efetiva em 50% da populagao). A rz80 de dose entre efeitos téxicos e tera-
péuticos é o ihdice terapéutico e ele pode ser expreséq como a razao
LD5S0/ED50. Compostos que exibem grandes indices terapéuticos séo prefe-
ridos. Embora compostos que exibem efeitos colaterais toxicos possam ser
usados, deve ser tomado cuidado para desenho de um sistema de liberagao |
que alveja tais compostos para o sitio de tecido afetado de modo a minimizar
potencial dano pafa células ndo-afetadas e, pelo que, reduzir efeitos colate-
rais. ’ |
Os dados obtidos a partir dé ensaios de cultura de células e es-
tudos animais podem ser usados em formulagdo de uma faixa de dosagem
para uso em humanos. A dosagem de tais cbmpostos cai preferivelmente
dentro de uma faixa de concentragdes circulantes que incluem a ED50'corﬁ
pequena ou nenhuma toxidez. A dosagem pode variar dentro desta faixa
dependendo da forma de dosagem empregada e a rota de administragao
utilizada. Para qualquer composto usado nos processos aqui mostrados, a
dose terapeuticamente efetiva pode ser inicialmente estimada a partir de

ensaios de cultura de células. Uma dose pode ser formulada em modelos

~ animais para obtengado de uma faixa de concentra¢éo de plasma circulante

que inclui'a 1C50 (isto €, a concentragdo do composto teste que obtem uma
ihibigéo meio - méaxima de sintomas) como determinado em cultura de célu-
las. Tal informacao pode ser usada para determinagao mais precisa de do-
ses uteis em humanos. Niveis em plasma podem ser medidos, .por eXe’mpIo,

através de cromatografia liquida de alta performance.

Em uma realiza¢do, um polipeptideo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L)
pode ser terapeuticamente administrado através de implante em pacientes
de vetores ou células capazes de produzirem uma forma biologicamente ati-
va de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) ou um precursor de KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L), ou seja, uma molécula que pode ser facilmente convertida |
em uma forma biolégica ativa de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) pelo corpo. |

Em uma abordagem, células que secretam KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) podem ser encapsuladas em mebranas semi - permeéveis

para implante em um paciente. As células podem ser células que expressam
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normalmente KCNQ5 ou um seu precursor ou as células podem ser trans-
formadas para expressarem KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) ou um seu frag-
mento biologicamente ativo ou um seu precursor. E preferido que a célula
seja de origem humana. Entretanto, as formulagdes e processos aqui podem
ser usados para aplicagbes veterinarias assim como humahas e o termo
"paciente " ou "sujeito" como aqui usado é pretendido incluir pacientes hu-

“manos e veterinarios.

Monitoragdo de influéncia de agentes (por exemplo, drogas ou
compostos) sobre a expressdo ou atividade de uma proteina KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L) pode ser aplicada ndo somente em selegdo de droga basi-

-ca, mas também em experimentos clinicos. Por exemplo, a eficacia de um

agente determinada através de um ensaio de selecdo como aqui descrito
para aumentar expressao de gene KCNQJ5, niveis de proteinas, ou ati'vidade
de KCNQ5 regulada ascendentemente pode ser monitorada em experimen-
tos clinicos de sujeitos exibindo diminuida expressdo de gene KCNQS5, ni-
veis de proteina, ou atividade de KCNQ5 regulada descendentemente. Al-
ternativamente, a eficcia de um agente determinada por um ensaio de sele-
¢ao para diminuir expressdo de gene KCNQ5, niveis de proteina, ou regular |
descendehtemente atividade de KCNQ5 pode ser monitorada em experi-

mentos clinicos de sujeitos exibindo aumentada expressdo de gene KCNQ5,

"niveis de proteina ou atividade de KCNQ5 regulada ascendentemente. Em

tais experimentos ch"nicos, a expresséao ou atividade de um géne KCNQS5, e
preferivelmente, outros genes que foi implicada em um disturbio, pode ser
usada como uma “leitura” ou marcadores do fendtipo de uma particular célu-
la. | ’ |

Por exemplo, € ndo por limitagdo, genes, incluindo, KCNQ5, que

sao0 modulados em células através de tratamento com um agente (por e-

xemplo, composto, droga, ou molécula pequena) que modula atividade

KCNQ5 (por exmeplo, identificado em um ensaio de sele¢do como aqui des-
crito) podem ser identificados. Assim, para estudar o efeito de agentes sobre
um disturbio associado com KCNQS5, por exemplo, em um experimento clini-

co, células podem ser isoladas e ARN preparado e analisado para os niveis
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de expressao de KCNQ5 e outros ‘genes implicados no disturbio associado
com KCNQS5, respectivamente. Os niveis de expressao de gene (iSto €, um
padrao de expressao de gene) podem ser quantificados através de analises
de Northern blot ou RT-PCR, como aqui descrito, ou alternativamente atra-
vés de medicdo de quantidade. de proteina produzida, através de um dos
processos como aqui descritos, ou através de medigéo de niveis de ativida-
de de KCNQ5 ou outros genes. Desta maneira, o padrdo de expressao de
gene pode servir como um marcador, indicativo da resposta fisiolégica das
células para o agenté. Da mesma maneira, este estado de resposta pode ser
determinado anteé, e em varios pontos durante, tratamento dd individuo-com
o agente. _ A |

Uma realizagao preferida prové um processo para monitoragéd
de eficacia de tiatamento de um sujeito com um agente (por exemplo, um
agonista, antagonista, peptidomimético, proteina, peptideo, acido nucléico,
molécula pequena, ou outro candidato a droga identificado pelos Aensaios de
sele¢cao aqui descritos) compreendendo as etapas de (i)'obtengéo de uma
amostra de pré-administragdo a partir de um sujeito antes de administragcdo N
do ‘age‘nte; (i) detegcao de m’vél de expressao de uma proteina, ARNm ou
ADN genémico de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) na amostra de pré-

éd‘minis'tragéo; (iii) obtencdo de uma ou mais amostras de pds-administracao

‘a partir do sujeito; (iv) detecgdo de nivel de expresséo ou atividade da prote-

ina, ARNm ou ADN genémico de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) nas amostras

de pds-administragdo; (v) comparagéo de nivel de expresséo ou atividade da

~ proteina, ARNm ou ADN gendmico de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) na amos-

tra de pré-administragdo com a proteina, ARNm ou ADN genémico de
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) na amostra ou amostras de pds-administragao;
e (vi) alteragdo de administragdo do agente para o sujeito da mesma manei-
ra. Por exemplo, aumentada administracdo do agnete pode ser desejavel
para aumentar a expressao ou atividade de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) para
niveis maiores que o detectadb, ou seja, para>aumentar a efi‘cacia do agen-
te. Alternativamente, diminuida administragédo do agente pode ser desejavel
para diminuir expressdo ou atividade de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) para
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niveis menores do que detectado, ou seja, para diminuir a eficacia do agen-
te. De acordo com uma tal realizagé@o, expressdo ou atividade de _KCNQS ou
KCNQ5(W270L) pode ser usada como um indicador da eficacia de um agen-
te, mesmo na auséncia de uma resposta fenotipica observavel.

| Em uma realizagdo preferida, a habilidade de um agente de mo-
dulagdo de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) para modular, por exemplo, condi-

_¢Oes descritas na se¢do V (supra) em um sujeito que podem se beneficiar de

modulagao da expressao e/ou atividade de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) po-
dem ser medidas através de detecgcdo de um aperfeicoamento na condi¢ao
do paciente apds a administragdo do agente. Tal aperfeicoamento pode ser
facilmente medido por aqueles versados na técnica usando indicadores a-
propriados para a especifica condigdo do paciente. Mo‘nitoragéo da resposta
do paciente através de medi¢gdo de mudangas na condigao do paciente é

| preferida em situagbes onde a coleta de materiais de bidpsia pode possuir

um aumentado risco e/ou prejuizo para o paciente.

E provavel que o nivel de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) possa ser
alterado em uma variedade de condi¢gbes e que quantificacao de niveis de
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) possa prover informagdo clinicamente (til.

| Além disso, no tratamento de condigbes de doen¢a, composi-

¢bes contendo KCNQS5 ou KCNQ5(W270L) podem ser administradas exoge-

"namente, e pode serr provavelmente desejavel obter-se certos niveis alvos

de polipepiideb KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) em soro, em qualquer compar-
timento de tecid.o desejado, ou no tecido afetado. Por isso, pode ser vantajo-
so ser capaz de monitorar 0s niveis de polipeptideo  KCNQ5 ou
KCNQ5(W27OL)' em um paciente ou em uma amostra bioldgica incluindo
uma amostra de biopsia de tecido obtida de um paciente e, em alguns ca-
Sos, tarhbém monitorando os niveis de KCNQ5 nativos. Da mesm maneira,

‘um outro aspecto prové processos para detec¢ao de presenga de KCNQ5 ou

KCNQ5(W270L) em uma amostra do paciente.
VIi. Kits da Invengéo
Um outro aspecto pertence a kits para realizagdo de ensaios de

selegdo, processos moduladores, ou ensaios diagnésticos. Por exemplo, um
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kit para realizagdo de um ensaio de selecao pode incluir uma célula compre-
endendo um polipeptideo KCNQS5 ou KCNQ5(W270L), meios paradetermi-
nacao de atividadé de polipeptideo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), e, opcio-
nalmente, instrucdes para uso de kit para identificar moduladores de ativida-
de de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L). Em uma outra realizagao, um kit para
realizagdo de um ensaio de selegao pode incluir uma composicdo compre-
endendo um polibeptl’deo KCNQ5 ou KCNQ5(W270L), meios para determi-
nacéo de atividade de KCNQS5 ou KCNQ5(W270L), e, opcionalmente; instru-
¢Oes para uso do kit para identificar moduladores de atividade de KCNQ5 ou
KCNQ5(W270L).

Uma outra realizagdo prové um kit para realizagdo de um pro-
cesso modulador. O kit pode incluir, por exemplo, um agente modulador (po.r
exemplo, um agente inibidor ou estimulador de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L)
em um carreador apropriado e embalado em um recipiente apropriado op-
cionalmente com instrugbes para uso do modulador para modulér atividade
de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L).

Um outro aspecto pertence a um kit péra diagnéstico'de um dis-
tirbio associado corh expresséo e/ou atividade aberrante de KCNQ5 em um
sujeito.O kit pode incluir um reagente para determinagdo de expressdo de
KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) (por exemplo, uma sonda(s) de écido*nucléico

‘para detecgao de ARNmM de KCNQ5 ou KCNQ5(W270L) ou um ou mais anti-

corpos para detecgédo de proteinas KCNQS ou KCNQ5(W270L), um controle

para o qual os resultados do sujeito sdo comparados, e, opcionalmente, ins-

, ’trugc‘)es para uso do kit para propdsitos diagnosticos.

A pratica dos processos aqui mostrados empregard, a menos
que de outro modo indicado, técnicas padrdes de biologia celular, cultura de
células, biologia molecular, biologia transgénica, microbiologia, ADN recom-
binante, e munologia, que estdao dentro do conhecimento da tecnica. Tais |
técnicas sao inteiramente explicadas na literatura. Ver, por exemplo, Molecu-
lar Cloning A Laboratory Manual, 2nd Ed., ed.vby Sambrook, Fritsch and Ma-
niatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press: 1989); DNA Cloning, Volumes |
and Il (D. N. Glover ed., 1985); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait ed.,
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1984); U.S. Patent No. 4,683,195; Nucleic Acid Hybr|d|zat|on (B. D. Hames &
S. J. Higgins eds. 1984); Transcription And Translation (B. D. Hames &S.J.
Higgins eds. 1984); Culture Of Animal Cells (R. 1. Freshney, Alan R. Liss,
Inc., 1987); Immobilized Cells And Enzymes (IRL Press, 1986); B. Perbal, A
Practical Guide To Molecular Cloning (1984); the treatise, Methods In Enzy-
mology (Academic Press, Inc., N.Y.); Gene Transfer Vectors For Mammalian

Cells (J. H. Miller and M. P. Calos eds., 1987, Cold Spring Harbor Labora-

tory); Methods In Enzymology, Vols. 154 and 155 (Wu et al. eds.), Immuno-
chemiqal Methods In Cell And Molecular Biology (Mayer and Walker, eds.,
Academic Press, London, 1987); Handbook Of Experimental Immunology,

Volumes [-IV (D. M. Weir and C. C. Blackwell, eds., 1986); Manipulating the

Mouse Embryo, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y., 1986).

A présenté exposi¢ao € ainda definida nos exemplos que se se-
guem. Deve ser entendido que estes exemplos, embora indicando realiza-
¢cOes preferidas, sdo dados somente a titulo de ilustragédo. A partir da discus-
sa0 acima e estes exemplos, aqueles versados na técnica podem determinar
as prefendas caracteristicas, e sem fugir de seu espirito e escopo, pode fa-
zer varias mudangas e modificagbes para adapta-la a varios usos e condi-

“¢oes.

Procedimentos Genéricos

Expressao de canais de KCNQ5 e KCNQ1 em odécitos de Xeno-
pus - genes KCNQ5 e KCNQ1 humanos foram clonados em um vetor pKSM
que foi engenhéirado especificamente para expressdo em o6cito. As se-
quéncias de gene foram confirmadas por seqienciamento de ADN. Os nu-
meros de acesso de banco de gene sdo: KCNQ5, NM_019842 (SEQ ID NO:

3); KCNQ1, U89364.1 (SEQ ID NO: 7). As construgdes foram linearizadas

por enzima de restricdo Xbal (NEB, Beverly, MA). Transcrig&o in vitro foi rea-
lizada com um kit MMESSAGE mMACHINE (Ambion, Austin, TX) e 0 ARNc
foi purificado por extragdo com fenol. Odcitos de Xenopus foram injetados
com 46 nL de solugao contendo aproximadamente 9,2 ng de ARNc usando
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um. injetor de odcito Drumond Nanbjet (Drummond Scientific Co., Broomall,
PA). Gravacao eletrofisiolégica foi realizada 3-7 dias apés 'injegéo.

Eletrofisiologia - Todos os experimentos foram realizados em
temperatura ambiente (22-23°CO usando gravagdo de grampo de voltagem de
dois eletrodos de oécito convencional (TEVC). Os eletrodos de gravagao fo-
ram retirados de pipeta de vidro de 1,5 mm usando urh retirador de micropipe-
ta Sutter P-97 (Suﬁer Instrument, Novato, CA) e enchidos com KCI 3M. A pon-
ta de pipeta foi cuidadosamente quebrada para adquirir a resisténcia de ele-
trodo em 0,5-1 Mohm. Um amplificador Dagan CA-1 (Dagan Corporation,
Minneapolis, MN) foi usado e o potencial de retengéao foi gram'peado em-100
mV. Para testar dependéncia de voltagem de ativagdo de canal, uma série de
pulsos de voltagem despolarizados foi aplicada. Para observar o curso dé
tempo de efeito de retigabina, um pulso de voltagem simples (3 s) em 40 mV
foi aplicado repetidamente em ihtewalos de 15 s. Uma interface de computa-
dor HEKA (HEKA Elektronik, Lambrecht, Germany) com software F’ulse 8.5 foi
usada para controlar o amplificador e digitou os dados para analise.

Solugdes e Compostos Quimicos - Solugdo ND96 contendo (em
mM) NaCl, 96, KCl, 2, CaCly, 1,8, MgCly, 1, HEPES, 10, foi usada para incu-
bacdo de odcito e gravagdo. Retigabina foi fabricado como uma solugédo es-
toque'em DMSO em 50 mM e diluido nas desejadas concentragdes justo
antes de aplicacdo em experimentos. DMSO foi testado sobre canais de |
KCNQ5 e nenhum efeito foi aobservado até 1%. Em todos os experimentos,

DMSO foi usado menos que 0,4%.

Compostos foram aplicados as células via um sistema de perfu-
sdo de banho rapido (ALA Scientific Instruments, Westbury,NY), e uma mu-
danga de solugao de banho foi completada dentro de 10 segundos.

 Andlises de Dados - Amplitude de corrente foi medida em linha
usando HEKA Pulsefit 8.5 software. Para adquiri condutancia de canal a par- |
tir de corrente macroscépica, o potencial reverso de K* foi aproximadado ser
-80 mV em solugdo ND96 e é seguinte equa¢éo foi aplicada: G =‘|/(V+80),
onde G é a condutancia de odcito integral, | é a corrente de odcito integral e

V é a voltagem usada para induzir a corrente. Dados foram expressos como
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média + SE, e o teste t de student emparelhado foi realizado. Diferencas fo-
ram consideradas serem significantes em P < 0,05. |
Exempilo 1 |

Para fabricar o polinucleotideo KCNQ5 contendo uma regiéd S5-
S6 de KCNQ1 (codificando SEQ ID NO: 6, aminoécidos S253-V355 de SEQ

ID NO: 8), um par de oligoprimers flanqueando a regido S5-S6 de gene

'KCNQ1 foi usado para obter o fragmento de ADN de KCNQ1. Ambos pri-

mers contém sequéncias de ADN introduzidas em cada extremidade que
sobrepdem a sequéncia de gene KCNQS em correspondentes areas de jun-
¢do a montante de S5 e a jusante de S6. O produto de PCR usando estes
primers plus a construgao de KCNQ1 como um molde foi purificado e usado
como iniciadores de mutagénese direcionada a sitio para segundo round de

PCR com a construgdo KCNQ5 como um molde. Mutagénese direcionada a

 sitio usando o protocolo QuickChange foi entao aplicada (Stratagene, La

Jolla, CA). as mutacgdes foram confirmadas por sequenciamento de ADN.

O efeito de retigabina sobre a qwmera funcional (KCNQ5 con-
tendo um dominio transmembrana S5-S6 de KCNQ1) foi testado. Como
mostrado na Figura 1A e 1B, retigabina 50 uM n&o aumentou mais as ativi-
dades de 'canal. Duranté um periodo de aplicagdo de 5 minutos, nem ampli-
tude de corrente nem ativagao dependente de voltagem mudou significante- -
mente (Figura 1C). A dramatica interrupcao de a¢ado de retigabina sobre este
canal quimériéo sugeriu que o sitio de agdo de retigabina em KCNQ5 foi
mais provavelménte localizado na regido de dominio transmembrana S5-S6.
Exemplo 2 _ ,

Para ainda dissecar o sitio de acdo de retigabina, o dominio
transmembrana S5-S6 de KCNQ1 foi dividio em duas partes, o dominio

transmembrana S5 e o dominio transmembrana S6 (com ligador), e os cor- |

respondentes canais quiméricos de KCNQ5 contiveram dominio transmem-

brana S5 ou dominio transmembrana S6 de KCNQ1. O canal quimérico com
dominio transmembrana S6 trocado ndo mostrou corrente no potencial de
membrana variando de -100 a 100 mV. A outra quimera contendo o dominio
S5 de KCNQ1 funcionou como um retificador para fora com uma proprieda-
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de de ativagdo muito unica. Como mostrado na Figura 2A de painel esquer-

do, este mutante pareceu inativar quando potencial de membrana foi maior
que 20 mV. Quando canal foi ativado por despolarizagdo de membrana, uma
corrente para fora transiente (150 - 200 ms) foi viSuaIizada, tornando a ativa-
cao de canal sifnificantemente semelhante a dois bomponentes. Quando
potencial de merr_iAbrana foi menor que 20 mV, o padrao de ativagao de canl
foi similar ao tipo selvagem e nenhuma inativagéo clara pode ser observada.
O efeito de retigabina sobre KCNQ5 contendo um d’ominiAo
transmembrana de KCNQ1 foi entéo- testado. Retigabina foi aplicado a
KCNQ5 contendo um dominio transmembrana S5 de odcitos expressando
KCNQ1 nos quais a amplitude de corrente de estado estavel foi estabilizada
no nivel maximo. Como mostrado na Figura 2B, retigabina 50 uM néo'tevé
mais efeito sobre este mutante. Em 5 minutos de aplicagdo de banho, cor-
rente de canal induzida por despolarizacdo para 40 mV permaneceu inalte-
rada. A Figura 2C mostra as curvas |-V antes e apds o tratamento de retiga-
bina. Nem amplitude de corrente nem dependéncia de voltagem das corren-
tes foi modificada por retigabina (Figura 2A painel direito, Figura'2C). Esta
verificagao indica que a depen'déncia molecular de a¢do de retigabina reside
dentro do dominio S5. '

Exemplo 3 |
Os dominios S5 de todos os cinco membros KCNQ foram ali-
nhados em sequéncia e explorados para residuos de aminoacidos Unicos

que possam ser responsaveis pela falta de resposta de KCNQ1 para retiga-

bina. Como mostrado no painel superior de Figura 3, existem dez residuos

nao - emparelhados entre KCNQ1 e KCNQ5. Sete dos mesmos destacados
na Figura 3 podem ser Unicos para KCNQ1. Por isso, mutacdes em KCNQ5
foram geradas para cada um de 7 residuos modificados individualmente pa-

ra o correspondente em KCNQ1. Um mutante, KCNQ5(F282Y) perde - sua |
funcionalidade quando expresso em oécitos. Os outros seis mutantes foram
funcionais e mostraram adeqUado nivel de correntes na faixa expérimental
de potenciais de membrana. Efeito de retigabina sobre cada um destes mu-
tantes foi entdo testado. Como mostrado no painel de fundo de Figura 3,
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dois mutantes, KCNQ5(A269T) e KCNQ5(W270L) (SEQ ID NO: 1, codifican-
do SEQ ID NO: 2) tiveram significantemente menos resposta para fetigabina.
Similar ao mutante trocado de dominio S5 em exemplo 2, KCNQ5(W270L)
perde completamente a resposta para retigabina, sugerindo que este residuo
triptofano é critico para agao de retigabina.

Exemplo 4 '

Para ainda investigar a dependéncia funQional de efeito de reti-
gabina sobre este particular residuo de triptofano em 85 a mutagao reversa
do correspondente residuo em dominio S5 de KCNQ1 foi feita, presumindo
que esta mutagdo pode tornar KCNQ1 capaz de ser ativado por retigabina.

-Surpreendentemente, este mutante, KCNQ1(L171W) realmente tornou-se

sensivel a retigabina. Entretanto, ao invés de ser ativado, KCNQ1(L171W)
foi bloqueado por retigabina. Como mostrado na Figura 4A, os canais

~ KCNQ1 tipo selvagem néao tiveram resposta significante para retigabina 50

uM, mas uma resposté levemente inibidora para retigabina 200 pM. Em con-

~ traste, retigabina 50 uM reduziu claramente amplitude de corrente de estado

estavel de KCNQ1(L171W) e retigabina 200 uM inibiu a cofrenté de estado
estavel por 62,5% em 80 mV (Figura 4B). Talvez a mais significante mudan- |
¢a induzida por retigabina foi sobre ativagdo de canal. Como mostrado na
Figura 4C, retigabina modificou as cinéticas de ativacdo da corrente evocada

“em 80 mV de um curso de tempo de ativagdo exponencial simples para um

duplo, que po‘de ser descrito pela modificagdo de cinéticas de inativacdo.
Retigabina néo.some-nte reduziu o nivel de corrente de estado estavel de
KCNQ1(L171W) mas também modificou a dependéncia de voltagem de ati-
vagao de canal (Figura 4D e a insergdo). A aensitividade altamente aperfei-
¢oada para retigabina sugere fortemente que as moléculas de retigabina sdo

capazes de terem acesso ao residuo de triptofano em dominio S5 de

KCNQ5 ou KCNQ1(L171W), resultando na regula¢do ascendente ou des-

cendente da ativagdo dependente de voltagem.

- Exemplos 1-4 destacam a importancia da hélice S5 em interrup-
¢éo de canal KCNQ5 e provém uma explicagdo molecular para a agdo de
retigabina sobre canais de potassio KCNQ.
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agttcgtgat
gctgttgteg
ttatagatac
atatttttge
gcatggaccg

aggaattaat
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aggagaggag

g99g9cgggggyg

gctgaactceg
gctceggtgge
gagcctgctg
gtacéggcgg
catctaccac
taccatccct
gattgtcgtce
atatagagga
cattgttctt
cacgtctgca
aaggggaggc

cacagctttg

KCNQ5 (W270L) point mutation

ggcggegeeg
cgcttgggeca
gcagécgcca
ggcggeggtg
gggaagccege
gtgcagaact
gctttegttt
gagcacacaa
tttggtttgé
tggcaaggaa
atcgcttcaa
ctcagaagtc
acttggaaat

tacataggat

Sitio de Ligac¢do para retigabina sobre KCNQS5

ccgggcetetg

gcggcatgaa ggatgtggag

ggggcgacgg
gcctgaggga
tctcttacac
acctgtacaa
ttctecttgt
éattggcctc
agttcatcat
gactgaggtt
tagcagttgt
tcegtttect
tactgggttce

ttttggttct

ggtgaagagc

cctgctactg
gagccgecgyg
gagtagccag
cgtgctggag
ctttggttgce
aagttgcctc
tcgaatctgg
tgctcgaaag
ttctgcaaaa
acagatcctc
agtggtttat

tatttttteg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840
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tctttecttg
gctctctggt
acttggctgg
cttcctgecg
aaacéctttg

taégcagctg

. cacacctgca

tttaaggagc
tcagtaggtg

gtgcagaaga

-agttctcagce

gatgaaaaag
gtcattcgag

ttacgtccat

ttgtgtagaa

acatcagata

agtatgctcg

‘gactgcctac

ttggcttcat

gtggatagca

"agtgccaaca

actttctacg
agcgatggct
aagccagcag
cccaggccag
accacctgcec

gaccgttcta

‘atggtgccga

gaactgaata
taccccaaat
acagagacag

gactctctaa

tctatctggt
ggggcacaat
gaagattgct
gcattcttgg
agaaaagaag
atgagaaatc
gccctaccaa
gagtgcgcat
acaggaggtc
gctggagcett
caaaaccagt
gatgccagtg
ctatcagaat
atgatgtaaa
ﬁtaaaagcct
agaagagccg
gtcgggtggt
tagacatcta
tccagatccece
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Cgcttagccc

cagcagtggc
ccccaacaac
aaactétgca
ttgttgcctce
tgaggaaaag
aggacttggg
tacaactttc
ggagggaatc
acacttttga

ggactggaag

ggaaaaggat
tacattgaca
ttctgcaggc
ctcaggtttt
gaacccagct
tgtttccatt
gaaagaacaa
ggétagcccc
cccaagcacc
caacgaccga
gatagatgct
tgatgtatca

tatgaaattt

‘agatgtcatt

tcaaacacgt
agagaaaata
caaggttgaa
tcaacaggté
accttttgaa
gggttccgea
cctgcagttc

tactatgcac

-agccaccaac

tttacagatc
ccctaacccet
caaggaaaét
ctttgacatg
caaatctttg
agggagtgag
caaattgttt
tgccgecaccg

gtcacgatca

143

gccaataaag
actattggct
tttgcactcee
gcattaaaag
gccaacctca
gcaacctgga
ggggaagcat
aggggccaga
gacatcacag
acccgcecttece
gacacagccce
gtggaagacc
catgttgcaa
gaacaatatt
gttgatcaaa
acagcagaac
aaacaggtac
cttcggaaag
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caaaacagtg
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gttcaggttg
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tctgtgcaaa
tcaagtggct
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cagcctgcca

tctcagagca

agttttctac
atggagacaa
ttggcatttc
tacaagaéca
ttcagtgtgt
agccacactt
caagcagtcé
gtattaagag
ccgagggcag
ggcccteget
ttggcactga
tcaccccacce
aacggaagtt
dtgctggtca

ttcttggaaa

agtccataga
gctctgectce
catctgacta

gctgettatce

caaatgagtt

cacaggtgcc
accaaataaa
tcccagecat
aggaaagcat
cacagtcaaa
ctctgttgtce
acctgatcag
ccagaggcag
aagaggtggg
gggaagctgc

tttgtaaggc

atatgcagat
aactccccta
tttctttgca
acaccgccag
ttggcgtagt
gaaggccttg
gaagctaagt
ccgacaagec

tcccaccaaa

gcgcctcaaar

tgatgtatat

acttaaaact

taaggaaaca

tctggacatg
agggcaaatc
agacgatctc
atccaagctg
agcccteget
tcaaagccét
cagatcaéct
cagtgcccag

aattagtcaa

tacggcaccc

caagcatctg
ttctgacgtce
tctcaccaag
tgtctgtccec
gtcgaccgag
ccaagatttt
tcccgaagag
ctttgcatca

aggagaaagt

900
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"~ 1140

11200

1260
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1380
1440
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1560
1é2O
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1740
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2040
2100
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2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2700
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

2

932

PRT

Artificial

KCNQ5 (W270L) point mutation

2

Met Pro Arg His

1

Trp
Gly
Asn
Ala

65

Gly

Thr

Asn

Tyr

val

145

Leu

Ile

val

Ser

Ser

50

Ala

Lys

Ser

His

130

Phe

Ile

Arg

Lys
Gly
35

Ala
Thr
Gln
Ser
Leu
115
Ala
Ser

Leu

Ile

Ser

20

Met

Ala

Leu

Gly

Gln

His

Gly-

Lys

Ala

Gly

Ala
85

Ser

100

Tyr

Phe

Thr

Glu

Trp

180

Asn

Vval

Ile

Phe

165

Ser

Ala
Ala
Asp
Arg
Gly
70

Arg
Cys
val
Phe
Pro
150

val

Ala

Gly

Ala

val

Gly

[§1]
u

Gly

Met

Arg

Leu

Leu

135

Glu

Met

Gly

Gly
Ala
Glu
40

Asp
Gly
Ser
Arg
Glu
120
Leu
His

Ile

Cys

Glu

Ala

25

Sexr

Gly

Gly

Leu

Asn

105

Arg

val

Thr

val

vas

185

144

Glu

10

Ala

Gly

Leu

Gly

Leu

90

Val

Pro

Phe

Lys

Val

170

Cys

acagatgccc tcagcttgcec tcatgtcaaa ctgaaataa

Gly
Ala
Arg
Leu
Leu
75

Gly
Lys
Arg
Gly
Leu
155

Phe

Arg

Gly
Gly
Giy
Leu
60

Arg
Lys
Tyr
Gly
Cys
140
Ala

Gly

Tyr

Ala

Gly

Arg

45

Leu

Glu

Pro

Arg

Trp

125

Leu

Ser

Leu

Arg

Ala

Gly

30

val

Gly

Ser

Leu

Gly

15

Arg

Leu

Thr

Arg

Ser

© 95

Arg

110

Ala

Ile

Ser

Glu

Gly

190

val

Phe

Leu

Cys

Phe

175

Trp

Lgu
Leu
Leu
Arg
Arg

80

Tyr

‘Gln

Ile

Ser

Leu

160

Ile

Gln

2799
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Gly

val

Ile

225

Arg

Ser

-Gly

Lys

Gly

305

Thr

Ser

‘Lys

Pro

Glu

385

His

Gln

Gln

Arg

Leu

210

fhe
Met
Val
Phe
Asp
290

Thr

Trp

Phe-

Val

Ala

370

Lys

Thr

Lys

Ser

Leu
195
Ile
Ala
val
val
Leu
275
Ala
Ile
Leu
Phe
Gln
355
Ala
Ser
Cys

Leu

Ile

435

Arg

Ala

Thr

Arg

Tyr

260

Val

Asn

Thr

Gly

Ala

340

Glu

Asn

val

Ser

Ser

420

Lys

Phe

Ser

Ser

Met

245

Ala

Leu

Lys

Leu

Arg -

325

Leu

Gln

Leu

Ser

Pro

405

Phe

Ser

Ala Arg Lys Pro

Ile

Ala

230

Asp

His

Ile

Glu

Pro

His

Ile

Ile

390

Thr

Lys

Arg

Ala

215

Leu

Arg

Ser

Phe

Phe

295

Thr

Leu

Ala

Arg

Gln

375

Ala

Lys

Glu

Gln

200

val

Arg

Arg

Lys

Ser

280

Ser

Ile

Ser

Gly

Gln

360

Cys

Thr

Lys

Ala

440

vVal

Ser

Gly

Glu

265

Ser

Thr

Gly

Ala

Ile

345

Lys

val

Trp

Glu

val

425

Ser

145

Phe

Ser

Leu

Gly

250

Leu

Phe

Tyr

Tyr

Gly

330

Leu

His

Trp

Lys

Gln

410

Arg

val

Cys
Ala
Arg
235
Thr
Ile
Leu
Ala
Gly
Phe
Gly
Phe
Arg
Pro
395
Gly

Met

Gly

vVal
Lys
220
Phe
Trp
Thr
val
Asp
300
Asp
Ala

Ser

Glu

Ser

380

His

Glu

Ala

Asp

Ile
205
Thr
Leu
Lys
Ala
Tyr
285
Ala
Lys

Leu

Gly

Asp

Gln

Gln

Leu

Leu

270

Leu

Leu

Thr

Leu

Phe

350

Lys

365

TyTr

Leu

Ala

Ser

Arg

445

Axrg

Ala

Lys

Ser

Pro

430

Arg

Thr’

Gly

Ile

Ile

Asn

Leu

. 240

Leu

255

Tyr

Val

Trp

Pro

Gly

335

Ala

Arg

Ala

AAla

Ser
415

Arg

Ser

Gly

Ile

Glu

Trp

Leu

320

Ile

Leu

Asn

Asp

Leu

400

Ser

Gly

Pro
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Sexr
Trp
465
Ser
Asp
Asp
Lys
Asp
545
Leu

Lys

Glu

Val

Asp

625

Leu

Tyr

Ser

Gln

Thr

450

Ser

Ser

Asp

Leu

Phe

530

val

Cys

Gly

His

Glu

610

Ile

Ala

Gln

Gly

Phe

690

Asp

Phe

Gln

Val

Thr

515

His

Lys

Arg

Gln

Glu

595°

Lys

Tyr

Ser

Ser

Cys

675

Ile

Ile

Asn

Pro

Tyr

500

Pro

val

Asp

Ile

Ile

580

Thr

Gln

Gln

Phe

Pro

660

Leu

Leu

Thr
Asp
Lys
485
Asp
Pro
Ala

val

Thr

val
Gln
Gln
645
val

Serxr

Thr

Ala
Arg
470
Pro

Glu

Leu

‘Lys

Ile

550

Ser

Ser

Asp

Gln

Val

630

Ile

Asp

Arg

Pro

Glu

455

Thr

Val

Lys

Lys

Arg

535

Glu

Leu

Asp

Asp

Ser

615

Leu

Pro

Ser

Ser

Asn

695

Gly

Arg

Ile

Gly

Thr
520
Lys
Gln
Gln
Lys
Leu
600
Ile
Arg
Pro

Lys

Thr

680

Glu.

Ser

Phe

Asp

Cys

505

Val

Phe

Tyr

Thr

Lys

585

Ser

Glu

Lys

Phe

Asp

665

Ser

Phe

146

Pro
Arg
Ala
490
Gln
Ile
Lys
Ser
Arg
Ser
Met
Ser
Gly
Glu
650
Leu

Ala

Ser

Thr
Pro
475
Asp
Cys
Arg
Glu
Ala
555
val
Arg
Leu
Lys
Ser
635
Cys
Ser

Asn

Ala

Lys
460
Ser
Thr
Asp
Ala
Thr
540
Gly
Asp
Glu
Gly
Leu
620
Ala
Glu
Gly

Ile

Gln

700

vVal

Leu

Ala

val

Ile

525

Leu

His

Gln

Lys

Arg

605

Asp

Ser

Gln

Ser

Ser

685

Thr

Gln

Leu

Ser

510

Arg

Arg

Leu

Ile

Ile

590

val

Cys

Ala

Thr

Ala

670

Arg'

Phe

Lys

Leu

Gly

.495

val
Ile
Pro
Asp
Leu
575
Thr
val
Leu
Leu
Ser
655
Gln

Gly

Ser

Lys

480

Thr

Glu

Met

TYyr

Met

560

Gly

Ala

Lys

‘Leu

Ala

640

Asp

Asn

Leu

Ala
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Leu
705

Ser

Asn

Pro

Asn

-Val

785

Asp

Ser

Gln

Ser

865

Thr

Ala

Ser

val

Ser

Asp

Thxr

Leu

Pro

770

Ala

Arg

val

Asn

Glu

850

Glu

Glu

Phe

Ile

Lys

930

<210>

<211>

Pro

Gly

Ala

Pro

755

Ala

Ser

Ser

Cys

Leu

835

Ser

Ser

Thr

Ala

Cys

915

Leu

2799

Thr

Ser

Pro

740

Ala

Gly

Lys

Met

Met

Ala

His

710

val

725 .

Lys

Ile

Leu

Glu

Arg

805

Pro

820

Ile

Ser

Lys

Asp

Ser

900

Lys

Lys

Met

Arg

Gly
Leu
Thr
885

Asp

Ala

Pro
Lys
Gln
Asn
790
Lys
Val
Ser
Ser
Phe
870
Phe

Ser

Gly

Ser

Ala

Ala

His

Glu

775

val

Serx

Pro

Thr

Arg

855

Ile

Asp

Leu

Glu

Gln

Ala

Ala

Leu

760

Ser

Gln

Phe

Lys

Glu

840

Giy

Thr

Ala

Arg

Ser

920

Ala

Thr

Pro

745

Pro

Ile

vVal

Asp

Asp

[¢]
o
o

Glu

Ser

Asp

Ala

Thr

905

Thr

147

Thr
Asn
730
Thr
Arg
Ser
Ala
Met
810
Leu
Leu
Gln
Glu
Pro
890

cly

Asp

Gln

715

Thr

Thr

Pro

Asp

Gln

795

Gly

Gly

Asn

Asp

Glu
875
Gln

Arg

Ala

Val

Ile

Leu

Glu

val

780

Ser

Gly

Lys

Ile

Phe

860

Val

Pro

Ser

Leu

Pro

Ala

Gln

Thr

765

Thr

Asn

Glu

Ser:

Gln

845

Tyr

Gly

Ala

Arg

Ser

925

Ile

Asn

Ile

750

Leu

Thr

Leu

Thr
Leu
830
Leu
Pro

Pro

Arg

Ser.

910

Leu

Ser

Gln

735

Pro

His

Cys

Thr

Leu

815

Ser

Ser

Lys

Glu

Glu

895

Ser

Pro

Gln
720
Ile
Pro
Pro
Leu
Lys
800
Leu
Val
Gly
Trp
Glu
880
Ala

Gln

His



10

15

20

25

30

<212> DNA
<213>
<400> 3

atgccecgece
ggcgcagcgg
tcgggeceggg
ctgggcaccce
ggcaagcagg
agctgccggce
agaccccgceg
ttgattttgt
ttgatcctgg
tctgcgggtt
cccttetgtyg
actcagggta
cgcatggtgc
gctcacagca
tctﬁtccttg
gctctectggt

acttggctgg

cttcectgecg

aaacactttg
tacgcagctyg
cacaéctgca
tttaaggagc
tcagtaggtg
gtgcagaéga
agttcfcagc
gatgaaaaag
gtcattcgag
ttacgtccat

ttgtgtagaa

Homo sapiens

accacgcggg
cggcggeggce
gcagggtgct
gcgcggecac
gggcccggat
gcaacgﬁcaé
gctgggegtt
cagtgttttce
agttcgtgat
gctgttgteg
ttatagatac
atattﬁttgc
gcatggaccg
aggaattéat
tctatctggt
ggggcacaat
gaagattgct
gcattcttgg
agaaaagaag
atgagaaatc
gccctaccaa
gagtgcgcat
acaggaggtc
gctggagcectt
caaaaccagt
gatgccagtg
ctatcagaat
atgatgtaaa

ttaaaagcct

aggagaggag
gg9gcgggggg
gctgaactcg
gctcggtgge
gagcctgetg
gtaccggcgg
catctaccac
taccatccect
gattgtcgtce
atatagagga
cattgttctt
cacgtctgca
aaggggagsge
cacagcttgg
ggaaaaggat
tacattgaca
ttctgecagge
ctcaggtttt
gaacccagct
tgtttccatt
gaaagaacaa
ggctagcccce
cccaagcacc
caacgaccga
gatagatgct
tgatgtatca
tatgaaattt
agatgtcatt

tcaaacacgt

148

ggcggcgeeg
cgcttgggca
gcagccgceca
ggcggcggtg
gggaagécgc
gtgcagaact
gctttecgttt
gagcacacaa
tttggtttgg
tggcaaggaa
atcgcttcaa
ctcagaagtc
tacataggat

gccaataaag

actattggct

tttgcactcc
gcattaaaag
gccaacctca
gcaacctgga
ggggéagcat
aggggccaga
gacatcacag
acccgcttcé
gacacagccce
gtggaagacc
catgttgcaa
gaacaatatt

gttgatcaaa

ccgggctectg

gcggcatgaa
ggggcgacgg
gcctgaggga
tctcttacac
acctgtacaa
ttctccttgt
aattggcctce
agttcatcat
gactgaggtt
tégcagttgt
tcegtttect
tactgggttc
ttttggttct
agttttctac
atggagacaa
ttggcatttc
tacaagaaca
ttcagtgtgt
agccacactt
caagcagtca

gtattaagag

ccgagggcag

ggcccteget
ttggcactga
tcaccccacc
aacggaagtt
ctgctggtca

ttcttggaaa

ggtgaagagc
ggatgtggag
cétgctactg
gagccgecgyg
gagtagccag
cgtgctggag
ctttggttgce
aagttgcctc
tcgaatctgg
tgctcgaaag
ttctgcaaaa
acagatcctce
agtggtttat
tattttttcg
atatgcagat

aactccccta

‘tttetttgea

acaccgceag
ttggcgtagt
gaaggccttg
gaagctaagt
ccgacaagcce
tcccaccaaa
gcgcctcaaa
tgatgtatat
acttaaaact
taaggaaaca
tctggacatg

agggcaaatc

60

120

180

240

© 300

360
420
480
540
600
660
720
780

840

900

960

11020

1080

1140

11200

1260

1320

1380

11440

1500

1560

1620

1680

1740
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'<212>

acatcagata
agtatgctcg
gactgcctac
ttggcttcat
gtggaﬁagca

agtgccaaca

.actttctacg

agcgatggcet
aagccagcag

cccaggecag

-accacctgec

gaccgttcta

atggtgccga

gaactgaata

taccccaaat
acagagacag

gactctctaa

acagatgccec

<210> 4
<211> 932
<213>

<400> 4

Met Pro Arg

1

Trp Val

Gly Ser
_35

Asn Ser
50

Ala Ala

PRT

Homo

Lys

Gly

Ala

Thr

agaagagccg
gtcgggtggt
tagacatcta
tccagatccce
aagatctttc
tctcgagagg
cgcttagccc
cagcagtggc
ccccaacaac
aaactctgca
ttgttgcctc
tgaggaaaag

aggacttggg

tacaactttc

ggagggaatc

acacttttga

ggactggaag

tcagcttgcece

sapiens

agagaaaata
caaggttgaa
tcaacaggtc
accttttgaa
gggttccgceca
cctgcagtte
téctatgcac
égccaccaac
tttacagatc
ccctaaccct
caaggaaaat

ctttgacatg

caaatctttg

‘agggagtgag

caaattgttt

cgccgiaceg

gtcacgatca

tcatgtcaaa

149

acagcagaac
aaacaggtac
cttcggaaag
tgtgaacaga
caaaacagtg
attctgacgce
agtcaagcaa
accattgcaa
ccacctecte
gcaggcttac
gttcaggttg
ggaggagaaa

tctgtgcaaa

tcaagtggct

ataactgatg
cageatacca
tctcagagceca

ctgaaataa

His His Ala Gly Gly.Glu Glu Gly

5

10

Ser Gly Ala Ala Ala Ala Ala Ala

20

40

55

25

Met Lys Asp Val Glu Ser Gly Arg

Ala Ala Arg Gly Asp Gly Leu Leu

Leu Gly Gly Gly Gly Gly Gly Leu

atgagaccac
agtccataga
gctctgectce
catctgaéta
gctgcttate
caaatgagtt
cacaggtgcé
accaaataaa
tcccagcecat
aggaaagcat
cacagtcaéa
ctctgttgte

acctgatcag

ccagaggcag

aagaggtgag
gggaagctgc

tttgtaaggc

agacgatctc

atccaagctgv

agccctcgcf

tcaaagccct
cagatcaact
cagtgcccag
aattagtcaa
tacggcaccc

caagcatctg

ttctgacgtce

tctcaccaag
tgtctgtcce
gtcgaccgag
ccaagatttt

tcccgaagag

ctttgcatca

aggagaaagt

Gly Ala Ala Gly Leu

15

Gly Gly Gly Arg Leu

30

Gly Arg Val Leu Leu

45

Leu Leu Gly Thr Arg

60

Arg Glu Ser Arg Arg

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2799
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65

Gly

Thr

Asn

Tyr

val

145

Leu

Ile

Gly

val

Ile

225

- Ser

Gly

Lys

Gly

305

Thr

Lys

Ser

Tyx

His

130

Phe

Ile

Arg

Arg

Leu

210

Phe

Met

val

Phe

Asp

290

Thr

Trp

Gln

Ser

Leu

115

Ala

Ser

Leu

Ile

Leu

195

Ile

Ala

Val

val

Leu

275

Ala

Ile

Leu

Gly

Gln

100

Tyr

Phe

Thr

Glu

Trp

180

Arg

Ala

"Thr

‘Arg

Tyx

260

val

Asn

Thr

Gly

Ala
85

Ser
Asn
val
Ile
Phe

165

Ser

Phe A

Ser

Ser

Met

245

Ala

Leu

Lys

Leu

Arg

70

Arg

Cys

val

Phe

Pro

150

val

Ala

Ile

Ala

230

Asp

His

Ile

Glu

Thr

310

Leu

Met

Arg

Leu

Leu

135

Glu

Met

Gly

Ala

215

Leu

Arg

Ser

Phe

Phe

295

Thr

Leu

Ser

Glu

120

Leu

His

Ile

Cys

Arg

Arg

Lys

Ser

280

Ser

Ile

Ser

Leu

Asn

105

Arg

val

Thr

val

Val

Ser

Gly

Glu

265

Ser

Thr

Gly

Ala

150

Leu
90
val
Pro-
Phe
Lys
val

170

Cys

Ser

Leu

Gly

250

Leu

Phe

Tyr

TYr

Gly

75

Gly

Lys

Arg

Gly

Leu

155

Phe

Arg

» Cvs

Ala

Arg

235

Thr

Ile

Leu

Ala

Gly

315

Phe

Lys
Tyr
Gly
Cys
140
Ala
Gly
Tyr
Val
Lys
220
Phe
Trp
Thr
val
Asp
300

Asp

Ala

Pro

Arg

Trp

125

Leu

Ser

Leu

Arg

Ile

205

Thr

Leu

Lys

Ala

Tyr

285

Ala

Lys

Leu

Leu
Arg
110
Ala
Ile
Ser
Glu
Gly
190

Asp

Gln

Gln’

Leu

Trp

270

Leu

Leu

Thr

Leu

Ser
95

val
Phe
Leu
Cys
Phe
175
Trp
Thr
Gly

Ile

Leu
255

Tyr

vVal

Trp

Pro

Gly

80

.Tyr
Gln
Ile-
Sex
Leu
160
Ile
Gln
Ile
Asn
Leu
240
Gly
Ile
Glu
Trp
Leu

320

Ile
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Ser

Lys

Pro.

Glu

385

His

Gln

Gln

Ser
Trp
465
Ser
Asp

Asp

Lys

Asp

545

Leu

Lys

Phe

Val

Ala

370

Lys

‘Thr

Lys

Ser

Thr

450

Ser

Ser

Asp

Leu

Phe

530

val

Cys

Gly

Phe
Gln
355
Ala
Ser
Cys
Leu
Ile
435
Asp
Phe
Gln

val

Thr

515

His

Lys

Arg

Gln

Ala

340

Glu

Asn

val

Ser

325

Leu

Gln

Leu

Ser

Pro

. 405

Ser

420

Lys

Ile

Asn

Pro

Tyr

500

Pro

val

Asp

Ile

Ile

Phe
Ser
Thr
Asp
Lys
485
ep
?ro
Ala
val
Lys

565

Thr

Pro
His
Ile
Ilé
390
Thr

Lys

Arg

Arg
470
Pro
Glu
Leu
Lys
Ile

550

Ser

Ser’

Ala

Arg

Gln

375

Ala

Lys

Glu

Gln

455

Thr

val

Lys

Lys

Arg

535

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln

Ile
345

Lys

360

Cys

Thr

Lys

Arg

Arg

Ile

Gly

Thx

520

Lys

Gln

Gln

Lys

val

Trp

Glu

Val

Ser

b]
1]
H

Phe

Asp

Cys

505

val

Phe

Tyr

Thr

Lys

151

330

Leu

His

Trp

Lys

Gln

410

Arg

425 -

val

Arg

Ala

490

Gln

Ile

Lys

Ser

Arg

570

Ser

Gly

Phe

Arg

Pro

395

Gly

Met

Gly

Pro

475

Asp

Cys

Arg

Glu

Ala

555

val

Ser

Glu

Ser

380

His

Glu

Ala

Asp

Tvs

460

Ser

Thr

Asp

Ala

Thr

540

Gly

Asp

Glu

Gly

Lys

365

Tyr
Leu
Ala
Ser
Arg
445
val
Leu
Ala
Val
Ile
525
Leu
His

Gln

Lys

Phe

350

Arg

Ala

Lys

Ser

Pro

430

Arg

Gln

Arg

Leu

Ser

510

Arg

Arg

Leu

Ile

Ile

335

Ala

Arg

Ala.

Ala

Ser

415

Arg

Ser

Lys

Leu

Leu

Asn

Asp

Leu

400

Ser

Gly

Pro

Ser

Lys

480

Gly

495

.Val

Ile

Pro

Asp

Leu

575

Thr

Thr

Glu

Met

Tyr

Met

560

Gly

Ala
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Glu

Val

Asp

625

Leu

TYyr

Ser

Gln

Leu

705

Ser

Asn

Pro

Asn

val

785

Asp

Ser

Gln

His

Glu

610

Ile

Ala

Gln

Gly

Phe

690

-Ser

Asp.

Thr

Leu

Pro

770

Ala

Arg

val

Asn

Glu

595

Lys

Tyr

Ser

Ser

Cys

675

Ile

Pro

Gly

Ala“

Pro

755

Ala

Ser

Ser

Cys

Leu

580

Thr

Gln

Gln

Phe

Pro

660

Leu

Leu

Thr

Ser

Pro

740

Ala

Gly

Lys

Met

Pro

820

Ile

Thr
val
Gln
Gln
645
val
Ser
Thr

Met

Asp

Gln

val

630

Ile

Asp

Arg

Pro

His

710

Ala

725

Lys

Ile

Leu

Glu

Arg

805

Met

Arg

Val

Pro

Lys

Gln

Asn

790

Lys

val

Ser

Asp

Ser

615

Leu

Pro

Ser

Ser

Asn

695

Ala

Ala

His

Glu

775

val

Ser

Pro

Thr

Leu
600
Ile
Arg
Pro
Lys
Thr

680

Glu

Ala

Ala

Leu

760

Ser

Gln

Phe

Lys

Glu

585

Ser

Glu

Lys

Phe

Asp

665

Ser

Phe

hEd
o
[}

Thr

Pro

745

Pro

Ile

val

Asp

Asp

825

Glu

152

Met
Ser
Gly
Glu
650
Leu

Ala

Ser

Asn

730

Thr

Arg

Ser

Ala

Met

810

Leu

Leu

Leu

Lys

Ser

635

Cys

Ser

Asn

Ala

715

Thr

Thr

Pro

Asp

Gln

795

Gly

Gly

Asn

Gly

Leu

620

Ala

Glu

Gly

Ile

Gln

700

Val

Ile

Leu

Glu

val

780

Ser

Gly

Lys

Ile

Arg

605

Asp

Ser

Gln

Ser

Ser

685

Thr

Pro

Ala

Gln

Thr

765

Thr

Asn

Glu

Ser

Gln

590

val
Cys
Ala
Thr
Ala
670
Arg
Phe
Ile
Asn
Ile
750
Leu
Thr
Leu
Thr
Leu

830

Leu

val
Leu
Leu
Se.r
655
Gln
Gly
Tyr
Ser
Gln
735
Pro
His
Cys

Thr

Leu

815

Ser

Ser

Lys

Leu

Ala-

640

Asp

Asn

Leu

Ala

Gln

720

Ile

Pro

Pro

Leu

Lys

800

Leu

Val

Gly
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<212>

<213>

835

Ser Glu Ser

850

Arg Glu Ser

865

Thr. Glu Thr

Ala Phe Ala

Ser Ile Cys

915
vVal

Lys Leu

930

<210> 5

<211> 309
DNA
<213> Homo
<400> 5

tccgtggtet

ctcatcttct

' cgcgtggagt

atcggctatg
tctgtctttg
ctgaaggtg
<210> 6

<211> 103
<212> PRT

Homo

<400> 6

153

840
Ser Gly Ser Arg Gly Ser Gln Asp
855
Lys Leu Phe Ile Thr Asp Glu Glu
870 875
Asp Thr Phe Asp Ala Ala Pro Gln
885 890
Ser Asp Ser Leu Arg Thr Gly Arg
900 905
Lys Ala Gly Glu Ser Thr Asp Ala
920
Lys
sapiens’
tcatccaccg'ccaggagétg ataaccgcc;
cctcgtactt tgtgtacctg gctgagaagg
tcggcagcta cgcagatgcg ctgtggtggg
-gggacaaggﬁ gccccagacg tgggtcggga
ccatctcctt ctttgecgete ccagcgggga
sapiens

845

Phe Tyr Pro

860
Val Gly Pro

Pro Ala Arg

Ser Arg Ser
910
Leu

Leu Ser

925

tgtacatcgg

acgcggtgaa

.gggtggtcac

agaccatcgce

ttettggctce

Lys Trp

Glu Glu
880
Glu Ala
895

Gln

Sef

Pro His

cttcectgggce
cgagtcaggc
agtcaccacc

ctcectgette

‘ggggtttgcc

Ser vVal val Phe Ile His Arg Gln Glu Leu Ile Thr Thr Leu Tyr Ile

1

5

10

15

Gly Phe Leu Gly Leu Ile Phe Ser Ser Tyr Phe Val Tyr Leu Ala Glu

60

120

180

240

300

309

N
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Lys Asp
35

Asp Ala

50

Asp Lys Val

65

Ser Val Phe

Ser Gly Phe
<210> 7

<211> 1746
<212> DNA
<213> Homo

<400> 7

atggagacgc

cgtcccaccg
tgcctcatcet
étcttctgga
tggtccgeceg

aagcccattt

ggctccaagg

ctgaggatgc
ttcatccacc
tcctegtact
ttcggcagét
ggggacaagg
gccatctect
cagcagaagc
cagaccgcat

atccggaagg

Ala

Leu

20
vVal Asn

Trp Trp

Pro Gln
70
Ala Ile
85
Leu

Ala

100

sapiens

gcgggtctag
gctggaaatg
tcagegtget
tggagatcgt
gctgcecgcag
ccatcatcga
ggcaggtgtt
tacacgtcga
gccaggagct
ttgtgtacct
acgcagatgc
tgccccagac
tctttgeget
agaggcagaa
ggaggtgcta

ccceceeggag

Glu Ser Gly Arg val

40

Gly Vval val Thr val

55

Thr Trp Val Gly Lys

Ser Phe Phe Ala Leu

Lys Val

gctcacegge
cttcgtttac
gtccaccatc
gctggtggtg
caagtacgtg
cctcatcgtg
tgccacgtcg
ccgcéaggga
gataaccacc
ggctgagaag
gctgtggtgg
gtgggtcggyg
cccagegggyg
gcacttcaac
tgctgccgag

ccacactctg

154

25

75

90

ggccagggcec
cacttcgeceg
gagcagtatg
ttctteggga
ggcctctggg
gtcg;ggcct
gccatcaggg
ggcacctgga
ctgtacatcg
gacgcggtga
ggggtggtcé
aagéccatcg
attcttgget
cggcagatcc
aaccccgact

ctgtcaccca

30

45

60

gcgtctacaa
tcttectcat
ccgeecctggce
cggagtacgt
ggcggctgeg
ccatggtggt
gcatccgett
ggctectggg
gcttectggg
écgagtcagg
cagtcaccac
cctcetgett
cggggtttge
cggcggcagce
cctccacctg

gccccaaacc

Glu Phe Gly Ser Tyr Ala
Thr Thr Ile Gly Tyr Gly

Thr Ile Ala Ser Cys Phe

80

Pro Ala Gly Ile Léu Gly

95

cttcctcgag
cgtecectggte

cacggggact

ggtccgectce

ctttgcecgg
cctctgegtyg
cctgcagatc
ctccgtggte
cctcatctte
ccgegtggag
catcggctat
ctctgtcttt
éctgaaggtg
ctcactcatt
gaagatctac

caagaagtct

60
120

180

- 240

300
360
420
480
540
600
660

720

780

840

900

960
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.Glu

gtggtggtaa
aagatgctca
ttctctgtcg
atgccecatt
ctgctgacac

gtéattcgac

_tacgatgtgc

‘atcaaggagc

gtctcagaaa

gaagacaagg

-ctgctectect

gcccacatca

agcaacaccc

tcctga

<210> 8
<211? 581
<2iz> PRT
<213> Homo
<400> 8

Met Glu Thr

1

Asn Phe Leu

Ala vVal Phe

35
Thr Ile Glu
50
Ile val
65
Ala

Trp Ser

Phe Ala

agaaaaaaaa
cagtccceca
acggctatga
tcatgagaac
ccatcaccca
gcatgcagta
gggacgtcat
tgcagaggag
agagcaagga
tgacgcagct

tgcacggtgg

Cccagccctg

tgcccaccta

sapiens

Arg Gly

Glu Arg
20
Leu

Ile

Gln Tyr

Leu Val

Ser

Pro

val

Ala

val

gttcaagctg
tatcacgtgce
cagttctgta
caacagcttc
catctcacag
ctttgtggcc
tgagcagtac
Qcﬁggaccag
tcgecggcage
ggaccagagg
cagcaccccec
cggcagtgge

cgagcagctg

Arg Leu

Thr Gly

Leu Val
40
Ala Leu
55

Phe Phe

70

Gly Cys
85

Arg Lys

Arg

Pro

Ser Lys

Ile Ser

155

gacaaagaca
gaccccccag
aggaagagcc
gccgaggacce
ctgcgggaac
aagaagaaat
tcgcagggec
tccattggga
aacacgatcg
ctggcactca
ggcagcggeg
ggctccgteg

accgtgcecca

Thr Gly Gly

10

Trp Lys Cys

25

Cys Leu Ile

Ala Thr Gly

Gly Thr Glu

75

Tyr Val Gly

90
Ile

Ile Asp

atggggtgac
aagagcggceg
caacactgct
tggacctéga
accatcgggce
tccagcaagce
acctcaaccﬁ
agccctcact
gcgcccgect
tcaccgacat
gccccccéag
accctgagcet

ggaggggccc

Gln Gly-

Phe Val

30

Phe Ser
45
Thr Leu
60
Tyr Val

Leu Trp

Leu Ile

Arg

Tyr .

vVal

Phe

val

Gly

val

tcctggagag

gctggaccac

ggaagtgagc
aggggagact
caccattaag
gcggaagect
catggtgcgc
gttcétctcc

gaaccgagta

gcttcaccag

agagggcggg

cttecctgeee

cgatgagggg

Val Tyr -
15
His Phe

Leu Ser

Trp Met

Arg Leu
80
Arg Leu
95

val val

1020
1080
1140
1200

1260

11320

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1%40_

1746
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Ala

Thr

His

145

Phe

Gly

val

Trp

Pro

225

Ala

Ala

Ile

~ Ala

Pro
305
vVal

Thr

Pro

Ser

Ser

130

Val

Ile

Leu

Asn

Trp

210

Gln

Ile

Leu

Pro

Glu

290

Arg

val

Pro

Glu

Met

115

Ala

Asp

His

Ile

Glu

195

Gly

Thr

Sexr

Lys

Ala

275

Asn

Ser

val

Gly

Glu

100

val

Ile

Arg

Arg

Phe

180

Ser

val

Trp

Phe

‘Val

val
Arg
Gln
Gln
165
Ser
Gly
Val

Val

Phe

245

Gln

260

‘Ala

Pro

His

Lys

Glu

340

Arg

Ala

Asp

Thx

Lys

325

Lys

Arg

Leu

Gly

Gly

150

Glu

Ser

Arg

Thr

Gly

230

Ala

Gln

Ser

Ser

Leu

310

Lys

Met

Leu

Cys
Ile
135
Gly
Leu
TYTr
vVal
Val
215
Lys
Leu
Lys
Leu
Ser
295
Leu
Lys

Leu

Asp

val

120

Arg

Thr

Ile

Phe

Glu

200

Thr

Thr

Pro

Gln

Ile

280

Thr

Sex

Phe

Thr

His

105

Gly

Phe

Trp

Thr

val

185

Phe

Thr

Ile

Ala

Arg

265

Gln

Trp

Pro

Lys

val

345

Phe

156

Ser
Leu
Arg
Thr
170
Tyr
Gly

Ile

Ala

Gly

250

Gln

Thr

Lys

Ser

Leu

330

Pro

Ser

Lys
Gln
Leu
155
Leu
Leu
Ser
Gly
Ser
235
Ile
Lys
Ala
Ile
Pro
315
Asp

His

Val

Gly
Ile
140
Leu
Tyr
Ala
Tyr
Tyr
220
Cys
Leu
His
Trp
Tyr
300
Lys
Lys

Ile

Asp

Gln

125

Leu

Gly

Ile

Glu

Ala

205

Gly

Phe

Gly

Phe

Arg

285

Ile

Pro

Asp

Thr

Gly

110

val

Arg

Ser

Gly

Lys

190

Asp

Asp

Ser

Ser

Asn

270

Cys

Arg

Lys

Asn

Cys

350

Tyr

Phe
Met
val
Phé
175
Asp
Ala
Lys
val

Gly

255

Arg-

Tyr

Lys

Lys

Gly

1335

Asp

Asp

Ala

Leu

val-

160

Leu

Ala

Leu

val

Phe

240

Phe

Gln

Ala

Ala

Ser

320

val

Pro

Ser
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Ser

Met

385

Leu

Ala

Lys

Gln

Gln

465

Va;
Leu
Leu
Thr
Gln
545

Ser

VPIO

Val

370

Arg

Leu

Thr

Phe

Tyr

450

Arg

Ser

Asn

Ile

Pro

530

Pro

Asn

Asp

355

Arg Lys Ser Pro

Thr

Thr

Ile

Gln

435

Ser

Arg

Glu

Arg

Thr

Asn
Pro
Lys
420

Gln

Gln

Leu

Lys

val

500

Asp

515

Gly

Cys

Thr

Glu

Ser

Gly

Leu

Gly

580

Ser
Ile
405
vVal
Ala
Gly
Asp
Ser
485
Glu
Met
Gly
Sér
Pro

565

Ser

Phe
390
Thr
Ile
Arg
His
Gln
470
Lys
Asp
Leu
Gly
Gly

550

Thr

Thr

375

Ala

His

Arg

Lys

Leu

455

Ser

Asp

Lys

His

Pro

535

Gly

Tyx

360

Leu

Glu

Ile

Arg

Pro

440

Asn

Ile

Arg

val

Gln |

520

Pro

Ser.

Glu

Leu

Asp

Ser

Met

425

Tyr

Leu

Gly

Gly

Thr

505

Leu’

Arg

val

Gln

157

Glu

Leu

Gln

410

Gln

Asp

Met

Lys

Ser

490

Gln

Leu

Glu

Asp

Leu

570

val

Asp

395

Leu

Tyr

val

val

Pro

475

Asn

Leu

Ser

Gly

Pro

555

Thr

Ser

380

Leu

Arg

Phe

Arg

Arg

460

Ser

Thr

Asp

Leu

Gly

540

Glu

val

365

Met

Glu

Glu

Val

Asp

445

Ile

Leu

Ile

Gln

His

525

Ala

Leu

Pro

Pro

Gly

His

Ala

430

val

Lys

Phe

Gly

Arg

510

Gly

His

Phe

Arg

His

Glu

His

415

Lys.

Ile

Glu

Ile

Ala

495

Leu

Gly

Ile

Leu

Arg

575

Phe
Thr
400
Arg
Lys
Glu
Leu
Ser
480
Arg
Ala
Sef
Thr
Pro

560

Gly
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REIVINDICACOES

1. (cancelada) _

2. Polinucleotideo isolado compreendendo um polinucleotideo
selemonado do grupo consistindo em: | .

(a) uma sequéncia de acido nucléico compreendendo SEQ ID
NO: 1;

(b) um polinucleotideo codificando SEQ ID NO: 2;

(C) uma sequléncia de acidos nucléicos coydifican/do um polipepti-
deo tendo pelo menos cerca de 95% em homologia com SEQ ID NO: 1, con-
tanto que uma substituicdo em nucleotideos 808-810 seja para um cddon

-que produz uma substituicdo conservativa para o aminodcido leucina;

(d) uma molécula de acido nucléico qué € capaz de hibridizacao
sob condigbes de alta rigorosidade para SEQ ID NO: 1;
(e) uma molécula de &cido nucléico que é complementar a (a),

(b), (c), ou (d); e

(f) uma variante de SEQ ID NO 1.

3. (cancelada)

4. (cancelada) _ _

5. Fragmento de'polinucleo_tideo isolado compree'ndendo pelo
menos 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 75, 100, 200, 300, 400,

500, 600, ou 700 nucleotideos contiguos da seqliéncia sentido do polinu-

cleotideo isolado de reivindicagdo 2, onde o dito fragmento inclui nucleoti-
deos 808-810 de SEQ ID NO: 1. ‘
6. Iniciador ou sonda compreendendo o fragmento de pohnucleo-
tideo isolado da relvmdlcagao 5. '
7. Polinucleotideo isolado da reivindicagdo 2, onde a molécula

de acido nucléico de (d) hibridiza com SEQ ID NO: 1 sob as seguintes con-

digbes: 6xSSC a 45°C e lavada uma vez mais com 0,2xSSC, 0,1% SDS a

50°C.

- 8. Polinucleotideo isolado da reivindicagdao 7, onde a molécula
de acido nucléico de (d) hibridiza com SEQ ID NO: 1 sob as seguintes con-
digdes: 6xSSC a 45°C e lavada pelo menos uma vez com 0,2xSSC, 0,1%
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SDS a 55°C.

9. Polinucleotideo isolado da reivindicacao 7, onde a fnolécula
de acido nucléico de (d) hibridiza com SEQ ID NO: 1 sob as seguintes con-
dicbes: 6xSSC a 45°C e lavada pelo menos uma vez com 0,2xSSC, 0,1%
SDS a 65°C. -

10. Vetor compreendendo o polinucleotideo isolado da reivindi-
cagao 2. |

11. Vetor da reivindicagdo 10, onde o vetor € um plasmideo.

12. Ve_tor da reivindicagdo 10, onde o vetor € um vetor de ex-
pressao. |

13. Célula hospedeira transformada com o vetor de qualquer
uma das reivindicagdes 10-12. o

14. Célula hospedeira da reivindicagdo 13 que é uma célula pro-
caridtica. |

15. Célula hospedeira da reivindicacao 14, onde a célula proca-
ridtica € uma célula de E. col i. |
16. Célula hospedeira da reivindicagdo 13 que é uma célula eu-
caribtica. | o

17. Célula hospdeira da reivindicagdo 16, onde a célula eucario-

tica € uma célula de inseto, uma célula de levedura, uma célula mamifera,

“ou um odcito de Xenopus.

18. Animal transgénico nao-humano compreendendo o polinu-

cleotideo isolado da reivindicagao 2.

19. Polinucleotideo anti - sentido isolado que é anti - sentido pa-
ra o polinucleotideo isolado da reivindicacao 2.

20. Polinucleotideo anti - sentido isolado da reivindicagao 19,
onde o polinucleotideo anti - sentido isolado é um oligonucleotideo anti -
sentido, uma ribozima, ou um siRNA. -

21. Polinucleotideo isolado codlflcando um pohpephdeo KCNQ5

- contendo um dominio transmembrana S-5-S6de KCNQ1.

22. Polinucleotideo isolado da reivindicagdo 21, onde o dominio
transmembrana S5-S6 é de KCNQ1 humano.
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23. Polinucleotideo isolado compreendendo um polinucleotideo
selecionado do grupo consistindo em:

(a) uma sequéncia de acidos nucléicos compreendendo SEQ ID
NO: 3, onde nucleotideos 769-1062 estdo substituidos com SEQ ID NO: 5;

(b) um polinucleotideo codificando SEQ ID NO: 4, onde aminoa-
cidos 257-354 sao substituidos com um dominio transmembrana S5-S6 de

'KCNQ1;

(c) uma m olécula de 4cido nucléico que é capaz de hibridizaggo
sob condi¢des altamente rigorosas a sequéncia de acido nucléico de (a) ou
(b); e

(d) uma molécula de &cido nucléico que é complementar para
(a), (b), ou (c).

24. Polinucleotideo isolado da reivindicacao 23, onde o dbminio ’

transmembrana S5-S6 de (b) é SEQ ID NO: 6.

25. Polinucleotideo isolado codificando um polipeptideo KCNQ5

contendo um dominio transmembrana S5 de KCNQ1.
| 26. Pblinuéleotn’ded isoladb da réivindicagéo 25, onde o dominio

transmembrana S5 € de KCNQ1 humano. , |

27. Polinucleotideo isolado compreendendo um pdlinucleotl’deo
selecionado do grupo consistindo em: | '

(a) uma sequéncia de acidos nucléicos compreendendo SEQ ID
NO: 3, onde nucleotideos 769-873 estdo substituidos com nucleotideos 1-
105 de SEQ ID NO: 5;

(b) polinucleotideo codificando SEQ ID NO: 4. onde aminoacidos
257-291 de SEQ ID NO: 4 s&o substituidos com um dominio transmembrana
S5 de KCNQf1;

(c) uma molécula de acido nucléico que é capaz de hibridizagdo

sob condigOes altamente rigorosas a seqiéncia de acidos nucléicos de (a)

ou (b); e
(d) uma molécula de acido nucléico que é complementar a (a),
(b), ou (c).
‘ 28. Polinucleotideo isolado da reivindicagdo 27, onde o dominio
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transmembrana S5 de (b) sdo aminoacidos 1-35 de SEQ ID NO: 6.

29. 'Polipeptl’deo isolado compreendendo uma seqﬂénéia de a-
minoacidos selecionada do grupo consistindo em:

(a) uma seqUéncia de aminoacidos de um polipeptideo
KCNQ5(W270L);

(b) uma seqiiéncia de aminoacidos compreendendo SEQ ID NO:
2; 'v

(c) uma variante de (a); e |

(d) uma sequéncia de aminoéacidos tendo pelo ménos 90% de
identidade para a éeqUéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 2, contanto que
uma substituigdo em aminoacido 270 seja uma substituicdo conservativa
para o aminoécido leucina. |

30. Proteina de fusdo compreendendo um primeiro polipeptideo
consistindo no poloipeptl'deo isolado da reivindicacdo 29 ligado operavel-
mente a um segundo polipeptideo nao-KCNQ95(W270L).

31. Polinucleotideo isolado codificando a proteina de fusdo da
reivindicagéo 30. | N

| 32. Peptidomimético compreendendo o polipeptideo isolado da

reivindicagdo 29, onde pelo menos uma ligacdo de peptideo é:substituida
com uma ligacao selecionada do grupo consistindo em --CHoNH--, --CH,S--,
--CHz--CHy--, cis --CH=CH--, trans --CH:CH--, --COCHg--, --CH(OH)CHo--,
e-CH,SO~. |

33. Fragmento de peptideo isolado compreendendo pelo menos

, '8 aminoacidos contiguos do polipeptideo isolado da reivindicagdo 29, onde o

dito fragmento inclui aminoacido 270 de SEQ ID NO: 2.

34. Fragmento de peptideo isolado compreendendo pelo menos
10 aminoacidos contiguos do polipeptideo isolado da reivindicagdo 29, onde
o dito fragmento inclui aminoacido 270 de SEQ ID NO: 2. -

35. Fragmento de peptideo isolado compreendendo pelo menos
15 aminoacidos contiguos do polipeptideo isoiado da reivindicagao 29, onde
o dito fragmento inclui aminoacido 270 de SEQ ID NO: 2.

36. Fragmento de peptideo isolado compreendendo pelo menos
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20 aminoacidos contiguos do polipeptideo isolado da reivindicagdo 29, onde
o dito fragmento inclui aminoacido 270 de SEQ ID NO: 2. |

37. Fragmento de peptideo isolado compreendendo pelo menos
30 aminoécidos contiguos do polipeptideo isolado da reivindicagdo 29, onde
o dito fragmento inclui aminoacido 270 de SEQ ID NO: 2.

38. Anticorpo que se liga especificamente a um polipeptideo

'KCNQ5(W270L) compreendendo SEQ ID NO: 2.

39. Anticorpo da reivindicagdo 38, onde o anticorpo é um anti-
corpo monoclonal.

40. Anticorpo da reivindicagdo 38, onde o anticorpo é um anti-

-corpo policlonal.

41. anticorpo que se liga especificamente a um fragmento de
polipeptideo KCNQ5(W270L) compreendendo pelo menos 8.aminodcidos

contiguos a partir de SEQ ID NO: 2, onde o dito fragmento inclui aminoacido

270 de SEQ ID NO: 2.
| '42. Polipeptideo KCNQS5 isolado contendo um dominio trans-
membrana S5-S6 de KCNQ1. ,
43. PolipeptideoKCNQ5 isolado da reivindicagdo 42, onde o do- |
minio transmembrana S5-56 é de KCNQ1 humano.
44. Polipeptideo KCNQ5 isolado da reivindicacdo 42, onde a se-

com aminodcidos 257-354 substituidos com o dominio transmembrana S5-
56 de KCNQT. | |

45. Polipeptideo KCNQ5 isolado da reivindicagdo 44, onde os
aminoécidos 257-354 de SEQ ID NO: 4 estdo substituidos com SEQ ID NO:
6. .

‘ 46. Polipeptideo KCNQ5 isolado contendo um dominio trans-

membrana S5 de KCNQ1.

47. Polipeptideo KCNQS5 isolado da reivindciagdo 46, onde o
dominio transmembrana S5 ¢ de KCNQ1 humano.

48. Polipeptideo KCNQS5 isolado da reivindicagdo 46, onde a se-

quiéncia de aminoéacidos do polipeptideo KCNQ5 compreendé SEQ ID NO: 4
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com aminodcidos 257-291 substituidos com o dominio transmembrana S5
de KCNQ1. 49. Polipeptideo KCNQ5 isolado da reivindicacao 48, onde ami-
noacidos 257-291 de SEQ ID NO: 4 estédo substituidos com aminoacidos 1-
35 de SEQ ID NO: 6.

50. Um canal dimérico KCNQ compreendendo pelo menos uma
subunidade KCNQ5 que é o polipeptideo isolado da reivindicagao 29, 42, ou
46. |

'51. Canal dimérico KCNQ da reivindicagao 50, onde ambas su-
bunidades de canal s30 0 polipeptideo isolado da reivindicagao 29, 42, ou
46. .

52. Canal dimérico de KCNQ da reivindicagdo 50, onde uma su-
bunidade é KCNQS. o

58. Canal dimérico de KCNQ da relvmdlcagao 52, onde a subu-
nidade KCNQ3 é KCNQ3 humano.

54. Canal tetramérico KCNQ compreendendo pelo r‘henos uma
subunidade KCNQ5 que é o polipeptideo isolado de reivindicagao 29, 42 ou
46. | S | :
| 55. Canal tetramérico de KCNQ da reivindicagdo 54, onde dois
das quatro subunidades de canal s&o o polipeptideo isolado da reivindicagéo
29, 42 ou 46. |

. 56. _Canal tetramérico de KCNQ da reivindicagédo 55, onde trés

das quatro subunidades de canal s&o o polipeptideo isolado da reivindicagao
29, 42, ou 46.

57. canal tetramérico de KCNQ da reivindicagéo 56, onde todas
as quatro subunidades de canal sao o polipeptideo isolado da reivindica¢ao
29, 42 ou 46. ,

58. canal tetramérico de KCNQ da reivindicagéo 54, onde pelo
menos uma subunidade ¢ KCNQS. , -

59. Canal tetramérico de KCNQ da reivindicagéo 58, onde a su-
bunidade KCNQ3 é KCNQ3 humano.

60. Processo de selegdo para agentes, o processo compreen-
dendo:
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(a) contato de um agnete com uma molécula de KCNQ5 selecio-
nada do grupo consistindo em: |

(i) um polinucleotideo condificando todo ou uma por¢dao de um
polipeptideo KCNQ5(W270L); | |

(ify um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQS5 con-
tendo um dominio transmembrana S5-S6 de KCNQ1; A

(ii) um poinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-
tendo um dominio transmembrana S5 de KCNQ1;

| (iv) um polipeptideo compreendendo uma sequéncia de aminoa-

cidos de um polipeptideo KCNQ5(W270L); '

(v). um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio transmembra-
na S5-S6 de KCNQ1; e

(vi) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio transmem-

brana S5 de KCNQ1; e

(b) detectando um efeito do dito ‘agente sobre a atividade de
KCNQ5; _
onde détecgéo de uma diminuigdo ou um aumento em atividade de KCNQ5
€ indicativa de um agente sendo um modulador de KCNQ5.
) 61. Processo da reivihdicagéo 60, onde a atividade de KCNQ5 é

a redugéo de excitabilidade neuronal ou calma de musculos lisos de bexiga

“urinaria.

’ 62; Processo da reivindicagao 60, onde a atividade de KCNQ5 é
detectada através de medicéo eletrofisiolégica de magnitude de corrente de
ions de canais KCNQ5. _

63. Processo da reivindicagdo 60 realizado através de um ensaio
isento de células.
_ 64. Processo de selegdo para agentes, 0 processo compreen-
dendo:
(a) contato de uma célula com um agente; e

~(b) determinagdo de nivel de expressdo de uma molécula de
KCNQ5 selecionada do grupo consistindo em:

' () um polinucleotideo codificando todo ou uma porgdo de um
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(i) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-
tendo um dominio transmembrana S5-S6 de KCNQf1;

(iii) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQS5 con-
tendo um dominio transmembrana S5 de KCNQ1;

(iv) um polipeptideo compreendendo uma sedﬂéncia de aminoa-
cidos de um polipéptl’deo KCNQ5(W270L);

(v) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio transmembra-
na S5-S6 de KCNQ1; e

(vi) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio transmem-
brana S5 de KCNQ1; A |
onde detecgdo de uma diminuicdo ou aumento em expressdo de KCNQ5 e
indicativa de um:agnete sendo um modulador de KCNQ5.

| 65. Agente identificado através do processo de qualquer uma

das reivindicagdes 60-64. o

66. Agente da reivindicagao 65, onde o agente é um analogo de
retigabina. ‘ - _ o .
| 67. Agente da rei\,)indicagéo 65, onde o agnte é um analogo de

um composto da férmula:

Ar ——Alk—(CO),
N

Rs

onde: ‘
R e selecionado de hdrogénio, C4-Ce-alquila, C,-Ce-alcanoila ou |
o radical Ar; |
R, é selecionado de hidrogénio ou'C1-Ce-anuiIa;
Rs é selecionado de Ci-Cg-alcoxi, NH,, C4-Ce-alquil amino, Cs-
Ce-dialquil amino, amino substituido com o radical Ar, C-Ce-alquila, C2-Ce-



10

15

20

25

30

alquenila, C,-Cg-alquinila, o radical Ar ou o radical ArO--;
R4 é selecionado de hidrogénio, C;-Ce-alquila ou o radical Ar,
Rs € selecionado de hidrogénio ou C4-Ce-alquila ou o radical Ar;
Alg é um grupo alquileno reto ou ramificado com 1-9 atomos de
carbbno, que também pode estar substituido com o radical Ar;

Ar é um radical fenila substituido com os radicais Rs, R7 e/ou Rs

~onde estes radicais Rg, R; e Rg sao idénticos ou diferentes e representam H,

C1-Ce-alquila, C3-C;-ciclo alquila, hidroxi, C;-Cg-alcoxi, C»-Cg-alcanoiloxi, haf
logénio, hidroxi, C1-Ce-halogénio alquila, --CN, --NH,, --NH--C,-Cs-alquila, --
N(C1-Ce-alquil), --COzH, --CO--C,-Ce-alquila, --CO--O--C,-Ce-alquila, --

- COAr, --CO--OAr, --CONH;, --CONH--C,-Cg-alquila, --CON(C;-Ce-alquil)z, --

CONHAr, --NH--CO--C4-Cs-alquila, --NHCO--Ar, --NHCO--C4-Cs-alcoxi, --N--
H--CO--Ar, --NHCO--NH,, --NHCO--N(--C4-Cs-alquila),, --NHCO--NHAr, --
NH--SO,--C;-Cs-alquila, --NH--SOZAr, --NH--SO,-nitro fenila, --SO,--OH, --
SO»-Cy-Ce-alquila, --SOp--Ar, --SO»-C1-Ce-alcoxi, --SOz--OAr, --SOz--NHj, --
SO;--NH--C4-Ce-alquila, --SO2--N(C4-Cs-alquila)s, --SO,--NHAr, --SO,--C5-Ce-
alcoxi; ' . - o
néOoul.
| 68. (cancelada)
69. (cancelada)
70. (cancelada)
' 71'. Processo para identificagdo de polipeptideos capazes de
ligarem-se a um polipeptideo KCNQ5 compreendendo:
(a) aplicagdao a um mamifero de um procedimento de dois hibri-
dos onde uma éeqijéncia codificando um polipeptideo KCNQ5 é carreada
por um vetor hibrido e uma seqiiéncia de uma biblioteca de ADNc ou ADN

gendmico € carreada pelo segundo vetor hibrido, onde o polipeptideo

KCNQS5 ¢é selecionado do grupo consistindo em:

’ (i) um polipeptideo compreendendo uma seqiéncia de aminoa-
cidos de um polipeptideo KCNQ5(W270L);
(ii) um polipeptieo KCNQ5 contendo um dominio transmembrana
S5-S6 de KCNQ1; e
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(iii) um polipeptideo KCNQ5 contendo dominio transmembrana
S5 de KCNQ1; .

(b) transform‘agéo de célula hospedeira com os vetores;

(c) isolamento de células transformadas positivas; e

(d) extracao do dito segundo vetor hibrido para obter uma se-
guéncia codificando um polipeptideo que se liga ao polipeptideo KCNQ5.

72. Pfocesso para detecdo de um polipeptideo KCNQ5 compre-
endendo detecgdo de ligagdo de um anticorpo selecionado do grupo consis-
tindo em: o

(a) Urh anticorpo que se liga seletivamente a um polipeptideo
KCNQ5 compreendendo uma seqiéncia de aminoacidos de um polipeptideo
KCNQ5(W270L);

(b) um anticorpo que se liga seletivamente a um polipeptideo
KCNQS5 contendo um dominio transmembrana S5-S6 de KCNQ1;

(c) um anticorpo que se liga seletivamente a um polipeptideo
KCNQ5 contendo um dominio transmembrana S5 de KCNO1; e

- (d) um anticorpo que se liga seletivamente a um fragmento de
polipeptideo KCNQ5(W270L). compreendendo pelo menos 8 aminoacidos
contiguos de SEQ ID NO: 2, onde o dito fragmento inclui aminoécido 270 de
EQ ID NO: 2;

a uma molécula em uma amostra suspeita de conter um polipeptideo

JCNQS5, um polipeptieo KCNQ5(W270L), ou um fragmento de polipeptideo
KCNQ5(W270L), onde o anticorpo é contactado com a amostra sob condi-

_'gées que permitem especifica ligacdo com qualquer polipeptideo KCNQJ5,

polipeptideo KCNQ5(W270L), ou fragmento de polipeptideo KCNQ5(W270L)
presente na amostra e ligacdo do anticorpo & molécula na amotra indica a
presenca de um polipeptideo KCNQ5, polipeptideo KCNQ5(W270L), ou
fragmento de polipeptideo KCNQ5(W270L). | , -
73. Processo da reivindicagdo 72,_ onde a amostra é do sistema
nervoso central, misculo de eéqueleto, ou musculo liso de bexiga urinaria.
74. Processo da reivindicagdo 73, onde a amostra de sistema

nervose central é do cérebro.
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75. Processo para detecgao de expressdo de KCNQ5 compre-
endendo detecgdo de ARNm codificando um polipeptideo KCNQ5 selecio-
nado do grupo consistindo em: ,

(i) um polipeptideo compreendendo uma sequéncia de aminoa-
cidos de um polipeptideo KCNQ5(W270L);

(i) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio transmembra-
na S5-S6 de KCNQ1; e

(i) um polipeptideo KCNQ5 contendo dominio transmembranad
S5 de KCNQf;
em unﬁa amostra de uma célula ou tecido suspeito de expressar KCNQ5
com uma sonda compreendendo pelo menos 12 nucleotideos contiguos de
um polinucleotideo selecionado do grupo consistindo em:

(i) um polinucleotideo codificando todo ou uma porcéao 'de um

polipeptideo KCNQ5(W270L);

(i) um polinucleotl’deo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-

tendo um dominio transmembrana S5-S6 de KCNQ1; e

(i) um polinucleotideo codificando um pollpeptldeo KCNQ5 con-

-tendo um domlmo transmembrana S5 de KCNQ1.

76. Processo da relvmdlcagao 75, onde a sonda'compreende'
pelo menos 12 nucleotideos contiguos de SEQ ID NO: 1 incluindo nucleoti-

" deos 808-810.

77 Processo da reivindicagéao 75, onde o tecido é cérebro, mus-
culo de esqueleto, ou bexiga urinaria. '

78. Processo para determinagéo de se um gene KCNQ5 sofreu
mutag¢ao ou foi Vsuprimido, compreendendo detec¢do, em uma amostra de
células ou tecido de um sujeito, de presenga ou auséncia de uma alteracdo
genética caracterizada por pelo menos uma de uma alteragdo afetando a

iintegridade de um gene codificando uma proteina KCNQ5 ou a expressao

errada de um gene KCNQ5, onde a etapa de detecgéo ¢é realizada com pelo
menos uma sonda ou iniciador compreendendo pelo menos 12 nucleotideos
contiguos de um polinucleotideo selecionado do grupo consistindo em:

() um polinucleotideo codificando todo ou uma porgdo de um
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polipeptideo KCNQ5(W270L);

(if) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-
tendo um dominio transmembrana S5-S6 de KCNQ1; e '

(iii) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-.
tendo um dominio transmembrana S5 de KCNQ1. |

79. Processo da reivindicagao 78, onde é sonda ou primer com-
preende pelo menos 12 nucleotideos contiguos de SEQ ID NO: 1 incluindo
nucleotideos 808-810. | | |

80. Pfocéssoda reivindicacao 78, onde o tecido évcérebro, mus-
culo de esqueleto; ou bexiga urinaria. |

81. Processo de identificagdo de variantes de um polipeptideo
KCNQ5 compreendendo sele¢do de uma biblioteca combinatorial comprev-
endendo mutanfes de KCNQ5 para agonistas ou antagonistas de polipepti-
deo KCNQ5; onde o polipeptideo KCNQ5 é selecionado do grupo consisindo
em: ' '

(i) um polipeptideo compreendendo uma seqiéncia de aminoa-
cidos de um polipeptideo KCNQ5(W270L); | B |

| (i) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio transmembra-

na S5-S6 de KCNQ1; e
| ~(iii) um polipeptideo KCNQ5 contendo dominio transmembrana
S5 de KCNQ1. |

82. Variante de KCNQ5 identificada através do processd da rei-

vindicagado 81.

83. Processo de isolamento de um polipeptideo KCNQ5 com-
preendendo:

(a) contato de um anticorpo KCNQ5 com uma amostra suspeita
de conter um polipeptideo KCNQ5 selecionado do grupo consistindo em: |

(iv) um polipeptideo compreendendo uma seqiiéncia de aminoa- |
cidos de um polipeptideo KCNQ5(W270L); |

(v) um polipeptideo KCNQ5 contehdo um dominio transmembra-
na S5-S6 de KCNQ1; e

(vi) um polipeptidec KCNQ5 contendo dominio transmembrana
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S5 de KCNQf1;

(b) isolamento de um complexo de anticorpo KCNQ5 - pollpeptl-
deo KCNQ5 a partir da amostra. ‘ ‘

84. Processo da reivindicagdo 83, onde o anticorpo é seleciona-
do do grupo consistindo em:

(@) um anticorpo que liga especificamente um polipeptideo

'KCNQ5 compreendendo SEQ ID NO: 2; e

(b) um anticorpo que liga especificamente um fragmento de poli-
peptideo KCNQ5 compreendendo pelo menos 8 aminoacidos contiguos de
SEQ ID NO: 2, onde o dito fragmento inclui aminoacido 270 de SEQ ID NO:

2.

85. Processo de roducédo de um polipeptideo KCNQ5 compreen-
dendo:

(a) cultura de uma célula hospedeira transformada compreen-

dendo um vetor de expressao;

onde o dito vetor de expressdo compreende um polinucleotideo selecionado
do grupo consistindo em: , | -
(i) um polinucleotideo codificando todo ou uma por¢do de um |
polipeptideo KCNQS(W270L); -
(i) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-

“tendo um dominio transmembrana S5-S6 de KCNQ1; e

" (iii) um polinucleotl’deo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-
tendo um dominio transmembrana S5 de KCNQ1.
em um meio apropriado de modo que um polipeptideo KCNQ5 seja produzi-
do; | | | .
e
(b) opcionalmente, r_ecuperando o polipeptideo KCNQS5 de etapa

(a).

86. (cancelada)
- 87. (cancelada)
88. (cancelada)
89. (cancelada)
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90. Processo para obfengéo de anticorpos polipeptideos anti-
KCNQ5 compreendendo: _ |
(a) imUnizagéo de um animal com um polipeptideo KCNQ5 imu-

nogénico ou uma sua porcdo imunogénica Unica para um polipeptideo

KCNQ5, onde o dito polipeptideo KCNQ5 é selecionado do grupo consistin-
do em |

(i) urﬁ polipeptideo compreendendo uma seqiiéncia de aminoa-
cidos de um polipeptideo KCNQ5(W270L);

(i) ljmlpOIipeptl’deo KCNQ5 contendo um dominio transmembra-
na S5-S6 de KCNQT; e .

(iii) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio transmem-
brana S5 de KCNQ1; e o

(b) isolando anticorpos a partir do animal, que se ligam especifi-
camente a um polipeptideo KCNQ5.

91. Processo da reivindicagdo 90, onde o pollpeptldeo KCNQ5 é

SEQ ID NO: 2.

92. Processo para ensaio de habilidade de um pollpeptldeo
KCNQ5 codificar um canal de ions funcional compreendendo:

(a) transfecgdo de uma célula hospedeira com um polinucleoti-
deo codificando um polipeptideo KCNQS5 selecionado do grupo consistihdo
em:

(i) um polipeptideo compreendendo uma sequiéncia de aminoa-

cidos de um polipeptideo KCNQ5(W270L);

(if) um polipeptideo KCNQS5 contendo um dominio transmembra-
na S5-S6 de KCNQ1; e

(iii) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio transmem-
brana S5 de KCNQT;

(b) expresséo de polipeptideo KCNQ5 na célula hospedeira; e

(c) medicéo eletrofisiologica de magnitude de corrente de ions
do polipeptideo KCNQ5. | ‘

93. Processo da reivindicagdo 92, onde a etapa (c) é realizada
através de gravagdo de célula integral ou grampeamento de voltagem de
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dois eletrodos.
4 94. Processo da reivindicagdo 93, onde a gravagao de célula
integral a célula hospedeira € uma célula mamifera.

95. Processo da reivindicacao 93, onde em grampeamento de
voltagem de dois eletrodos a célula hospedeira é um odcito dé Xenopus lae-

vis.

96. (cancelada)

97. (cancelada)

98. Kit para detec¢cao de polipeptideo ou pohnucleohdeo KCNQ5
compreendendo

(a) um composto marcado ou agente capaz de detectar um poli-
peptideo ou polinucleotideo KCNQ5 em uma amostra biolégica;

(b) meios para determinagdo de quantidade de poIipeptideo ou
polinucleotideo KCNQ5 na amoétra;

(c) meios para comparar a quantidade de polipeptideo ou polinu-
cleotideo KCNQS na amostra com um padréo; e -

| (d) dpcionarirhente,' instrugGes para uso de kit para detectar poli-

peptideo ou polinucleotideo KCNQS5; |
onde o polipeptideo ou polinucleotideo KCNQ5 ¢é selecionado do grupo con-

‘sistindo em:

~ (i) um polinucleotideo codificando todo ou uma por¢do de um

| pollpeptldeo KCNQ5(W270L);

(i) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-
tendo um dominio transmembrana S5-S6 de KCNQ1; ‘

(iii) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-
tendo um dominio transmembrana S5 de KCNQ1;

(iv) um polipeptideo compreendendo uma seqliéncia de aminoa-

cidos de um polipeptideo KCNQ5(W270L);

_ (v) um polipeptideo KCNQS5 contendo um dominio transmembra-
na S5-56 de KCNQ1; e
(vi) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio transmem-
brana S5 de KCNQ1.
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99. Kit para identificagéo de moduladores de atividade de
KCNQ5 compreéndendo: | . |

(a) uma célula ou composi¢do compreendendo um polipeptideo
KCNQS5; '

(b) meios para determinacdo de atividade de polipeptideo
KCNQS5; e A

(c) opcionalmente, instrugdes para uso de kit para identificar
moduladores de atividade KCNQ5;
onde o pohpeptlde_o KCNQ5 é seIemonédo do grupo consistindo em:

(i) um polipeptideo compreendendo uma sequéncia de aminoa-
CIdOS de um polipeptideo KCNQ5(W270L); '

(if) um polipeptideo KCNQS5 contendo um domlnlo transmembra-
na S5-S6 de KCNQ1; e

(i) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio transmem-
brana S5 de KCNQ1.

100. Kit para diagnéstico de um disturbio assobiado com expres-
sd0 e/ou atividade aberrante de KCNQ5 em um sujeito compreendendo: |

(a) um reagente para determinacdo de expressdo de polipepti-
deo ou polinucleotideo KCNQS5;

“(b) um controle ao qual os resultados do sujeito sao compara-
dos; e |

(c) opcuonalmente instrucbes para uso do kit para proposnos
diagndsticos;

ondé o polipeptideo ou polinucleotideo KCNQS5 é selecionado do grupo con-

sistindo em:
(i) um polinucleotideo codmcando todo ou uma porgao de um
polipeptideo KCNQ5(W270L);
| (i) um polinucleotideo codificando um polipeptideo. KCNQ5 con-
tendo um dominio transmembrana S5-S6 de KCNQ1;
(iii) um polinucleotideo codificandd um polipeptideo KCNQ5 con-
tendo um dominio transmembrana S5 de KCNQ1;

(iv) um polipeptideo compreendendo uma seqiiéncia de aminoa-
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cidos de um polipeptideo KCNQ5(W270L);
_ (v) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio fransmembra-
na S5-S6 de KCNQ1; e _

(vi) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio transmem-
brana S5 de KCNQ1.

101. (nova) Uso de uma molécula de KCNQ5 na fabricagéo de

~um medicamento para o tratamento de incontinéncia urinaria ou dor neuro-

patica, onde a molécula de KCNQ5 é selecionada do grupo consistindo em: |

(i) um polinucleotideo codificando todo ou uma porgdo de um
polipeptideo KCNQ5(W270L);

(il) um polinucleotideo codificando um polipeptideo KCNQ5 con-
tendo um dominio transmembrana S5-S6 de KCNQ1;

(i) um pollnucleotldeo codificando um polipeptideo KCNQS con-
tendo um dominio transmembrana S5 de KCNQf1;

(iv) um polipeptideo compreendendo uma sequéncia de aminoa-
CIdOS de um pollpept|deo KCNQ5(W270L); |

(v) um polipeptideo KCNQ5 contendo um dominio transmembra-
na S5-S6 de KCNQ1; e ,

(vi) um pollpeptldeo KCNQS contendo um dommlo transmem-

brana S5 de KCNQ1.
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RESUMO

Patente de Invencdo: "SITIO DE LIGAGAO PARA RETIGABINA SOBRE
KCNQ5". _ ' '

Sao aqui mostrados sequéncias de acidos nucléicos e polipepti-
deos de canais de potassio KCNQS5 mutados que carecem de b,apac»idade de
resposta para d'ativador de canal de potéssio retigabina. Também sao aqui
‘mostrados processos e kits relacionados ao uso dos canais de potassio,
KCNQ5 mutados mencionados anteriormente. '
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