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RESUMO
"ZIPERES DE LEUCINA INDUZIDOS POR GLUCOCORTICOIDES COMO
MODULADORES INTRACELULARES DE VIAS DA MORTE CELULAR
APOPTOTICA"

Uma sequéncia de DNA que codifica wuma proteina
relacionada com a familia de ziperes de leucina induzidos
por glucocorticdides (GILR), respectivas isoformas,
fragmentos ou anédlogos, em que a referida GILR, respectivas
isoformas, fragmentos ou andlogos s&o capazes de inibir a
apoptose e de estimular a actividade de 1linfécitos,
proteinas GILR, respectivas isoformas, anadlogos, fragmentos
e derivados codificados pela sequéncia de DNA acima

mencionada, sua preparacdo e utilizacodes.



DESCRICAO
"ZIPERES DE LEUCINA INDUZIDOS POR GLUCOCORTICOIDES COMO
MODULADORES INTRACELULARES DE VIAS DA MORTE CELULAR
APOPTOTICA"

Area da Invencédo

A presente invencdo situa-se genericamente na &rea dos
moduladores da morte celular apoptdtica e suas utilizacdes
em aplicacdes terapéuticas para inibir ou para intensificar
a apoptose, consocante o desejado, dependendo da doenca e de
ser ou ndo desejado matar as células doentes ou salvar as
células doentes de morte celular apoptdtica.
Especificamente, a presente invencdo diz respeito a novos
genes que codificam novas proteinas pertencentes a familia
de ziperes de leucina, gue sdo capazes de inibir a apoptose
mediada pelo sistema CD3/TCR ou pelo sistema Fas/Fas-L, e
que também sdo capazes de estimular a activacdo de
linfécitos.

Em particular, a presente invencédo diz respeito a uma
nova proteina e ao gene que codifica para aquela
denominados GILR, sua preparacdo e utilizacdes, bem como
quaisquer isoformas, anédlogos, fragmentos e derivados de

GILR, sua preparacdo e utilizacdes.

Contexto da Invencdo e Técnica Anterior

A apoptose (morte celular programada) € um Processo
intracelular importante que desempenha um papel importante
no desenvolvimento de células e tecidos normais, bem como
no controlo do crescimento neopléstico (Cohen, 1993;
Osborne e Schwartz, 1994; Wyllie et al., 1980; Kerr et al.,
1972; Bursch et al., 1992).

Alguns estimulos podem induzir ou inibir a morte

celular programada por activacdo de moléculas envolvidas na



sinalizacdo e execucdo da apoptose, que actuam em
diferentes niveis, incluindo a membrana, citoplasma e
ntcleo celulares. Destas salientam-se as moléculas
intracelulares, incluindo alguns factores de transcricéo,
que se verificou regularem o crescimento celular. Em
particular, proteinas da familia ziperes de leucinas, tais
como, por exemplo, MYC, FOS e JUN, conseguem modular a
morte celular (Shi et al., 1992; Smeyne et al., 1993;
Goldstone e Lavin, 1994).

A apoptose também ¢ importante no desenvolvimento de
células T (Dent et al., 1990; Ju et al., 1995; MacDonald e
Lees, 1990). Em particular, a seleccdo negativa deve-se a
apoptose activada pela interaccdo do antigene (Ag) com o
complexo receptor de células T (TCR)/CD3 (Smith et al.,
1989). O envolvimento do complexo TCR/CD3, quer por APCs
que apresentam o péptido antigénico quer por anticorpo
anti-CD3, desencadeia uma série de acontecimentos de
activacdo, tais como, por exemplo, a expressdo do sistema
Fas/Ligando do Fas (Fas/Fas-L), que pode induzir apoptose
em timdécitos, células T maduras e hibridomas de células T
(Alderson et al., 1995; Dhein et al., 1995; Ju et al.,
1995; Jenkinson et al., 1989; Webb et al., 1990; Yang et
al., 1995). Por exemplo, o) desencadeamento desses
acontecimentos de activacdo em hibridomas de células T
conduz a paragem do ciclo celular, seguida de apoptose.
Esta morte celular induzida por activacédo (AICD, Kabelitz
et al., 1993) requer a interaccdo do Fas com Fas-L
(Alderson et al., 1995; Itoh et al., 1991; Yang et al.,
1995).

Foi mostrado que outros estimulos, como citoguinas e
hormonas glucocorticdéides (GCH), também sdo reguladores
criticos do desenvolvimento de células T (Migliorati et

al., 1993; Nieto et al., 1990; Nieto e Lopez-Rivas, 1989;



Cohen e Duke, 1984; Wyllie, 1980) . Por exemplo, a
dexametasona (DEX), uma GCH sintética que, por si prépria,
induz apoptose em hibridomas de células T e em linfécitos T
normais, consegue inibir a AICD induzida pelo
desencadeamento do complexo TCR/CD3 (Zacharchuk et al.,
1990) . Esta inibicdo pode dever-se a prevencdo da expressédo
induzida pela activacdo do Fas e Fas-L (Yang et al., 1995).

Relativamente ao sistema Fas/Fas-L acima mencionado,
deve notar-se que o Fas também foi denominado receptor FAS
ou FAS-R, bem como CD95. Por motivos de simplicidade, este
receptor serd denominado "Fas" daqui em diante, e o seu
ligando, como referido acima, serd denominado "Fas-L" daqui
em diante.

O Fas é¢ um membro da superfamilia de receptores do
TNF/NGEF e partilha homologia com alguns receptores da
superficie celular, incluindo o receptor pb55 do TNF e o
receptor do NGF (ver, por exemplo, Boldin et al., 1995a e
1995b). O Fas medeia a morte celular por apoptose (Itoh et
al., 1991) e parece actuar como selector negativo de
células T auto-reactivas; isto ¢, durante a maturacdo de
células T, o Fas medeia a morte apoptdtica de células T que
reconhecem auto-antigenes. Foi mostrado gque mutacgdes no
gene Fas, como as mutacdes lpr em ratinhos, sao
responsaveis por uma perturbacdo de linfoproliferacdo em
ratinhos qgque se assemelha a doenca autoimune humana lupus
eritematoso sistémico (SLE; Watanabe-Fukunaga et al.,
1992). A molécula Fas-L ¢é, aparentemente, uma molécula
associada a superficie celular transportada, entre outras,
por células T assassinas (ou linfécitos T citotdxicos -
CTLs), e assim, quando esses CTLs contactam células
contendo Fas, sdo capazes de induzir morte celular
apoptdética das células que contém Fas. Suplementarmente,

foi preparado um anticorpo monoclonal especifico para o Fas



que € capaz de induzir morte celular apoptdtica em células
que contém 0 Fas, incluindo células de ratinho
transformadas por c¢cDNA que codifica o Fas humano (ver, por
exemplo, Itoh et al., 1991).

Se Dbem que alguns dos efeitos citotdéxicos dos
linfécitos sejam mediados por interaccdo do Fas-L produzido
por linfdécitos com o Fas de ocorréncia disseminada, também
se verificou que véarias outras células normais, para além
dos linfécitos T, expressam o Fas na sua superficie e podem
ser mortas pelo desencadeamento deste receptor. Suspeita-se
que a inducdo descontrolada desse processo de morte
contribua para danos em tecidos em certas doencas, por
exemplo, a destruicdo de células do figado em hepatite
aguda. Em conformidade, encontrar modos de restringir a
actividade citotdxica do Fas poderéa ter potencial
terapéutico.

Inversamente, uma vez que também se verificou que
certas células malignas e células infectadas com o HIV
contém Fas na sua superficie, anticorpos contra o Fas, ou o
préoprio Fas-L, poderdo ser utilizados para desencadear
efeitos citotdxicos mediados pelo Fas nestas células e,
assim, proporcionar um meio para combater essas células
malignas ou células infectadas com o HIV (ver, por exemplo,
Itoh et al., 1991). Em consequéncia, descobrir ainda outros
modos de intensificar a actividade citotdxica do Fas também
poderd ter potencial terapéutico.

Como referido acima, o Fas estéd relacionado com um dos
receptores do TNF, nomeadamente o receptor p55 do TNF. O
TNF (TNF-o e TNF-B; como utilizado daqui em diante, "TNE"
referir-se-&4 a ambos) exerce muitos efeitos em células
(ver, por exemplo, Wallach, D. (1986), em: "Interferon 7"
(editor Ion Gresser), paginas 83 - 122, Academic Press,

Londres, e Beutler e Cerami (1987)).



O TNF exerce os seus efeitos por ligacdo aos seus
receptores, o receptor pb5 do TNF e o receptor p75 do TNF.
Alguns dos efeitos induzidos pelo TNF sdo benéficos para o
organismo, tais como, por exemplo, destruicdo de células
tumorais e de células infectadas com virus e aumento de
actividades antibacterianas de granuldcitos. Deste modo, ©
TNEF contribui para a defesa do organismo contra tumores e
agentes infecciosos e contribui para a recuperacdo de
lesdes.

Assim, o TNF  pode ser utilizado como agente
antitumoral e anti-infeccioso.

No entanto, o TNF também pode exercer efeitos
prejudiciais. Por exemplo, a super-producdo de TNF pode
desempenhar um papel patogénico em varias doencas,
incluindo, entre outras, choque séptico (Tracey et al.,
1986), perda excessiva de peso (caquexia), danos em tecidos
em doencas reumdticas (Beutler e Cerami, 1987), danos em
tecidos em reaccgdes enxerto-versus-hospedeiro (Piquet et
al., 1987) e danos em tecidos em inflamacdo, para nomear
apenas alguns dos efeitos patogénicos do TNF.

Os efeitos citocidas acima do TNF sdo mediados
maioritariamente pelo receptor pb55 do TNF na maior parte
das células estudadas até a data, cuja actividade depende
da integridade do dominio intracelular deste receptor (ver,
por exemplo, Brakebusch et al., 1992; Tartaglia et al.,
1993). Adicionalmente, estudos mutacionais indicam que os
relacionados Fas e receptor pb5 do TNF medeiam processos de
sinalizacdo intracelular, acabando por resultar em morte
celular via regides distintas nos seus dominios
intracelulares (ver também, por exemplo, Itoh e Nagata,
1993). Estas regides, também designadas "dominios de
morte", presentes nestes dois receptores tém semelhanca de

sequéncias. 0Os "dominios de morte" do Fas e receptor pb5 do



TNF s&o capazes de se auto-associarem, o) que é
aparentemente 1importante para promover a agregacdo dos
receptores necesséaria para iniciar a sinalizacéo
intracelular (ver, por exemplo, Song et al., 1994; Wallach
et al., 1994; Boldin et al., 1995a, b), e que, para niveis
elevados da expressdo dos receptores, pode resultar no
desencadeamento da sinalizacdo independente de ligandos
(Boldin et al., 1995a, b).

Estudos recentes indicaram que os efeitos citotdxicos
mediados pelo Fas e pelo receptor pb55 do TNF envolvem uma
via de sinalizacéo intracelular qgue inclui algumas
interaccdes proteina-proteina, conduzindo desde a ligacéo
ligando-receptor inicial até a activacdo final de funcdes
efectoras enzimdticas, e que incluem interaccdes proteina-
proteina nédo enzimadticas que estdo envolvidas na iniciacéo
da sinalizacdo para morte celular (ver também, por exemplo,
Nagata e Golstein, 1995; Vandenabeele et al., 1995, e
Boldin et al., 1995a, b). Aparentemente, a ligacdo do Fas-L
trimérico e do TNF aos seus vreceptores resulta na
interaccdo dos dominios intracelulares destes receptores,
que ¢é aumentada por uma propensdo das regides ou motivos
dos dominios de morte para se auto-associarem (Boldin et
al., 1995a, b), e induziu a ligacdo de pelo menos duas
outras proteinas citoplasmdticas (que também se podem ligar
entre si) aos dominios intracelulares destes receptores,
nomeadamente a proteina MORT-1 (também denominada FADD),
que se liga ao Fas (ver Boldin et al., 1995b; Chinnaiyan et
al., 1995; Kischkel et al., 1995), e a proteina TRADD, dque
se liga ao receptor pbb5 do TNF (ver Hsu et al., 1995; Hsu
et al., 1996). Também foi identificada uma terceira dessas
proteinas intracelulares, denominada RIP (ver Stanger et
al., 1995), que se liga aos dominios intracelulares do Fas

e do receptor pb5 do TNF. A RIP também pode interagir com a



TRADD e MORT-1. Assim, estas trés proteinas intracelulares
permitem uma "conversa cruzada" funcional entre o Fas e o
receptor pb5 do TNF. As interaccdes entre estes receptores
e suas proteinas associadas (MORT-1, TRADD, RIP) ocorrem
através dos motivos dos "dominios de morte" presentes em
cada um destes receptores e proteinas.

Assim, os motivos dos "dominios de morte" do receptor
p55 do TNF e do Fas, bem como das suas trés proteinas
associadas MORT-1, RIP e TRADD, parecem ser o0s sitios de
interaccdes proteina-proteina. As trés proteinas MORT-1,
RIP e TRADD interagem com os dominios intracelulares do
receptor pb5 do TNF e Fas pela ligacdo dos seus dominios de
morte aos dos receptores, e para a RIP e TRADD, o0s seus
dominios de morte também se auto-associam, apesar da MORT-1
diferir neste aspecto por o seu "dominio de morte" ndo se
auto-associar. Em conformidade, pareceria que a interaccédo
entre as trés proteinas MORT-1, RIP e TRADD & uma parte
importante da modulacdo global da sinalizacdo intracelular
mediada por estas proteinas. A interferéncia na interaccéo
entre estas trés proteinas intracelulares resultard na
modulacdo dos efeitos causados por esta interaccdo. Por
exemplo, a inibicdo da ligacdo da TRADD a MORT-1 pode
modular a interaccdo Fas-receptor pb55 do TNF. Da mesma
forma, a inibicdo da RIP para além da inibicdo acima da
ligacdo da TRADD a MORT-1 pode modular suplementarmente a
interaccdo Fas-receptor pb55 do TNF.

Estudos recentes também implicaram um grupo de tiol-
proteases citoplasméticas, que estédo estruturalmente
relacionadas com a protease CED3 de Caenorhabditis elegans
e com a enzima conversora de interleuquina-1p (ICE) de
mamifero, no inicio de varios processos fisioldgicos de
morte celular (revisto em Kumar, 1995, e Henkart, 1996).

Também tém surgido algumas indicacbes de que protease(s)



desta familia pode(m) participar na citotoxicidade celular
induzida pelo Fas e receptores do TNF. Verificou-se dque
inibidores peptidicos especificos das proteases e duas
proteinas codificadas por virus que bloqueiam a sua funcéo,
a proteina crmA da variola bovina e a proteina p53 de
Baculovirus, conferem proteccdo a células contra esta
citotoxicidade celular (Enari et al., 1995; Los et al.,
1995; Tewari et al., 1995; Xue et al., 1995; Beidler et
al., 1995). A clivagem répida de certas proteinas celulares
especificas, aparentemente mediada por protease(s) da
familia CED3/ICE, pd6de ser demonstrada em células pouco
apbds a estimulacdo do Fas ou receptores do TNF (o receptor
pb55 do TNF e o receptor p75 do TNF).

Uma dessas proteases e varias isoformas respectivas
(incluindo inibidoras) designada MACH, que ¢ uma proteina
de ligacdo a MORT-1 e que serve para modular a actividade
da MORT-1 e, assim, do Fas e receptor pbb do TNF, e que
também pode actuar independentemente da MORT-1, foi
recentemente isolada, clonada e caracterizada e as suas
utilizacdes possiveis também foram descritas, como é
apresentado em pormenor na candidatura internacional N°
PCT/US96/10521 e numa publicacdo recente (Boldin et al.,
1990) . Outra dessas proteases e varias isoformas
respectivas (incluindo inibidoras), designada Mch4, também
foi recentemente isolada e caracterizada (Fernandes-Alnemri
et al., 1996; Srinivasula et al., 1996). Esta proteina Mchi4
também é uma proteina de ligacdo a MORT-1 gue serve para
modular a actividade da MORT-1 e assim, provavelmente,
também do Fas e receptor pb55 do TNF, e que também pode
actuar independentemente da MORT-1.

Além disso, também foi recentemente descoberto que,
para além das actividades de citotoxicidade celular acima

mencionadas e respectiva modulacdo mediada pelos varios



receptores e suas proteinas de ligacdo, incluindo Fas,
receptor pb55 do TNF, MORT-1, TRADD, RIP, MACH e Mchi4,
alguns destes receptores e suas proteinas de ligacdo também
estdo envolvidos na modulacdo da actividade do factor de
transcricdo nuclear NF-kB, que ¢é um mediador-chave da
sobrevivéncia ou viabilidade celular, sendo responsavel
pelo controlo da expressdo de muitos genes de respostas
imunoldégicas e inflamatdrias. Por exemplo, verificou-se que

o TNF-o pode realmente estimular a activacdo do NF-kB e,

assim, o TNF-a ¢é capaz de induzir dois sinais em células,
um que induz morte celular e outro que protege as células
contra inducdo de morte ao induzir a expressdo de genes via
o NF-kB (ver Beg e Baltimore, 1996; Wang et al., 1996; Van
Antwerp et al., 1996). Também foi relatado um efeito dual
semelhante para o Fas (ver a referéncia a este efeito como
apresentado em Van Antwerp et al., 1996, acima). Em
consequéncia, parece dque existe um equilibrio delicado
entre morte celular e sobrevivéncia celular por estimulacéo
de véarios tipos de células com TNF-a e/ou o Fas-L, em que
o resultado final da estimulacdo depende de qual é a via
intracelular estimulada em maior extensdo, a que conduz a
morte celular (usualmente por apoptose) ou a que conduz a
sobrevivéncia celular via activacdo do NF-kB.
Adicionalmente, foi recente e suplementarmente
esclarecida a possivel via pela qual membros da familia de
receptores do TNF/NGF activam o NF-xB (ver Malinin et al.,
1997, e as varias referéncias relevantes ai apresentadas).
Em resumo, varios membros da familia de receptores do
TNEF/NGF s&o capazes de activar o NF-kB através de uma
proteina adaptadora comum, Traf2. Uma proteina guinase
esclarecida de novo, denominada NIK (ver acima Malinin et

al., 1997), é capaz de se ligar a Traf2 e de estimular a



10

actividade do NF-xB. De facto, foi mostrado (ver Malinin et
al. acima mencionado) dque a expressdo em células de

mutantes da NIK deficientes em quinases faz com que as

células sejam incapazes de apresentar estimulacdo do NF-xB
de um modo enddgeno normal e também faz com que a célula
apresente um blogqueio da inducdo da actividade do NF-kB
pelo TNF, via o receptor pbb do TNF ou Fas, e um bloqueio
da inducdo do NF-xkB pela TRADD, RIP e MORT-1 (que sé&o
proteinas adaptadoras que se ligam a estes receptores pbb
do TNF e/ou Fas). Todos os receptores pb5 do TNF e p75 do
TNF e Fas, e suas proteinas adaptadoras MORT-1, TRADD e
RIP, ligam-se directa ou indirectamente a Traf2, que, pela
sua capacidade de 1ligacdo a NIK, aparentemente modula a
inducdo do NF-xB.

E sentida desde h&d muito a necessidade de proporcionar
uma forma de modular a resposta celular ao FAS-L e ao TNF.
Por exemplo, nas situacbes patoldgicas mencionadas acima,
quando o Fas-L ou TINF for super-expresso ou estiver
presente em quantidades excessivas de qualquer outra forma,
ou quando o Fas ou, pelo menos, o receptor pb5 do TNF for
super-activado ou super-expresso, seria desejavel inibir os
efeitos «citocidas induzidos pelo Fas-L ou TNF, e que,
noutras situacdes, por exemplo, em células tumorais ou
aplicacdes de cura de feridas, seria desejavel intensificar
o efeito do TNF, ou, no caso do Fas, em células tumorais ou
células infectadas com o HIV, seria desejéavel intensificar
o efeito mediado pelo Fas. Para esta finalidade tentaram-se
algumas abordagens, dirigidas para os prdéprios receptores
(para intensificar ou para inibir a sua actividade ou
quantidade, consoante o caso) ou dirigidas as vias de
sinalizacéo, como mencionado acima, nas quais estes

receptores ou suas proteinas associadas desempenham um
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papel (para intensificar ou para inibir as actividades ou
quantidades dos receptores ou suas proteinas associadas,
consoante o caso).

No entanto, até a data ndo foi esclarecido o papel de
hormonas glucocorticdéides (GCH) na regulacdo da apoptose de
linfécitos, em particular o papel que a GCH desempenha na
inducdo da expressdo de genes, cujo(s) produto(s) pode (m)
modular a apoptose em células T (e possivelmente também
noutras células), cuja modulacdo pode ser exercida por
interaccdo directa ou indirecta com, ou outros meios de
modulacdo das vias de sinalizacdo intracelular mediadas
pelo Fas ou mediadas pelo associado/relacionado receptor
p55 do TNF conducentes a morte celular (por apoptose, na
qual estdo envolvidas varias proteases, como referido

acima) ou conducentes a sobrevivéncia celular (via inducéo

da activacdo do NF-kB, como referido acima).

Resumo da Invencédo

Um objectivo da presente invencéo consiste em
esclarecer o papel de hormonas glucocorticdides (GCH) na
regulacdo da apoptose de linfécitos; em particular,
esclarecer o(s) gene (s) ou produto (s) genético (s)
induzido(s) por GCH que consegue(m) modular a apoptose em
células T ou noutras células. Assim, um oObjectivo da
presente invencdo consiste em proporcionar novo(s) gene(s)
que € (sdo) induzido(s) por GCH, cujo(s) produto(s) pode (m)
modular a apoptose em células T ou noutras células.

Outro objectivo da ©presente invencdo consiste em
proporcionar novas proteinas, incluindo todas as
respectivas isoformas, anédlogos, fragmentos ou derivados,
que sdo codificadas pelo(s) novo(s) gene(s) induzido(s) por
GCH, cujas proteinas, isoformas, andédlogos, fragmentos ou

derivados podem modular a apoptose em células T ou noutras
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células. Estas novas proteinas, isoformas, analogos,
fragmentos ou derivados podem modular a apoptose por
modulacdo da actividade de sinalizacdo do Fas ou do
receptor pb5 do TNF intracelularmente de um modo directo ou
indirecto, ou podem modular a apoptose de uma forma
inteiramente independente do Fas e/ou independente do
receptor pb5 do TNF, por modulacdo da actividade de outros
mediadores intracelulares da apoptose. Deve entender-se que
a modulacdo da apoptose pode ser uma intensificacdo/aumento
da morte celular apoptdtica ou uma inibicdo da morte
celular apoptdtica, em que estes sdo os modos possiveis de
modulacdo directa da apoptose, seja através das vias
mediadas pelo Fas ou receptor pb5 do TNF (inclusivamente
todas as proteinas/enzimas associadas nestas vias, como
mencionado acima) ou através de outras vias envolvendo
outros mediadores intracelulares da apoptose.

A modulacédo indirecta da apoptose deve ser entendida,
por exemplo, como  inducéo, por modos directos @ ou

indirectos, de vias da sobrevivéncia celular (isto §&,

inducdo da activacdo do NF-kB ou outras vias semelhantes
relacionadas com a sobrevivéncia celular), cujas vias de
sobrevivéncia celular contrariam essencialmente vias
apoptdticas.

Antagonistas (por exemplo, anticorpos, péptidos,
compostos orgédnicos ou mesmo algumas isoformas, analogos,
fragmentos ou derivados) das acima referidas novas
proteinas, respectivas isoformas, analogos, fragmentos ou
derivados podem ser utilizados para inibir a sua actividade
no processo de sinalizacdo intracelular no gqual estéo
envolvidos e, assim, inibir a apoptose; ou, inversamente,
para intensificar a apoptose (inibir a sobrevivéncia
celular), consocante o desejado e dependendo da actividade

da proteina, isoforma, analogos, fragmento ou derivado,
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cuja actividade se ©pretende que seja inibida pelo
antagonista. Por exemplo, se uma nova proteina, isoforma,
andlogo, fragmento ou derivado da invencdo intensificar a
apoptose, entdo esse antagonista servird para bloquear este
papel intensificador e acabard por bloguear ou reduzir a
morte celular via apoptose. Da mesma forma, se uma nova
proteina, isoforma, anédlogo, fragmento ou derivado da
invencdo inibir a apoptose, entdo esse antagonista serviré
para blogquear esta actividade inibidora e acabard por
intensificar ou aumentar a apoptose, isto &, resultard em
morte celular acrescida.

Outro objectivo da presente invencdo consiste em
utilizar as novas proteinas, respectivas isoformas,
andlogo, fragmentos e derivados para isolar e caracterizar
proteinas ou factores adicionais que podem estar envolvidos
na modulacdo induzida ©por GCH da apoptose (isto ¢&,
produto (s) induzido(s) por GCH da expressdo de genes
capazes de modular a apoptose em células T e noutras
células), cuja modulacdo pode ocorrer como referido acima.
Por exemplo, podem ser isoladas outras proteinas que podem
interagir com as novas proteinas da invencdo e influenciar
a sua actividade, ou podem ser isolados outros receptores
ou mediadores intracelulares suplementarmente a montante ou
a jusante do(s) processo(s) de sinalizacdo com o0s quais
interagem as novas proteinas da presente invencdo e, em
consequéncia, em cuja funcdo também estdo envolvidas as
novas proteinas da invencéo.

Além disso, um objectivo da presente invencdo consiste
em utilizar as acima mencionadas novas proteinas,
isoformas, anédlogos, fragmentos e derivados como antigenes
para a preparacéo de anticorpos policlonais e/ou
monoclonais para aquelas. Por sua vez, 0S anticorpos podem

ser utilizados, por exemplo, para a purificacdo das novas
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proteinas de diferentes fontes, como extractos celulares ou
linhas de células transformadas. Estes anticorpos também
podem ser utilizados para fins de diagndéstico, por exemplo,
para identificar perturbacdes relacionadas com o
funcionamento anormal de efeitos celulares induzidos por
GCH e/ou mediados pelos processos de sinalizacdo nos quais
as novas proteinas da invencdo desempenham um papel, tais
como, por exemplo, as vias apoptdticas mediadas pelo Fas

e/ou o receptor pb5 do TINF, ou vias de sobrevivéncia

celular envolvendo a inducdo da activacdo do NF-xB, ou
qualquer outra via semelhante onde esse(s) produto(s)
induzido(s) pela GCH desempenhe (m) um papel.

Outro objectivo da invencdo consiste em proporcionar
composicdes farmacéuticas compreendendo as acima referidas
novas proteinas, isoformas, analogos, fragmentos ou
derivados, bem como composicdes farmacéuticas compreendendo
os anticorpos acima referidos.

De acordo com a presente invencdo, um novo gene e uma
nova proteina codificada por este gene foram identificados
e 1isolados. O novo gene foi designado GILR (de gene
Relacionado com a familia de ziperes de Leucina Induzidos
por Glucocorticdides), que codifica um novo membro da
familia de ziperes de leucina. Também pode utilizar-se,
como sindénimo, a designacdo GILZ (gene de Ziper de Leucina
Induzido por Glucocorticdides). A proteina GILR do ratinho
é uma proteina com 137 residuos de aminoacidos
caracterizada por ter quatro residuos leucina (nas posicdes
76, 83, 90 e 97 - ver Fig. 2 e ID SEQ NO: 2) espalhados por
7 aminoacidos e um residuo asparagina (na posicdo 87 - ver
Fig. 2 e ID SEQ NO: 2) no dominio =ziper de leucina (ver
Fig. 4). O novo gene GILR e o produto que codifica, que ¢é a
nova proteina GILR, foram identificados e isolados apds o

tratamento de células com dexametasona (DEX). A DEX é uma
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hormona glucocorticdéide bem conhecida e, em consequéncia, o
gene GILR e a proteina GILR representam, respectivamente,
um novo gene e proteina induzidos por glucocorticdides.
Suplementarmente, parece gque o0 gene GILR ¢ induzido em
timdécitos e células T periféricas e também se verifica que
é expresso em linfécitos normais do timo, baco e nodos
linfédticos. Detectou-se pouca ou nenhuma expressdo do gene
GILR noutros tecidos ndo linfdides, incluindo cérebro, rim
e figado.

Utilizando como sonda o GILR murino previamente
clonado, o homélogo humano do GILR foi clonado e
sequenciado (ver Fig. 13 e ID SEQ NO: 5), demonstrando o
nivel elevado de conservacdo desta sequéncia.

No que se vrefere a actividade bioldgica da nova
proteina GILR, os resultados experimentais indicam que esta
proteina tem pelo menos uma actividade importante, que é a
sua capacidade para proteger selectivamente células T da
apoptose. Mais especificamente, a expressido de GILR protege
selectivamente células T da apoptose induzida por
tratamento das células T com anticorpo monoclonal (mAb)
anti-CD3, mas nédo por tratamento com outros estimulos
apoptdticos. Este efeito anti-apoptdtico especifico estéa
correlacionado com a inibicdo da expressdo do Fas e Fas-L.

Em conformidade, a expressdo de GILR também pode
servir para modular, se bem que indirectamente, outras vias
intracelulares, como referido acima, nas quais esté
envolvido o Fas, por exemplo, 0s processos apoptdticos
comuns ao Fas e ao receptor pbb do TNF onde estédo
envolvidas as suas proteinas e enzimas associadas (por
exemplo, MORT-1, TRADD, RIP, MACH, Mch4), gque acabam por
causar morte celular por apoptose. Em consequéncia, a GILR,
ao 1inibir especificamente a expressdo do Fas e Fas-IL,

também pode inibir vias nas quais o Fas actua em conjunto
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com o receptor pb5 do TNF, devido a "conversa cruzada"
entre estes receptores mediada pelas proteinas acima
referidas que se ligam a estes dois receptores. Assim, se
bem que a expressdo de GILR possa servir para inibir a
expressdo do Fas e Fas-L de uma forma directa e numa
extensdo acentuada, a expressdo de GILR também pode servir
para inibir a actividade de sinalizac&do intracelular do
receptor pb5 do TNF, ndo obstante de um modo indirecto e
possivelmente em menor extensdo. Adicionalmente, como
mencionado acima, o Fas também estd envolvido na inducdo da
activacdo do NF-kB e, assim, a expressdo de GILR que inibe
a expressdo do FAS também servird, possivelmente, para
reduzir esta actividade do Fas, apesar de ter,
aparentemente, menos efeitos prejudiciais para as células
uma vez que, maioritariamente, o Dblogqueio da apoptose
mediada pelo Fas serve para salvar as células de morte

celular em maior extensdo do que aquela em que a activacéo

do NF-kB salva as células.

Considerando o que foi acima exposto também acontece,
por exemplo, que, quando for desejado matar células, por
exemplo, células tumorais ou infectadas com o HIV, entéo
serd desejavel inibir a expressdo de GILR, ao passo que,
inversamente, gquando for desejado proteger células, por
exemplo, células do figado em pacientes com hepatite, entéo
serd desejado aumentar a expressdo de GILR ou aumentar a
sua actividade. Outras utilizacdes de GILR e o controlo da
sua expresséo seré&o aqui apresentados abaixo mais
pormenorizadamente.

Tal como ¢ aqui pormenorizado abaixo, por comparacao
de células ndo tratadas e tratadas com DEX (por exemplo,
timébcitos murinos, apesar de se poderem utilizar igualmente
quailsquer timécitos e/ou células T periféricas e/ou outros

linfécitos de mamifero, como os obtidos de humanos),
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empregando a técnica de sonda de subtraccdo, foi possivel
identificar, isolar e clonar o novo gene GILR da presente
invencéo.

A nova proteina GILR da invencdo, considerando o que
foi acima mencionado e como aqui apresentado abaixo, é um
modulador da apoptose em linfdécitos, em geral, e, em
particular e aparentemente, ¢é um inibidor da apoptose
mediada pelo Fas (e Fas-L), especialmente em linfdécitos T.

A sequenciacdo do novo gene e proteina GILR revelou
que estes sdo novos, com base em comparacdes das sequéncias
de nucledétidos e aminoacidos GILR (ver Fig. 2 e 13) com
sequéncias conhecidas em varias bases de dados.

Estas comparacdes revelaram alguma homologia entre
estas sequéncias GILR e quaisquer sequéncias conhecidas.

As proteinas que exibem o maior grau de homologia séo
hDIP (Vogel et al., 1996) e TSC-22 humana (Jay et al.,
1996) (Fig. 15). Todas contém um dominio ziper de leucina
semelhante (Fig. 4). Estas duas proteinas foram mal
caracterizadas como potenciais factores de transcricdo, com
uma distribuicdo disseminada em diferentes tecidos. A este
respeito, a GILR exibe um perfil de expressdo e actividade
claramente distintos, como serd demonstrado nos exemplos.

Em resumo, com base no que foi mencionado acima e
considerando também as propriedades bioldégicas da familia
de ziperes de leucina, da qual a GILR é um membro, em geral
a GILR pode ser utilizada para estimular a actividade de
linfécitos e para salvar células de morte celular
apoptdética. Obviamente, a GILR também pode ser utilizada
como sonda para isolar outras moléculas que se ligam a GILR
e que podem servir para modular a sua actividade ou podem
estar envolvidas, de qualquer outra forma, em processos de

sinalizacdo intracelular.
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Em conformidade, a presente invencdo proporciona uma
sequéncia de DNA que codifica uma proteina relacionada com
a familia de ziperes de leucina induzidos por
glucocorticdides (GILR), respectivas isoformas, fragmentos
ou anadlogos, em que a referida GILR, respectivas isoformas,
fragmentos ou andlogos s&do capazes de inibir a apoptose e
estimular a actividade de linfécitos.

Especificacodes da sequéncia de DNA da invencédo
incluem:

(a) uma sequéncia de cDNA derivada da regiéo
codificadora de uma proteina GILR nativa;

(b) sequéncias de DNA capazes de hibridizar para uma
sequéncia de (a) em condic¢des moderadamente restritas e que
codificam uma proteina GILR biologicamente activa, e

(c) sequéncias de DNA que sdo degeneradas, em
resultado do cdédigo genético, com sequéncias de DNA
definidas em (a) e (b) e que codificam uma proteina GILR
biologicamente activa.

Outras especificacdes da sequéncia de DNA acima sé&o
sequéncias gque compreendem pelo menos parte da sequéncia de
DNA representada na ID SEQ NO: 1 e que codificam pelo menos
uma proteina GILR activa, isoforma, anédlogo ou fragmento,
bem como uma sequéncia de DNA que codifica uma proteina
GILR, isoforma, andlogo ou fragmento possuindo pelo menos
parte da sequéncia de aminodcidos representada na ID SEQ
NO: 2.

Outras especificacdes da sequéncia de DNA acima sé&o
sequéncias gque compreendem pelo menos parte da sequéncia de
DNA representada na ID SEQ NO: 5 e que codificam pelo menos
uma proteina GILR humana activa, isoforma, andlogo ou
fragmento, bem como uma sequéncia de DNA que codifica uma

proteina GILR humana, isoforma, andlogo ou fragmento
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possuindo pelo menos parte da sequéncia de aminodcidos
representada na ID SEQ NO: 6.

A presente invencdo também proporciona um vector que
compreende gqualgquer uma das sequéncias de DNA acima.

Os vectores da presente invencdo estdo aptos a serem
expressos numa célula-hospedeiro eucaridética ou a serem
expressos numa célula-hospedeiro procaridtica.

Em conformidade, a presente invencéo também
proporciona células-hospedeiro eucaridbticas ou
procaridticas transformadas contendo qualquer um dos
vectores acima.

Noutro aspecto da invencdo & proporcionada uma
proteina GILR, regpectiva isoforma, fragmento, andlogos
funcionais ou derivados codificados por gqualgquer uma das
sequéncias de DNA acima, cuja proteina, respectiva
isoforma, fragmento, andlogos e derivados sdo capazes de
inibir a apoptose e de estimular a actividade de
linfécitos.

Especificacdes das proteinas acima, etc., da invencéo
incluem uma proteina GILR, respectiva isoforma, fragmento,
andlogos e derivados em que a referida proteina, isoforma,
andlogos, fragmentos e derivados tém pelo menos parte da
sequéncia de aminoédcidos ID SEQ NO: 2 ou da sequéncia de
aminodcidos ID SEQ NO: 6.

A presente invencdo também proporciona um método para
produzir a proteina GILR, respectiva isoforma, fragmento,
andlogos ou derivados, que compreende fazer crescer as
células-hospedeiro transformadas em condicbes adequadas
para a expressdo da referida proteina, andlogos ou
derivados, realizar modificacdes pds-traducdo consoante o
necessario para obter a referida proteina, fragmentos,
andlogos ou derivados e isolar a referida ©proteina,

fragmentos, anédlogos ou derivados expressos.
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Noutro aspecto sao proporcionados anticorpos ou
respectivos fragmentos activos ou derivados especificos
para a proteina GILR, isoforma, fragmento, andlogos ou
derivados da invencéao.

As sequéncias de DNA acima e proteinas GILR, etc.,
codificadas por aquelas da invencdo tém muitas utilizacdes
possiveis; em conformidade, a presente invencdo também
proporciona os métodos seguintes. Deve salientar-se due
outras utilizacdes terapéuticas da GILR, suas isoformas,
andlogos, fragmentos e derivados, bem como anticorpos
contra aquela e outros antagonistas da actividade da GILR,
por exemplo, péptidos, também estdo abrangidos no dmbito da
presente invencéao, como apresentado na descricéao
pormenorizada da invencdo ou como surge da revelacdo aqui
apresentada abaixo. Em conformidade, o gque se apresenta a
seguir ¢é meramente representativo dos varios métodos
revelados.

(i) Um método para a inibicdo da apoptose em células,
mediada pelo sistema Fas/Fas-L, sistema CD3/TCR ou outros
mediadores intracelulares da apoptose, gque compreende
tratar as referidas células com uma ou mais proteinas GILR,
isoformas, anédlogos, fragmentos ou derivados, em gue o
referido tratamento das <referidas <células compreende
introduzir nessas células as <referidas uma ou mais
proteinas, isoformas, anédlogos, fragmentos ou derivados
numa forma adequada para a sua introducdo intracelular, ou
introduzir nas referidas células uma sequéncia de DNA que
codifica as referidas uma ou mais proteinas, isoformas,
anadlogos, fragmentos ou derivados na forma de um vector
adequado gque contém essa sequéncia, em gque o referido
vector é capaz de proceder a insercdo da referida sequéncia
nas referidas células de um modo tal gque essa sequéncia

seja expressa nessas células.
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(ii) Um método como em (i) acima para a inibicdo da
apoptose em células, cujo tratamento de células compreende
introduzir nessas células uma sequéncia de DNA que codifica
a referida proteina GILR, isoformas, anédlogos, fragmentos
ou derivados na forma de um vector adequado que contém essa
sequéncia, em que o referido vector é capaz de proceder a
insercdo da referida sequéncia nas referidas células de um
modo tal que essa sequéncia seja expressa nessas células.

(iii) Um método como em (i) ou (ii) acima, cujo
tratamento das referidas células ¢ feito por transfeccéo
dessas células com um vector de virus animal recombinante,
que compreende 0S passos seguintes:

(a) construir um vector de virus animal recombinante
contendo uma sequéncia que codifica uma proteina da
superficie viral (ligando) que ¢é capaz de se ligar a um
receptor especifico da superficie celular na superficie das
referidas células a serem tratadas, e uma segunda sequéncia
que codifica uma proteina seleccionada de entre a proteina
GILR, isoformas, anédlogos, fragmentos e derivados, que,
quando expressa nessas células, ¢é capaz de inibir a
apoptose, e

(b) infectar as referidas células com o referido
vector de (a).

(iv) Um método para intensificar a apoptose em células
por inibicdo da actividade de ©proteinas GILR nessas
células, gue compreende tratar as referidas células com
anticorpos ou respectivos fragmentos activos ou derivados,
cujo tratamento é feito por aplicacdo nas referidas células
de uma composicdo adequada gue contém os referidos
anticorpos, respectivos fragmentos activos ou derivados.

(v) Um método para intensificar a apoptose em células
por inibicdo da actividade de proteinas GILR nessas

células, que compreende tratar as referidas células com uma
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sequéncia oligonucleotidica que codifica uma sequéncia
anti-sentido para pelo menos parte da sequéncia de DNA gue
codifica uma proteina GILR, em que a referida segquéncia
oligonucleotidica ¢é <capaz de bloquear a expressdo da
proteina GILR.

(vi) Um método como em (v) acima, em que a referida
sequéncia oligonucleotidica ¢ introduzida nas referidas
células via um virus de (iii) acima, em que a referida
segunda sequéncia desse virus codifica a referida sequéncia
oligonucleotidica.

(vii) Método para o tratamento de células tumorais ou
células infectadas com o HIV ou outras células doentes,
para intensificar a apoptose nessas células inibindo nessas
células a actividade de proteinas GILR, que compreende:

(a) construir um vector de virus animal recombinante
contendo uma sequéncia que codifica uma proteina da
superficie wviral que ¢é capaz de se ligar a um receptor
egspecifico da superficie de células tumorais ou receptor da
superficie de células infectadas com o HIV ou receptor
contido noutras células doentes e uma sequéncia gue
codifica uma proteina mutante GILR inactiva, em gue a
referida proteina mutante, guando expressa nessas células
tumorais, infectadas com o HIV ou doentes, ¢é capaz de
inibir a actividade da GILR endbgena normal e de
intensificar a apoptose nessas células, e

(b) infectar as referidas células tumorais ou
infectadas com o HIV ou outras células doentes com o0
referido vector de (a).

(viii) Um método para intensificar a apoptose em
células por inibicdo da actividade de proteinas GILR nessas
células, que compreende aplicar o procedimento de ribozima
no qual um vector que codifica uma sequéncia de ribozima,

capaz de interagir com uma sequéncia de mRNA celular que
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codifica uma proteina GILR, ¢é introduzido nas referidas
células numa forma tal que permite a expressdo da referida
sequéncia de ribozima nessas células, e em que, guando a
referida sequéncia de ribozima ¢é expressa nessas células,
interage com a referida sequéncia de mRNA celular e procede
a clivagem dessa sequéncia de mRNA, resultando na inibicédo
da expressdo a referida proteina GILR nas referidas
células.

(ix) Um método para intensificar a apoptose em células
por inibicdo da actividade de proteinas GILR nessas
células, que compreende introduzir nessas c¢élulas um
péptido que ¢é capaz de se ligar a GILR enddgena normal
nessas células e 1inibir a sua actividade, desse modo
intensificando a apoptose.

(x) Um método para isolar e identificar proteinas, que
sdo proteinas do tipo GILR pertencentes a familia de
ziperes de leucina ou que sdo proteinas capazes de se ligar
directamente a GILR, que compreende aplicar o procedimento
de dois hibridos de 1levedura no gqual uma sequéncia dque
codifica a referida GILR estéd contida num vector hibrido e
uma sequéncia de uma biblioteca de c¢cDNA ou DNA gendmico
estd contida no segundo vector hibrido, em que os vectores
sdo depois utilizados para transformar células-hospedeiro
de levedura e as células transformadas positivas sé&o
isoladas, seguido de extraccdo do referido segundo vector
hibrido para obter uma sequéncia que codifica uma proteina
que se liga a referida GILR.

(xi) Um método como em qualgquer um dos acima, em que a
referida proteina é pelo menos uma das isoformas da GILR,
respectivos anédlogos, fragmentos e derivados.

Ainda noutro aspecto da presente invencéo sdo
proporcionadas varias composicdes farmacéuticas que sé&o

particularmente Uteis para implementar pelo menos alguns
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dos métodos acima da invencdo. Em consequéncia, o que se
descreve a seguir ¢é apenas um numero representativo de
possiveis composicdes farmacéuticas de acordo com @ a
presente invencdo, em dJgue outras possiveils composicdes/
formulagdes no admbito da presente invencdo s&o apresentadas
na revelacdo pormenorizada seguinte ou claramente provém
daquelas:

a) uma composicdo farmacéutica para inibir a apoptose
em células ou para estimular a activacdo de linfécitos, que
compreende, como ingrediente activo, pelo menos uma
proteina GILR, seus fragmentos biologicamente activos,
respectivos anédlogos, derivados ou misturas;

b) uma composicdo farmacéutica para inibir a apoptose
em células ou para estimular a activacdo de linfécitos, que
compreende, como ingrediente activo, um vector de virus
animal recombinante que codifica uma proteina capaz de se
ligar a um receptor da superficie celular e que codifica
pelo menos uma proteina GILR, isoforma, fragmentos activos
ou analogos;

c) uma composicdo farmacéutica para intensificar a
apoptose em células por inibicdo da actividade da GILR
nessas células, que compreende, como ingrediente activo,
uma sequéncia oligonucleotidica que codifica uma sequéncia
anti-sentido da sequéncia de mRNA da proteina GILR;

d) uma composicdo farmacéutica para intensificar a
apoptose em células por inibicdo da actividade da GILR
nessas células, gue compreende, como ingrediente activo,
uma proteina GILR mutante inactiva ou sequéncia de DNA que
codifica a referida proteina GILR mutante inactiva, em que
o referido mutante da GILR, quando introduzido ou expresso
nessas células, inibe a actividade da proteina GILR

enddgena normal;
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e) uma composicdo farmacéutica para intensificar a
apoptose em células por inibicdo da actividade da GILR
nessas células, que compreende, como ingrediente activo, um
péptido capaz de se ligar ao sitio activo ou ao dominio
ziper de leucina da GILR e, desse modo, inibir a actividade

da GILR enddgena normal em células.

Descrigcdo Breve das Figuras

A Figura 1 (A, B) mostra reproducdes de
autorradiogramas que apresentam os resultados da andlise da
expressdo de GILR em varios tecidos e os efeitos da inducéo
por glucocorticdides (dexametasona - DEX) da expressdo de
GILR em varios tecidos, em que a Fig. 1A mostra a expresséo
de mRNA de GILR em o6rgdos de ratinho. O RNA total foi
extraido, separado em gel de agarose e transferido para um
filtro de nitrocelulose. O filtro foi hibridizado com uma
sonda de cDNA de GILR etiquetada por traducdo por cortes,

foi lavado, submetido a autorradiografia e exposto durante

8 dias. Cada via foi carregada com 2 ug de RNA total. A
Fig. 1B mostra o efeito da Dexametasona na inducdo de GILR.
As células ndo foram tratadas (vias 1, 3, 5) ou foram

tratadas (vias 2, 4, 6) com 100 nM/L de DEX durante 3

horas. O RNA total (25 ug) foi extraido, submetido a
electroforese num gel e transferido para um filtro de
nitrocelulose. O filtro foi hibridizado com cDNA de GILR
etiquetado e foi exposto durante 24 horas. Figura 1A, vias
1 até 9: Baco, Rim, Medula &éssea, Coracdo, Figado, Cérebro,
Pulmdo, Nodos linféaticos, Timo. Figura 1B, vias 1 até 6:
Nodos linfAticos, nodos linfAticos + DEX, Timo, Timo + DEX,
Baco, Baco + DEX.

A Figura 2 representa esquematicamente as sequéncias
de nucledtidos e (aminodcidos) polipeptidica deduzida do

gene e proteina GILR de ratinho.
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A Figura 3 (A, B, C) mostra reproducdes de
autorradiogramas que apresentam o0s resultados da expresséo
de cDNA de GILR, em gue: a Fig. 3A mostra a expressido de
cDNA de GILR inserido num vector Bluescript (via 1,
controlo de lisato de reticuldcitos de coelho; wvia 2,
controlo de vector vazio; via 3, vector com cDNA de GILR
(sentido)) no qual 0s transcritos expressos foram
traduzidos num lisato de <reticuldcitos de coelho na
presenca de [*°S]1Met; a Fig. 3B mostra uma coloracéo
"Western" na qual se wutilizou anti-soro policlonal de
coelho para a anédlise de coloracdo "Western" de uma
proteina de fusdo GILR <construida e expressa Como
pormenorizado aqui abaixo (via 1, soro pré-imunoldgico; via
2, Ab anti-GILR), e a Fig. 3C mostra a andlise de coloracéo
"Western" da proteina GILR realizada utilizando soro pré-
imunoldégico de coelho (via 1, timbécitos nédo tratados; via
2, timdécitos tratados com DEX 100 nM) ou Ab anti-GILR (via
3, timdécitos ndo tratados; via 4, timdécitos tratados com
DEX) .

A Figura 4 é uma representacdo esquemédtica da
comparacdo do motivo ziper de leucina na fase de leitura
aberta do cDNA de GILR murino com os de outros membros da
familia de ziperes de leucina.

A Figura 5 (A, B) mostra reproducdes de
autorradiogramas que apresentam os resultados da anédlise de
proteccdo de RNase da expressdo de mRNA de GILR em clones
transfectados, em que se mostra na Fig. 5A, nas vias 1, 2,
clones transfectados com controlos pcDNA3 vazios; vias 3-8,
clones transfectados com c¢DNA de GILR; via 9, controlo de
tRNA; via 10, controlo de sonda nédo digerida, e a Fig. 5B
mostra, na via 1, controlo de sonda nédo digerida; vias 2-4,
clones transfectados com controlos pcDNA3 vazios; vias 5-7,

clones transfectados com c¢DNA de GILR; via 8, controlo de
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tRNA. Em cada via carregaram-se 20 ug de RNA. A Fig. 5C
mostra esquematicamente a construgcdo na qual o fragmento
que a sonda anti-sentido iria proteger por digestdo com
RNase especifica de filamentacdo simples.

A Figura 6 mostra uma representacdo em grafico de
barras dos resultados que demonstram a proteccdo de morte

induzida por TCR de clones transfectados de 3D0O. Células
3DO foram transfectadas por electroporacdo com 15 ung de

pcDNA3 linearizado ou 15 png de vector pcDNA3 linearizado
que expressa o cDNA de GILR. Para a inducdo da apoptose, as
células foram cultivadas durante 20 horas em placas
revestidas com anti-CD3 (1 pg/mL). Avaliou-se a percentagem
de morte celular por medicdo do teor de DNA de nlcleos
isolados corados com iodeto de propidio. Os dados
apresentados sdo representativos de trés experiéncias
independentes.

A Figura 7 (A - D) consiste em representacdes em
grafico de barras dos resultados da analise da apoptose
induzida por outros estimulos em clones transfectados de
3DO, em que a Fig. 7A mostra os resultados obtidos com
factor tréfico removido; a Fig. 7B mostra os resultados
obtidos com irradiacdo U.V. (100 J/m?); a Fig. 7C mostra os
resultados obtidos com DEX (100 mM/L), e a Fig. 7D amostra
os resultados obtidos com anticorpo monoclonal (mAb) anti-
Fas (5 ug/mL). Todos os grupos foram tratados durante 20
horas. Mediu-se a morte celular como indicado acima
relativamente a Fig. 6 e como aqui referido abaixo.

A Figura 8 (A, B) mostra representacdes em grafico de
barras dos resultados da expressdo de Fas e Fas-L em clones
transfectados de 3DO. Células 3DO transfectadas com vector

vazio ou com pPcDNA3 de GILR foram desencadeadas com mAb
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anti-CD3 (1 ug/mL) durante 20 horas e foram analisadas
quanto a expressido do Fas (Fig. 8A) e Fas-L (Fig. 8B).

A Figura 9 (A, B) mostra reproducdes de
autorradiogramas que apresentam a expressdo de mRNA de Fas
em clones transfectados. A Fig. 9A mostra a expressdo de
mRNA de Fas em clones transfectados com pcDNA3 vazio né&o
tratado (vias 1, 3, 5, 7, 9), com pcDNA3 vazio tratado com
anticorpo monoclonal anti-CD3 (1 pg/mL) durante 20 horas
(vias 2, 4, 6, 8, 10), com cDNA de GILR ndo tratado (vias
11, 13, 15, 17, 19) e com cDNA de GILR tratado com
anticorpo monoclonal anti-CD3 (1 upg/mL) durante 20 horas
ndo tratado (vias 12, 14, 16, 18, 20). A Fig. 9B mostra a
andlise de proteccdo de RNase da expressdo de mRNA de Fas-L

nos clones transfectados. Sonda nédo digerida de Fas-L (via

1) ou P-actina (via 2); clones transfectados com pcDNA3

vazio ndo tratado (vias 3, 5, 7, 1o, 18) ou tratado com
anticorpo monoclonal anti-CD3 (1 pg/mL) durante 20 horas
(vias 4, 6, 8, 17, 19) com cDNA de GILR e ndo tratado (vias
9, 11, 13, 20, 22) e com cDNA de GILR e depois tratado com
anticorpo monoclonal anti-CD3 (1 upg/mL) durante 20 horas

(vias 10, 12, 14, 21, 23); tRNA (via 15). Em cada via

carregaram-se 20 upng de RNA. O comprimento do mRNA anti-
sentido protegido do fragmento de Fas-L é 184 pares de
bases.

A Figura 10 (A, B) mostra reproducdes de
autorradiogramas que apresentam os resultados do efeito de
diferentes agentes na modulacdo da expressdo de mRNA de
GILR. A Fig. 10A mostra que anti-CD3 modula negativamente e
anti-CD2 modula positivamente a expressdo de GILR. Células

3D0 foram cultivadas em placas de 96 cavidades com meio
isoladamente, revestidas com anti-CD3 (1 pupg/mL) e ou

anticorpo monoclonal anti-CD2 (1 ug/mL) e ou anticorpo
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monoclonal anti-CD2 (50 upg/mL). Via 1 = controlo; via 2 =
anti CD3 + anti CD2; wvia 3 = anti-CD2; via 4 = anti CD3. A
Fig. 10B mostra que a ciclosporina inibe a modulacédo
negativa conduzida por anti-CD3 da expressdo de GILZ.
Células 3DO foram cultivadas em placas revestidas com anti-

CD3 (1 ug/mL) na presenca ou na auséncia de ciclosporina (1

ug/mL) . Em 10A e 10B, a expressdo de GILR foi avaliada por

coloracdo "Northern". Em cada via carregaram-se 20 ug de
RNA. Via 1 = controlo; wvia 2 = anti CD3; via 3 =
Ciclosporina; via 4 = anti CD3 + ciclosporina.

A Figura 11 (A, B) mostra os resultados da inducdo da
expressdo de GILR por anti-CD3 com ou sem tratamento com
Dexametasona. A Figura 11A mostra uma analise de coloracéo
"Western" da proteina GILR em extractos celulares nucleares
de timdécitos ndo tratados (via 1), timdcitos cultivados em
placas revestidas com anti-CD3 (1 ug/mL) durante 3 horas
(via 2), timdécitos tratados com Dexametasona 100 nM durante
3 horas (via 3) e timbcitos cultivados em placas revestidas
com anti-CD3 (1 ng/mL) durante 3 horas e tratados, durante
o mesmo periodo de tempo, com Dexametasona 100 nM. A
quantidade de proteina carregada em cada via é comparada
com um sinal obtido com um anticorpo contra a B tubulina. A
Figura 11B mostra um autorradiograma de uma analise de
coloracdo "Northern" de mRNA de GILR, que compara timdbdcitos
ndo tratados (via 1), timdbécitos cultivados em placas
revestidas com anti-CD3 (1 pg/mL) durante 3 horas (via 2),
timécitos tratados com Dexametasona 100 nM durante 3 horas
(via 3) e timbcitos cultivados em placas revestidas com
anti-CD3 (1 pg/mL) durante 3 horas e tratados, durante o
mesmo periodo de tempo, com Dexametasona 100 nM. O filtro
foi hibridizado com cDNA de GILR etiquetado e foi exposto

para autorradiografia durante 48 horas. A quantidade de RNA
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total (25 ung) carregada em cada via, processada no gel e
transferida para o filtro ¢é comparada com o sinal obtido

com cDNA de B-actina etiquetado.

A Figura 12 (A, B) mostra os resultados da expressédo e
da localizacédo da proteina GILR. A Figura 11A é uma anédlise
de imunocoloracdo proteica da proteina GILR. Clones de 3DO
foram transfectados com o vector vazio pcDNA3: extractos da
proteina nucleares (via 1) e citoplasmaticos (via 3) foram
purificados, carregados no gel e transferidos para o
filtro. Os extractos da proteina nucleares e
citoplasméticos de clones de 3DO transfectados com cDNA de
GILR estédo apresentados na via 2 e via 4, respectivamente.

A Figura 11B é uma anadlise de imunocoloracdo proteica da

proteina P tubulina nos mesmos extractos.

A Figura 13 representa esquematicamente as sequéncias
de nucledtidos e (aminodcidos) polipeptidica deduzida do
gene e proteina GILR humanos.

A Figura 14 mostra a comparacdo entre as sequéncias de
cDNA de GILR de ratinho (MAIUSCULAS) e GILR humano
(mintsculas) .

A Figura 15 mostra o alinhamento das sequéncias
proteicas da GILR de ratinho (mG) em comparacdo com a GILR
humana (hG), DIP humana (hD; Vogel et al., 1996; numero de
acesso da Swiss-Prot Q99576) e TSC-22 humana (hT; Jay et
al., 1996; numero de acesso da Swiss-Prot (Q15714). Os
residuos que sdo idénticos a GILR de ratinho estdo marcados
com (=), ao passo que os residuos que sdo homdélogos estédo
marcados com (-).

Deve notar-se gque todas as figuras acima também estédo
descritas e sdo referidas no Exemplo aqui apresentado

abaixo.
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Descrigcdo Pormenorizada da Invengao

De acordo com a presente invencdo foi isolado um novo
membro da familia =ziperes de leucina, designado GILR. O
cDNA que codifica o GILR foi identificado, clonado e
sequenciado, a proteina codificada por este <cDNA foi
expressa e a sua sequéncia de aminoédcidos foi deduzida da
sequéncia de cDNA. O gene GILR representa um gene cuja
transcricdo é regulada por hormonas glucocorticdides (GCH),
como evidenciado pela sua inducdo pela GCH sintética
dexametasona (DEX), e também representa um desses genes
regulados por GCH cuja expressdo estd envolvida na
modulacdo da apoptose de linfécitos T.

A proteina GILR (ver Figs. 2, 4 e 13) tem boa
homologia com todos os outros membros da familia de ziperes
de leucina, especialmente no dominio =ziper de leucina,
incluindo pelo menos alguma homologia com a proteina TSC-
22, cuja funcdo ainda ndo foi definida mas que também foi
mostrado que é induzida por tratamento com DEX (Shibanuma
et al., 1992, Jay et al., 1996). Quatro residuos leucina na
GILR espalhados por 7 aminodcidos (nas posigdes 76, 83, 90
e 97) e um residuo asparagina (na posicdo 87) no dominio
ziper de leucina s&o compativeis com a estrutura candnica
ziper de leucina da familia.

No entanto, tal como a TSC-22, a GILR ndo parece
conter o dominio basico candbnico que se encontra na maior
parte dos factores de transcricdo e que é essencial para a
ligacdo a DNA.

Além disso, ao contradrio de outras moléculas ziperes
de leucina (Goldstone e Lavin, 1994; Hope e Struhl, 1987;
Nicholas et al., 1991; Yamamoto et al., 1988), tanto a TSC-
22 como a GILR tém um tamanho relativamente pequeno
(comprimento total, respectivamente, de 143 e 137

aminoacidos), o que sugere que estas duas podem representar
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uma nova familia de proteinas =ziper de leucina de baixo
peso molecular. Suplementarmente, a proteina GILR tem um
dominio, que se estende desde o residuo 59 até ao residuo
138, que ¢é idéntico a proteina hDIP (Vogel et al., 1996),
cuja funcdo ainda ndo foi definida.

O mRNA de GILR é claramente detectével, por coloracédo
"Northern", em timdbcitos, células do baco e nodos
linfédticos isolados de fresco, e a expressdo de mRNA e
proteina ¢ induzida em tecidos linfdides, como timdbcitos,
baco e nodos linféaticos, por tratamento com DEX (ver Fig.
1) . Apesar destes resultados poderem sugerir que este gene
¢ maioritariamente expresso em linfdécitos T, ndo pode
excluir-se a expressdo noutros tecidos (incluindo aqueles
onde se detectou expressdo fraca ou nula de mRNA: medula
b6ssea, coracdo, pulmido, figado, cérebro e rim) em contextos
peculiares, tais como, por exemplo, durante processos
inflamaté4rios e regeneracdo de tecidos ou na presenca de
sinais especificos para tecidos. De gqualgquer modo, o padréo
de expressdo de GILR é peculiar comparado com as proteinas
ziperes de leucina de baixo peso molecular mais
semelhantes: detectou-se mRNA de TSC-22, utilizando
coloracéo "Northern", de forma bastante ubiqua em
diferentes tecidos quando o seu nivel foi comparado com o
da tubulina em tecidos de ratinho (Shibanuma et al., 1992)
e humanos (Jay et al., 1996), a anadlise do padrédo de
expressdo do gene  hDIP por  hibridizacédo combinada
Transcriptase Reversa - Reaccdo em Cadeia de Polimerase
revelou uma expressdo significativa do gene hDIP em niveis
comparaveis em cada um dos tecidos investigados,
compreendendo o coracgdo, pulmido, estdmago, sangue, pancreas
e outros (Vogel et al., 1996). Também a localizacéo

subcelular ¢é diferente entre a GILR, que ¢é claramente
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nuclear (Fig. 11), e a TSC-22, gue pode ser nuclear e
citoplasmética (Shibanuma et al., 1992).

Os resultados obtidos apdbds experiéncias de transfeccéo
indicam gque o gene GILR ¢é capaz de inibir a apoptose de
células T induzida por tratamento com mAb anti-CD3. Pelo
contrario, os mesmos clones transfectados s&o protegidos
somente numa extensdo significativamente menor contra a
morte celular programada induzida por outros agentes
apoptdticos tipicos, tais como DEX, irradiacdo com UV,
privacdo de nutrientes do soro ou desencadeamento do Fas
por mAb anti-Fas com ligacdes cruzadas.

Por exemplo, foi previamente mostrado que a DEX induz
apoptose em linfécitos T, incluindo timdécitos e hibridomas
de células T, e 1inibe a morte celular activada por
desencadeamento do complexo CD3/TCR (Cohen e Duke, 1984;
Yang et al., 1995). Estes resultados indicam que a GILR é
especifica em contrariar a morte de células T activada por
desencadeamento do complexo CD3/TCR e pode contribuir, em
parte, para a inibicdo induzida por DEX da apoptose
activada por CD3/TCR.

Este efeito protector faz surgir a questdo do(s)
possivel (possiveis) mecanismo(s) da inibicdo induzida por
GILR da apoptose. 0s presentes resultados indicam que a
inibicdo da apoptose, associada a super-expressido de GILR,
estd correlacionada com a inibicdo da super-expressdo do
Fas e expressdo de Fas-L induzida por tratamento com mAb
anti-CD3 (Figs. 8, 9 e Tabela II). Uma possibilidade ¢é a
GILR interagir com outras moléculas, presentemente
desconhecidas, que estdo envolvidas na activacdo da
expressdo dos genes Fas e Fas-L.

A GILR pode interagir com sinal(sinais), induzidos por

desencadeamento de TCR/CD3 em 1linfécitos activados, ou
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directamente com factores de transcricdo envolvidos na
regulacédo da transcricdo dos genes Fas e Fas-L.

Além disso, o aumento da expressdo de GILR, apds a
interaccdo DEX/células T, sugere gue este gene poderd estar
envolvido na regulacdo da morte de linfécitos. De facto,
foi sugerido que a GCH pode participar na regulacdo da
seleccdo de células T e contribuir, juntamente com outros
estimulos (tais como interaccdo Ag/TCR, citoguinas e
moléculas co-acessodrias), para a rede de seleccdo complexa
envolvida no controlo da sobrevivéncia de células T
(Migliorati et al., 1993; Nieto et al., 1990; Nieto e
Lopez-Rivas, 1989; Cohen e Duke, 1984; Wyllie, 1980).

Assim, o0s resultados experimentais, de acordo com a
presente invencdo, descrevem a identificacdo de um gene que
codifica para uma nova molécula, GILR, da familia de
Ziperes de leucina que pode estar envolvida na regulacdo da
morte celular.

Em consequéncia, a presente invencdo diz respeito, num
aspecto, a novas proteinas GILR que s&do capazes de mediar
ou modular a via da morte celular ou apoptose mediada por
Fas intracelular e possivelmente também vias de
sobrevivéncia celular nas gquais o Fas desempenha um papel,
como foi aqui pormenorizado acima. Esta GILR parece ser um
inibidor da apoptose activada pelo desencadeamento do
complexo CD3/TCR, bem como um inibidor da expressdo de
Fas/Fas-L, e, assim, a GILR pode desempenhar um papel chave
no resgate de células da morte celular.

Mais particularmente, de acordo com a presente
invencdo, foi revelada uma nova proteina GILR que esté
envolvida na via da morte celular intracelularmente e
também pode estar envolvida em vias de sobrevivéncia de
células intracelulares. Assim, a regulacdo ou controlo da

actividade da GILR pode regular qualquer uma ou ambas estas
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vias, ou mesmo a ligacdo do TNF ou ligando do Fas aos seus
receptores (para o TNF, o pb5-R em particular), que se sabe
activarem vias da morte celular e sobrevivéncia celular, em
que a extensdo da activacdo de uma via, em comparacdo com a
outra, determina possivelmente o resultado final, por
exemplo, dos acontecimentos intracelulares induzidos pelo
complexo CD3/TCR, TNF ou ligando do Fas, 1sto ¢, se a
célula morre ou sobrevive. Uma vez que a GILR parece
afectar (isto ¢é, inibir) directamente a expressido de
Fas/Fas-L, parece estar mais directamente relacionada com a
proteccdo das células da morte celular. Assim, a proteina
GILR da presente invencdo representa um modulador ou
mediador intracelular importante, especialmente no que se
refere a apoptose.

Devido a capacidade unica do Fas, CD3/TCR e receptores
do TNF para causarem morte celular, bem como a capacidade
dos receptores do TNF para desencadearem varias outras
actividades que danificam tecidos, uma funcdo aberrante
destes receptores pode ser particularmente prejudicial para
o organismo. De facto, foi mostrado que tanto uma funcédo
excessiva como deficiente destes receptores contribui para
as manifestacdes patoldgicas de varias doencas. Identificar
moléculas que participam na regulacdo da expressdo e na
actividade de sinalizacdo destes receptores e descobrir
formas de modular a funcdo destas moléculas sdo uma chave
potencial para novas abordagens terapéuticas para estas
doencas. Considerando o presumivel papel importante da GILR
na toxicidade do Fas e possivelmente também do receptor pb5
do TNF, devido a inter-relacdo ou conversa cruzada entre o
Fas e o receptor pb5 do TNF parece ser particularmente
importante conceber fadrmacos que consigam bloquear a funcéo
citotdéxica do Fas, CD3/TCR e outros mediadores acima

mencionados, possivelmente aumentando a expressdo de GILR
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ou aumentando de qualgquer outra forma a guantidade de GILR.
Isto permitiria intensificar/aumentar o resgate de células
da morte celular naqueles estados patoldgicos em que a
morte celular deve ser reduzida, por exemplo, em
inflamacdo, varias doencas autoimunes e afins, em que se
procura uma sobrevivéncia celular acrescida.

Inversamente, quando for desejado matar células, por
exemplo, células cancerosas, células infectadas com o HIV e
afins, serd desejavel aumentar os efeitos citotdxicos do
Fas, CD3/TCR, receptor pb5 do TINF (e suas proteinas
associadas, tais como, por exemplo, MORT-1, MACH, Mchi4,
TRADD), e isto reduzindo a expressdo ou quantidade de GILR.

Todavia, deve notar-se que as evidéncias experimentais
apresentadas quanto a funcdo da GILR (isto &, inibicdo da
apoptose de células T, especificamente a induzida por
tratamento com mAb anti-CD3 e activada pelo desencadeamento
do complexo CD3/TCR, bem como inibicdo da expressdo de
Fas/Fas-L) diferenciam claramente a GILR dos outros
elementos da mesma familia de ziperes de leucina. Tal como
foi demonstrado mais recentemente, a transfeccdo de um
vector de expressdo de TSC-22 induz morte celular

apoptdética numa linha de células de carcinoma gastrico

humano por activacdo da via de sinalizacdo do TGF-f para
apoptose (Ohta et al., 1997).

A presente invencdo também diz respeito a sequéncia de
DNA que codifica uma proteina GILR e as proteinas GILR
codificadas pelas sequéncias de DNA.

Além disso, a presente invencdo também diz respeito as
sequéncias de DNA que codificam isoformas, analogos,
fragmentos e derivados biologicamente activos da proteina
GILR e as isoformas, analogos, fragmentos e derivados
codificados por aquelas. A preparacdo desses anadlogos,

fragmentos e derivados ¢é feita por procedimentos comuns
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(ver, por exemplo, Sambrook et al., 1989), nos quais, nas
sequéncias de DNA que codificam a proteina GILR, um ou mais
coddes podem ser deletados, adicionados ou substituidos por
outros, dando origem a andlogos com pelo menos um residuo
de aminoadcido alterado relativamente a proteina nativa.

Das sequéncias de DNA acima da invencdo que codificam
uma proteina GILR, isoforma, andlogo, fragmento ou
derivado, também estdo incluidas, como uma especificacédo da
invencdo, sequéncias de DNA capazes de hibridizar com uma
sequéncia de cDNA derivada da regido codificadora de uma
proteina GILR nativa, em que essa hibridizacdo é realizada
em condic¢cdes moderadamente restritas e em que as referidas
sequéncias de DNA aptas a hibridizar codificam uma proteina
GILR Dbiologicamente activa. Em consequéncia, estas
sequéncias de DNA aptas a hibridizar incluem sequéncias de
DNA com homologia relativamente elevada com a sequéncia de
cDNA de GILR nativa e, como tal, representam sequéncias do
tipo GILR que podem ser, por exemplo, sequéncias derivadas
naturalmente que codificam as varias isoformas da GILR ou
sequéncias de ocorréncia natural gue codificam proteinas
pertencentes a um grupo de sequéncias do tipo GILR que
codificam uma proteina com a actividade da GILR.
Suplementarmente, estas sequéncias também podem incluir,
por exemplo, sequéncias produzidas por sintese de
ocorréncia ndo natural gue sdo semelhantes a sequéncia de
cDNA de GILR nativa mas que incorporam algumas modificacdes
desejadas. Em consequéncia, essas sequéncias sintéticas
incluem todas as ©possiveis sequéncias que codificam
andlogos, fragmentos e derivados da GILR, todos os qguais
tém a actividade da GILR.

Para obter as véarias sequéncias do tipo GILR de
ocorréncia natural acima referidas podem empregar-se

procedimentos comuns de rastreio e isolamento de amostras
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de DNA ou RNA derivadas naturalmente de varios tecidos,
utilizando como sonda o cDNA de GILR natural ou respectiva
porcéao (ver, por exemplo, os procedimentos comuns
apresentados em Sambrook et al., 1989).

Da mesma forma, para preparar as varias sequéncias
sintéticas do tipo GILR acima referidas que codificam
andlogos, fragmentos ou derivados da GILR podem utilizar-se
alguns procedimentos comuns, tal como é aqui pormenorizado
abaixo respeitante a preparacdo desses anédlogos, fragmentos
e derivados.

Um polipéptido ou proteina "substancialmente
correspondente”" a proteina GILR inclui n&do sé a proteina
GILR mas também polipéptidos ou proteinas andlogos da GILR.

Andlogos que correspondem substancialmente a proteina
GILR s&do aqueles polipéptidos nos gquais um ou mais
aminodcidos da sequéncia de aminoacidos da proteina GILR
foram substituidos por outros aminodcidos, deletados e/ou
inseridos, desde gque a proteina resultante exiba actividade
bioldgica substancialmente igual ou superior a da proteina
GILR a qual corresponde.

Para corresponder substancialmente a proteina GILR, as
alteracdes feitas na sequéncia de proteinas GILR, tais como
isoformas, sé&do, em geral, relativamente pequenas. Apesar do
nimero de alteracdes poder ser superior a dez,
preferivelmente n&o se fazem mais do que dez alteracdes,
mais preferivelmente ndo mais do que <c¢cinco e muito
preferivelmente ndo mais do que trés dessas alteracdes.

Ndo obstante ser possivel utilizar qualquer técnica
para descobrir proteinas potencialmente Dbiologicamente
activas que correspondam substancialmente a proteinas GILR,
uma dessas técnicas consiste em utilizar técnicas de
mutagénese convencionais no DNA que codifica a proteina,

resultando nalgumas modificac®es. Em seguida, as proteinas
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expressas por esses clones podem ser rastreadas quando a
sua capacidade para se ligarem a GILR e modularem a
actividade da GILR por modulacido/mediacéo das vias
intracelulares acima mencionadas.

Alteracdes "conservativas" sdo aquelas alteracdes que
ndo se espera que alterem a actividade da proteina e sé&o
habitualmente as primeiras a serem rastreadas, pois ndo se
espera que alterem substancialmente a dimensdo, carga ou
configuracdo da proteina e, assim, ndo se espera Jque
alterem as suas propriedades bioldbgicas.

Substituicdes conservativas de proteinas GILR incluem
um andlogo em que pelo menos um residuo de aminoacido do
polipéptido foi substituido, de forma conservativa, por um
aminoacido diferente. Essas substituicdes sdo
preferivelmente feitas de acordo com a lista seguinte
apresentada na Tabela A, cujas substituicdes podem ser
determinadas por experimentacdo de rotina, para conferir
propriedades estruturais e funcionais modificadas de uma
molécula polipeptidica sintetizada mantendo a actividade

biolbégica caracteristica da proteina GILR.
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Tabela A

Residuo Substituicgédo
Original Exemplificativa
Ala Gly Ser
Arg Lys
Asn GilnHis
Asp Glu
Cys Ser
Gln Aszn
Glu Asp
Gly Ala.Pro
His Asniliin
Hie Len Vel
Leu HeVal
Lys ArgGinGlu
Mt Lew Tyelle
Phe MetLeu, Tyr
Ser Thr
Thr Sex
Tep Tyr
Tyr Trp Phe
Val fle;Leu

Alternativamente, outro grupo de substituicbdes da
proteina GILR consiste naquelas em gque pelo menos um
residuo de aminodcido do polipéptido foi removido e um
residuo diferente foi inserido no seu lugar de acordo com a
Tabela B seguinte. 0Os tipos de substituic¢bdes que podem ser
feitas no polipéptido podem Dbasear-se na analise das
frequéncias de alteracbes de aminodcidos entre uma proteina
homéloga de uma espécie diferente, como as apresentadas na
Tabela 1-2 de Schulz et al., G.E., "Principles of Protein

Structure", Springer-Verlag, Nova Iorque, NI, 1798, e Figs.
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3 - 9 de Creighton, T.E., "Proteins: Structure and
Molecular Properties"™, W.H. Freeman & Co., San Francisco,
CA, 1983. Com base nessa anédlise, substituicdes
conservativas alternativas sdo definidas aqui como permutas

dentro de um dos cinco grupos seguintes.

TABELA B

1. Residuos alifédticos, ndo polares ou ligeiramente
polares pequenos: Ala, Ser, Thr (Pro, Gly);
2.Residuos polares com carga negativa e suas
amidas: Asp, Asn, Glu, Gln;

3. Residuos polares com carga positiva: His, Arg,
Lys;

4., Residuos n&o polares alifédticos grandes: Met,
Leu, Ile, Val (Cys), e

5. Residuos aroméaticos grandes: Phe, Tyr, Trp.

Os trés residuos de aminodcidos entre parénteses acima
desempenham papéis especiais na arquitectura das proteinas.
Gly € o Unico residuo sem qualgquer cadeia lateral e, assim,
confere flexibilidade a cadeia. No entanto, isto tende a
promover a formacdo de uma estrutura secundaria diferente
de uma hélice a. Pro, devido a sua geometria invulgar,
restringe fortemente a cadeia e tende geralmente a promover
estruturas do tipo volta P, apesar de, nalguns casos, Cys
poder ser capaz de participar na formacdo de ligacgdes
dissulfureto, que ¢ importante para o dobramento das
proteinas.

De notar que Schulz et al., supra, reunem 0s Grupos 1
e 2 acima. De notar também que Tyr, devido ao seu potencial
de formacdo de ligacdes de hidrogénio, tem uma afinidade

importante com Ser, e Thr, etc.
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Substituicdes de aminodcidos conservativas de acordo
com a presente invencdo, por exemplo, como apresentado
acima, sd@o conhecidas na &adrea e é de esperar que mantenham
as propriedades bioldgicas e estruturais do polipéptido
apbdés a substituicdo de aminoédcidos. A maior parte das
delecdes e substituicdes de acordo com a presente invencédo
sdo aquelas gque ndo produzem alteracdes radicais nas
caracteristicas da molécula proteica ou polipeptidica.
"Caracteristicas" é definido de um modo n&o inclusivo, para
definir alteracgdes na estrutura secunddria, por exemplo,
hélice a ou folha B, e alteracdes na actividade biolébgica,
por exemplo, inibicdo pela GILR da apoptose mediada por
CD3/TCR, Fas e outros mediadores.

Exemplos da producdo de substituicdes de aminoacidos
em proteinas que podem ser utilizadas para obter anédlogos
das proteinas GILR para utilizacdo na presente invencédo
incluem quaisquer passos de métodos conhecidos, como
apresentado nas patentes U.S. RE 33 653, 4 959 314, 4 588
585 e 4 737 462, atribuidas a Mark et al.; 5 1lo 943,
atribuida a Koths et al.; 4 965 195, atribuida a Namen et
al.; 4 879 111, atribuida a Chong et al., e 5 017 0691,
atribuida a Lee et al., e proteinas substituidas com lisina
apresentadas na patente U.S. N° 4 904 584 (Shaw et al.).

Para além de substituicdes conservativas discutidas
acima, gque ndo alteram significativamente a actividade da
proteina GILR, pretende-se que pertencam ao ambito da
invencdo substituic¢des conservativas ou alteracdes menos
conservativas e mais aleatdérias conducentes a um aumento da
actividade bioldégica dos analogos de proteinas GILR.

Quando se desejar confirmar o efeito exacto da
substituicdo ou delecédo, o experimentado na area apreciara
que 08 efeitos da (s) substituicdo (substituicdes),

delecdo(delecbes), etc., serdo avaliados por ensaios de
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ligacédo e morte celular de rotina. O rastreio utilizando
esses testes comuns nao envolve experimentacéo
desnecesséaria.

Andlogos de GILR aceitéveis sdo aqueles gque retém pelo
menos a capacidade de inibir a apoptose induzida por
CD3/TCR e/ou Fas, ou, alternativamente, aqueles analogos
que ndo tém essa actividade inibidora e que, ao invés, sé&o
antagonistas competidores de moléculas GILR normais. Esses
antagonistas sdo Uteis em situacdes em que se deseja
intensificar a apoptose.

Desse modo podem produzir-se anadlogos com um
denominado efeito negativo dominante, nomeadamente um
andlogo deficiente na inibicdo da apoptose induzida por
CD3/TCR ou expressdo de Fas/Fas-L. Além disso, podem
produzir-se anadlogos com um denominado efeito positivo
dominante, que tém uma capacidade de GILR superior ao
normal para inibir a apoptose induzida por CD3/TCR ou
Fas/Fas-L, em que estes sdo particularmente Uteis quando se
desejar intensificar a sobrevivéncia celular em certos
casos, como mencionado acima.

Ao nivel genético, estes andlogos sdo geralmente
preparados por mutagénese dirigida a sitios de nucledtidos
no DNA que codifica a proteina GILR, desse modo produzindo
DNA que codifica o anédlogo, e, em seguida, sintetizando o
DNA e expressando o polipéptido em cultura de células
recombinantes. Os andlogos exibem tipicamente uma
actividade biocldégica qualitativa igual ou acrescida
relativamente a proteina de ocorréncia natural. Ausubel et
al., "Current Protocols in Molecular Biology", Greene
Publications e Wiley Interscience, Nova Iorque, NI, 1987-
1995; Sambrook et al., "Molecular Cloning: A Laboratory
Manual" Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
NI, 1989.
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Pode preparar-se uma proteina GILR de acordo com O
exposto agqui, ou uma sequéncia de nucledtidos alternativa
que codifica o mesmo polipéptido mas que difere da
sequéncia natural devido a alteragdes permitidas pela
degenerescéncia conhecida do cbédigo genético, por
mutagénese especifica para sitios de DNA que codifica um
andlogo anteriormente preparado ou uma versdo nativa de uma
proteina GILR. A mutagénese especifica para sitios permite
produzir andlogos utilizando sequéncias oligonucleotidicas
egspecificas que codificam a segquéncia de DNA da mutacédo
desejada, bem como um numero suficiente de nucledtidos
adjacentes para proporcionar uma sequéncia de "primer" de
dimensdo e complexidade da sequéncia suficientes para
formar uma hélice dupla estédvel de ambos os lados da juncéo
de delecdo a ser atravessada. Tipicamente ¢é preferido um
"primer" com cerca de 20 até 25 nucledétidos de comprimento,
com cerca de 5 até 10 nucledtidos de complementacdo de cada
lado da sequéncia a ser alterada. Em geral, a técnica de
mutagénese especifica para sitios é bem conhecida na é&rea,
como exemplificado por publicacdes tais como Adelman et
al., DNA 2: 183 (1983), cuja divulgacdo é aqui incorporada
por referéncia.

Como seréa apreciado, a técnica de mutagénese
egspecifica para sitios emprega tipicamente um vector féagico
que existe nas formas de filamentacé&o simples e
filamentacdo dupla. Vectores tipicos uUteis em mutagénese
dirigida a sitios incluem vectores tais como o fago MI3,
por exemplo, como revelado por Messing et al., Third
Cleveland Symposium on Macromolecules and Recombinant DNA,
Editor A. Walton, Elsevier, Amsterddo (1981), cuja
divulgacdo é aqui incorporada por referéncia. Estes fagos
estdo facilmente disponiveis comercialmente e a sua

utilizacdo é geralmente bem conhecida dos experimentados na
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area. Alternativamente, podem empregar—-se vectores
plasmidicos que contém uma origem da replicacdo de um fago
de filamentacdo simples (Veira et al., Meth. Enzymol. 153:
3, 1987) para obter DNA de filamentacdo simples.

Em geral, a mutagénese dirigida a sitios de acordo com
a presente é realizada obtendo-se primeiramente um vector
de filamentacdo simples que inclui, na sua sequéncia, uma
sequéncia de DNA que codifica o polipéptido relevante. Um
"primer" oligonucleotidico com a sequéncia mutada desejada
é preparado sinteticamente por sintese automatizada de
DNA/oligonucledtido. Em segquida, este "primer" é
hibridizado com o vector gque contém a sequéncia proteica de
filamentacdo simples e é sujeito a enzimas de polimerizacéo
de DNA, como o fragmento de Klenow de polimerase I de E.
coli, para completar a sintese do filamento que contém a
mutacdo. Assim, uma sequéncia mutada e o segundo filamento
contém a mutacdo desejada. Este vector heteroduplex é entéo
utilizado para transformar células apropriadas, tais como
células JM101 de E. coli, e seleccionam-se clones que
incluem vectores recombinantes contendo o arranjo da
sequéncia mutada.

Depois de seleccionado um desses clones, a sequéncia
da proteina GILR mutada pode ser removida e colocada num
vector apropriado, em geral um vector de transferéncia ou
expressdo do tipo que pode ser empregue para a transfeccéo
de um hospedeiro apropriado.

Em conformidade, o gene ou &acido nucleico que codifica
para uma proteina GILR também pode ser detectado, obtido
e/ou modificado, in vitro, 1in situ e/ou in vivo, utilizando
técnicas conhecidas de amplificacédo de DNA ou RNA, como PCR
e sintese oligonucleotidica quimica. A PCR permite
amplificar (aumentar 0 numero) sequéncias de DNA

especificas por reaccdes de DNA polimerase repetidas. Esta
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reacgcdo pode ser utilizada como substituto da clonagem;
tudo o que é necessario é um conhecimento da segquéncia do
dcido nucleico.

Para realizar PCR concebem-se ‘"primers" que séo
complementares a sequéncia de interesse. Em seguida, os
"primers" sdo gerados por sintese de DNA automatizada.

Uma vez que se podem  conceber "primers" para
hibridizarem para gqualquer parte do gene, podem criar-se
condic¢cdes para gque possam ser tolerados emparelhamentos
defeituosos no emparelhamento de bases complementares.

A amplificacdo destas regides com emparelhamentos
defeituosos pode conduzir a sintese de um produto
mutagenizado que gera um péptido com propriedades novas
(isto ¢é, mutagénese dirigida a sitios). Ver também, por
exemplo, Ausubel, supra, Capitulo 16. Acoplando sintese de
DNA complementar (cDNA), utilizando transcriptase reversa,
com PCR, também pode utilizar-se RNA como material de
partida para a sintese do dominio extracelular de um
receptor da prolactina sem clonagem.

Além disso, podem conceber-se "primers" de PCR de modo
a incorporarem novos sitios de restrigdo ou outras
caracteristicas, tais como coddes de terminacdo nas
extremidades do segmento genético a ser amplificado. Esta
colocacdo de sitios de restricdo nas extremidades 5' e 3!
da sequéncia genética amplificada permite conceber
especificamente segmentos genéticos que codificam a
proteina GILR, ou respectivo fragmento, para a ligacdo de
outras sequéncias e/ou sitios de clonagem em vectores.

O método de PCR e outros métodos de amplificacdo de
RNA e/ou DNA sdo bem conhecidos na A&rea e podem ser
utilizados de acordo com a presente invencéo sem
experimentacdo desnecessiria, com base nos ensinamentos e

directrizes aqui apresentados. Métodos conhecidos de
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amplificacdo de DNA ou RNA incluem, mas ndo se limitam a
reaccdo em cadeia de polimerase (PCR) e processos de
amplificacdo relacionados (ver, por exemplo, patentes U.S.
N°s 4 683 195, 4 683 202, 4 800 159, 4 965 188, atribuidas
a Mullis et al.; 4 795 699 e 4 921 794, atribuidas a Tabor
et al.; 5 142 033, atribuida a Innis; 5 122 464, atribuida
a Wilson et al.; 5 091 310, atribuida a Innis; 5 066 584,
atribuida a Gyllensten et al.; 4 889 818, atribuida a
Gelfand et al.; 4 994 370, atribuida a Silver et al.; 4 766
067, atribuida a Biswas; 4 656 134, atribuida a Ringold, e
Innis et al., editores, "PCR Protocols: A Guide to Method
and Applications") e amplificacdo mediada por RNA gue
emprega RNA anti-sentido para a sequéncia-alvo como modelo
para a sintese de DNA de filamentacdo dupla (patente U.S.
N° 5 130 238, atribuida a Malek et al., com a marca
registada NASRA), e PCR imunoldgica gque combina a
utilizacdo de amplificacdo de DNA com etiquetagem de
anticorpos (Ruzicka et al., Science 260: 487 (1993); Sano
et al., Science 258: 120 (1992); Sano et al., Biotechniques
9: 1378 (1991)).

De um modo anédlogo, podem preparar-se fragmentos
biologicamente activos de proteinas GILR (por exemplo, o0s
de qualquer uma das GILR ou suas isoformas) como referido
acima relativamente aos andlogos de ©proteinas GILR.
Fragmentos adegquados de proteinas GILR sdo aqueles que
retém a actividade da GILR, como mencionado acima. Em
conformidade, podem preparar-se fragmentos de proteinas
GILR com um efeito negativo dominante ou positivo
dominante, como mencionado acima relativamente aos
andlogos. Deve notar-se que estes fragmentos representam
uma classe especial dos andlogos da invencdo; nomeadamente,
sdo porcdes definidas de proteinas GILR derivadas da

sequéncia da proteina GILR completa (por exemplo, de
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qualquer uma das GILR ou suas isoformas), em gque cada uma
dessas porcdes ou fragmentos tem qualgquer uma das
actividades desejadas acima referidas. Esse fragmento pode
ser, por exemplo, um péptido.

De modo semelhante, podem preparar-se derivados por
modificacdes comuns dos grupos laterais de um ou mais
residuos de aminoédcidos da proteina GILR, seus anédlogos ou
fragmentos, ou por conjugacdo da proteina GILR, seus
andlogos ou fragmentos, a outra molécula, por exemplo, um
anticorpo, enzima, receptor, etc., como & bem conhecido na
drea. Em conformidade, o termo "derivados", tal como é aqui
utilizado, abrange derivados gque podem ser preparados a
partir dos grupos funcionais que ocorrem como cadeias
laterais nos residuos ou nos grupos N- ou C-terminais, por
meios conhecidos na &rea, e estdo incluidos na invencéo.
Derivados podem ter fracgdes quimicas, como residuos
hidrato de carbono ou fosfato, desde que essa fraccdo tenha
uma actividade bioldégica igual ou mais elevada do que as
proteinas GILR.

Por exemplo, derivados podem incluir ésteres
aliféaticos dos grupos carboxilo, amidas dos grupos
carboxilo por reaccdo com amoniaco ou com aminas primérias
ou secundarias, derivados N-acilo de grupos amino livres
dos residuos de aminodcidos formados com fracgdes acilo
(por exemplo, grupos alcanoilo ou arilo carbociclico) ou
derivados O-acilo de grupos hidroxilo livres (por exemplo,
dos residuos serilo ou treonilo) formados com fraccdes
acilo.

Pretende-se que o termo "derivados™ inclua apenas
aqueles derivados que ndo alteram um aminodcido em outro
dos vinte aminodcidos habitualmente de ocorréncia natural.

GILR ¢é uma proteina ou polipéptido, isto &, uma

sequéncia de residuos de aminodcidos. Pretende-se que
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esteja incluido no ambito desses polipéptidos um
polipéptido que consiste numa sequéncia maior que inclui a
sequéncia completa de uma proteina GILR, de acordo com as
definic¢des aqui apresentadas, desde que as adig¢des néo
afectem as caracteristicas bésicas e novas da invencéo,
isto ¢, desde que retenham ou aumentem a actividade
biolbégica da proteina GILR ou possam ser clivados dando
origem a uma proteina ou polipéptido com a actividade
bioldégica da proteina GILR. Assim, por exemplo, pretende-se
que a presente invencdo inclua proteinas de fusdo da
proteina GILR com outros aminoé&cidos ou péptidos.

A nova proteina GILR, seus anélogos, respectivos
fragmentos e derivados, tém algumas utilizacdes possiveis,
por exemplo, as seguintes:

(1) A proteina GILR, suas isoformas, andlogos,
fragmentos e derivados podem ser utilizados para
intensificar/aumentar a inibicdo da apoptose mediada ou
induzida por CD3/TCR, Fas/Fas-L ou qguaisquer outros
mediadores relacionados com a apoptose mencionados acima.
Essa inibicdo da apoptose é particularmente desejivel em
casos tais como, por exemplo, danos em tecidos em choque
séptico, rejeicdo enxerto-versus-hospedeiro, hepatite aguda
e varias doencas autoimunes e inflamatdrias, nos quais se
deseja bloquear a morte celular apoptdtica mediada por
Fas/Fas-L, CD3/TCR ou quaisquer outros mediadores. Assim,
considerando as propriedades bioldgicas da familia de
ziperes de leucina a qual pertence a GILR e o conhecimento
funcional da ©prépria GILR, a GILR, suas 1isoformas,
anadlogos, fragmentos ou derivados podem ser utilizados para
estimular a actividade de 1linfdécitos e intensificar o
resgate de células da morte celular por apoptose.

Isto pode ser conseguido, por exemplo, introduzindo

nas células GILR ou gqualquer uma das suas isoformas,
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anadlogos, fragmentos ou derivados adequados por
procedimentos comuns conhecidos per se. Da mesma forma, é
possivel construir uma proteina de fusdo adequada (em que
esta ¢é um desses derivados da GILR), compreendendo a
sequéncia ziper de leucina e/ou rica em prolina da GILR, e
introduzindo esta proteina de fusdo nas células por
procedimentos comuns, em cujas células a proteina de fuséo
exercerd os seus efeitos, por exemplo, por interaccdo com
outras proteinas intracelulares, conduzindo a inibicéo
intensificada da apoptose.

H4& alguns modos possiveis para introduzir em células a
proteina GILR, isoformas, anédlogos, fragmentos e derivados
(incluindo a proteina de fusdo acima). Por exemplo, é
preferivel introduzir essa GILR especificamente em células,
tais como linfdécitos T, nas gquailis os sistemas CD3/TCR e/ou
Fas/Fas-L sdo expressos e estdo activos na inducdo da
apoptose. Um modo de consegui-lo consiste em preparar um
virus animal recombinante, por exemplo, derivado de
Vacinia, em cujo DNA viral serdo introduzidos pelo menos os
dois genes seguintes: (i) o gene que codifica um ligando
que se liga a proteinas da superficie celular
especificamente expressas pelas células, por exemplo, 08

que estdo presentes na superficie de linfécitos T, de modo

que o vector de virus recombinante seja capaz de se ligar a
esses linfécitos T, e (ii) o gene GILR que codifica a
proteina GILR. Assim, a expressdo da proteina de ligacdo a

superficie celular (ligando) na superficie do wvirus iré
dirigir o virus especificamente para os linfdcitos T, apds
0 que a sequéncia codificadora de GILR serd introduzida nas
células via o virus e, depois de expressa, 1irad inibir a
apoptose nestas células. De um modo anadlogo, plasmideos
encapsulados, conhecidos na area, também podem ser

utilizados para dirigir especificamente plasmideos/vectores
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codificadores de GILR para as células nas quais a cépsula
permite especificidade do direccionamento e o) DNA
plasmidico contém a sequéncia codificadora da GILR a ser
expressa nas células. A construcdo desses virus animais
recombinantes ou plasmideos encapsulados ¢é feita por
procedimentos comuns (ver, por exemplo, Sambrook et al.,
1989).

Outra possibilidade de introduzir em células
sequéncias de DNA codificadoras de GILR, incluindo suas
isoformas, anédlogos, fragmentos e derivados (incluindo as
proteinas de fusdo acima referidas) toma a forma de
oligonucledétidos que podem ser absorvidos pelas células e
expressos ail. Esse método é preferivel quando as células a
serem tratadas, por exemplo, linfdécitos T, s&o tratadas 1in
vitro com o objecto de reintroduzir essas células tratadas
(resgatadas) novamente no paciente. Da mesma forma, também
& possivel preparar, por exemplo, uma proteina GILR soltvel
e 1introduzi-la em células T in vitro, ou introduzir os
vectores virais ou plasmideos encapsulados acima
mencionados que codificam a GILR em células T in vitro,
para dar origem a niveis acrescidos de GILR ou expressdo de
GILR nestas células, e depois reintroduzi-las no paciente.

De modo semelhante, por exemplo, linfécitos T podem
ser tratados in vitro com um péptido que imita a actividade
da GILR (por exemplo, inibicdo da apoptose) nos casos em
que ¢ desejado inibir a apoptose, por exemplo, em doencas
inflamatérias e autoimunes, ou hepatite aguda ou afins.

Também deve notar-se gque proteinas da familia de
ziperes de leucina, a qual pertence a GILR, também parecem
ter a capacidade para estimular a actividade de linfécitos
(para além da capacidade da GILR para inibir a apoptose).
Assim, em certas situacdes nas quais é mais importante a

activacdo de linfécitos do que a inibicdo da apoptose, a



52

GILR também pode ser utilizada para estimular linfdécitos.
Por exemplo, verificou-se que, em certas doencas
neoplédsticas (cancros) e de imunodeficiéncia (incluindo
SIDA), os pacientes tém linfdécitos T que ndo respondem ou
que respondem em niveis baixos, como em varios linfdécitos T
que se infiltram em tumores. Assim, ndo obstante ser
desejado matar as células tumorais ou infectadas com o HIV
induzindo apoptose acrescida nestas células (por exemplo,
inibindo realmente a GILR especificamente nestas células
doentes), ndo é todavia menos desejavel (se ndo for mais
desejavel) estimular especificamente a activacéao de
linfécitos T nestes pacientes, cujos linfdécitos T, gquando
activados, poderédo ser mais eficazes no combate as células
tumorais ou a ultrapassar a imunodeficiéncia causada pela
infeccdo com o HIV. Assim, nessas situacoes, seria
desejavel aumentar a quantidade de GILR ou de expressido de
GILR nesses linfécitos T in vivo ou in vitro, o gque pode
ser conseguido por qualguer uma das vias mencionadas acima.
As células T tratadas 1in vitro serdo entdo novamente
transferidas para o paciente.

Este modo de combater células doentes por estimulacéo
de linfécitos foi utilizado noutros sistemas nos quais era
crucial proporcionar co-estimulacdo de células T. Esta
abordagem de utilizacdo da GILR, suas isoformas, analogos,
fragmentos e derivados para tratar células, para estimular
a activacdo de células T e também, ao mesmo tempo, para
permitir que estas células resistam a apoptose (devido a
niveis elevados de GILR nas células tratadas) é
particularmente 1ttil, por exemplo, em melanomas, nos quais
as células tumorais matam linfdécitos T citotdxicos através
da interaccdo com o sistema Fas/Fas-L.

O tratamento directo de células, diferentes de

linfécitos T, com a GILR, suas 1isoformas, analogos,
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fragmentos ou derivados por métodos in vitro, dos varios
modos possiveis como referido acima, também é importante em
vdrias outras doencas. Por exemplo, em hepatite aguda,
células do figado morrem via apoptose mediada pela
expressdo do sistema Fas/Fas-L, cuja expressdo do sistema
Fas/Fas-L parece induzir e manter a doenca (ver Galle et
al., 1995). O aumento dos niveis de GILR ou da expressdo de
GILR especificamente nestas c¢élulas do figado doentes
devera proporcionar um modo eficaz de tratar esta doenca.

(11) Inversamente, em muitos casos poderé ser
desejavel inibir a estimulacdo de células imunoldgicas e
aumentar a morte celular apoptdética mediada pelo Fas/Fas-L,
CD3/TCR ou outros mediadores. Por exemplo, em varias
aplicacdes antitumorais, anti-HIV, anti-inflamatdrias, as
células doentes podem ser especificamente mortas aumentando
os niveis de apoptose induzida, por exemplo, expressio
acrescida do sistema Fas/Fas-L. Em consequéncia, nesses
casos serd desejivel inibir especificamente a expressdo ou
niveis de GILR nestas células e, deste modo, reduzir a
inibicdo da expressdo do sistema Fas/Fas-L para dar origem,
por fim, a niveis mais elevados da expressdo do sistema
Fas/Fas-L e niveis mais elevados de morte celular via
apoptose.

Para inibir a expressdo ou actividade de GILR nessas
células h& alguns modos possiveis. E possivel introduzir
nas células, por procedimentos comuns, oligonucledétidos com
a sequéncia codificadora anti-sentido para a proteina GILR,
o que Dblogquearia eficazmente a traducdo de mRNAs dque
codificam GILR, desse modo blogqueando a expressido de GILR e
conduzindo a niveis aumentados de expressdo do sistema
Fas/Fas-L e apoptose.

Esses oligonucledétidos podem ser introduzidos nas

células utilizando a abordagem de virus recombinante acima,
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em que a segunda sequéncia transportada pelo virus é a
sequéncia oligonucleotidica.

Outra possibilidade é utilizar anticorpos especificos
para a proteina GILR, para inibir a sua actividade
intracelular.

Ainda outro modo de inibir a actividade da GILR é a
abordagem de ribozimas recentemente desenvolvida. As
ribozimas s&o moléculas de RNA cataliticas que procedem
especificamente a clivagem de RNAs. As ribozimas podem ser
manipuladas para proceder a clivagem de RNAs-alvo de
escolha, por exemplo, os mRNAs que codificam a proteina
GILR da invencdo. Essas ribozimas terdo uma sequéncia
especifica para o mRNA da proteina GILR e serdo capazes de
interagir com aquele (ligacdo complementar), seguindo-se a
clivagem do mRNA, o que resulta num decréscimo (ou perda
completa) da expressdo da proteina GILR, em gque o nivel de
expressdo decrescida depende do nivel da expressdo da
ribozima na célula-alvo. Para introduzir ribozimas nas
células de escolha ©pode utilizar-se qualgquer vector
adequado, por exemplo, vectores plasmidicos, de virus
animal (retrovirus), que sdo habitualmente utilizados para
esta finalidade (ver também (i) acima, em gque o virus tem,
como segunda sequéncia, um cDNA que codifica a sequéncia da
ribozima de escolha). (Quanto a artigos de reviséo,
métodos, etc., respeitantes a ribozimas ver Chen et al.,
1992; Zhao e Pick, 1993; Shore et al., 1993; Joseph e
Burke, 1993; Shimayama et al., 1993; Cantor et al., 1993;
Barinaga, 1993; Crisell et al., 1993, e Koizumi et al.,
1993).

Além disso, para inibir a expressido da GILR também é
possivel introduzir em células, pelos vaArios modos
mencionados acima, uma proteina GILR mutada ou sequéncia de

DNA que codifica uma GILR mutada, em que a referida GILR
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mutada competird com a GILR normal nestas células e inibiréa
eficazmente a actividade da GILR normal.

Da mesma forma, também é possivel inibir a actividade
da GILR em células tratando essas células com um péptido
que se liga ao dominio ziper de leucina da GILR, desse modo
inibindo a actividade da GILR. Esse péptido pode ser
preparado por meios comuns e ser introduzido nas células
por procedimentos comuns.

(iii) A proteina GILR, seus analogos, fragmentos ou
derivados também podem ser utilizados para isolar,
identificar e clonar outras proteinas da mesma classe, isto
é, as pertencentes a familia de ziperes de leucina ou
aquelas que se ligam a GILR e gque estdo envolvidas nos
processos de sinalizacédo intracelular, por exemplo,
inibicdo da apoptose. Nesta aplicacdo pode utilizar-se a
técnica de sonda de subtraccéao referida acima (e
pormenorizada abaixo no Exemplo 1), ou pode utilizar-se um
sistema recentemente desenvolvido gque emprega hibridizacéo
"Southern" n&o restrita seguida de clonagem por PCR (Wilks
et al., 1989). Na publicacdo de Wilks et al. é descrita a
identificacdo e clonagem de duas proteinas tirosina-
quinases putativas aplicando hibridizacdo "Southern™ néo
restrita seguida de clonagem por PCR com base na sequéncia
conhecida do motivo de guinase, uma sequéncia de quinase
concebida. Esta abordagem pode ser utilizada, de acordo com
a presente invencdo, empregando a sequéncia da proteina
GILR para identificar e clonar as sequéncias de proteinas
relacionadas, incluindo proteinas de 1ligacdo a GILR. Da
mesma forma, pode empregar-se o agora comum e bem conhecido
sistema de dois hibridos de levedura para isolar e clonar
especificamente aquelas proteinas capazes de se ligarem

egspecificamente a GILR.
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(iv) Ainda outra abordagem para utilizar a proteina
GILR, ou seus andlogos, respectivos fragmentos ou derivados
da invencdo consiste em utilizd-los em métodos de
cromatografia de afinidade para isolar e identificar outras
proteinas ou factores aos quais s&do capazes de se ligar,
por exemplo, outras proteinas ou factores envolvidos no
processo de sinalizacdo intracelular. Nesta aplicacdo, a
proteina GILR, seus analogos, respectivos fragmentos ou
derivados da presente invencdo podem ser individualmente
ligados a matrizes de cromatografia de afinidade e depois
contactados com extractos celulares ou ©proteinas ou
factores isolados que se suspeita estarem envolvidos no
processo de sinalizacdo intracelular. Apds o procedimento
de cromatografia de afinidade, as outras proteinas ou
factores que se ligam a proteina GILR, ou seus anéalogos,
respectivos fragmentos ou derivados da invencdo podem ser
eluidos, i1solados e caracterizados.

(v) Como mencionado acima, a proteina GILR, ou seus
anadlogos, respectivos fragmentos ou derivados da invencéo
também podem ser utilizados como imunogenes (antigenes)
para produzir anticorpos especificos para agqueles. Estes
anticorpos também podem ser utilizados para a purificacéo
da proteina GILR (por exemplo, GILR ou qualquer uma das
suas isoformas) de extractos celulares ou de linhas de
células transformadas produtoras da proteina GILR, ou seus
andlogos ou fragmentos. Além disso, estes anticorpos podem
ser utilizados em diagndstico, para identificar
perturbacdes relacionadas com o funcionamento anormal da
proteina GILR.

Também deve notar-se que o isolamento, identificacdo e
caracterizacdo da proteina GILR da invencdo podem ser
efectuados wutilizando qualguer um dos bem conhecidos

procedimentos comuns de rastreio. Por exemplo, um destes



57

procedimentos de rastreio, a técnica de sonda de
subtraccdo, foi utilizado como é aqui apresentado abaixo.
Também pode utilizar-se o sistema de dois hibridos de
levedura (ver, por exemplo, Boldin et al., 1995a, b, e
referéncias ail citadas). Da mesma forma, como referido
acima e abaixo, podem empregar-se outros procedimentos,
como cromatografia de afinidade, procedimentos de
hibridizacdo de DNA, etc., bem conhecidos na &rea, para
isolar, identificar e caracterizar a proteina GILR da
invencdo ou para isolar, identificar e caracterizar
proteinas, factores, receptores adicionais, etc., que sé&o
capazes de se ligar as proteinas GILR da invencéo.

Tal como foi aqui apresentado acima, a proteina GILR
pode ser utilizada para gerar anticorpos especificos para
proteinas GILR, por exemplo, GILR e suas isoformas. Estes
anticorpos ou respectivos fragmentos podem ser utilizados
como é aqui apresentado abaixo em pormenor, devendo
entender-se que, nestas aplicacdes, 0s anticorpos ou
respectivos fragmentos sédo especificos para proteinas GILR.

Com base nas descobertas de acordo com a presente
invencdo, segundo as quais a GILR é um modulador (inibidor)
da expressdo do Fas/Fas-L e do sistema CD3/TCR e, assim,
pode mediar/modular vias da morte celular (apoptose), ¢é
importante conceber fAdrmacos que possam intensificar ou
inibir a actividade da GILR, consocante o desejado. Ha
muitas doengas onde esses farmacos podem ser uma grande
ajuda. Entre outras, hepatite aguda, na qual os danos
agudos no figado parecem reflectir a morte das células do
figado mediada por Fas/Fas-L; morte celular induzida por
doenca autoimune, como a morte das células [ de Langerhans
do péncreas, gque resulta em diabetes; morte de células em
rejeicdo de enxertos (por exemplo, rim, coracdo e figado);

morte de oligodendrdcitos no cérebro em esclerose multipla,
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e suicidio de células T inibidas por SIDA, dgue causa a
proliferacdo do virus da SIDA e, assim, a doenca da SIDA.
Nesses casos € desejado intensificar a actividade da GILR,
como referido acima, e deste modo bloquear a actividade do
Fas/Fas-L e reduzir a morte celular. No entanto, noutros
casos, como mencionado acima, ¢é desejavel Dblogquear a
actividade da GILR para, por fim, aumentar a morte celular.

Relativamente a esses inibidores, ¢é possivel gque uma
ou mais das possiveis isoformas da GILR possam servir de
inibidores "naturais" da actividade da GILR e,
consequentemente, estas podem ser empregues como 0SS acima
referidos inibidores especificos da GILR. Da mesma forma,
proteinas GILR mutantes e outras substéncias, como
péptidos, compostos orgédnicos, anticorpos, etc., também
podem ser rastreados para se obterem fadrmacos especificos
que sejam capazes de inibir a actividade da GILR, por
exemplo, péptidos capazes de se ligar ao dominio ziper de
leucina da GILR.

Um exemplo ndo limitativo da concepcdo e rastreio de
inibidores peptidicos da GILR baseia-se em estudos prévios
de inibidores peptidicos da ICE ou proteases do tipo ICE, a
egspecificidade da ICE para o substrato e estratégias de
andlise de epitopos utilizando sintese de péptidos.
Verificou-se que o0 requisito minimo para uma clivagem
eficiente do péptido pela ICE envolve quatro aminodcidos a
esquerda do sitio de clivagem, com uma forte preferéncia
para o acido aspartico na posicdo P; e sendo suficiente

metilamina a direita da posicdo P; (Sleath et al., 1990;

Howard et al., 1991; Thornberry et al., 1992) .
Adicionalmente, o péptido substrato fluorogénico (um
tetrapéptido), acetil-Asp-Glu-Val-Asp-a-(4-metilcumaril-"7-

amida), abreviado Ac-DEVD-AMC, corresponde a uma sequéncia

na poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) que se verificou ser
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clivada em células logo apds estimulacdo com Fas, bem como
outros processos apoptdticos (Kaufmann, 1989; Kaufmann et
al., 1993; Lazebnik et al., 1994), e é eficazmente clivado
pelas proteases CPP32 (um membro da familia de proteases
CED3/ICE) e MACH.

Uma vez que o residuo Asp na posicdo P; do substrato
parece ser importante, tetrapéptidos com Asp como quarto
residuo de aminodcido e varias combinacdes de aminoécidos
nas primeiras trés posicdes de residuos podem ser
rapidamente rastreados quanto a ligacdo ao sitio activo das
proteases utilizando, por exemplo, o método desenvolvido
por Geysen (Geysen, 1985; Geysen et al., 1987), onde um
grande numero de péptidos em suportes sdélidos foi rastreado
quanto a 1interaccgdes especificas com anticorpos. Pode
detectar-se a ligacdo da GILR a péptidos especificos por
uma variedade de métodos de deteccdo bem conhecidos dos
experimentados na A&rea, como etiquetagem radioactiva da
GILR, etc. Verificou-se que este método de Geysen é capaz
de testar pelo menos 4000 péptidos por dia.

De modo semelhante, a regido de ligacdo exacta ou
regido de homologia que determina o sitio activo da GILR ou
0 seu dominio ziper de leucina pode ser esclarecida e
depois podem rastrear-se péptidos que possam servir para
bloquear o sitio activo ou dominio, por exemplo, péptidos
sintetizados com uma sequéncia semelhante a do sitio activo
ou regido do dominio ziper, ou complementares a estes, que
podem competir com a GILR natural.

Uma vez que poderd ser vantajoso conceber inibidores
peptidicos que inibam selectivamente interaccgdes da GILR
sem interferirem noutros processos celulares fisioldgicos,
a reunido de péptidos que se ligam a GILR num ensaio como ©
descrito acima também pode ser sintetizada na forma de um

péptido substrato fluorogénico para testar a ligacéo
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selectiva a outras proteinas com a finalidade de
seleccionar apenas os especificos para a GILR. Em seguida,
péptidos que se determinou serem especificos para a GILR
podem ser modificados para intensificar a permeabilidade
celular e intensificar a apoptose por inibicdo da GILR
reversivel ou irreversivelmente. Thornberry et al. (1994)
relataram que um tetrapéptido(aciloxi)metilcetona Ac-Tyr-
Val-Ala-Asp-CH,0C (0)-[2,6-(CF3)2]Ph era um i1nactivador
potente da ICE. De modo semelhante, Miligan et al. (1995)

relataram gque inibidores tetrapeptidicos com um grupo

clorometilcetona (irreversivelmente) ou aldeido
(reversivelmente) inibiram a ICE. Adicionalmente, foi
mostrado que um benziloxicarboxil-Asp-CH,0C (0)-2,6-

diclorobenzeno (DCB) inibiu a ICE (Mashima et al., 1995).
Em conformidade, de um modo anédlogo, tetrapéptidos que se
ligam selectivamente a GILR podem ser modificados, por
exemplo, com um grupo aldeido, clorometilcetona,
(aciloxi)metilcetona ou um grupo CH,OC (0)-DCB para criar
um inibidor peptidico da actividade da GILR.

Além disso, para melhorar a ©permeabilidade, 0s
péptidos podem, por exemplo, ser quimicamente modificados
ou derivatizados para aumentar a sua permeabilidade através
da membrana celular e facilitar o transporte desses
péptidos através da membrana e para o citoplasma.

Muranishi et al. (1991) relataram a derivatizacdo da
hormona libertadora de tirotropina com &cido l&urico para
formar um derivado lauroilo lipdfilo com boas
caracteristicas de penetracéo através de membranas
celulares. Zacharia et al. (1991) também relataram a
oxidacdo de metionina em sulfdéxido e a substituicdo da
ligacdo peptidica pelo seu isoéster cetometileno (COCHjy),
para facilitar o transporte de péptidos através da membrana

celular. Estas sdo apenas algumas das modificacdes e
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derivados conhecidos que pertencem ao ambito dos
praticantes da é&rea.

Suplementarmente, inibidores na forma de féarmacos ou
peptidicos capazes de inibir a actividade da GILR e
intensificar a morte celular via apoptose podem ser
conjugados ou complexados com moléculas que facilitam a
entrada na célula.

A Patente U.S. 5 149 782 revela a conjugacdo de uma
molécula, a ser transportada através da membrana celular, a
um agente de combinacdo membranar, como polipéptidos
fusogénicos, polipéptidos formadores de canais idnicos,
outros polipéptidos membranares e &acidos gordos de cadeia
longa, por exemplo, &cido miristico, &cido palmitico. Estes
agentes de combinacdo membranar inserem oS conjugados
moleculares na bicamada lipidica de membranas celulares e
facilitam a sua entrada no citoplasma.

Low et al., Patente U.S. 5 108 921, revéem métodos
disponiveis para a distribuicéo transmembranar de
moléculas, tais como, mas ndo se limitando a estas,
proteinas e &cidos nucleicos, pelo mecanismo de actividade
endocitica mediada por receptores. Estes sistemas de
receptores incluem aqgueles gue reconhecem a galactose,

manose, manose-o6-fosfato, transferrina, asialo-

glicoproteina, transcobalamina (vitamina Bi2), a-2
macroglobulinas, insulina e outros factores de crescimento
peptidicos, como factor de crescimento epidérmico (EGE).
Low et al. ensinam que receptores de nutrientes, como
receptores para biotina e folato, podem ser vantajosamente
utilizados para intensificar o transporte através da
membrana celular devido a localizacdo e multiplicidade de
receptores de biotina e folato nas superficies membranares
da maior parte das células, e processos associados de

transporte transmembranar mediado por receptores. Assim, um
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complexo formado entre um composto a ser distribuido no
citoplasma e um ligando, como Dbiotina ou folato, &
contactado com uma membrana celular contendo receptores de
biotina ou folato para iniciar o mecanismo de transporte
transmembranar mediado por receptores e, desse modo,
permitir a entrada do composto desejado na célula.

Sabe-se que a ICE tem capacidade para tolerar
substituig¢des liberais na posicdo P, e esta tolerancia
quanto a substituicdes liberais foi explorada para
desenvolver uma etiqueta de afinidade potente e altamente
selectiva contendo uma cauda de biotina (Thornberry et al.,
1994) . Consegquentemente, a posicdo P, e, possivelmente, o
terminal N do inibidor tetrapeptidico podem ser modificados
ou derivatizados, tal como com a adicdo de uma molécula de
biotina, para aumentar a permeabilidade destes inibidores
peptidicos através da membrana celular.

Adicionalmente, ¢ conhecido na &4rea que a fusdo de uma
sequéncia peptidica desejada a uma sequéncia peptidica
lider/de sinal para criar um "péptido quimérico" permitira
que esse "péptido quimérico" seja transportado para o
citoplasma através da membrana celular.

Como serd apreciado pelos experimentados na &area dos
péptidos, pretende-se que os inibidores ©peptidicos da
interaccdo da GILR de acordo com a presente invencédo
incluam fé4rmacos ou inibidores péptido-miméticos, que
também podem ser rapidamente rastreados quanto a ligacdo a
GILR para conceber inibidores talvez mais estéaveis.

Também serd apreciado gue 0SS mesmos meios para
facilitar ou intensificar o transporte de inibidores
peptidicos através de membranas celulares, como discutido
acima, também sdo aplicaveis a GILR ou suas isoformas, bem

como a outros péptidos e proteinas derivados daquelas, como
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referido acima, que exercem 0s seus efeitos
intracelularmente.

No que se refere aos anticorpos mencionados aqui,
pretende-se que o termo Manticorpo" inclua anticorpos
policlonais, anticorpos monoclonais (mAbs), anticorpos
quiméricos, anticorpos anti-idiotipicos (anti-Id) ©para
anticorpos que podem ser etiquetados em forma soltivel ou
ligada, bem como respectivos fragmentos, produzidos por
qualquer técnica conhecida, tal como, mas ndo se limitando
a clivagem enzimatica, sintese de péptidos ou técnicas
recombinantes.

Os anticorpos policlonais s&do populacdes heterogéneas
de moléculas de anticorpos derivadas do soro de animais
imunizados com um antigene. Um anticorpo monoclonal contém
uma populacdo substancialmente homogénea de anticorpos
especificos para antigenes, cuja populacdo contém sitios de
ligacédo de epitopos substancialmente semelhantes. Os mAbs
podem ser obtidos por métodos conhecidos dos experimentados
na area. Ver, por exemplo, Kohler e Milstein, Nature 256:
495-497 (1975); Patente U.S. N° 4 376 110; Ausubel et al.,
editores, Harlow e Lane "Antibodies: A Laboratory Manual",
Cold Spring Harbor Laboratory (1988), e Colligan et al.,
editores, "Current Protocols in Immunology", Greene
Publishing Assoc. e Wiley Interscience, N.I. (1992-1996),
em que o conteudo destas referéncias é aqui incorporado por
referéncia na sua totalidade. Esses anticorpos podem
pertencer a qualquer classe de imunoglobulinas, incluindo
IgG, IgM, IgE, IgA, GILD e gquaisquer subclasses destas. Um
hibridoma que produza um mAb da presente invencdo pode ser
cultivado in vitro, in situ ou in vivo. A producdo de
titulos elevados de mAbs in vivo ou in situ torna-os nos

métodos de producédo presentemente preferidos.
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Anticorpos quiméricos sdo moléculas em que diferentes
porcgdes sdo derivadas de diferentes espécies animais, tais
como aqueles em que a regido varidvel deriva de um mAb
murino e uma regido constante de imunoglobulina humana. Os
anticorpos quiméricos sdo maioritariamente utilizados para
reduzir a imunogenicidade por aplicacdo e para aumentar o
rendimento da producdo, por exemplo, em que mAbs murinos
tém rendimentos mais elevados a partir de hibridomas mas
maior imunogenicidade em humanos, de modo que se utilizam
mAbs quiméricos humano/murino. Anticorpos quiméricos e
métodos para a sua producdo sdo conhecidos na area (Cabilly
et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81l: 3273-3277 (1984);
Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81l: 6851-
6855 (1984); Boulianne et al., Nature 312: 643-646 (1984);
Cabilly et al., Candidatura de Patente Europeia 125023
(publicada em 14 de Novembro de 1984); Neuberger et al.,
Nature 314: 268-270 (1985); Taniguchi et al., Candidatura
de Patente Europeia 171496 (publicada em 19 de Fevereiro de
1985); Morrison et al., Candidatura de Patente Europeia
173494 (publicada em 5 de Marco de 1986); Neuberger et al.,
Candidatura PCT WO 8601533 (publicada em 13 de Marco de
1986); Kudo et al., Candidatura de Patente Europeia 184187
(publicada em 11 de Junho de 1986); Sahagan et al., J.
Immunol. 137: 1066-1074 (1986) ; Robinson et al.,
Candidatura de Patente Internacional N° WO 8702671
(publicada em 7 de Maio de 1987); Liu et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 84: 3439-3443 (1987); Sun et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84: 214-218 (1987); Better et al.,
Science 240: 1041-1043 (1988), e Harlow e Lane "Antibodies:
A Laboratory Manual", supra).

Um anticorpo anti-idiotipico (anti-Id) é um anticorpo
que reconhece determinantes Unicos geralmente associados ao

sitio de ligacdo de antigenes de um anticorpo. Pode
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preparar-se um anticorpo Id imunizando um animal da mesma
espécie e tipo genético (por exemplo, estirpe de ratinho)

como fonte do mAb para o qual se quer preparar um anti-Id.

0 animal imunizado reconheceré e responderéa aos
determinantes idiotipicos do anticorpo imunizador
produzindo um anticorpo para estes determinantes
idiotipicos (o anticorpo anti-Id). Ver, por exemplo,

Patente U.S. N° 4 699 880, que ¢é agqui inteiramente
incorporado por referéncia.

O anticorpo anti-Id também pode ser utilizado como
"imunogene" para induzir uma resposta imunoldgica ainda
noutro animal, produzindo um denominado anticorpo anti-
anti-Id. O anti-anti-Id pode ser idéntico, no que se refere
aos epitopos, ao mAb original gque induziu o anti-Id.

Assim, ao wutilizar anticorpos para os determinantes
idiotipicos de um mAb é possivel identificar outros clones
que expressam anticorpos de especificidade idéntica.

Em conformidade, mAbs gerados contra as proteinas
GILR, respectivos anédlogos, fragmentos ou derivados, da
presente invencdo podem ser utilizados para induzir
anticorpos anti-Id em animais adequados, tais como ratinhos
BALB/c. Utilizam-se células do baco desses ratinhos
imunizados para produzir hibridomas anti-Id que segregam
mAbs anti-Id. Suplementarmente, os mAbs anti-Id podem ser
acoplados a um transportador, como hemocianina de lapa
californiana (KLH), e utilizados para imunizar ratinhos
BALB/c adicionais. 0 SOro destes ratinhos contera
anticorpos anti-anti-Id que tém as propriedades de ligacéo
do mAb original especifico para um epitopo da proteina GILR
acima, ou respectivos andlogos, fragmentos e derivados.

Assim, os proprios epitopos idiotipicos, ou
"idiotipos", dos mAbs anti-Id sédo estruturalmente

semelhantes ao epitopo a ser avaliado, como proteina GRB-A.
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Também se pretende gque o termo "anticorpo" inclua
moléculas intactas e respectivos fragmentos, tais como, por
exemplo, Fab e F(ab'),, capazes de se ligarem ao antigene.
Os fragmentos Fab e F(ab'), ndo tém o fragmento Fc do
anticorpo intacto, sdo eliminados mais rapidamente da
circulacdo e podem exibir menos ligacdo inespecifica a
tecidos do que um anticorpo intacto (Wahl et al., J. Nucl.
Med. 24: 316-325 (1983)).

Serd apreciado que Fab e F(ab'), e outros fragmentos
dos anticorpos TUteis na presente invencdo podem ser
utilizados para a deteccdo e gquantificacdo da proteina GILR
de acordo com os métodos revelados aqui para moléculas de
anticorpos intactas. Esses fragmentos sdo tipicamente
produzidos por clivagem proteolitica, wutilizando enzimas
como papaina (para produzir fragmentos Fab) ou pepsina
(para produzir fragmentos F(ab'),).

Diz-se que um anticorpo ¢é '"capaz de se ligar" a uma
molécula se for capaz de reagir especificamente com a
molécula, desse modo ocorrendo ligacdo da molécula ao
anticorpo. Com o termo "epitopo" pretende-se referir aquela
porcdo de qualquer molécula a qual um anticorpo é capaz de
se ligar e que também pode ser reconhecida por esse
anticorpo. Epitopos ou "determinantes antigénicos"
consistem habitualmente em agrupamentos de superficie
gquimicamente activos de moléculas, tais como aminocédcidos ou
cadeias laterais de acucares, e tém caracteristicas
estruturais tridimensionais especificas, bem como
caracteristicas de carga especificas.

Um "antigene" ¢é uma molécula ou uma porgcdo de uma
molécula a qual um anticorpo é capaz de se ligar, que é
adicionalmente capaz de induzir um animal a produzir
anticorpos capazes de se ligarem a um epitopo desse

antigene. Um antigene pode ter um ou mais do gque um
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epitopo. Pretende-se que a reaccdo especifica referida
acima indique que o antigene iréd reagir, de modo altamente
selectivo, com o seu anticorpo correspondente e ndo com a
pluralidade de outros anticorpos que podem ser evocados por
outros antigenes.

Os anticorpos, incluindo fragmentos de anticorpos,
Uteis na presente invencdo podem ser utilizados para
detectar, quantitativa ou qualitativamente, a proteina GILR
numa amostra, ou para detectar a presenca de células que
expressam a proteina GILR da presente invencdo. Isto pode
ser conseguido por técnicas de imunofluorescéncia,
empregando um anticorpo etiquetado de forma fluorescente
(ver abaixo), acopladas a deteccdo por microscopia de luz,
citometria de fluxo ou fluorometria.

Os anticorpos (ou respectivos fragmentos) Uteis na
presente invencdo podem ser empregues histologicamente,
como em microscopia de imunofluorescéncia ou
imunoelectrénica, para deteccdo in situ da proteina GILR da
presente invencéo. Pode efectuar-se deteccdo 1in situ
removendo um espécime histoldégico de um paciente e
fornecendo a esse espécime o anticorpo etiquetado da
presente invencéo. O anticorpo (ou fragmento) é
preferivelmente fornecido aplicando ou dispondo o anticorpo
(ou fragmento) etiquetado sobre uma amostra bioldgica.
Utilizando esse procedimento é possivel determinar nédo s a
presenca da proteina GILR mas também a sua distribuicdo no
tecido examinado.

Utilizando a ©presente invencéo, os habitualmente
experimentados perceberdo facilmente que qualquer um de uma
grande variedade de métodos histoldgicos (como
procedimentos de coloracdo) pode ser modificado para se

efectuar essa deteccdo in situ.
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Esses ensaios ©para a proteina GILR da presente
invencdo compreendem, tipicamente, incubar uma amostra
bioldgica, como um fluido bioldgico, um extracto de tecido,
células recolhidas de fresco, como linfécitos ou
leucdcitos, ou células que foram incubadas em cultura de
tecidos, na presenca de um anticorpo etiquetado detectével
capaz de identificar a proteina GILR, e detectar o
anticorpo por qualgquer uma de algumas técnicas bem
conhecidas na é&rea.

A amostra biolbégica pode ser tratada com um suporte ou
transportador em fase sdélida, como nitrocelulose, ou outro
suporte ou transportador sélido que seja capaz de
imobilizar células, ©particulas celulares ou ©proteinas
soltiveis. Em seguida, o suporte ou transportador pode ser
lavado com tampdes adequados, seguido de tratamento com um
anticorpo etiquetado detectédvel de acordo com a presente
invencdo, como referido acima. O suporte ou transportador
em fase sé6lida pode ser seguidamente lavado com o tampéo
uma segunda vez, para remover anticorpo né&do ligado. A
quantidade de etiqueta ligada nesse suporte ou
transportador sélido pode entdo ser detectada por meios
convencionais.

Por "suporte em fase sdélida", "transportador em fase
sbélida", "suporte sbélido", "transportador sélido",
"suporte" ou "transportador" pretende-se designar qualquer
suporte ou transportador capaz de se ligar a antigenes ou
anticorpos. Suportes ou transportadores bem conhecidos
incluem wvidro, poliestireno, polipropileno, polietileno,
dextrano, amilases do nylon, celuloses naturais e
modificadas, poliacrilamidas, gabros e magnetite. Para as
finalidades da presente invencéo, a natureza do
transportador pode ser soluvel nalguma extensdo ou

insoluvel. O material de suporte pode ter virtualmente
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qualquer configuracdo estrutural possivel, desde que a
molécula acoplada seja capaz de se ligar a um antigene ou
anticorpo. Assim, a configuracéo do suporte ou
transportador pode ser esférica, como numa esférula,
cilindrica, como na superficie interna de um tubo de teste
ou a superficie externa de uma vareta. Alternativamente, a
superficie pode ser plana, como uma folha, tira de teste,
etc.

Suportes ou transportadores preferidos incluem
esférulas de poliestireno. 0Os experimentados na é&rea
conhecerdo muitos outros transportadores adequados para a
ligacdo de anticorpos ou antigenes, ou serdo capazes de
identificéd-los utilizando experimentacdo de rotina.

A actividade de ligacdo de um dado lote de anticorpos
da invencdo, como referido acima, pode ser determinada de
acordo com métodos bem conhecidos. 0Os experimentados na
drea serdo capazes de determinar condig¢des operativas e de
ensaio bdptimas para cada determinacéo empregando
experimentacdo de rotina.

Outros passos, tais como lavagem, agitacdo forte,
agitacdo suave, filtracdo e afins, podem ser adicionados
aos ensaios, como ¢ habitual ou for necessario para a
situacdo particular.

Um dos modos de etiquetar de forma detectédvel um
anticorpo de acordo com a presente invencdo consiste em
ligd-lo a uma enzima e utilizd-lo num imunocensaio
enzimadtico (EIA). Esta enzima, por sua vez, quando exposta
posteriormente a um substrato apropriado, ird reagir com o
substrato de modo tal que produzird uma fraccdo quimica que
pode ser detectada, por exemplo, por meios
espectrofotométricos, fluorométricos ou visuais. Enzimas
que podem ser utilizadas para etiquetar o anticorpo de

forma detectédvel incluem, mas ndo se limitam a estas,
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malato desidrogenase, nuclease de estafilococos, delta-5-
esterdide isomerase, desidrogenase do &lcool de levedura,
alfa-glicerofosfato desidrogenase, triose fosfato

isomerase, peroxidase de réabano bravo, fosfatase alcalina,

asparaginase, glucose oxidase, beta-galactosidase,
ribonuclease, urease, catalase, glucose-6-fosfato
desidrogenase, glucoamilase e acetilcolinesterase. A

deteccdo pode ser feita por métodos colorimétricos que
empregam um substrato cromogénico para a enzima. A deteccédo
também pode ser feita por comparacdo visual da extensdo da
reaccdo enzimdtica de um substrato em comparacdo com
padrdes preparados de modo semelhante.

A deteccdo pode ser feita utilizando qualquer um de
uma variedade de outros imunoensaios.

Por exemplo, ao etiquetar os anticorpos ou fragmentos
de anticorpos de forma radicactiva é possivel detectar a R-
PTPase utilizando um radioimunoensaio (RIA) . Pode
encontrar-se uma boa descricdo de RIA em "Laboratory
Techniques and Biochemistry in Molecular Biology", de Work,
T. S., et al., North Holland Publishing Company, N.I.
(1978), referindo-se particularmente o capitulo intitulado
"An Introduction to Radioimmune Assay and Related
Techniques", de Chard, T., incorporado agui por referéncia.
O 1isbétopo radiocactivo pode ser detectado por meios tais
como um contador g ou um contador de cintilac®es ou por
autorradiografia.

Também é possivel etiquetar um anticorpo de acordo com
a presente invencdo com um composto fluorescente. Quando o
anticorpo etiquetado de forma fluorescente é exposto a luz
com o comprimento de onda apropriado, a sua presenca pode
ser detectada devido a fluorescéncia. De entre os compostos
de etiquetagem fluorescente mais habitualmente utilizados

contam-se isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
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ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina, o-ftaldeido e
fluorescamina.

O anticorpo também pode ser etiquetado de forma
detectédvel utilizando metais que emitem fluorescéncia, tais

125 ou outros da série dos lantanideos. Estes metais

como
podem ser ligados ao anticorpo utilizando grupos quelantes
de metais, como Acido dietilenotriaminopentacético (ETPA).

O anticorpo também pode ser etiquetado de forma
detectével acoplando-o a um composto quimioluminescente. Em
seguida determina-se a presenca do anticorpo marcado de
forma quimioluminescente detectando a presenca de
luminescéncia que surge no decurso de uma reaccdo quimica.
Exemplos de compostos de etiquetagem gquimioluminescente
particularmente Uteis s&o luminol, isoluminol, éster de
acridinio teromdtico, imidazolo, sal de acridinio e éster
oxalato.

Da mesma forma, pode utilizar-se um composto
bioluminescente para etiquetar o anticorpo da presente
invencéo. A bioluminescéncia é um tipo de
quimioluminescéncia presente em sistemas bioldgicos, na
qual uma proteina catalitica aumenta a eficiéncia da
reaccdo quimioluminescente. Determina-se a presenca de uma
proteina bioluminescente detectando a presenca de
luminescéncia. Compostos bioluminescentes importantes para
fins de etiquetagem sdo luciferina, luciferase e aequorina.

Uma molécula de anticorpo da presente invencdo pode
ser adaptada para utilizacdo num ensaio imunométrico,
também conhecido como ensaio de "dois sitios" ou "em
sanduiche". Num ensaio imunométrico tipico, uma quantidade
de anticorpo (ou fragmento de anticorpo) ndo etiquetado é
ligada a um suporte ou transportador sdbdélido e adiciona-se
uma quantidade de anticorpo soltvel etigquetado de forma

detectavel para permitir a deteccdo e/ou quantificacdo do
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complexo ternadrio formado entre o anticorpo na fase sdédlida,
antigene e anticorpo etiquetado.

Ensaios imunométricos tipicos e preferidos incluem
ensaios "directos", nos quais o anticorpo ligado a fase
s6élida ¢é primeiramente contactado com a amostra a ser
testada, para extrair o antigene da amostra por formacdo de
um complexo bindrio anticorpo em fase sdélida-antigene. Apds
um periodo de incubacéao adequado, 0 suporte ou
transportador sdélido é lavado, para remover o residuo da
amostra de fluido, incluindo antigene que né&do reagiu, se
existir, e depois é contactado com a solucdo que contém uma
quantidade desconhecida de anticorpo etiquetado (que
funciona como "molécula repdrter"). Apds um segundo periodo
de incubacdo, para permitir gue o anticorpo etiquetado
complexe com o antigene ligado ao suporte ou transportador
sélido através do anticorpo nédo etiquetado, o suporte ou
transportador sdélido é lavado uma segunda vez, para remover
o anticorpo etiquetado gue ndo reagiu.

Noutro tipo de ensaio "em sanduiche", gque também pode
ser Util com os antigenes da presente invencdo, utilizam-se
0s denominados ensaios "simultédneo" e "reverso". Um ensaio
simultdneo envolve um Unico passo de incubacdo, pois o
anticorpo ligado ao suporte ou transportador sélido e o
anticorpo etiquetado sdo ambos adicionados ao mesmo tempo a
amostra a ser testada. Depois de completada a incubacédo, o
suporte ou transportador sélido é lavado, para remover O
residuo da amostra de fluido e anticorpo etiquetado né&o
complexado. Seguidamente determina-se a presenca de
anticorpo etiquetado associado ao suporte ou transportador
s6lido como se faria num ensaio em sanduiche "directo"
convencional.

No ensaio "reverso" utiliza-se a adicdo em passos a

amostra de fluido primeiramente de uma solucdo de anticorpo
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etiquetado, seguida da adicdo de anticorpo ndo etiquetado
ligado a um suporte ou transportador sbdélido apds um periodo
de incubacdo adequado. Apds uma segunda incubacdo, a fase
sélida ¢é lavada de modo convencional, para libertd-la do
residuo da amostra a ser testada e da solucdo de anticorpo
etiquetado que ndo reagiu. Depois determina-se o anticorpo
etiquetado associado a um suporte ou transportador sdélido
tal como nos ensaios "simulténeo™ e "directo".

As proteinas GILR da invencdo podem ser produzidas por
qualquer procedimento comum de DNA recombinante (ver, por
exemplo, Sambrook et al., 1989, e Ausubel et al., 1987-
1995, supra) no qual células-hospedeiro eucaridbticas ou
procaridéticas adequadas bem conhecidas na 4rea @ séo
transformadas com vectores eucaridticos ou procaridticos
apropriados contendo as sequéncias que codificam para as
proteinas. Em conformidade, a presente invencdo também diz
respeito a esses vectores de expressdo e hospedeiros
transformados para a producdo das proteinas da invencéo.
Tal como foi mencionado acima, estas proteinas também
incluem os seus andlogos, fragmentos e derivados
biologicamente activos e, assim, 08 vectores gue 0sS
codificam também incluem vectores que codificam andlogos e
fragmentos destas proteinas, e os hospedeiros transformados
incluem aqueles gue produzem esses andlogos e fragmentos.
Os derivados destas proteinas, produzidos pelos hospedeiros
transformados, s&@o os derivados produzidos por modificacédo
comum das proteinas ou seus analogos ou fragmentos.

A presente invencdo também se refere a composicdes
farmacéuticas compreendendo vectores de virus animais
recombinantes que codificam as proteinas GILR, cujo vector
também codifica uma proteina da superficie do virus capaz
de se ligar a proteinas de superficie de uma célula-alvo

especifica (por exemplo, linfdécitos, células cancerosas,
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etc.) para dirigir a insercdo das sequéncias proteicas GILR
para o) interior das células. Outras composicgdes
farmacéuticas da invencdo compreendem, como ingrediente
activo, (a) uma sequéncia oligonucleotidica que codifica
uma sequéncia anti-sentido da sequéncia proteica GILR, ou
(b) farmacos que bloqueiam a actividade da GILR.

Composicdes farmacéuticas de acordo com a presente
invencdo incluem uma quantidade suficiente do ingrediente
activo para cumprir o) seu objectivo pretendido.
Adicionalmente, as composicdes farmacéuticas podem conter
transportadores adequados farmaceuticamente aceitaveis,
compreendendo excipientes e auxiliares que facilitam o
processamento dos compostos activos, em preparagdes dJue
podem ser utilizadas farmaceuticamente e que podem
estabilizar essas preparacdes para administracdo ao sujeito
necessitado, como ¢é bem conhecido dos experimentados na
area.

A invencdo serd agora descrita mais pormenorizadamente
no seguinte Exemplo n&o limitativo e nas figuras adjuntas.
Deve notar-se que todos os variados procedimentos, a menos
que indicado em contrario, sdo procedimentos comuns na area
ou s&do procedimentos ébvios para todos os experimentados na
drea em virtude da sua publicacéo, como notado em
publicacdes disponiveis de forma generalizada. Da mesma
forma, todos os variados reagentes, células, etc. (isto &,
"materiais") também estdo facilmente disponiveis para todos
0s experimentados na éarea, adgquirindo-os aos vVvarios

fabricantes ou preparando-os por procedimentos comuns.
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Exemplo 1: Identificacgao, Isolamento, Clonagem e

Caracterizagcdo do gene GILR e da proteina GILR

1l. Materiais e Métodos

a) Células e condicdes de cultura

Obtiveram-se timécitos de ratinhos C3H/HeN com 3 até 5
semanas de i1dade da Charles River (Mildo, Itéalia). As
suspensdes de células foram lavadas, filtradas e ajustadas
para uma concentracdo de 8 x 10° células/mL em meio
completo. As células foram incubadas a 37°C isoladamente ou
com 100 nM/L de DEX (Sigma, St. Louis, Mo) durante 3 horas.
Para experiéncias de transfeccdo utilizou-se uma sub-linha
CD3+, CD4+, CD2+, CD44+, obtida no nosso laboratdério, da
linha de células T de hibridoma de ratinho especifica para
OVA (3D0O; Ayroldi et al., 1995) mantida em suspensdo em
meio RPMI 1640 suplementado com FCS 10% e tampdo HEPES 10
uM. As células foram centrifugadas, em instantes pré-
estabelecidos, a 200g durante 10 minutos, foram lavadas e
ajustadas para as concentracdes desejadas.

b) Preparacdo de RNA

Isolou-se RNA citoplasméatico total de timdécitos
utilizando o protocolo de Chirgwin (Chirgwin et al., 1979).
Obteve-se RNA poliadenilado como ©previamente descrito
(Maniatis et al., 1989).

c) Construcdo da biblioteca

Construiu-se uma biblioteca de cDNA clonado
direccionalmente utilizando RNA citoplasmatico
poliadenilado de timbécitos cultivados durante 3 horas na
presenca de DEX, de acordo com o protocolo de Maniatis (ver
Maniatis et al., 1989). Em resumo, obteve-se um primeiro
filamento de c¢DNA com uma reacgdo reversa utilizando um
"primer"™ oligo (dT) (10 ung) e 7 ug de RNA di-poliadenilado.

Para monitorizar a sintese incluiu-se na mistura reaccional
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[32P] dCTP 20 uCi (3000 Ci/mmol). Sintetizou-se um segundo
filamento de cDNA de acordo com os procedimentos descritos
por Gubler e Hoffman (Gubler e Hoffman, 1983). O cDNA foi
submetido a ligacdo de extremidades planas utilizando
polimerase T4 (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemanha) e
depois foi metilado com EcoRI metilase (Boehringer
Mannheim). Os agentes de ligacdo de EcoRI foram ligados ao
cDNA com DNA ligase T4 (New England Biolabs, Beverly, MA) a
16°C durante 12 horas. Apbds a ligacdo dos agentes de
ligacédo, a reaccdo foi inactivada por aquecimento para 68°C
e incubacdo a esta temperatura durante 15 minutos. A
suspensdo de cDNA foi precipitada em etanol e purificada
numa coluna CL4B (Invitrogen BV, San Diego, CA).

O cDNA foi inserido em bracos Agtll wutilizando
adaptadores de EcoRI seguindo o protocolo do fabricante
(Invitrogen). Os clones recombinantes (0,25 x 10° p.f.u./
uL) foram rastreados por hibridizacdo com a sonda de
subtraccdo (ver abaixo).

d) Procedimento de sonda de subtraccdo e rastreio da

biblioteca

Para construir a sonda subtraida, uma cédpia
biotinilada da reunido ndc induzida de mRNA (10 ug) e cDNA

etiquetado com P do mRNA induzido (1 ug) foram co-
precipitados em etanol. O precipitado foi seco e dissolvido
em 2 x tampdo de hibridizacdo. A amostra foi aquecida a
100°C durante 1 minuto e depois foi incubada a 68°C durante
24 horas. Para separar sequéncias nédo hibridizadas das
hibridizadas, a reaccdo foi diluida 10 até 15 wvezes com
tampdo de ligacédo de estreptavidina e foi incubada com
estreptavidina durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Realizaram-se duas extraccdes com fenol-clorofédrmio. Apds a

precipitacdo, a sonda de cDNA etiquetado foi novamente
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suspensa em 50 upuL de &gua esterilizada e foi wutilizada
directamente como sonda de subtraccdo para o rastreio da
biblioteca de cDNA.

Filtros de nitrocelulose (Amersham Life  Science
International PLC, Buckinghamshire, Inglaterra), com oS
quais se obtiveram laminas de coloracdo contendo 5 x 10°
clones, foram hibridizados em 5 x SSC, 5 x solucdo de
Denhardt, SDS 1%, 100 ug/puL de tRNA (Sigma) e pirofosfato
de sédio 20 mM (pH 6,8) a 42°C durante 12 horas e a lavagem
final foi realizada em 0,2 x SSC, SDS 0,1% a 65°C durante
30 minutos.

e) Analise de coloracdo "Northern"

As quantidades indicadas (ver "Descrigdo Breve das

Figuras" acima) de RNA citoplasmatico total (que variaram

entre 2 ug - 25 pug de RNA/via nos géis, como referido
relativamente as figuras em "Descricdo Breve das Figuras"
aqui acima) foram separadas em géis de agarose 1,2% e
transferidas para filtros de nitrocelulose (Scheicher and
Schuell, Dassel, Alemanha). Sondas de DNA foram etiquetadas
com “?P utilizando o estojo de traducdo por cortes da
Boehringer Mannheim e seguindo as instrucdes do fabricante.
A hibridizacdo foi efectuada durante a noite. 0Os filtros
foram lavados trés vezes em 0,2 x SSC com SDS 0,5% a 37°C,
seguido de duas lavagens a 65°C.

f) Técnica de extensdo do "primer"

A extensdo do "primer" foi feita de acordo com o
procedimento de Maniatis (Maniatis et al., 1989). O
"primer" de DNA etiquetado de forma radiocactiva (105 cpm),
complementar a sequéncia desde o nucledétido na posicdo 298

até ao nucledétido na posicdo 327 do gene GILR (ver Fig. 2),

foi misturado com 20 ug de mRNA de timdcitos tratados com

DEX durante 3 horas.
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g) Determinacdo da sequéncia de DNA

Sequenciaram-se clones de cDNA utilizando DNA
polimerase T; (estojo Sequenase, U.S. Biochemical Corp.) em
conjuncdo com "primers" oligonucleotidicos 20- e 21-meros
sintetizados particularmente para esta finalidade
(complementares a sequéncia de cDNA) e "primers"
complementares as sequéncias de sitios de clonagem
plasmidicas. Obtiveram-se sequéncias com sobreposicdo para
ambos os filamentos do c¢DNA. As sequéncias de CcDNA
derivaram de clones isolados do rastreio da biblioteca de
cDNA.

Todos os procedimentos de anédlise de sequéncias e
identificacdo de motivos estruturais foram feitos com o
programa de "software"™ PC/Gene (Intelligenetics, Inc.).
Pesquisaram-se os bancos de dados de &acidos nucleicos da
GenBank e EMBL e o banco de dados de proteinas Swiss-Prot
mais actualizados, pela Internet, utilizando o programa
FASTA de Pearson e Lippman.

h) Traducdo in vitro

O RNA foi traduzido in vitro utilizando um lisato de
reticuldécitos de coelho (Promega) , pelo procedimento
recomendado nas instrucgdes do fabricante, na presenca de
[**S]metionina (Amersham) e os produtos foram analisados
por SDS-PAGE 15%. Apds a realizacdo de electroforese, o gel
foi fixado e submetido a autorradiografia.

i) Preparacdo de anti-soro de coelho anti-ratinho e

anédlise de coloracdo "Western"

Preparou-se um anti-soro policlonal de coelho dque
reconhece GILR com a sequéncia de uma proteina de fusdo que
contém a sequéncia de aminoacidos completa da GILR fundida
a glutationa S-transferase (GST; Pharmacia). A proteina de

fusdo com GST foi expressa em Escherichia coli (E. coli),

foi induzida com isopropil-f-D-tiogalactopiranésido (IPTG)
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1 mM e purificada com esférulas de glutationa (GSH)-agarose
como previamente descrito (Tan et al., 1994). Utilizou-se
esta preparacdo para imunizar coelhos brancos da Nova
Zelédndia (1 mg/coelho).

Apbds 4 semanas, administrou-se intravenosamente uma
injeccdo de reforco de 0,2 mg de proteina e recolheu-se
sangue 1 semana mais tarde para a preparacdo de anti-soro.
Purificou-se o anti-soro utilizando uma proteina de fusédo
imobilizada num firo de nitrocelulose de acordo com o
protocolo de Maniatis (Maniatis et al., 1989). O anti-soro
foi wutilizado para andlise de coloracdo "Western" de
proteinas extraidas de timécitos tratados com ou sem DEX,
como previamente descrito (Ayroldi et al., 1997). Para a
coloracdo "Western", timbdécitos de ratinho (5 x 10°/amostra)

foram submetidos a lise por incubacdo, durante 30 minutos

em gelo, em 300 puL de tampdo de lise (Tris-HCl 20 mM, NaCl
0,15, EDTA 5 mM, PMSF 100 mM, Leupeptina 2,5 mM, Aprotinina
2,5 mM). Apds centrifugacdo a 15 000 rpm durante 15
minutos, os granulos foram lavados trés vezes com tampdo de
lise frio, estiveram em ebulicdo durante 3 minutos e depois
foram analisados por electroforese em géis de SDS-PAGE 10%,
seguido de transferéncia para nitrocelulose (Bioblot-NC,
Costar), durante 5 horas a 250 mA a 4°C, em 25 mM
Tris/glicina, pH 8,3, e metanol 20% v/v. Bloguearam-se 0sS
sitios de ligacd@o inespecifica por imersdo da membrana em
reagente blogqueador 5% em solucdo salina tamponada com Tris
Tween (TBS-T) durante 1 hora a temperatura ambiente.

As membranas foram incubadas com anti-soro policlonal
para a GILR diluido 1:10000 durante 1 hora a temperatura
ambiente. Apds lavagem com tampdo TBS-T, as membranas foram
sondadas, durante 1 hora a temperatura ambiente, com
anticorpo de ovelha anti-coelho etiquetado com HRP diluido

1:5000 (Amersham), depois foram incubadas com reagentes de
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coloracdo "Western" ECL (Amersham) e expostas a hiperfilme-
ECL (Amersham) durante 15 segundos.

j) Transfeccdes de células cultivadas

A sequéncia codificadora do cDNA de GILR (874 pares de
bases - wver Fig. 2) foi <clonada num plasmideo pcDNA3

(Invitrogen) para expressdo em células de mamifero. Células
3DO foram transfectadas por electroporacdo (300 mA, 960 uF)
com 15 pug de vector pcDNA3 linearizado (clones de controlo)

ou 15 pg de vector pcDNA3 linearizado que expressa o cDNA
de GILR. Trinta e seis horas apdés a transfeccédo, as células
foram cultivadas em meio que continha 0,8 mg/g de forma

activa de G418 (GIBCO-BRL, Life Technologies, Paisley,

Escécia) e 100 uL da suspensdo de células foram plagueados
em placas de 96 cavidades (4 para cada transfeccédo).
Passados 15 - 20 dias ndo mais do que 15% das cavidades
tinha células vivas em crescimento. Estas células
sobreviventes foram consideradas clones e foram analisadas,
num ensaio de proteccdo de RNase, quanto a expressdo de
GILR exdbgena (Vito et al., 1996).
k) Analise de proteccdo de RNase (RPA)

Construiu-se a sonda para RPA por PCR utilizando o
"primer" Directo CCATCTGGGTCCACTCCAGT (localizado em GILR,
763 — 782 pares de bases - ver Fig. 2 e ID SEQ NO: 3) e o
"primer" Reverso AGGACAGTGGGAGTGGCACC (localizado em pcDNA3
- ver Fig. 5C e ID SEQ NO: 4). O produto de PCR (244 pares
de bases) foi clonado num vector pCRII utilizando o estojo
de Clonagem TA (Invitrogen). Sequenciou-se o produto desta
clonagem para excluir qualgquer possibilidade de uma mutacéo
pontual. O DNA plasmidico foi linearizado com Xba I (New

England Biolabs) e foi transcrito com RNA polimerase Ty
(GIBCO-BRL) na presenca de [a*?P]UTP 50 uM. Apds

purificacdo em gel, a sonda (2 x 10° cpm) foi hibridizada
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para RNA total (20 ung) durante a noite a 60°C. Efectuou-se

digestdo com RNase wutilizando uma solucdo de RNase A
(Boehringer Mannheim) (40 pg/mL) e RNase T; (GIBCO-BRL)

(1,5 U/uL) a 37°C durante 15 minutos. Os produtos néao
digeridos foram tratados com fenol-clorofédrmio, foram
precipitados com etanol e carregados num gel de
sequenciacdo de poliacrilamida desnaturante. Efectuou-se
exposicdo a autorradiografia durante 2 dias.

1) Formacdo de ligacgdes cruzadas do anticorpo e

tratamento de células

Deixou-se aderir mAb de hamster anti-ratinho CD3g¢
(clone 145-2C11; Pharmingen, San Diego, CA), a 1 ug/

cavidade (= 1 pg/mL de anticorpo anti-CD3) a placas de 96
cavidades de fundo plano de ligacdo elevada (Costar,

Cambridge, MA) a 4°C em 100 puL de PBS. Passadas 20 horas,
as placas revestidas com mAb foram lavadas e os clones
transfectados foram plaqueados a 1 x 10° células/cavidade e
foram incubados a 37°C durante 20 horas. Como controlo
utilizaram-se mAbs IgG 2b de rato anti-ratinho do isotipo
correspondente (clone R 35-38, Pharmingen).

Para avaliar a morte mediada por Fas, células 3DO (1 x
10°) foram incubadas & temperatura ambiente durante 30
minutos com 10 upg/mL do anticorpo para o Fas (de hamster
anti-ratinho, clone Jo2; Pharmingen), depois foram lavadas
e plaqueadas em cavidades revestidas com um anticorpo para
a imunoglobulina G de hamster (5 pg/cavidade; Pharmingen).

Em experiéncias seleccionadas, uma porcdo das células
T foi tratada com Ciclosporina (Calbiochem, San Diego, CA)
na presenca ou auséncia de anticorpos monoclonais com
ligacdes cruzadas.

m) Irradiacdo de UV, tratamento com DEX e privacdo de

nutrientes
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Nalgumas experiéncias, clones transfectados com pcDNA3
vazio ou cDNA de GILR foram expostos a diferentes doses de
raios UV de um UV Stratalinker (modelo 1800; Stratagene, La
Jolla, CA).

Aliquotas de 2 mL de clones transfectados (1 x 10°%/mL)
foram incubadas com DEX ou sujeitas a condic¢des de privacéo
(FCS 1%). Avaliou-se a apoptose passadas 20 horas como
descrito abaixo.

n) Andlise de citometria de fluxo

Uma unica suspensdo (1 x 10° células/amostra) foi
incubada durante 30 minutos em gelo em 50 uL de tampdo de

coloracdo (PBS mais FCS 5%) que continha 10 ug/mL de mAb de
hamster anti-Fas de ratinho directamente conjugado a R-
ficoeritrina (PE) ou IgG de hamster conjugado a PE
(controlo do isotipo).

Ambos os mAbs foram adguiridos a Pharmingen. As
células também foram coradas com anticorpo policlonal de
coelho dirigido contra um péptido correspondente aos
aminodcidos 260 - 279 com mapeamento no terminal carboxi do
Fas-L humano (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz,
CA) ou com anticorpo (ab) de isotipo correspondente, e com
conjugado de IgG anti-coelho FITC, fragmento F(ab'):
(Sigma) como reagente do segundo passo.

Todos os clones foram corados com oCD3 de hamster
anti-ratinho directamente conjugado com fluoresceina
(Pharmingen). Calculou-se a mediana ou percentagem de
histogramas de Fas e Fas-L wutilizando o "software" de
investigacdo de Lysis II (Becton-Dickinson, Mountain View,
E.U.A.).

o) Avaliacdo da apoptose por solucdo de iodeto de

propidio
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Mediu-se a apoptose por citometria de fluxo como
descrito noutro lado (Nicoletti et al., 1991). Apds a
cultura, as células foram centrifugadas e os granulos foram

novamente suspensos de forma suave em 1,5 mL de solucédo

hipoténica de iodeto de propidio (PI, 50 ug/mL em citrato

de sdédio 0,1% mais Triton X-100 0,1%). Mantiveram-se oS
tubos durante a noite a 4°C no escuro. Mediu-se a

fluorescéncia de PI de nlUcleos individuais por citometria
de fluxo utilizando o equipamento comum FACScan (Becton
Dickinson). Os nucleos percorreram um feixe de luz laser de
Argon de 488 nm. Para recolher a fluorescéncia vermelha
devido a coloracdo de DNA com PI wutilizou-se um espelho
dicréide de 560 nm (DM 570) e um filtro passa-banda de 600
nm (largura de banda 35 nm). Os dados foram registados em
escala logaritmica num computador Hewlett Packard (HP 9000,
modelo 310; Palo Alto, CA). Calculou-se a percentagem de
nucleos de células apoptdticas (pico de DNA sub-dipldide no
histograma de fluorescéncia de DNA) com "software" de
investigacdo FACScan especifico (Lysis ITI).

p) Anédlise de interleuquina-2 (IL-2)

Testaram-se sobrenadantes de clones ndo tratados ou
tratados com anti-CD3 durante 18 horas gquanto a sua
concentracdo de IL-2 por ELISA de dois sitios, utilizando
como reagente primadrio o anticorpo monoclonal JES6-1A12 e
como reagente secundario anticorpo monoclonal biotinilado
S4B6. Os dois anticorpos foram adquiridos a Pharmingen. O
titulo de 1IL-2 (Média +/- Desvio Padrdo de amostras
repetidas) foi expresso em picogramas por mililitro,
calculado com referéncia a curvas-padrdo construidas com
quantidades conhecidas de IL-2. O limite de sensibilidade

foi, aproximadamente, 20 pg/mL.
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g) Extractos nucleares e citoplasmaticos

Extrairam-se proteinas nucleares de 2 x 10’ células. As
células foram lavadas com PBS gelado e células empacotadas
foram novamente suspensas em 1 mL de tampdo hipotdnico
(HEPES 25 mM, KC1 50 mM, NP-40 0,5%, Ditiotreitol 0,1 mM,
10 pg/mL de Leupeptina, 20 pg/mL de Aprotinina e 1 mM de
solucdo de PMSF em etanol. Apds 10 minutos de incubacédo em
gelo, os sobrenadantes que continham proteinas
citoplasmadticas foram separados dos granulos nucleares por
centrifugacdo. Em seguida, os grédnulos nucleares foram
lavados com tampdo hipotdénico sem NP-40 e foram novamente
suspensos em 10 uL de tampdo de lise (HEPES 25 mM, KCl 2
mM, Ditiotreitol 0,1 mM, Leupeptina 10 ug/mL, Aprotinina 20
ng/mL e PMSE 1 mM). Apds 15 minutos de incubacdo em gelo,
os lisatos foram diluidos com 10 wvolumes de tampdo de
diluicdo (HEPES 25 mM, Ditiotreitol 0,1 mM, Leupeptina 10
ug/mL, Aprotinina 20 upug/mL e PMSF 1 mM e glicerol 20%) e
foram clarificados numa microcentrifugadora pré-arrefecida
durante 30 minutos a 14 000 x g antes da carga.

r) Isolamento de GILR humana

O hombélogo humano da GILR murina foi isolado de uma

biblioteca de cDNA de linfécitos humanos Agt 11 (Clontech,
Palo Alto, CA, E.U.A.). Utilizou-se como sonda cDNA de GILR
murino etiquetado com  ?P. Filtros de nitrocelulose
(Amersham), obtidos por coloracdo de laminas contendo 5 x
10* clones, foram hibridizados em 5 x SSC, 5 x solucdo de
Denhardt, SDS 1%, 100 pg/uL de tRNA (SIGMA) e pirofosfato
de sédio 20 mM (pH 6,8) a 42°C durante 12 horas, e a
lavagem final foi feita em 0,2 x SSC, SDS 0,1 a 65°C
durante 30 minutos. De filtros repetidos identificaram-se
cingquenta candidatos possiveis, tendo sido suplementarmente

rastreados como descrito (D'Adamio et al., 1997). VAarios
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clones derivados do terceiro rastreio foram isolados e
digeridos com EcoRI, e as insercdes de cDNA de cerca de
2000 pares de bases foram subclonadas em pcDNA3. Apds
extraccdo e purificacdo com o método de 1lise alcalina
(Maniatis et al., 1989), os DNAs plasmidicos de véarios
clones foram sequenciados utilizando DNA polimerase T7 em
conjuncdo com oS "primers" Sp6 e T7 complementares as
sequéncias de sitios de clonagem ©plasmidicas e com
"primers" oligonucleotidicos sintetizados particularmente
para essa finalidade (20 e 23 bases de comprimento).
Obtiveram-se sequéncias com sobreposicdo para ambos 08

filamentos do cDNA.

II. RESULTADOS

a) Isolamento do c¢cDNA de GILR de ratinho

Para estudar o papel de hormonas glucocorticdides na
regulacdo da apoptose de linfécitos procedeu-se ao
isolamento de mRNA induzido por 3 horas de tratamento com a
hormona glucocorticdéide sintética dexametasona (DEX, 100
nM) em timbécitos isolados de fresco. Ao comparar o0s cDNAs
de células ndo tratadas e tratadas com DEX, pela técnica de
sonda de subtraccdo como referido acima, identificaram-se
alguns mRNAsS super-expressos nas células tratadas. Por
sequenciacdo dos varios cDNAs detectéveis verificou-se que
um deles (designado "GILR": gene Relacionado com a familia
de ziperes de Leucina Induzido por Glucocorticdides) tem
alguma homologia (40% de semelhanca) com a sequéncia
aparentemente néo relacionada de TSC-22 de ratinho
(Shibanuma et al., 1992) e hDIP (Vogel et al., 1996), em
que esta homologia ndo é muito importante uma vez dque, e
isto ¢é mais importante, a sequéncia GILR ndo exibiu
homologia com outras sequéncias presentes nas bases de

dados EMBL e Genbank.



86

b) Expressdo de GILR em tecidos: inducgdo em linfdcitos

|3

Realizaram-se experiéncias para examinar e definir a
expressdo de GILR em diferentes tecidos. Os resultados
indicaram que mRNA de GILR foi claramente detectével, por
coloracdo "Northern" (8 dias de exposicdo), em timdcitos,
células do baco e nodos 1linfadticos isolados de fresco,
ligeiramente detectdvel em medula éssea, rim e pulméo, e
ndo detectédvel no figado, coracdo e cérebro, sugerindo que
0 gene ¢é maioritariamente expresso em tecidos linfdides
(Fig. 1A).

Realizaram-se experiéncias para testar o ©possivel
efeito do tratamento com DEX em tecido 1linfdide. Os
resultados indicam que a expressdo de GILR foi claramente
aumentada por tratamento com DEX em timdécitos e linfdcitos
frescos de tecidos linfdides periféricos, incluindo o baco
e nodos linféaticos (Fig. 1B). Estes resultados diferenciam
claramente a GILR dos elementos mais semelhantes da familia
de =ziperes de leucina hDIP (Vogel et al., 1996) e TSC-22
(Shibanuma et al., 1992), ambos expressos de forma ubiqua.

c) A proteina codificada por GILR €& uma proteina

pertencente a familia de ziperes de leucina

Para isolar um cDNA de GILR completo rastreou-se uma
biblioteca de cDNA de linfécitos do timo utilizando uma
sonda isolada (1100 pares de Dbases) obtida com o
procedimento de sonda de subtraccdo (ver acima). Isolaram-
se varios clones; 3 deles tinham 1972 pares de bases de
comprimento e exibiram a mesma sequéncia. Uma vez que a
andlise de coloracdo "Northern" (Fig. 1A) indicou gque o
mRNA de GILR tinha cerca de 1,97 kb de comprimento, pensou-
se que estes clones representam cDNAs completos. Isto foi
confirmado por experiéncias realizadas empregando a técnica

de extensdo de "primers" (resultados ndo mostrados).
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A sequenciacdo de nuclebdétidos dos 3 clones de cDNA
acima mencionados que codificam para GILR revelou a
presenca de uma Unica fase de leitura aberta (ORF),
comecando na posicédo de nucledtido numero 206 e
prolongando-se até um coddo de terminacdo TAA na posicéo
617 (Fig. 2).

O codédo de iniciacdo ATG putativo, na posicdo 206,
estd rodeado por uma sequéncia (GAACCATGA) gue estéd de
acordo com a sequéncia de consenso para a iniciacdo da
traducdo em eucariotas (Kozak, 1989). O coddo de terminacéao
¢ seguido de uma regido ndo traduzida 3' de 1355 pares de
bases. Estd presente um sinal de poliadenilacdo 45 pares de
bases a 5' da cauda poli-A.

A sequéncia de aminodcidos de GILR exibe homologias
significativas com moléculas que pertencem a familia de
ziperes de leucina (Fig. 4 e 15; Shibanuma et al., 1992;
Yamamoto et al., 1988; Nicholas et al., 1991; Hope e
Struhl, 1987; Lamph et al., 1988).

A proteina codificada de forma putativa pelo mRNA de
GILR ¢é uma proteina =ziper de leucina com 138 residuos de
aminodcidos (Fig. 2). Estdo presentes quatro residuos
leucina nas posicdes de tripleto 431 - 433, 452 - 454, 473
- 475 e 494 - 496, uma asparagina na posicdo 464 - 466, que
¢ compativel com uma estrutura de ziper de leucina
(sublinhado na Fig. 2) e presumivelmente capaz de formar
dimeros.

Suplementarmente, uma regido (o0os aminodcidos béasicos
estdo sublinhados na Fig. 2), gque possivelmente representa
um dominio de ligacdo de DNA, estd presente na extremidade
N-terminal, ao passo que uma regido PAR, rica em prolina e
residuos acidicos, estd presente na regido da extremidade

C-terminal.
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Com base nestas caracteristicas, a GILR pode ser
classificada como uma proteina ziper de leucina. O peso
molecular previsto da proteina madura putativa, antes de
modificacdes pdbds-traducdo suplementares, é cerca de 17 000
Da. O peso molecular da proteina nativa é cerca de 17 000
Da (17 kDa), como indicado por experiéncias de traducédo 1in
vitro do cDNA clonado (Fig. 3A) e por experiéncias de
andlise de coloracdo "Western" utilizando um anti-soro de
coelho preparado contra a proteina GILR traduzida in vitro
(Fig. 3C). Utilizou-se o anti-soro para detectar um produto
celular da GILR em timdécitos normais ndo tratados ou
tratados com DEX (6 horas de tratamento). Em particular,
detectou-se com este anti-soro uma banda de massa molecular
de aproximadamente 17 kDa no extracto proteico de timdcitos
tratados com DEX, mas ndo de timdécitos ndo tratados, numa
andlise de coloracdo "Western" (Fig. 3C). A Figura 3B
mostra gque este anti-soro reconhece a proteina de fuséo
traduzida in vitro. Em particular, o anti-soro revela a
proteina de fus&@o com GST ou a proteina GILR intacta obtida
por digestdo com trombina de acordo com o protocolo da
Pharmacia.

Realizaram-se outras experiéncias para avaliar se a
proteina e mRNA GILR poderiam ser induzidos por tratamento
com DEX e se este efeito poderia ser modulado por co-
estimulacdo com mAb anti-CD3 (Fig. 11). Os resultados de
uma experiéncia representativa de coloracdo "Western"”
mostram gque a proteina GILR ¢ induzida em timdécitos por
tratamento com DEX (via 3) ou anti-CD3 mais DEX (via 4), ao
passo que € regulada negativamente por tratamento com mAb
anti-CD3 isoladamente (via 2) (Fig. 11A). Obtiveram-se
resultados semelhantes gquando se avaliou a expressdo de
mRNA de GILR. A experiéncia de coloracdo "Northern"

mostrou, de facto, que o mRNA de GILR ¢é regulado
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negativamente por tratamento com mAb anti-CD3 (Figura 11B)
(via 2), é induzido por tratamento com DEX (via 3) ou anti-
CD3 mais DEX (via 4). Obtiveram-se resultados semelhantes
com células do baco e de nodos linfadticos (ndo mostrado).

Para definir a localizacéao subcelular de GILR
avaliaram-se o0s niveis de GILR no nticleo e no citoplasma de
clones transfectados com vector vazio ou com o cDNA de
GILR. A Figura 12A mostra que ¢é detectdvel GILR nas
proteinas nucleicas extraidas de um clone transfectado com
cDNA de GILR, mas ndo no citoplasma ou no nucleo e
citoplasma de <clone de controlo. Utilizou-se anticorpo
anti-f tubulina para controlar a possivel contaminacdo dos
nucleos com material citoplasméatico. Os resultados
apresentados na Figura 12B indicam que estéd presente -
tubulina no extracto proteico citoplasmdtico de clones de
controlo (via 3) e transfectados com GILR (via 4), mas néo
nos extractos nucleares (vias 1 e 2).

d) A expressdo de GILR, em células T transfectadas,

confere resisténcia a apoptose induzida por TCR/CD3 mas nédo

a morte celular induzida por outros estimulos

Membros da familia de =ziperes de leucina estéo
envolvidos na activacdo de linfécitos e s&do capazes de
induzir ou inibir a apoptose (Smeyne et al., 1993;
Goldstone e Lavin, 1994). Para testar os possiveis efeitos
da expressido de GILR na apoptose, uma linha de células T de
hibridoma, 3DO, foi transfectada, em que esta linha de
células 3D0O, como outros hibridomas de células T, tem sido
amplamente utilizada na investigacdo de apoptose induzida
por anticorpos anti-CD3 (Ayroldi et al., 1995; Vito et al.,
1996). Efectuou-se esta transfecgcdo com um vector de
expressdo no qual o cDNA de GILR é expresso sob o controlo
do promotor de CMV. Foi previamente mostrado que a apoptose

induzida pelo anticorpo anti-CD3 em células 3DO depende do
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sistema Fas/Fas-L (Yang et al., 1995). Nessas transfeccdes
também se utilizou o vector vazio (controlo pcDNA3) como
controlo. Apds seleccdo com antibidtico G418, clones de
células foram rastreados quanto a expressdo de GILR por
andlise de ©proteccdo de RNase (Fig. 5). Para cada
transfeccdo, 9 clones foram testados e utilizados para
caracterizacdo funcional. Adicionalmente, 6 clones néo
transfectados normais (nuc/1-6) foram testados como
controlos suplementares.

Os resultados mostraram que todos os clones de células
que super-expressam GILR (clones GILR/1-9) foram
variavelmente resistentes a apoptose induzida pelo mAb
anti-CD3 (apoptose entre 5% e 10%), com P < 0,0001, em
comparacdo com o0s clones de controlo de pcDNA3 (clones
pcDNA3/1-9, apoptose entre 45% e 60%) . N&o foram
detectéveis diferencas significativas entre clones de
PcDNA3 e clones normais ndo transfectados (clones nuc/l-6,
apoptose entre 45 e 60%) (Fig. 6). Para excluir um possivel
efeito do gene GILR na expressdo membranar de TCR/CD3, que
poderia, por si préprio, ser responsavel pela sensibilidade
decrescida a apoptose induzida por anti-CD3, todos os
clones foram corados com mAb anti-CD3 e analisados por
citometria de fluxo.

Ndo se detectaram diferencas da expressdo de CD3 entre
clones transfectados e nao transfectados (resultados néo
mostrados) .

Foi mostrado que a apoptose de células T pode ser
induzida por varios estimulos diferentes do desencadeamento
do complexo TCR/CD3, incluindo corticosterdides, irradiacéo
de UV e privagdo de nutrientes (Zacharchuk et al., 1990;
Bansal et al., 1991; Lowe et al., 1993).

Realizaram-se experiéncias para testar se a expresséo

de GILR poderia inibir a apoptose de células T induzida por
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outros estimulos. Os resultados obtidos com o0s mesmos
clones (os resultados com GILR/1,5,7 e pcDNA3/4,7,8 estdo
apresentados na Fig. 7) indicam que a super-expressido de
GILR ndo contraria a apoptose induzida por DEX, varias
doses de irradiacdo de UV, privacdo de nutrientes ou
desencadeamento por anticorpo monoclonal anti-Fas com
ligacgdes cruzadas.

Estes resultados sugerem que a GILR pode modular a
apoptose de células T desencadeada pelo complexo TCR/CD3
mas ndo por outros estimulos.

E interessante notar que o efeito inibidor especifico
da GILR na via de sinalizacdo apoptdtica dependente de
CD3/TCR ¢é peculiarmente diferente do efeito exercido pela
TSC-22, a proteina ziper de leucina mais hombéloga. A
literatura cientifica demonstra que a TSC-22 pode induzir
apoptose numa linha de células de carcinoma humano (Ohta et
al., 1997), ¢é induzida por um farmaco anti-cancerigeno,
Vesnarinona (Kawamata et al., 1998), numa linha de células
de cancro das glandulas salivares humana e a sua regulacéo
negativa intensifica acentuadamente o crescimento da linha
de células (Nakashiro et al., 1998).

e) Expressdo de Fas e Fas-L em células T transfectadas

com GILR

Foi sugerido que a AICD de células T também depende da
interaccdo Fas/Fas-L (Alderson et al., 1995; Dhein et al.,
1995; Ju et al., 1995). Em particular, os presentes
inventores mostraram previamente que a apoptose induzida
por anti-CD3 em células 3DO é Dblogueada por mAb anti-Fas
soltivel, ao passo que mAb anti-Fas com ligacdes cruzadas
induz directamente morte celular (Ayroldi et al., 1997).
Realizaram-se experiéncias para testar se o blogqueio do Fas

(utilizando mAb anti-Fas soltvel sem ligacgdes cruzadas, 1

ng/mL) poderia inibir a apoptose induzida por anti-CD3
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neste sistema experimental onde se testaram clones de 3DO.
Os resultados indicam que o Dblogqueio do Fas inibe
significativamente a morte celular induzida por CD3
(apoptose, a média de resultados obtidos com 3 clones
normais num ensaio de 20 horas foi: 4 + 1 em controlos néo
tratados, 63 £ 5 em clones tratados com anti-CD3, 29 £ 6 em
clones tratados com anti-CD3 mais anti-Faz soluvel; P <
0,01 comparando tratados com anti-CD3 com tratados com
anti-CD3 mais anti-Fas).

Também se realizaram experiéncias para avaliar se a
inibicdo da apoptose em células transfectadas com GILR
poderia ser mediada por um efeito na expressdo do sistema
Fas/Fas-L.

Os resultados mostram que 20 horas de tratamento com
mAbs anti-CD3 induziram a expressdo de Fas e Fas-L na linha
de células 3DO e em clones transfectados com o controlo de
vector vazio (pcDNA3/4,7) mas ndo aumentaram a expressdo do
Fas e Fas-L em clones dgue super-expressam GILR (clones
GILR/1,2,3,5,7) (Figura 8).

Experiéncias cinéticas também indicam que, n&o
obstante a expressdo de Fas-L ndo ser evidente as 3 horas
apds tratamento com anti-CD3, quando ndo hé& apoptose
detectéavel, se detecta inducdo da expressdo de Fas-L as 10
horas, quando a apoptose ¢ mensurdvel. Apresentam-se na
Tabela I resultados de uma experiéncia representativa com
um vector vazio e um clone transfectado com GILR. Também se
obtiveram resultados semelhantes quando se avaliou a
expressdo de mRNA de Fas por ensaios de coloracédo
"Northern" e proteccdo de RNase (Fig. 9).

Estes resultados indicam que a expressdo de GILR inibe

a apoptose activada por TCR/CD3 e expressdo de Fas/Fas-L.
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f) GILR na activacdo de células T

Tendo demonstrado que a super-expressdo de GILR salvou
de apoptose induzida por anti-CD3 ao diminuir a expresséo
de Fas/Fas-L, seguidamente avaliou-se o papel da GILR na
activacdo de células T. Para essa finalidade, <clones
transfectados com GILR foram activados e analisados quanto
a apoptose e expressdo de marcadores da activacdo, como O
receptor da interleuquina-2 (IL-2R). Em particular, apds

estimulacéo com anticorpos monoclonais anti-CD3 com

ligacdes cruzadas (1 ug/mL), clones transfectados com GILR
e de vector vazio (utilizados como controlo) foram corados
com um anticorpo monoclonal anti-IL-2R (CD25) ou tratados
para etiquetagem com iodeto de propidio para avaliar a
apoptose. Utilizaram-se os sobrenadantes de clones de
controlo e tratados com anti-CD3 para a deteccdo da IL-2
num ensaio ELISA.

Os resultados mostraram que clones transfectados com o
vector vazio expressam, por estimulacdo com anti-CD3,
niveis elevados de IL-2R e produzem IL-2, como avaliado por
andlise de citometria de fluxo e ensaio ELISA,
respectivamente. Em contraste, clones transfectados com
GILR expressam niveis baixos ou indetectéveis de IL-2
(Tabela II). Estes dados indicam que a super-expressido de
GILR inibe a activacdo induzida por anti-CD3 e sugerem que
a GILR poderad desempenhar um papel no controlo da activacéo
de células T.

Para investigar suplementarmente o papel de GILR na
activacdo de células T examindmos em seguida a sua
expressdo por estimulacdo com anti-CD3 e/ou anti-CD2 e os
efeitos da ciclosporina A.

Foi mostrado que o desencadeamento de CD2 salva
células T de apoptose induzida por anti-CD3, ao modular

negativamente o sistema Fas/Fas-I1 (Ayroldi et al., 1997).
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Este efeito é mediado pelo decréscimo da producdo de
IL-2 enddgena e, em consequéncia, de activacdo de células
T. Depois estudou-se a expressdo de GILR, wutilizando
coloracéo "Northern", em células 3DO tratadas com
anticorpos monoclonais anti-CD3 e/ou anti-CD2. A Figura 10A
mostra que mRNA de GILR ¢é regulado negativamente por
activacéo de anti-CD3, ao passo que é modulado
positivamente por tratamento com anti-CD2. A co-estimulacéo
com o tratamento anti-CD2 e anti-CD3 restabelece o mRNA de
GILR para o nivel de controlo.

Foi previamente relatado que a ciclosporina inibe
especificamente a transcricdo mediada por TCR do gene IL-2
por bloqueio da via de transducdo do sinal dependente de
cédlcio (Liu et al., 1993). Como mostrado na Figura 10B, a
ciclosporina A inverte a modulacdo negativa de GILR
induzida por anti-CD3.

Estes resultados também sugerem o envolvimento de GILR
no controlo da activacdo de células T.

g) Isolamento do c¢DNA de GILR humano

O homélogo humano do GILR murino foi isolado num
rastreio de uma biblioteca de c¢DNA humano Agtll criada a
partir de linfdécitos T estimulados com PHA, utilizando como
sonda o cDNA de GILR de ratinho previamente isolado. De
entre o0s clones ©positivos, quatro exibiram a mesma
sequéncia, altamente hombéloga a sequéncia de cDNA de GILR
de ratinho, e o mesmo comprimento (1946 pares de Dbases,
Fig. 2).

Apresenta-se na Fig. 13 a sequéncia de cDNA do GILR
humano (h-GILR). O cDNA contém uma fase de leitura com um
inico par de bases, comecando na posicdo de nucledtido 241
e estendendo-se até um coddo de terminacdo na posicdo 643.
0O GILR humano tem 86% de identidade ao nivel do DNA (Fig.
14) e 94% de identidade e 97% de semelhanca com o GILR de
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ratinho (Fig. 15) ao nivel proteico. A GILR humana é uma
proteina ziper de leucina que é altamente homdbéloga a GILR
murina e gue exibe semelhanca com as proteinas TSC-22 e
hDIP previamente descritas, especialmente no terminal C,

onde estéd localizado o motivo ziper de leucina.



TABELA I

96

Evolucdo temporal da expressdo de Fas/L relacionada com
apoptose induzida por anti-CD3 num clone de vector

vazlio ou transfectado com GILR

3h ' &h 10h

Fas/l. Apoptose |Fawl Apoptose | Fas'l. Apoptose

peDNA3(4) 0% 13 1o 2.8 57 29
 pcDNA4(dyranti-CD3 | 1.2 1.7 1.1 37 isLi 720
GILR(T) 16 03 L7 18 01 238
GILR(7}anti-CD3 | 0,6 0.9 1.2

1,4 14 27

= Numeros representam a percentagem de células
positivas para Fas/L em andlise de Citometria de fluxo
e de células que foram apoptdticas em andlise de iodeto

de propidio.




TABELA II

Marcadores da activacdo em clones transfectados com

GILR

CLONES APOPTOSE (%) |  IL-2R (%) L2 (pg/mly
vector vazio |controlo anti-CD3|controlo anti-CD3|controlo amti-cD3
PVS 17 557133 85.2 | neg.
PV6 5.8 62.8{ 5.8 528 | 1200
PVT] 5.5 583113 B7.7 | neg.
601
neg,
558

vector GILR

controlorantirCDB

controlo anti-CD3

controlo anti-CD3j}

ST7 6.4 393169 32 | neg 443
SG11 2.4 6.5 13 | neg |

§GE 4,6 7.1 33.6 { neg
ST 6.5 416144 8.1 | neg, 339
GILR19 2.4 12826 e, 25 |
2, %6A neg. 6i
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(iii) NUMERO DE SEQUENCIAS: 6

(iv) FORMA DE LEITURA EM COMPUTADOR:
(A) TIPO DE MEIO: Disquete
(B) COMPUTADOR: PC compativel com IBM
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) "SOFTWARE": PatentIn Tiragem #1.0, Versédo
#1.30 (EPO)

(2) INFORMACOES PARA ID SEQ NO: 1:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 1972 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) FILAMENTACAO: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(1iii) HIPOTETICA: NAO

(iv) ANTI-SENTIDO: NAO

(1x) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 206..616

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: ID SEQ NO: 1:

CTGECTGOTE TOOAGTTTET GACATACTAG GTGACACCCT TECAGTCALT TOPOTTCAMS
60

TCLCAGCTTAG ARGTGCCTGC CTGGCTCASS GTUTSCACTS CAGCCTACTS CTTGOTTOAG
120

GGCCTGACTG CAACGCOCRAA GUOTATCOLTA TAGCGGCCAGC GOCAGCAGTC ACTCAAACCA
180



GCCACAGCTC CCOGGTAACT GAACC ATG AAC ALC GAa
232
Het Asn Thr Glu

ATG GAG GTG GOG GTC TAT CAS CTG CAC AAT TTC

280

Met Glu Val Ala Val Tyr €ln Leau His Asn Phe
1D 18 20

TCT TCT CTCE CTYT GHEA GGG GAT QTS OTT TOC &1T

k 33

Ser Ser Leu Leu Gly Gly Asp Val val Ser val
30 35

GO TCC GGA GOO AGT BTG GT6 GOC CTA SAC RAD

378

Ala Ser Gly Ala Ser Val Val Ala Leu Asp Aan
45 %0

ATG GAC OTC GTG AAG AAC CRC CTG ATEC TAC GOT

424

Met Asp Leu Val Lys Asn His Leu Met Tyr Ala
60 65

GAG STC CTA AAG GRG CAG ATT 6T GAGC CTG O

472

Glu ¥al Leu Lye G6lu Gln Ile Arg ¢lu Leu Lew
5 80

CTG GAG CGC GAG AAC ACK CTC CTG ARG ACG OTG
530

Leu ©lu Arg Glu Asn Thr Lsu Leu Lys Thr Leu
20 95 1o

CTG GAA ARS TIC CAG TCC GGG CTC AGC CCT GAA

568

Lew Glu Lys Phe Gln Ser Arg Leu Ser Pro Glu
i 115

BET COCA GAA ACC COG GAA ALC OO0 GAA GO Q0T

B1l5

Ala Pro Glu Thr Pre Glu Thr Pro Glu Ala Pro
128 130

TAAGTGECTC TGTCCTTAGE GTOUGLAGRG CCACATOPTS
676

TITGTTTITS COTCOCCARG GGTCATCICA TGTOGAGAAG
736

TGCCAAGAGA TGTCCCARGG ACATSCCCAT CUTSSSTCRAC
796 ‘

ARRGAGCAGG TCTOTCGAGA CTARAGTIGCA TECOGCCTAG
856

TETCETGTCA COGGELOOTE GOOGUTCCCA GGGOTSEGTA
916 '

ATG TAT CAG AQQ CCC

Met Tyr Gla Thr Pro

TCC ACC TCO TTC TIT

Ser Thr Ser Phe Phe
25

AAN QTG GAT AMRC AGT

Lys Leu Asp Asn Ser
40

ARG ATT GAG CAG dod

Lys Ile Glu Giln Ala
5%

TG AGHA GAG GAG GI¢G

val Arg Giu Gliun Val
78

GAG ABAG KAT TOC CRG

Glu Lys Asn Ser Gln

GOA AGE QCC GAG ChA

Als Ser Pro Glu Gla
10%

GRG CCA GCAR COT GAA

Glu Pro Ala Pro Glu
120

GGT GGT TCT G806 476

Gly Gly BSer Ala Val
13s
TTCTACLTAG TTCTPICCAS
TTTACACCTS ACATAGCTGS
TCCAGTGACA GALLCCTGAL

TARACACCARG CCOAGTGAGCT

ACTTAGTTAC AGCTGACCAR

103



GGAGAMAGTA
276

TTCATTTCCA
1034

CACTTETEYT
1098

CAGAGATEGG
1156

GCTTTETGEA
1216

TIGETTAGTA
1376

TAGATCTATA
1336

CETARCCALC
139¢&

TGCTARTTTA
1436

AGGGAGRGGA
15186

TEATCTGICC
1576

GCTGACTACA
1836

STTITAGETT
1696

1758

GUETAGRUCAG
i8le

CTTRTETRAG
1876

GTACGACTCC
1936

TCCTCCTTEY
1972

(2)

GITTTGAGAT

TGGACATOTT

CTARGORGAR

AGAGRTTGAG

CAGCCCRGTG

TTGGCATOET

TCTTAGGGTA

TTICCEGAGTA

CCAMATTIGAT

AGACCAGCCY

ACTGARGACR

TAGRATGGGC

GTTTTITTTT

TTAAGTTCTT

AGGRGTRACT

GAEGTTCTGT

CTGATGOCAG
CCACAGCTTS
c;nhcawcrc
CCARRTGAGC
TRGGGTTACA
TTTTCTATAT
GIGATCTATA
CTGACTGGTC
CORGTTTGTC
CACARTOOGE
TEARGTCCTC
TTGASAGANG
GGTTTTETTT
GTGGRGRAAMC
AGTTTTGATC

GACAGTCRAC

MGRRATTTCOA

TCTARARATA

TTTGCATTTYT

ARAARARDAD

TETGCTCRAG

ARCCTGACART

TCTTCTRCCT

CTTCTGTICG

GOTTIRGAAT

AGCCATANTG

CATATRCACA

TCYTATCTCT

CITTAGATTA

CCACAGRTGC

TITTGAATEC

ATCAGTITGG

CTTTGTTTGT

TTIGEGGTTA

CTTTGGEETC

ACTTTCCACT

TCAMMTIGTRG

AARAARR

INFORMACOES PARA ID SEQ NO: 2

RAAGTGTAAG
GACTGTTCOT
éTG?cTTTTc
TTAATACTGT
GACTGCTTAT
CGTATATATA
TACACCTACA
TARAGOTAAG
AATARGACTC

CTTGCTETTE

Kl

CRRACCON

Y
7]

ACTTCACATT

TIETTTCTTT

ATCARAGGAT

TCGAAAATGT

TPCTGACALCT

CTTGAMATTT

CEETCTETTT

ATGAARGAACC

CAGECARAGEOE

ATAATGCATG

ARAAGTTCTGT

CCCATRGGGEC

TGTTGRAGGS

TTTTIGACTG

GATATGACGE

CAGTCOTCCC

ATTCRTTGGT

ITTGTTITTAA

TIGITTITIG

GTAGTOCTGT

ACCCAGGARAG

TCATCCTGCT

CAATAARCTT
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(1)

(i1)

(x1)

Hakt Asn

Lew Hia

Val val

Ala Leu

50

Leun Het
65

Arg Glu

Leu Lys

Leau Sey

Pro Glu
130

Thr

Aen

Sar

35

Agp

Tyr

Leu

Thy

Bre

115

Ala

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 137 aminoéacidos
(B) TIPO: aminoé&cido

(D) TOPOLOGIA: linear

TIPO DE MOLECULA: proteina

DESCRICAO DA SEQUENCIA: ID SEQ NO:

Glu Het Tyr €ln Thr Pro Met Glu Val Alas val

L 10

Phe Ser Thr Ser Phe Phe Ser Ser Leu Leu Gly
20 25 34

Val Lys Leu Asp Asn Ser Ala Ser Gly Ala Ser

40 4%

han Lys Ile Glu Cln Ala Met Asp lLeu Val Lys

5% B0

ARla Val Arg €lu Glu Val Glu val Leu Lys Glu

W 75

Leu Glu Lys Asn Ser Gln Leu Glu Arg Glu Asn

85 0

Leu Ala Ser Pro Glu Gin Leu Gle Lys Phe $ln
160 105 110

Glu Gilu Pre Als Pro Glu Ala Pro €lu Thr Pro

120 128

Pro ly Gly Ser Ala Val
138

(2) INFORMACOES PARA ID SEQ NO: 3:

(1)

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

2
Tyr
15
Gly
¥al
Asn
Gln
Thyr
35

Ser

Glu

(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases

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

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

Gln

Asp

Val

His

Ile

80

Lo

Arg

Thr

105



(iii) HIPOTETICA: NAO
(iv) ANTI-SENTIDO: NAO
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: caracteristica diversa
(B) LOCALIZACAO: 1..20

106

(D) OUTRAS INFORMACOES: /nota = ""primer" directo

de PCR"

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: ID SEQ NO: 3:

CORTCTGGLT CTCRACTCCAST
20

(2) INFORMACOES PARA ID SEQ NO: 4:

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

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(1iii) HIPOTETICA: NAO
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: caracteristica diversa
(B) LOCALIZACAO: 1..20

(D) OUTRAS INFORMACOES: /nota = ""primer" reverso

de PCR"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: ID SEQ NO: 4:



AGGACAGTECS CGAGTGGCACC
20

(2) INFORMACOES PARA ID SEQ NO: 5:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 1946 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) FILAMENTACAO: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(1iii) HIPOTETICA: NAO

(iv) ANTI-SENTIDO: NAO

(1x) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 241..642

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: ID SEQ NO: 5:

AATTCGUGGOG CCOTGUAGTT TGTHACATAC GRGGTYGACALD LOOTCCADTC ARCTTCCOTTC
b0

RRCTCCAGCT GUAGCGCCTG CTTGOCTTTG GRTTOSTTCT GCAGCCTTON COCCSOTCoT
120

ACCCTCAGGE CCHGACTCCA GOGCAGAGEC CAGOLCACCE CAGCCTEOCA GCAGCCACHD
180

AGCCGCLCAG CCGCCCAGCC COGCACGARS CCOCGCCOAGE SOTTCOTAGE AGCCOGAGCC
240
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ATG
288
Met

o6
336
Leu

GIG
384
val

GOC
432
Ala

480
Leau
6%

£6A
528
Arg

576
Lew

QTG
834
Lan

CoT
672
Pra

CCACTAAACT TGTTTTACCT ACTTCTTTOC AGTTTEYTIT TOGOTCCCCA AGCATCATCT

732

CRCGAGGAGR ACTTTACACC TACCACAGUT GOTCOCAMAGA CATCTCOTAR GUACSATGGCC

52

ACCTGGOGTCC ACTOOAGCSA CAGACCCCIG ACAAGAGCAG GTCTCTGGAG GUTGAGTIGE

852

ATGRGGUCTA CTARCACCAR GOCAGTGAGT CTCTAATGOT ACTGLGCCCY GGGGGOTOCS

912

AGRGCLTGGEE CAACTTAGCT GTUAACTGGCA ARGUAGARSS GTACTTTIGAG CGTGTGACACC

72

ARC

Aen

GIT

Val

ATR

Ile

ATG

Met

GAG

Gla

ARG

L¥s

AGC

Seyr

GET

GLy
130

ACC

Thr

> BAT

Asn

TeQ

Ber
3%

GAL

Asp

TAT

Tyr

£IG

Ley

ACC

Thr

CT

Pro
11%

GGT

Gly

GRA

Glu

e

PBhe
20

GIT

Yal

AAC

Aan

QLT

Ala

GTG

W¥al

Lau
100

GAA

Glu

TCT

Ser

ATG

Het

Iee

Ser

Lys

AAG

Lys

GTG

Yal

GAG

Glu
85

: GUA

Als

GRG

Glu

GO

Ala

TAY

Tyr

ATC

ile

Lew

ATC

Ile

AGA

Arg
70

ARG

Lya

RGO

Ssr

CCa

Fro

Lehiged

val

CRG

Gln

e

Ser

GAC

Asp

GAA

Glu
55

GAG

Glu

RALC

Ran

CCA

Pra

GCT

Ala

ACC

Thr

e

Phe

AAC

ARn
4G

CAG

Gln

GAG

Glu

TEC

Ser

GAG

Gln

cce

Pro
130G

O A

Pro

e

Phe
25

AET

Ser

GEC

Kla

GTG

Val

CAG

Gin

CAG

Gln
165

GAN

Glu

Het
10

Ser

GLo

Ala

ATG

Mot

GAG

Glu

CTA

Leu
S0

CTG

7o

f-t:3 4

GAG

Glu

Ter

TCC

Ser

GRT

Asp

ATR

Ils
75

GAG

Gly

GRG

Glu

CCA

Pro

GTG

Yal

* Leu

GGA

Gly

Ley
&0

TG

Lau

<oT

Arg

BAG

Lys

CAR

Gln

GUG

AKla

CTT

Lsu

GCo

Ala
45

GIG

val

ANG

Lys

GRG

Glu

T

Phe

GTG

¥al
138

GTC

val
15

GGA

Gly
30

AGC

Ser

GRG

Gla

ARC

Asn

CAG

Gln
110

Lo

Fra

TAQ

TYE

feiied

Gly

GTG

Val

» AAT

Asn

CAG

Gln

aQe

FCC

Ser

GAG

Glu

TAAGTGRCTC TOTCUTOASE GTGGGUAGAG

CRG

Gin

GAT

ASp

CTG

Yal

cat

His

ATC

Iie
20

Leau

TGT

Cys

&0

Ala
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AGTITGCTCC
1032

TCACCTLACA
1oz

TCTCTTCIOC
1182

GCOTTCTGTT
1212

CAGCTTTORG
272

ATAGCCATAR
1332

ATACATATRC
1392

GICCOTTACL
1482

GTCTTTTAGG
1812

SCECCCALGE
1572

CCTGTITTITGR
1832

ARGATCRGTT
1632

TTCTGGRAAA
1953

AGGGGATGEC
1812

SETTTTETGR
1872

GATTIGGATT
1832

CTARABRATA
1945

(2)

(1)

AGAAAGTTTA

ROGAUTETTC

TELGTTICST

CETTARTATG

ATGACCGOTYT

ATGCGTATAT

ACATCCRCOTY

TCTTATGERT

TTAAGTARGA

ATGCCTTGCT

ATGLCAAACT

TGEOOTTCAC

CTTTCARGTG

TITGATCCAA

GARGTGARCAL

TTGATTTTCC

AGGGGTCTGY

CTRATGRAGAR

GARGGCAGGE

GTATRATGCAR

RCRRARGTTICT

ATACCCRTAG

ACATGCTTGARA

BAGTCTTTGA

ACTCGAGAST

GUTGCAACCC

CACCATTCAC

ARGTGTICATTT

AACRGARGES

TECAGLLTGS

TPTCCALTTT

AAATGTAGCT

TTOICATCTC

GCCACTTGTG

GRCACRGATG

TGECTTTGTG

GTEITAGTTAG

GGUTAGATOT

GGGOCTAALG

CTGTGITORT

AAAGGCAALS

TITCCOCAGT

TEETGOTGAL

GARABAGOGT

TGETSTCCTA

GASGTRTGCC

TTGACACCTT

TEAARTTTCA

INFORMACOES PARA ID SEQ NO: 6

CATGGACATC

TTTTARGCAG

GOAGRGATTG

CACRGCCONG

TATTGGCATA

GTATCTTAGT

ACCCTTCGGA

TTRCCARGTT

AGGGGGGCCR

TGTCCACTGA

TACATAGCAAT

TTEPCTTTIE

TETGEATGA

CAGRAAGOTT

BTCOTGRYGT

RTARACTTITG

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

TTCAMCAGCT

AGGCARACCTC

AGCCARGTCA

TCTGUGRTTA

GITTTTOTAT

GTACCGATGT

GTATTGACTG

GACCCRGTTT

GUCTCTGAAT

AACGTGARGT

GGLTIGAGAG

TTTTGAATTA

SGEATGAACA

GTCTGTAGLG

ATGGTTOCAG

CTCTGYTTITY
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Mat

Leu

Val

Ala

Leu
&5

Arg

Leun

Leu

Pro

Lisboa,

(i1)
(x1)
Asn Thr
His Asn
val Ser

35

Iie Asp
50

Het Tyr
Glu Leu
Lys Thé
sexr Pro

ils

Gly Gly
130

(A) COMPRIMENTO:
(B) TIPO:

(D) TOPOLOGIA:

aminoacido

linear

TIPO DE MOLECULA: proteina

DESCRICAO DA SEQUENCIA:

Gilu Met
5

Phe Ser
20

val Lys
Asn Lys
Ala val
Wal &lu

835

Lau Ala
100

Glu Glu

Ser Ala

134 aminoacidos

ID SEQ NO:

Tyr Gin Thr Pro Met Glu Val Ala Val

1le
Leu
lle
Arg

0
Lys
Ser

Pro

Val

Sar

Asp

Glu

55

Glu

hsa

Pra

Ala

Phe

Aan

40

Gin

Glu

Ser

Glu

Pro
120

10

Phe Ser
25

Ser Ala

Ala Met

Val 8lu

&l Leu
30

Gln Leu
16%

Glu Ser

29 de Fevereiro de 2008

Ser

Ser

Asp

Ila

75

Glu

Glu

Pro

Leu
Gly
Leu

60
Leu
Arg

Lys

Gln

Ala

4%

Val

Lys

Gin

Phe

val
1i3s

Gly

D

Sexr

Lys

Glu

Asn

Sin
110

Fro

6:
Tyr

1%
Gly
¥al
Asn
Gln
Thr

95

Ser

Glu

Sln

Asp

Val

Hia

Iie

80

Leu

Cys

Ala
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REIVINDICACOES

Sequéncia de DNA isolada que codifica uma proteina
relacionada com a familia de ziperes de leucina
induzidos por glucocorticdides (GILR), respectivas
isoformas, fragmentos ou andlogos, em que a referida
GILR, respectivas isoformas, fragmentos ou andlogos sé&o
capazes de inibir a apoptose induzida por TCR/CD3 e/ou
Fas/Fas-L e de estimular a actividade de linfécitos, e
que incluem nd&o mais do que dez alteracdes de
aminodcidos em comparacdo com a ID SEQ NO: 2 ou ID SEQ

NO: 6.

Sequéncia de DNA isolada de acordo com a Reivindicacéo
1 seleccionada do grupo que consiste em:

(a) uma sequéncia de cDNA derivada da regiéo
codificadora de uma proteina GILR nativa;

(b) sequéncias de DNA capazes de hibridizar para uma
sequéncia de (a) em condicdes moderadamente restritas,
e

(c) sequéncias de DNA que sdo degeneradas, em
resultado do cdédigo genético, com as sequéncias de DNA

definidas em (a) e (b).

Sequéncia de DNA isolada de acordo com a Reivindicacéo
1 ou Reivindicacédo 2 que compreende pelo menos parte da

sequéncia de DNA ID SEQ NO: 1.

Sequéncia de DNA isolada de acordo com a Reivindicacéo
3 que codifica uma proteina GILR, isoforma, anédlogo ou
fragmento que tem pelo menos parte da sequéncia de

aminoacidos ID SEQ NO: 2.



10.

11.

12.

Sequéncia de DNA isolada de acordo com a Reivindicacéo
1 ou Reivindicacédo 2 que compreende pelo menos parte da

sequéncia de DNA ID SEQ NO: 5.

Sequéncia de DNA isolada de acordo com a Reivindicacéo
5 que codifica wuma proteina GILR humana, isoforma,
andlogo ou fragmento que tem pelo menos parte da

sequéncia de aminoadcidos ID SEQ NO: 6.

Vector que compreende uma sequéncia de DNA de acordo

com qualquer uma das Reivindicacdes 1 - 6.

Vector de acordo com a Reivindicacdo 7 apto a ser

expresso numa célula-hospedeiro eucaridtica.

Vector de acordo com a Reivindicacdo 7 apto a ser

expresso numa célula-hospedeiro procaridtica.

Células-hospedeiro eucaridticas ou procaridticas
transformadas isoladas que contém um vector de acordo

com qualgquer uma das Reivindicacdes 7 - 9.

Proteina GILR isolada, respectiva isoforma, fragmento,
andlogos ou derivados, em que a referida proteina,
respectiva isoforma, fragmento, anédlogos e derivados
sdo capazes de inibir a apoptose induzida por TCR/CD3
e/ou Fas/Fas-L e de estimular a actividade de
linfécitos, e que incluem ndo mais do que dez
alteracdes de aminodcidos em comparacdo com a ID SEQ

NO: 2 ou ID SEQ NO: 6.

Proteina GILR isolada com a sequéncia de aminocacidos da

ID SEQ NO: 2 ou ID SEQ NO: 6.



13.

14.

15.

Processo para a preparacdo da proteina GILR, respectiva
isoforma, fragmento, andlogos ou derivados de acordo
com a Reivindicacdo 11 ou 12, gque compreende fazer
crescer as células-hospedeiro transformadas de acordo
com a Reivindicacdo 10 em condic¢des adequadas para a
expresséo das referidas proteinas, andlogos ou
derivados, efectuar modificacbes pds-traducdo consoante
o) necessario para obter a referida proteina,
fragmentos, andlogos ou derivados e isolar a referida

proteina, fragmentos, andlogos ou derivados expressos.

Anticorpos ou respectivos fragmentos activos ou
derivados, especificos para a proteina GILR, isoforma,
fragmento, andlogos ou derivados de acordo com a

Reivindicacdo 11 ou 12.

Método para conferir a células T em cultura de células
resisténcia a apoptose induzida por TCR/CD3 e/ou
Fas/Fas-L wutilizando wuma ou mais proteinas GILR,
isoformas, fragmentos, andlogos ou derivados de acordo
com a Reivindicacédo 11 ou 12, que compreende introduzir
nas referidas células as referidas uma ou mais
proteinas, isoformas, anédlogos, fragmentos ou derivados
numa forma adequada para a sua introducdo intracelular,
ou introduzir nas referidas células uma sequéncia de
DNA qgue codifica as referidas uma ou mais proteinas,
isoformas, anédlogos, fragmentos ou derivados na forma
de um vector adequado gque contém a referida sequéncia,
em que o referido vector é capaz de proceder a insercéo
da referida sequéncia nas referidas células de modo que
a referida sequéncia seja expressa nas referidas

células.



l6.

17.

18.

Método de acordo com a Reivindicacdo 15 em que as
referidas células sédo transfectadas com um vector de
virus animal recombinante, que compreende 0SS Passos
seguintes:

(a) construir um vector de virus animal recombinante
contendo uma sequéncia que codifica uma proteina da
superficie viral (ligando) que ¢é capaz de se ligar a
um receptor especifico da superficie celular na
superficie das referidas células, e uma segunda
sequéncia que codifica uma proteina seleccionada de
entre a proteina GILR, isoformas, anédlogos, fragmentos
e derivados de acordo com a Reivindicacdo 11 ou 12,
que, gquando expressa nas referidas células, é capaz de
inibir a apoptose induzida por TCR/CD3 e/ou Fas/Fas-L,
e

(b) infectar as referidas células com o referido

vector de (a).

Método para intensificar a apoptose induzida por
TCR/CD3 e/ou Fas/Fas-L em células T em cultura de
células utilizando os anticorpos ou fragmentos activos
ou derivados de acordo com a Reivindicacdo 14, que
compreende introduzir nas referidas células os
referidos anticorpos, fragmentos activos ou derivados

numa forma adequada para introducédo intracelular.

Método para intensificar a apoptose induzida por
TCR/CD3 e/ou induzida por Fas/Fas-L em células T em
cultura de células utilizando uma sequéncia
oligonucleotidica gque ¢é anti-sentido para pelo menos
parte da sequéncia de DNA que codifica uma proteina
GILR de acordo com gqualgquer uma das Reivindicacdes 1 -

6, em que a referida sequéncia oligonucleotidica é



19.

20.

21.

22.

capaz de Dbloquear a expressdo da referida proteina
GILR, que compreende introduzir o) referido
oligonucledétido nas referidas células numa forma

adequada para introducdo intracelular.

Método de acordo com a Reivindicacdo 18, em que a
referida sequéncia oligonucleotidica ¢é introduzida nas
referidas células via um virus da Reivindicacdo 16, em
que a referida segunda sequéncia do referido wvirus

codifica a referida sequéncia oligonucleotidica.

Método de acordo com as Reivindicacdes 17 - 19, em que
as referidas células T sédo células tumorais ou

infectadas com o HIV.

Processo para isolar e identificar proteinas, de acordo
com a Reivindicacédo 11 ou 12, que sédo proteinas do tipo
GILR pertencentes a familia de =ziperes de leucina ou
que s&do proteinas capazes de se ligar directamente a
GILR, que compreende aplicar o procedimento de dois
hibridos de levedura no qual uma sequéncia que codifica
a referida GILR estd contida num vector hibrido e uma
sequéncia de uma biblioteca de c¢cDNA ou DNA gendmico
estd contida no segundo vector hibrido, em gque oS
vectores sédo depois utilizados para transformar
células-hospedeiro de levedura e as células
transformadas positivas sdo isoladas, seguido de
extraccdo do referido segundo vector hibrido para obter
uma sequéncia que codifica uma proteina que se liga a

referida GILR.

Composicdo farmacéutica para a inibicdo de apoptose

induzida por TCR/CD3 e/ou induzida por Fas/Fas-L em



23.

24.

25.

células ou para estimular a activacdo de 1linfécitos,
que compreende, como ingrediente activo, pelo menos uma
proteina GILR, isoforma, fragmentos, andlogos,
derivados de acordo com a Reivindicacdo 11 ou 12 ou

respectivas misturas.

Composicdo farmacéutica para a inibicdo de apoptose
induzida por TCR/CD3 e/ou induzida por Fas/Fas-L em
células ou para estimular a activacdo de 1linfécitos,
que compreende, como ingrediente activo, um vector de
virus animal recombinante que codifica uma proteina
capaz de se ligar a um receptor da superficie celular e
que codifica pelo menos uma proteina GILR, isoforma,
fragmentos activos ou andlogos de acordo com a

Reivindicacdo 11 ou 12.

Composicdo farmacéutica para intensificar a apoptose
induzida por TCR/CD3 e/ou induzida por Fas/Fas-L em
células T que compreende, como ingrediente activo, um
anticorpo, fragmento activo ou derivado de acordo com a

Reivindicacédo 14.

Composicdo farmacéutica para intensificar a apoptose
induzida por TCR/CD3 e/ou induzida por Fas/Fas-L em
células T que compreende, como ingrediente activo, uma
sequéncia oligonucleotidica que ¢ anti-sentido para
prelo menos parte da sequéncia de DNA que codifica uma
proteina GILR de acordo com qualguer uma das

Reivindicacdes 1 - 6.



26. Proteina GILR de acordo com qualquer uma das
Reivindicacoes 11 ou 12 para utilizacéao como

medicamento.

Lisboa, 29 de Fevereiro de 2008
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CTEGETCOTGYGHRGTT PO TCACATACTASG DEACACCSTTGCAGTCAGTTE
TETTCARCTCCAGCTTACRAG TRCCTECC TGO U TUAGO G TCTCCAC TECAGO O TACTOOT
TEETTERECCCCTEROTCUAACECUARAGCOTRTCOTATAGHGHAARLGCCAGCASCLAL
TCAAACCAGCCACACOTCOCOGGCARCCCARCIATEMACACCEARATE TATCARACCOE

HerhsnlhrGludetTyrGlaThere

ATECAGSTESCGE TCTATCAGCPCCACAA T T IO TORACC TECT TP IT FCT TCTO TGO T
HetGluValilaVaiTyrGlnLleutiahanPheSerThrierPhePhelacSerloulau

GORGEGEATE TR T I TCCE TTARRCTO G AT RACAGTGOCT CCEC ACCTAGTE TEGTGEGRD
GlyGlyRapValValSerVallyaleuAsphanSerAlaSertlyAlagervalvalala

CTAGRCAACARGATTOAGCAGGOCATAGACCTOGTCAACARCHACTTECATETACGOTG TS
LeudsphsnlyalleGluGlnodladetaspleuvallysisniisleuket Tyralaval

AGAGRGGALGETORACH TR BLCAGRY EREE
&:guluuluValGlbvalLeuLyscluGlnIleargsluleuuaucxu LyshanRerSlin

CREEACLCLOARAACACCOTONTRAAG ACCUTEECAABCORORMGURARCTRGARARGTTC
LeuGludrgGlubeuThrlaukeulysThrleuhlaSerProdluG LnkeuGlulyaPhe

CAGTCCCOEE TEAG COCTERRAGAGCCRG CATU TR ARSUCOUAGRAACEECEGRAARECCG
GlnSerArgleulerProClubluProllaProtluilaProtluThePratluthrfro

GRAGCCCCTGETGE I TC TR CRe TOIAAG TROCTO TR TCOT TAGRG TOGE CRGAG CCUACAT
GlualaProGlyflySerAliaVal *

e T T AL P ARG T T O T TOCAS T T T T T T O OO RAGR O TOA TETCATH TG A
GAACTTTACACCTAACAT AR CTGC TOCCRAGAGA TG TUCCARGGACATEUCCA TUTROGY
CRACTOCAG TG RACRGACCOO TG ACRAAG AR AL T T TGEAGAC TAAS TTGOATCGHGE
CTAGTAACACCAAGCCABTGAGCCTC TG TE TCAQUGSGLOTTIGREEaCTOCCACHGCTE
GEUARACTTAG TTACAGUTGACCAAGG MG ARAGTART T T TEACATE TCATHCCAG TETHOT
COAGARRG TG TRAAG GO O TCTe T T I R AT T T CCATRGACA TOTTCOACABOTTCAODTGA
CARATGACTE T TR T AT G AAGAMGECAC T TG TG T IO T ARG O AGARRCAACCTC TOTOTTET
T T IGTC T T T TLC AGGCAGGRGCAGAGATECCAGASAT THAGCCARATCACCOTTOTG
PrGG T T AR TAS TG TA T AA TG CRT GO U T M PO CACAGCOCACTO TESGE TTACAGETTTS
GERAIGACTRC T A TRARG T T TO T TGS T TAGTAT TGO CATCO T T TIPS TATATAGCCAT
ARTGOCTATATA TRCCUATAGEGCTAGATCTATATC TTAGGOTACTCATS TATACATATA
CACATAMACCTROR TG TIGAAGGGCCTAR RSO T T TS GACTAC T AN TG TUTOTTAT
C I ARG U T ARG T T T T T GAC IO TS O T A A T T T AL CAR R P TG A TR CAC T T TCTOCTTTAG
ATTAAATAMGACTOGATATEAGGOAGGGAGGECARGACCAGLUTCARBATCLOGLCRCAG
ATGCC TG TG TOCAG T TRCOTRRTC TS TRC AN TEARGACA TG AAS TOOTETTTRGS
A OCAMACOCACC AT TOAT TR TGO TG AT ACAT ACA A TONCG T TCRAGAGARSATCAST
TTGGACTTC AL AT T T T TG T T ARG T P ARG T T T I T O I PO P T TG T TIG T G T
TTEIT TG T T TG T TP a T T e T T I T T O P T T T TARG TR PTG TR RO SARACTY TGS
GTTARTCARRGOATOTAN TCC IO TG G TAGACCAGACRAGTRACTAGTTTIGATCCTTTING
GOTETOEARMATE TRCUCAGG ARG T TG TG T AASGAG S TTOTR TS ACAE TCRACACTTIC
ARG IO G AR T A e TR P T AL R AL T LA AT T TC AT T IO AT T T T TCARAT
STAGCTTGAAAT TTCAATAMCTTISCTCC T TITTC TAARAATARAAARRADAARAARAS

Fig. 2
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AR TCGGELCCCO TOO AR T I TG PG ACAT ACCAGE TCACRUCOCTCGAG TEACTTCCOTTC
ARCTOCAGE TERAG LU TS C T IO C T I TG RE T T LG T TCTE CAGC O T TORCCCOGOTORT
AGCCTCRGGRCCHGRO TUCAG UG LACACCCOAGCCURGOGCACCOTHOCAC CAGTOALTE
AGTCGCCTRGOLECLCRGCLCCECALG ARACCOGEOCAGASC T FCCTAGCAGURCRRGOS
ATGARCACCGARA YO TATUAGACUCCCA T CEAGE TGRORE TCTACCAGCTSCATARTTTS
¥etlenTheGluNet TyrGinTheProMetGluvalAilavallyrGlnleultishsnihe

T I T T T T T T T e O T GG AG GG EA TR TR T T RCCG TTRAGCTCCACARC
SeriieSerFhePhadersSarieuleuGlyGlyRepValvalserVallyslouAsphen

RETECOTCCGRAGCCAGCHTGE PG CUATRGACARCAMI A TCCARUAGECCATORATOTS
SerilasSsrGlyslaservalvValhlallehspRent.yslleAsplinklatetasplen

GTERREARTCRATCTGATG TATGCTG TGAGAGAGCARETRCAGATRCTCARCRAGTRAGATC
VallyshenHislouMetTyralaValhirgoluGluvaldlullelenlyssioGintle

CGRAGAGCTOE TORACAAGAACTCOUAGT TAGAGCC TH M ARCACTC TG TTEAAGALCOTS
ArgGluleuVale tulyshanserGlnleuGluhrgGluAsnThrleuleulysThe Lay

GURAGCORAGAGUAGC Y GO AG AR Y TRCAG TCC TG T TG AG OO TCRAGRC CCRECTECE
AlaserProtGiudinleuGlulysPheGlaserCyslaverProGluslubroalabro

GRARTCOOCACAMITCECURAGE LIRS TG TTU POCEe TO TAAG TERCTOTCTCOTER
GluSerFroginValProGluhlaProBlyGlySerilaval +

G GGG AGAGC AT AR AT T T T T A T A T T T P P CCAS T T T T T T T TLRO oo
CARGLATCATC TCAE AGE AG AR T T T AL AL P AGCAC A G TG T OOl ARGAGA TG T O
ARGGACA TG A TG R T OO A I CCAGT G AL AC A O TG ACAACAGCREGTOTOTOG
AGGC TRAG P T A GG T A T AR A ARG O A G T A I T AR TGO TAT PGSO
T GGG T O RGAE L T e G AR T T A GO TG ARG T SO AAAGEAGAACESTACTTTS
AGGTGTGACACCAGT T TGO T e ARG AR RS T T T A G S Y O T T IS TCATC T ATGEACA
Tl CARC ARG T TOACC TEAC ARG R TG T TCO TA DG AAGARGROAD TS TG TTTTARGC
ACRGGUARRCCICTC IO TC O T TG T TING ARG GUACEERACRCAB ATGEGAGAGAT

A AA G TR T TG L PG T T AR TA TG G TA TAA T CA T R C T T T IO CAC AT DO

AT G GRA TACAGU T T TG GO A T O AL T TAN AR A P T O TS T T T GG TTAS TAT TGLOA
T&GTTTTTGTATBI&GCﬁ&TRERTGCGT&ThT&TACCﬂ&TRGQGCTEGETCTGTRTﬁTT&

GG TAGLGATGTATACATATACACATCRACE TACR TO TTO MAGGECOTARICARCOTTSS
RGO G G T S T A O T T T A TS O AAG T O T T TR O TS TG T TOA T TTACCARG

A G T T TG Te T T T TAGG T AAG T ARG AR T OB AGAG T AR RN O B ALGARBOEOGE
CRGCCTCTGAR T CEE OB UGG A T G T TG O TS O PG CARAC O T T TRCCE ARG TG TOCART

SR ARG TR ARG T OO TG T T T T AR TG U AR R CCORCCA TTCRCTOO TGO TG ACTATATAGR

ATGGO T TCAGCAGAARGA TOAG T T TGGE O T TCACR G TG A T T TR ARBARG LS T I T TIGTYT

T TTESAAT P AT IO IO AR ARG T T I CASG TE AR ARG RAGCA TGO TOTCOTACTO TOBAT
GREOGATEAAIARGGRGATCU N T TIGA TOC AR TG B RGO TG oG AGG TH PO COCAGABAGE

TG T G T AGCGGE T T T TG TS M A S T A R AT T A T I T T TR ACRC T TATCOPGAT

R GG T ARG G AT T IR G A T T T A T P T T CAR A TE TAC O T T AAA T T YO R ATARACTT
TEOTOTETTTITOTARARALTAAARA
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