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RESUMO

"PROTEINA ASSOCIADA A APOPTINA"

O invento estd relacionado com o campo da apopto-
se. O invento proporciona novas possibilidades terapéu-
ticas, por exemplo novas terapias combinatérias ou novos
compostos terapéuticos que podem funcionar por si sds,
sequenciadamente ou conjuntamente com apoptina, especial-

mente nos casos em que p53 é (parcialmente) nao funcional.
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DESCRICAO

"PROTEINA ASSOCIADA A APOPTINA"

O invento estd relacionado com o campo da apopto-
se. A apoptose é um processo fisioldgico activo e pro-
gramado para eliminag¢ao de células supérfluas, alteradas ou
malignas (Earshaw, 1995, Duke et al., 1996). A apoptose
caracteriza-se pela retracg¢ao das células, segmentagao do
nucleo, condensagao e clivagem do DNA em fragmentos do
tamanho de dominios, na maior parte das células seguido de
degradacdo internucleossémica. As células apoptdticas
fragmentam-se em corpos apoptdticos delimitados por uma
membrana. Finalmente, as células vizinhas e/ou macréfagos
fagocitam rapidamente estas células mortas (Wyllie et al.,
1980, White, 1996). As células que crescem em condig¢des de
cultura de tecidos e as células derivadas de material
tecidular podem ser analisadas relativamente ao processo de
apoptose com agentes que coram © DNA, e.g., DAPI, que cora
fortemente e de forma regular o DNA normal, enquanto que o
DNA apoptdético ¢é corado fracamente e/ou irregularmente

(Noteborn et al., 1994, Telford et al., 1992).

O processo apoptdtico pode ser iniciado por uma
variedade de estimulos (Wyllie, 1995, White 1996, Levine
1997). As alteragbes na taxa de sobrevivéncia celular

desempenham um papel 1mportante na patogénese de doengas
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humanas, e.g. no desenvolvimento de cancro e em doengas
auto-imunes, onde o aumento da proliferacdo ou decréscimo
da morte celular (Kerr et al., Paulovich, 1997) & obser-
vado. Demonstrou-se gue uma variedade de compostos quimio-
terapéuticos e radiacdo induzem apoptose em células tumo-
rais, em muitos casos através da proteina p53 selvagem
(Thompson, 1995, Bellamy et al., 1995, Steller, 1995,

McDonell et al., 1995).

No entanto, muitos tumores adquirem uma mutagdo
em pb53 durante o seu desenvolvimento, frequentemente
correlacionada com uma resposta fraca a terapia do cancro.
Determinados genes transformantes de virus de DNA tumo-
rigénicos podem inactivar pb3 através da ligacdo directa a
esta proteina (Teodoro, 1997). Um exemplo de tal agente é o
antigénio T grande do virus de DNA causador de tumores
SV40. Para varios tumores (leucémicos), um nivel de expres-
sdc elevado do proto-oncogene Bcl-2 ou Ber-abl @ esta
associado a uma forte resisténcia a varios agentes guimio-
terapéuticos indutores de apoptose (Hockenberry, 1994,

Sachs and Lotem, 1997).

Para tals tumores sem pb3 funcional (represen-
tando mais de metade dos tumores) estdo em desenvolvimento
terapias anti-tumorais alternativas baseadas na indug¢gdo de
apoptose independente de p53 (Thompson 1995, Paulovich et
al., 1997). Tem de se pesquisar factores envolvidos na
inducdo de apoptose, que ndo necessitem de p53 e/ou possam

ser bloqueados por actividades anti-apoptdéticas, tails como
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as do tipo Bcl-2 ou Bcr-abl. Estes factores devem ser parte
de uma via de apoptose distinta ou devem estar a jusante

(longe) dos compostos inibidores de apoptose.

A apoptina ¢é uma pequena proteina derivada do
virus da anemia das galinhas (CAV; Noteborn and De Boer,
1995, Noteborn et al., 1991, ©Noteborna et al., 1994;
1998%), que pode induzir apoptose em linhas celulares
humanas malignas e transformadas, mas ndo em culturas de
células humanas ndo transformadas. In vitro, a apoptina nao
induz a morte celular programada em células normais
linfdides, dérmicas, epidérmicas, endoteliais e de musculo
liso. No entanto, quando as c¢élulas normais sao trans-—
formadas tornam-se susceptiveis a apoptose pela apoptina. A
expressao prolongada a apoptina, em fibroblastos humanos
normais, revelou que a apoptina ndo tem actividade toxica
ou transformante nestas células (Danen-van QOorschot, 1997

and Noteborn, 1996).

Nas células normails, a apoptina ¢ predominan-
temente encontrada no citoplasma, enguanto que nas células
transformadas ou malignas, I.e. caracterizadas por hiper-
plasia, metaplasia, displasia ou aplasia, estd situada no
nucleo, sugerindo que a localizacdo da apoptina esta
relacionada com a sua actividade (Danen-van Oorscht et al.,
1997). A apoptose induzida por apoptina ocorre na auséncia
de pbd3 funcional (zZhuang et al., 1995a) e nao pode ser
blogueada por Bcl-2, Bcr-abl (zZhuang et al., 1995) ou pela
proteina associada a Bcl-2, BAG-1 (Danen-Van Oorschot,

1997a, Noteborn, 1996).
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Assim, a apoptina é¢ um composto terapéutico para
a destruigdo selectiva de c¢élulas tumcrais, ou ainda
hiperplasia, metaplasia, aplasia ou displasia, especial-
mente para as células tumorais que se tornaram resistentes
a 1indugdo (quimio)-terapéutica de apoptose, devidc a
auséncia de pb3 funcional e (sobre)-expressac de Bcl-2 e de
outros agentes 1nibidores de apoptose (Noteborn and
Pietersen, 1998). Parece, que mesmo as células prée-malignas
minimamente transformadas, sdo sensiveis ao efeito indutor
de morte da apoptina. Ainda, ©Noteborn and Zhang (1998)
mostraram que a apoptose induzida por apoptina pode ser
usada no diagnéstico de células com propensac para cancro e

no tratamento de células com propensao para Ccancro.

O facto de a apoptina ndo 1induzir a apoptose de
células humanas normais, pelo mencs nao in vitro, mostra
que um efeito téxico do tratamento com apoptina in vivo
serd muito baixo. Noteborn and Pietersen (1998) e Pietersen
et al. (1988) demonstraram gque a apoptina expressa em
adenovirus ndo possui um efeito téxico in vivo. Ainda, em
ratinhos labro foi mostrado que a apoptina possui uma forte

actividade anti-tumoral.

No entanto, para aumentar mais o leque de compos-—
tos terapéuticos anti-cancro ou anti-doenga auto-imune
disponiveis, outros compostos terapéuticos sao desejavels,
projectados para funcionarem por si sdés, sequenciadamente
ou conjuntamente com apoptina, especialmente nos casos em

gue p53 & (parcialmente) nao funcional.
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O invento proporciona novas possibilidades
terapéuticas, por exemplo novas terapias combinatdrias ou
novos compostos terapéuticos que podem funcionar sozinhos,
sequenciadamente ou conjuntamente com apoptina, especial-

mente nos casos em que p53 é (parcialmente) nao funcional.

Numa primeira realizag¢do, o© invento proporciona
um &cido nucleico isolado ou recombinante codificador de
AAP-1 e apoptina, em que a referida AAP-1 compreende 0s
aminocdcidos 23 a 250 da Figura 3 ou SEQ ID NO:10, ou um seu
fragmento funcional, o qual é capaz de induzir apoptose.
Substancia proteica € aqui definida como uma substéncia
compreendendo um peptideo, polipeptideo ou proteina,
facultativamente tendo sido modificada, por exemplo através
de glicosilagdo, miristilacdo, fosforilacdo, pela adicdo de
lipidos, por dimerizag¢dao ou multimerizac¢do homdéloga ou
heterdloga, ou quaisquer outras modificagdes (pds-tradugdo)

conhecidas na 4area.

Associada a apoptina é aqui definido como per-
tencente & cascata de substéncias especificamente envol-
vidas na cascata de acontecimentos encontrados na via de
apcptose como induziveis pela apoptina, de preferéncia as
substidncias que estdo especificamente envolvidas na via de

apoptose independente de pb3.

Numa realizacgdo preferida, o invento proporciona

um acido nucleico isolado ou recombinante de acordo com ©
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invento, em gque © acido nucleico codificador de AAP-1
compreende na Figura 2 (SEQ ID NO:9) os acidos nucleicos
142 a 829, ou um seu fragmento funcional, o qual é capaz de
induzir apoptose. Mais de preferéncia, a substancia
proteica codificada associada a apoptina colocaliza-se com
outras substéncias indutoras de apoptose, por exemplo
apoptina, quando as duas substancias indutoras de apoptose
estdo presentes na mesma célula. Nas células normais ndo
transformadas as duas proteinas indutoras de apoptose
colocalizam-se no citoplasma, enguanto que nas células
transformadas ou malignas as duas proteinas indutoras de
apoptose colocalizam-se nc nucleo. Numa outra realizagdo do
invento a substdncia associada a apoptina é capaz de se
ligar ao factor de transcrigédo de ratinho YY1, o qual se
mostrou anteriormente ligar-se ao homélogo de AAP-1 de
ratinho RYBP (Garcia et al., 1999). Numa realizac¢do ainda
mais preferida, o acido nucleico isolado ou recombinante ou
seu equivalente funcional ou fragmento codificador de uma
substdncia proteica associada a apoptina capaz de propor-
cionar apoptose, deriva de uma biblioteca de cDNA, de pre-
feréncia de uma biblioteca de ¢DNA de vertebrado, como seja
uma derivada de aves de avidrio, mas mais preferencialmente
uma biblioteca de ¢DNA de mamifero, de preferéncia a

referida biblioteca de cDNA compreende cDNA humano.

Numa outra realizacdoc, o© invento proporciona um
acido nucleico isolado ou recombinante ou seu fragmento
funcional codificador de uma substlncia proteica associada

a apoptina, capaz de proporcionar apoptose como se mostra



PE1083224 -7 -

na figura 1 ou 2, em particular codificador de uma nova
proteina capaz de proporcionar apoptose ou seu fragmento
funcional designado proteina associada a apoptina 1, aqui
abreviado também como AAP-1, Obviamente, um dcido nucleico
isolado ou recombinante ou seu fragmento funciconal codifi-
cador de uma substédncia proteica adicional associada a
apoptina capaz de se associar com a proteina AAP-1 é aqui
igualmente proporcionado, e os meios e métodos para se
chegar a tal proteina adicional, situada na cascata de apo-

ptina, seguem os da descrig¢do detalhada aqui apresentada.

Ainda, o invento proporciona um vector compreen-
dendo um A&cido nucleico de acordo com o invento. Exemplos
de tal vector estao apresentados na descrigdo detalhada
aqui feita; como seja o vector pMIZ2SM-AAP-1-a ou -b, o
vector pMI2SM expressando c¢DNAs de AAP-1-a ou de AAPI-D
ligados a Myc, um plasmideo expressando um fragmento da
proteina associada a apoptina, vectores de elevado nivel de
expressdo tais como pMAL ou pET22b compreendendo um &cido
nucleico de acordo com © invento, etc. Estes e outros vec-
tores sdo, por exemplo, Uteis na pesquisa de outras subs-
tancias proteicas associadas a apoptina da cascata, como
definido atrds, ou para a (sobre)expressdo de uma proteina

codificada por um acido nucleico de acordo com o invento.

Ainda numa outra realizag¢do, © invento proporcio-
na um vector compreendendo um dcido nucleico de acordo com
o 1nvento, o referido vector compreendendo um veiculo para

introdugdo de genes, tornando o© invento muito Util na
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terapia génica. Ao equipar-se um veiculo de introdugdo de
genes com um Acido nucleico de acordo com © invento, e ao
ser direccionado o referido veiculo para uma célula ou
células que sofreram proliferacdo excessiva e/ou que
demonstraram taxas de morte mais baixas, o referido veiculo
de introdugdo de genes proporciona a referida célula ou
células os meios necessarios para a apoptose, oferecendo

possibilidades terapéuticas dificeis de alcancgar.

Ainda, o invento proporciona uma célula hospedei-
ra compreendendo um Acido nucleico ou um wvector de acordo
com o invento. Exemplos compreendem células bacterianas ou
de levedura transformadas ou transfectadas como descrito na
descricgdo detalhada agui apresentada. Prefere-se uma célula
hospedeira de acordo com o invento que seja uma célula
eucaridética transformada, como seja uma célula de levedura
ou uma célula de vertebrado, como sejam células de mamifero
ou células Cos transformadas ou transfectadas com um &cido
nucleico ou vector de acordo com o invento. As referidas
células sdo em geral capazes de expressar ou produzir uma
substdncia proteica capaz de proporcionar apoptose com a

capacidade de se associar a apoptina.

O invento proporciona ainda um método (linguagem

da reivindicacgao 7).

O invento ainda descreve uma substdncia proteica
associada a apoptina isolada ou recombinante capaz de

proporcionar apoptose. Como exemplo aqui mostrado na figura
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4, a expressdao de tal substdncia proteica associada a
apoptina em células, como sejam células tumorais ou outras
células com excesso de proliferacado, induz o ©processo
apoptético. Pode fazé-lo sozinha ou na presenca de outras
substédncias indutoras de apoptose, tails como apoptina, e
especialmente independente de pb3, mostrando que também nos
casos em que p53 (funcional) estd ausente , a apoptose pode
ser induzida por uma substdncia de acordo com o invento.
Quando a substancia proteica associada a apoptina, capaz de
proporcionar apoptose, ¢ usada Jjuntamente com uma outra
substédncia indutora de apoptose, por exemplo apoptina, as
duas substéncias proteicas colocalizam-se no citoplasma de
células normais e nao resultam em apoptose. Enguanto nas
células transformadas ou malignas, as duas proteinas
indutoras de apoptose colocalizam-se no nucleo e induzem
apoptose. O invento também descreve uma substincia proteica
de acordo com ¢o invento que se liga ao factor de transcri-
cao YY1, o qual j& mostrou ligar-se ao homélogo de AAP1 de
ratinho RYBP. Em particular, o 1invento descreve uma subs-
tdncia proteica de acordo com o invento, codificada por um
acido nucleico de acordo com o invento, por exemplo compre-
endendo pelo menos uma parte de uma sequéncia de aminodcido
como se mostra na figura 3 ou um seu equivalente funcional
ou seu fragmento funcional, capaz de proporcionar apoptose
sozinha ou em combinacdo com ocutras substédncias indutoras
de apoptose, tails como apoptina. O invento ainda proporci-

ona uma composic¢do proteica (linguagem da reivindicagdo 3).

O invento ainda proporciona um método para
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inducgao de apoptose in vitro, em células onde ¢ observado o
aumento da proliferagdo celular ou decréscimo da morte
celular, compreendendo a introducdo nas referidas células
de uma sequéncia de Aacido nucleico codificadora de AAP-1,
em que a referida AAP-1 compreende os aminodcidos 23 a 250
da Figura 3 ou SEQ ID NO:10, ou um seu fragmento funcional,
o qual ¢é capaz de induzir apoptose, ou um método para
inducdo de apoptose in vitro, em células onde se observa
aumento da proliferacdo celular ou decréscimo da morte
celular, compreendendo a introducdo de AAP-1 nas referidas
células, em que a referida AAP-1 compreende 0s aminodcidos
23 a 250 da Figura 3 ou SEQ ID NO:10, ou um seu fragmento

funcional, o qual é capaz de induzir apoptose.

O invento também proporciona um método compre-
endendo ainda um método de acordo com a reivindicacdo 8 ou
9, compreendendo ainda a proteina apoptina ou um &cido

nucleico codificador de apoptina.

O invento ainda proporciona um método para
inducdo de apoptose, in vitro, em que nas referidas células
¢ introduzido um acido nucleico de acordo com o invento ou

uma composi¢do proteica de acordo com ¢ invento.

O invento também proporciona um método para indu-
cac de apoptose in vitro, método esse de acordo com a
reivindicagdo 8 ou 10, onde o referido 4&cido nucleico
codificador de AAP-1 compreende na Figura 2 (SEQ ID NO:9)

os &cidos nucleicos 142 a 829, ou um seu fragmento fun-
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cional, o qual codifica AAP-1 e o qual é capaz de induzir

apoptose.

O invento também descreve a produgao de um
anticorpo iscolado ou sintético que reconhece especifica-
mente uma substidncia proteica ou seu equivalente funcional
ou seu fragmento funcional de acordo com o invento. Tal
anticorpo é, por exemplo, obtido através da imunizacdo de
um  animal experimental com uma substdncia proteica
associada a apoptina ou com um seu fragmento imunogénico ou
seu equivalente e colheita dos anticorpos policlonais a
partir do referido animal imunizado (como aqui apresentado
na descrigao detalhada) ou obtidos por outros métodos
conhecidos, tals como através da produgdo de anticorpos
monoclonais, ou anticorpos de cadeia simples ou proteinas
de ligagdo expressas a partir de Acido nucleico
recombinante de uma Dbiblioteca de A4cido nucleico, por

exemplo, obtido por técnicas de apresentag¢do em fagos.

Com tal anticorpo, o invento também descreve uma
substdncia proteica especificamente reconhecida pelo
anticorpo de acordo com o invento, por exemplo, obtida
através de 1munoprecipitacdo, transferéncia Western ou

outras técnicas imunoldgicas conhecidas.

Ainda, o invento proporciona a utilizagdc de um
dcido nucleico, vector, célula hospedeira ou substancia
proteica de acordo com o invento, para a indugao de

apoptose, por exemplo como mostrado na figura 4. Em
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particular, em tal utilizacdo ¢é proporcionada a referida
apoptose independente de p53. Em particular, ¢é propor-
cionada tal utilizacao, compreendendo ainda a utilizacao de
um Aacido nucleico codificador de apoptina ou um seu
equivalente ou fragmento funcional, ou a utilizagao de
apoptina ou um seu equivalente ou fragmentc funcional. Como
se pode observar na figura 4, a combinagao destas subs-
tancias indutoras de apoptose aumenta a percentagem de

apoptose das células tumorais tratadas.

Tal utilizag¢do conforme proporcionada pelo inven-
to é particularmente Util do ponto de vista terapéutico. O
invento proporciona uma composi¢aoc farmacéutica compre-
endendo um Acido nucleico, wvector, célula hospedeira ou
substdncia proteica de acordo com o invento. Adicional-
mente, ¢é proporcionada tal composig¢dc farmacéutica de
acordo com o invento ainda compreendendo um Acido nucleico
codificador de apoptina ou um seu equivalente ou fragmento
funcional ou apoptina ou um seu equivalente ou fragmento

funcional.

Tal composigdo farmacéutica ¢, em particular,
proporcionada para a indug¢do de apoptose, por exemplo em
que a referida apoptose ¢é 1independente de pb3, para o
tratamento de uma doenga em Jue se observa aumento da
proliferacdo celular ou decréscimo da morte celular, como é
em geral o caso se a doenga compreender cancro ou doenga
auto-imune. Com isto, o inventoc proporciona um método para

0 tratamento de um individuo portador de uma doenca em que
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se observa o aumento da proliferagdo celular ou decréscimo
da morte celular, compreendendo © tratamento do referido
individuo com uma composigadc farmacéutica de acordo com ©
invento. Em particular estas composigdes compreendem um
factor de uma via de apoptose, o qual ¢é especifico das
células transformadas. Assim, estas composicgdes sao essen-
ciais para novos tratamentos, mas igualmente para o dia-
gnéstico de doengas relacionadas com aberrac¢des no processo

apoptético, como sejam o cancro e doengas auto-imunes.

No campo do diagndstico, o invento descreve um
método para a deteccado da presenga de células cancerosas ou
células com propensac para cancro numa amostra de células,
compreendendo a transfeccdo de células na referida amostra
com um dcido nucleico ou vector de acordo com © invento,
cultura das referidas células e determina¢do da percentagem
de apoptose das células na referida amostra. Por exemplo,
podemos concluir que a localizagdo celular de AAP-1 ¢é
diferente nas células tumorigénicas/transformadas compara-
tivamente com as células normais nao transformadas. Ainda,
uma acumulagdo de AAP-1 no nucleo estd correlacionada com a
indugao de apoptose, enquanto que a localizagdo citoplas-
matica estd relacionada com a viabilidade celular e a
capacidade proliferativa normal. O invento descreve assim
um método para a detecgdo da presenga de células cancerosas
ou células gue tém propensdoc para cancerosas numa amostra
de células, compreendendo a transfeccdo de células na
referida amostra com um 4&cido nucleico ou um vector de

acordo com o invento e determinacdo da localizacdc intra-
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celular de uma substédncia proteica derivada do referido
dcido nucleico ou vector em células na referida amostra. Em
particular, o invento descreve um método em que a presenca
da referida substéncia proteica nas referidas células ¢é
detectada por imunocoloragac das referidas c¢élulas com um
anticorpo, como seja com um ensaio de imunofluorescéncia,
ou um outro imunoensaic conhecido. De preferéncia, o
referido anticorpo compreende um anticorpo de acordo com o

invento.

Igualmente, o invento descreve um método para a
identificacgdo de um agente indutor de cancro putativo, como
sejam genes transformantes ou seus fragmentos funcionais,
compreendendo a exposicao de uma amostra de células ao
referido agente, por exemplo através de transfeccdo, ou
meramente através da adigdo do agente ao meio das células e
deteccdo da presenga de células cancerosas ou células com
propensdo para cancerosas numa amostra de células com um

método de acordo com o invento.

Ainda, o invento descreve um método para detectar
células potencialmente cancerosas numa amostra de células,
e assim detectar a propensdo para cancro do individuo de
onde foram extraidas as células da amostra, compreendendo a
exposigdo das referidas c¢élulas a um agente indutor de
cancro, como seja luz UV, e detecgdo da presenga de células
cancerosas ou células que tém propensdo para Ccancerosas,
numa amostra de células com um método de acordo com ©

invento.
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O invento serd explicado mais detalhadamente na
descricao detalhada que se segue, a qual nao é limitativa

do invento.

Descric¢ao detalhada

Usdmos © sistema de duplo hibrido em leveduras
(Durfee et al., 1993) para identificar os compostos celu-
lares associados a apoptina, o0s guais sé&o essenciais na
indugdo de apoptose. O sistema usado é uma estratégia in
vivo para identificar proteinas humanas capazes de se
associarem fisicamente com apoptina. Foi usado para o
rastreio de Dbibliotecas de c¢DNA relativamente a clones
codificadores de proteinas capazes de se ligarem a uma
proteina com interesse (Fields and Song, 1989, Yang et al.
1992). O invento proporciona, por exemplo, novas proteinas
gue se assocliam a apoptina, uma das quais ¢ designada
proteina de associacdo a apoptina 1, abreviada como AAP-1.
0 invento também proporciona um método para a indugao de
apoptose através da interferéncia com a fung¢do desta nova
proteina AAP-1 descoberta ou seus equivalentes ou
fragmentos funcionais e/ou a indugdo de apoptose através da
expressdo em excesso de AAP-1 ou gene relacionado ou seus

equivalentes ou fragmentos funcionais.

O invento também proporciona uma terapia anti-
tumoral baseada na interferéncia com a fung¢do de proteinas

tipo AAP-1 e/ou a sua produgdo em excesso. As proteinas
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tipo AAP-1 normalmente nao sao muito abundantes em linhas
de células imortalizadas. Assim, um nivel elevado aberrante
de proteinas tipo AAP-1 resultard na inducdo do processo
oposto de transformacgao celular, designadamente apoptose. O
invento ainda proporciona o mediador de apoptose induzida
por apoptina, o qual ¢ especifico de tumor. O invento
proporciona uma terapia para cancro, doengas auto-imunes ou
doengas relacionadas, que se baseia em proteinas tipo AAP-1
por si sés ou em combinacdo com apoptina e/ou compostos

tipo apoptina.

Construgao de pGBT9-VP3

Para construcgdo do plasmideo "armadilha", o qual
permite a identificag¢do de proteinas associadas a apoptina
através de um sistema de duplo hibrido de levedura, o
plasmideo pET-16b-VP3 (Noteborn, resultados ndc publicados)
fol tratado com NdeIl e BamHI. O fragmento de DNA NdeI-BamHI
de 0,4 Kb foi isolado a partir de agarose de baixo ponto de
fusdo. O plasmideoc pGBTY9 (Clontech Laboratories, Inc Palo
Alto, USA) foi tratado c¢om as enzimas de restrigdo ECORI e
BamHI. O fragmento de DNA de 5,4 Kb foi isolado e ligado a
uma elemento de liga¢do EcoRI-NdeI e ao fragmento de DNA de
0,4 Kb contendo as sequéncias codificadoras de apoptina
comegando no seu propric codao de iniciagac ATG. A
construcao final contendo um gene de fusdo da sequéncia do
dominio de ligacdo a GAL4 e a apoptina sob a regulagao do
promotor de levedura ADH foi designada pGBT-VP3 e

demonstrou-se estar correcta por analise com enzimas de
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restricao e sequenciag¢do do DNA de acordo com o método de

Sanger (1977).

Todos o0s passos de clonagem foram essencialmente
realizados como descrito por Maniatis et al. (1992). O
plasmideo pGBT-VP3 foi purificado por centrifugagao num
gradiente de cloreto de CsCl e cromatografia em coluna de

Sephacryl 3500 (Pharmacia).

Biblioteca de ¢DNA marcada com o dominio de

activacgdo GAL4

O vector de expressdoc pACT, contendo os ¢DNAs de
células B humanas transformadas com o virus Epstein-Barr
fundidos com o dominio de activagadac da transcricdo GAL4,
foi wusado para a detecgdo de proteinas associadas a
apoptina. A biblioteca de ¢cDNA em pACT foli obtida a partir
da biblioteca de cDNA em lambda-ACT, como descrito por

Durfee et al. 1933.

Estirpes bacterianas e de levedura

E. coli estirpe JM109 foi o reciplente de
transformagdao para o plasmideo pGBTIY9 e pGBT-VP3. A estirpe
bacteriana Electromax/DH10B foi usado para a transformagao
necessdria para a recuperacgdo dos ¢DNAs associados a

apoptina em pACT e foi adquirida a GIBCO-BRL, USA.

A estirpe de levedura Y90 <foli wusada para o
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rastreio da biblioteca de <cDNA e de todos os outros
transformantes, que sao parte do sistema de duplo hibrido

de levedura usado.

Meios

Para as selecgbes com drogas, placas de Luria
Broth (LB) ara E. coli foram suplementadas com ampicilina
(50 microgramas por ml). Os meios YPD e SC para leveduras

foram preparados como descrito por Rose et al. (1990).

A transformac¢do da estirpe de levedura competente
Y190 com plasmideo pGBT-VP3 e pACT-cDNA e rastreio da

actividade de beta-galactosidase.

A estirpe de levedura Y190 foi tornada competente
e transformada de acordo com o0s métodos descritos por Klebe
et al., (1983). As células de levedura foram primeiro
transformadas com pGBT-VP3 e subsequentemente transformadas
com PACT-CDNA e estas células de levedura transformadas
foram crescidas em placas sem histidina, igualmente sem

leucina e triptofano.

Filtros Hybond-N foram colocados sobre as
coldénias de levedura, as quails eram positivas para
histidina e deixadas molhar completamente. Os filtros foram
descolados e submersos em azoto liquido para permeabilizar
as células de levedura. 0Os filtros foram descongelados e

colocados com as coldénias para cima sobre papel Whattman
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3MM numa placa de petri com tampaoc Z (Por litro: 16,1 g
Na;HPQ,. 7H;0, 5,5 g de NaHyP0,.H;0, 0,75 g de KCl e 0,246 g
de MgSQ4. 7HL0, PH 7,0) contendo 0,27% de beta-
mercaptoetanol e 1 mg/ml de X-gal. Os filtros foram

incubados durante pelo menos 15 minutos ou durante a noite.

Recuperacdo dos plasmideos de levedura

DNA total derivado de células de levedura, gue
eram positivas para histidina e beta-galactosidase, foi
preparado usando o método da glusulase-lise alcalina como
descrito por Hoffman e Wiston (1987) e usado para trans-
formar bactérias Electromax/DH10B via electroporag¢do usando
um Gene Pulser da Bio-Rad de acordo com as especificac¢des

do fabricante.

Os transformantes foram semeados em meio LB

contendo o antibidético ampicilina.

Isolamento de clones pACT associados a apoptina

Através do ensaio de filtros com coldénias, as
coldénias foram lisadas e hibridadas com o oligdémerc de 17-
meros marcados radiocactivamente, o qual é especifico para
PACT (ver também a secgdo de andlise de sequéncias). O DNA
de plasmideo foi isolado a partir de clones de pACT e, por
meio de digestdo com XhoI, analisado relativamente a

presenca de um insertc de cDNA.
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Andlise de seguéncias

Os subclones contendo as sequéncias codificadoras
de ©proteinas associadas a apoptina foram sequenciados
usando NTPs didesoxi de acordo com o método de Sanger, a
cgual foi realizada pela Eurogentec, Seraing, Belgium). A
sequéncia iniciadora usada na sequenciacao foi um 1l7-meros
especifico de pACT compreendendc a sequéncia de DNA 5'-

TACCACTACAATGGATG-3".

As sequéncias dos c¢DNAs codificadores das pro-
teina associada a apoptina foram comparadas com sequéncias

de genes conhecidas presentes no EMBL/Genbank.

A construgdo de pMAL-AAPl e pET22b-AAP1.

Para a construgcdo dos plasmideos que expressem
proteina em grande quantidade, os quais permitem a produgdo
e 1soclamento da proteina associada a apoptina, foram usados

o0s plasmideos pMALTB e pET22Db.

Para a construcao dos plasmideos de expressao de
grande gquantidade de proteina, o0s quais permitem a producgdo
e 1soclamento da proteina associada a apoptina, foram usados
os plasmideos pMALTB e pET22b. O plasmideo pMALTB & um
derivado de pMAL-C2Z (New England Biolabs) em que o local do
factor Xa foil substituido por um local de Trombina. O
plasmideo pMALTB foi tratado com BamHI e Sall e o fragmento

de DNA de 17,0 Kb foi isolado a partir de um gel de
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agarose/TBE (kit QIAGEN de extracgdo a partir do gel). A
sequéncia AAP-1 codificadora da grelha de leitura aberta
completa foil obtida por uma reaccdo de PCR em pACT-AAP-1b

com a sequéncia iniciadora directa:

5'AACGGGATCCGGCGGCATGGGCGACAAGAAGAGCCCGACC3' e a sequéncia

iniciadora reversa:

5'AAAAGTCGACTCAGAAAGATTCATCATTGACTGCTGACAT3 ' ;

o fragmento de PCR de £7,0 Kb foi digerido com Bam HI e Sal
I e isolado num gel de agarose/TBE (kit QIAGEN de extracgao
a partir do gel). A construgdo final contendo uma fusdo
entre o gene MBP e o gene AAPl sob a regulacdo do promotor

tac induzivel por IPIG foil designada pMAL-AAP1.

O plasmideo pET22b (Novagen) foi tratado com Ndel
e NotI e o fragmento de DNA de *5,5 Kb foli i1isclado a partir
do gel de agarose/TBE (kit QIAGEN de extracgdo a partir do
gel). A sequéncia AAP1 codificadora da grelha de leitura
aberta foi obtida através de uma reac¢do de PCR com pACT-

AAP-1b usando a sequéncia iniciadora directa:

5'GGGAATTCCATATGGGCGACAAGAAGAGCCCGACC3! e a sequéncia

iniciadora reversa:

5'AAGGAAGTACGCGGCCGCGAAAGATTCATCATTGACTGCTGACATGT3 ' ;

0 produto de PCR foi tratado com NdeI e NotlI e o
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fragmento de 17,0 Kb foi isolado a partir do gel de
agarose/TBE (kit QIAGEN de extracgdo a partir do gel). A
construcao final, contendo uma fusdo entre o gene AAPl e a
cauda de (His)6 sob a regulacao do promotor T7lac induzivel

com IPTG, foil designada pET22b-AAPI.

Demonstrou-se que ambas as construg¢des estavam
correctas através da andlise de restrigdo e seguenciacgido de

DNA de acordo com o método de Sanger (1977).

Todos o0s passos de clonagem foram essencialmente

realizados como descrito por Maniatis et al. (1992).

Estirpes bacterianas para a expressac em grande

quantidade de MBP-AAPl-(His)®6

Para a produgdo de proteina com o plasmidec pMAL-
AAP1, fol wusada a estirpe E. coli B834(ADE3) e com O
plasmideo pET22b-AAP1 foil usada E. coli estirpe BL21(DE3).

Ambas as estirpes foram adquiridas a Novagen.

Resultados e discussao

A  apoptina induz especificamente apoptose em
células transformadas, tails «comoc as 1linhas <celulares
derivadas de tumores humanos. Para identificar os compostos
essencials nesta via de apoptose especifica de células
transformadas e/ou tumores, fol reaglizado um rastreio

genético em leveduras. Usamos uma Dbiblioteca de cDNA
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humano, a gqual se baseia no vector plasmidico pACT contendo
as cdpias completas de cDNA preparado a partir de células B
humanas transformadas com virus de Epstein Barr (Durfee et

al., 1993).

Construgdo de um plasmideo armadilha expressando
um produto de fusao do dominio de ligagao ao DNA GAL4 e

apoptina

Para avaliar a existéncia de proteinas associadas
a apoptina na Dbiblioteca de <¢DNA de c¢élulas trans-
formadas/tumorigénicas, teve de se construir o chamado
plasmideo armadilha. Para este fim, a regido completa
codificadora de apoptina, flanqueada por cerca de 40 pares
de bases a Jjusante do gene da apoptina, fol clonada no

local de clonagem miultipla do plasmideo pGBT9.

A construgdo final, designada pGBT-VP3, foi
analisada por andlise com enzimas de restrigdo e sequen-
ciacdo da 4rea de fusdo entdo apoptina e o dominio de

ligagao ao DNA GAL4.

Um gene (fragmento) codificador de uma proteina
associada a apcoptina fol determinado através de transac-

tivagao de um promotor gue responde a GAL-4 em levedura.

O gene da apoptina foi fundido com o dominio de
ligagdo a DNA GAL4 do plasmideo pGBT-VP3, enquanto dgue

todos 0s CDNAS derivados das células B humanas
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transformadas foram fundidos com © dominio de activacao
GAL4 do plasmideo pACT. Se uma das substancias proteicas
codificadas pelos referidos cDNAs se ligar a apoptina, o
dominio de 1ligagdo a DNA GAL4 estard na vizinhanga do
dominio de activagdao GAL4 resultando na activacgao do
promotor de resposta a GAL4, o qual regula o©0s genes

repérter HIS3 e LacZ.

Os clones de levedura contendo o plasmidec que
expressa apoptina e um plasmideo que expressa um fragmento
proteico associado a apoptina podem crescer num meio sem
histidina e ficardc corados de azul num ensaio de beta-
galactosidase. Subsequentemente, o plasmideo com o inserto
de ¢DNA codificador da proteina associada a apoptina podera

ser isolado e caracterizado.

Antes de o) podermos fazer, no entanto,
determinamos que a transformacdo de células de levedura com
PGBT-VP3 sozinho ou em combinagdc com o vector pACT vazio,

nao resultou na activag¢do do promotor de resposta a GAL-4.

Identificacdo de proteinas associadas a apoptina
codificadas pelos c¢DNAs derivados de uma linha de células B

humana.

Encontrdmos duas coldénias de levedura, as quais
quando da transformag¢do com pGBT-VP3 e pACT-cDNA foram
capazes de crescer num meio sem histidina (igualmente sem

leucina e triptofano) e coraram de azul num ensaio de beta-
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galactosidase. Estes resultados indicam que as coldnias de
levedura observadas possuem, para além do plasmideo
armadilha pGBT-VP3, também um plasmideo pACT codificador de

uma potencial proteina associada a apoptina.

O DNA de plasmideo foi isolado a partir da
coldénia de levedura positiva, o qual foi wusado para
transformar bactérias. Através de um ensaio de hibridacgao
de filtros usando uma sonda de DNA marcada especifica de
pACT, puderam ser determinados os c¢lones contendo o
plasmideo pACT. Subsequentemente, o DNA de pACT foi isolado
e digerido com a enzima de restrigdo XhoI, a qual é indi-
cadora da presen¢a de um inserto de ¢DNA. Finalmente, o0s
plasmideos pACT contendo um inserto de cDNA foi sequenciado

usando o método de Sanger (Sanger et al., 1977).

Descrigdo das proteinas associadas a apoptina

O rastreio genético de leveduras relativamente a
proteinas associadas a apoptina resultou na deteccao de
dois clones de cDNR, A e B, compreendendo um unico tipo de
proteina designada proteina associada a apoptina 1,
abreviada AAP-1. O cDNA AAP-1b inclul a grelha de leitura
aberta completa com um coddc de iniciag¢do ATG, engquanto gue
a sequéncia de cDNA AAP-1-a possul uma grelha de leitura
aberta parcial de AAP-1, a qual é completamente homdloga da

sequéncia de DNA AAP-1-b.

A sequéncia de DNA determinada para os clones de
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cDNA AAP-1 e AAP-1-b estd apresentada nas Figuras 1 e 2,
respectivamente. A sequéncia de amincdcidos, derivada da
sequéncia de DNA detectada do clone AAP-1-b, que representa
a sequéncia de aminodcidos <completa de AAP-1, esta

apresentada na Figura 3.

Construgao de um vector de expressao para a

identificacdo da proteina AAP-1 em células de mamifero.

Para estudar se os ¢DNAs clonados AAP-1-a e AAP-
1-b codificam de facto produtos proteicos (associados a

apoptina), realizdmos as experiéncias que se seguem.

O DNA do plasmideo pMI2SM contem © principal
promotor tardio (MLP) do adenovirus 5 e a origem de SV40,
permitindo niveis elevados de expressdo dos genes estranhos
nas células de mamifero transformadas, como sejam células
Cos transformadas com SV-40. Ainda, o vector pMTZSM possuil
uma marca Myc ({(aminodcidos: EQKLISEEDL) gue estd em grelha
com o produto do gene estranho. Esta marca Myc permite o
reconhecimento de e.g. proteinas associadas a apoptina

através do anticorpo 9E10 especifico da marca Myc.

Os vectores pMT2SM expressando CcDNAs AAP-1-a ou
AAP-1-b com marcas Myc foram construidos como se segue. Os
clones de cDNA pACT-AAP-1-a e pACT-AAP-1-b foram digeridos
com a enzima de restricao Xhol e o0s insertos de c¢DNA foram
isclados. O wvector de expressao pMT2SM foi digerido com

XhoI e tratado com fosfatase alcalina de intestino de
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vitela e ligado aos insertos de <c¢DNA AAP-1 1isolados.
Através da andlise de segquéncias, foram identificadas as
construgcdes pMI2SM contendo o c¢DNA AAP-l1-a ou AAP-1-b na

orientacao correcta.

A sintese da proteina AAP-1 marcada com Myc foi
analisada por transfecgdo de células Cos com o plasmideo
pMT2SM-AAP-1-a ou pMTZ2SM-AAP-1-b. Como controlo negativo,
as células Cos foram sujeitas a uma transfec¢do simulada.
Dois dias apds transfeccao, as células foram lisadas e a
andlise de transferéncia Western foili realizada usando o©

anticorpo especifico da marca Myc 9E1OQ.

Demonstrou-se que as células Cos transfectadas
com pMT2SM-AAP-l-a e pMT2SM-AAP-1-b sintetizam um produto
AAP-1 marcado com Myc, com o tamanho esperado de aproxi-
madamente 33 KDa (AAP-1-a) ou 35 KDa (AAP-1-b). Conforme
esperado, os lisados das células Cos sujeitas a transfeccgao
simulada ndo possuiam um produto proteicc reactivo com os

anticorpo especificos da marca Myc.

Estes resultados indicam que fomos capazes de
isolar ¢cDNAs capazes de produzir um produto proteico com
capacidade para se associar a proteina apoptina indutora de

apoptose.

Co-imunoprecipitagao da proteina BAAP-1 marcada
com Myc e apoptina num sistema de células de mamifero

transformadas.
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Em seguida, analisamos a associacao da apoptina e
da proteina AAP-1 por meio de co-imunoprecipitag¢des usando
0 anticorpo especifico da marca Myc 9E10. Mostrou-se que Os
anticorpos 9E10 nao se ligam directamente & apoptina, o que
permite a utilizagcao de 9E10 para a realizagao das co-
imunoprecipitag¢ds com proteinas associadas a apoptina

(marcadas com Myc) e apoptina.

Com este objectivo, células Cos foram cotransfec-
tadas com o plasmideo pCMV-VP3 codificador de apoptina e
com o plasmideo pMT2SM-AAP-l1-a. Como controlo negativo, as
células foram transfectadas com pCMV-VP3 expressando apop-
tina e um plasmideo pcDNA3.1l.LacZ-myc/His-LacZ codificador
da beta-galactosidase marcada com Myc, a qual nao se

associa a apoptina.

Dois dias apds transfecg¢do, as células foram
lisadas num tampao consistindo em Tris 50 mM (7,5), NaCl
250 mM, EDTA 5 mM, 0,1% Triton X100, 1 mg/ml de Na,P,0; e
inibidores de protease adicionados de fresco, tails como
PMSF, Inibidor da Tripsina, Leupeptina e Na3v04. As
proteinas especificas foram imunoprecipitadas como descrito
por Noteborn et al. (1998) usando os anticorpos especificos

da marca Myc 9E10 e analisados por transferéncia Western.

A coloracdo da transferéncia Western com anticor-
pos 9E10 e anticorpos 111.3, os quais sdo especificamente

dirigidos contra a marca Myc e apoptina, respectivamente,
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mostrou que os lisados de células totais continham apoptina
e a proteina AAP-1 marcada com Myc ou o produto beta-
galactosidase. A imunprecipitacdo dos produtos AAP-1
marcados com Myc foil acompanhada da imunoprecipitacédo do
produto apoptina de 16 KbDa. Pelo contrdrioc, a imunopre-
cipitacao de beta-galactosidase marcada com Myc nao resul-

tou numa coprecipitac¢do significativa da proteina Apoptina.

No total, foram realizadas trés experiéncias
independentes de imunoprecipitagdo, as gquals mostraram
todas a capacidade de associacdo da apoptina a proteina

AAP-1,

Estes resultados indicam que a nova proteina AAP-
1 determinada ¢ capaz de especificamente se associar a
apcoptina nao s6é no fundo de levedura, como também num

sistema de células de mamifero transformadas.

Expressdo em grande qguantidade da nova proteina
AAP-1 em células humanas transformadas induz o© processo

apoptético.

Ainda, examindmos se RAP-1 é portadora de acti-
vidade apoptdédtica. Primeiro, analisdmos a localizagdo celu-
lar da nova proteina AAP-1 em células humanas trans-
formadas. Com tal objectivo, células humanas Saos-2 deri-
vadas de osteossarcoma foram transfectadas, como descrito
por Danen-van Oorschot (1987), com o plasmideoc pMT2SM-AAP-
l1-a ou pMI2SM-RAP-1-b codificador da proteina AAP-1-a ou

AAP-1-b marcada com Myc, respectivamente.
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Através de imunofluorescéncia indirecta usando ©
anticorpo especifico da marca Myc 9E10 e DAPI, gue cora o
DNA nuclear, demonstrou-se que as proteina AAP-1 parcial e
completa se estao presentes no ntcleo da célula., De facto,

colocalizam-se com as estruturas de cromatina/DNA.

Finalmente observamos se a expressdo (em grande
quantidade) de ambos os cDNAs codificadores de proteina
AAP-1 completa ou parcial resulta na indug¢do de apoptose.
Quatro dias apds transfecgdo, a maioria das células
positivas para AAP-1 foram aberrantemente coradas com DAPI,
0 gque é indicativo da indugdo de apoptose (Telford, 1992,

Danen-van QOorschot, 1997).

A co-expressdo de apoptina e de ambas as pro-
teinas AAP-1 em células de tumores humanas, tais como
células Saos-2, resulta num processo apoptétice mais répido
do que a expressdo de apoptina ou proteina AAP-1 sozinha.
Os resultados da actividade apoptética da proteina AAP-1
completa estdo apresentados na Figura 4. O facto de a
proteina AAP-1 poder induzir apoptose em células Saos-2 sem
pb3 indica que AAP-1 pode induzir apoptose independente de
pb3. Estes resultados implicam que AAP-1 pode ser usada
como agente anti-tumoral nos casos em que outros agentes
(quimio) terapéuticos falham. Ainda, o facto de tanto a
apoptina como AAP-1 induzirem uma via independente de pb3
indica que AAP-1 se encaixa na via apoptdtica induzida por

apoptina.
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Colocalizagao de apoptina e AARP-1 em células

tumorais humanas.

Para estabelecer a possivel colocalizacdo de
Apoptina e AAP-1 nas células humanas transformadas,
plasmideos codificadores de Apoptina e AAP-1 foram usados
para transfectar células Sacs-2. A expressdo de RAP-1 e
hpoptina foi controlada por imunofluorescéncia indirecta
através de uma microscopia confocal de varrimento com
laser, usando anticorpos mAbs especificos de Myc 9EL0
contra a marca Myc em AAP-1 e pAB VP3-c¢ contra o extremo C

de Apoptina.

As células cotransfectadas com um plasmideo
codificador de AAP-1 e um plasmideo codificador de Apoptina
expressaram estas proteinas predominantemente no nucleo.
Tanto apoptina como AAP-1 possuem estruturas granulares e
as estruturas caracteristicas atras descritas. Através de
microscopia confocal de varrimento com  laser, foi
claramente demonstrada colocalizacao parcial de AAP-1 e

Apoptina nestas estruturas nucleares.

Concluindo, identificdmos uma proteina associada
a apoptina, designadamente a nova proteina AAP-1, que esté
presente no nucleo e é capaz de induzir apoptose (inde-
pendente de p53) em células humanas tumorais. Ainda, quando
AAP-1 e apoptina sdo expressas na mesma célula, as duas
proteinas indutoras de apoptose estdao colocalizadas no

nucleo de células tumorais humanas.
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AAP-1 localiza-se em células dipldides normais

humanas em estruturas citoplasmdticas.

Em seguida, examindmos se AAP-1 se comporta de
forma semelhante em células dipldides humanas ndo transfor-
madas como foi encontrado para AAP-1 em células tumorais

humanas.

Com este objectivo, fibroblastos dipldides huma-
nos VH10 (Danen-Van Oorschot, 1997) foram transfectados,
usando Fugene de acordo com o protocolo do fornecedor
(Roche, Almere, The Netherlands), com o plasmideo pMT2SM-
AAP-1b codificador da proteina AAP completa marcada com
Myc. Paralelamente, c¢élulas humanas derivadas de tumor
Sacs-2 foram igualmente transfectadas com o plasmideo

pMT2SM-AAP-1b.

Por imunofluorescéncia indirecta, usando 0
anticorpo especifico da marca Myc 9E10, demonstrou-se que
em fibroblastos dipldides normais VH10 a proteina esta
situada no citoplasma. Conforme esperado, nas células

humanas de tumor Saos-2, AAP-1 estd situada no ntcleo.

Ainda, examinamos o efeito da co-expressdo de
AAP-1 e de apoptina em fibroblastos humanos VHIO na
localizagao celular de AAP-1, como descrito para células
que expressam AAP-1 sozinho. Os dados de imunoflucrescéncia

mostram que a apoptina e AAP-1 estdo situadas em estruturas
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citoplasmaticas. Estes resultados indicam que a expressao
de AAP-1 e/ou apoptina ndo resulta na localizacgao nuclear

de uma ou outra em células dipldides (humanas) normais.

Colocalizag¢ao de apoptina e AAP-1 em fibroblastos

humanos.

Para estabelecer a possivel colocalizagao de
apoptina e de AAP-1 nas células ndo transformadas, plas-
mideos codificadores de Apoptina e AAP-1 foram usados para
transfectar c¢élulas VH1I0. A expressao de AAP-1 e de
apoptina foi controlada por imunoflurescéncia indirecta
através de microscopia confocal de varrimento com laser
usando anticorpos mAb especificos myc 9E10 contra a marca
Myc em AAP-1 e pAb VP3-c contra o extremo C de apoptina. As
células foram avaliadas relativamente a (co)-localizacdo de
apoptina e AAP-1 e quanto a indugdo de apoptose por

coloracao nuclear com DAPT.

As células cotransfectadas com um plasmideo codi-
ficador de AAP-1 e um plasmideo codificador de apoptina
expressaram estas proteinas predominantemente no cito-
plasma. A apoptina e AAP-1 tiveram ambas uma estrutura
fibrosa e por vezes granular. Através da microscopia con-
focal de varrimento com laser, a colocalizacao de AAP-1 e
de Apoptina fcoi claramente demonstrado ocorrer nestas es-
truturas citoplasmaticas. Estruturas citoplasmdticas seme-
lhantes foram observadas com AAP-1, quando expressa sozinha

ou vice versa quando a apoptina foil expressa sozinha.
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Assim, na presenga ou auséncia de apcoptina, AAAP-
1 possui uma localizacdo citoplasmatica e nas estruturas
fibrosas agregadas em fibroblastos humanos nao transfor-

mados.

Em conclusdo, identificdmos uma proteina associa-
da a apoptina, designada AAP-1, a qual se localiza diferen-
cialmente em células dipldides humanas nao transformadas
versus células tumorigénicas humanas. Estes resultados
mostram que AAP-1 funciona numa forma diferente nas células
dipldides normais e nas células tumorigénicas. Ainda,
quando AAP-1 e apoptina sdo expressas na mesma célula
normal ndo transformada, as duas proteinas indutoras de

apoptose colocalizam-se no citoplasma.

Efeito na indugdo da 1ligacao covalente de um
sinal de localizac¢do nuclear do antigénio T grande de SV40

a proteina apoptina.

Nas experiéncias que se seguem, examinamos se a
expressao de uma proteina quimérica consistindo em apoptina
e sinal de localizac¢do nuclear do antigénic LT de 8SV40
(aminodcidos extremo N-Prolina-Prolina-Lisina-Lisina-Lisi-
na-Arginina-Lisina-Valina-extremo C do antigénio T grande
de Sv40 1ligado covalentemente ao extremo N de apoptina)
resulta na indugdo de apoptose em células humanas nao
transformadas e transformadas. A proteina quimérica ¢é

designada NLS-apoptina.
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Com este objectivo, fibroblastos humanos nao
transformados VH10 e células humanas transformadas Saos-2
derivadas de osteossarcoma (Danen-van Oorschot et al.,
1997) foram transfectadas com um plasmideo codificador da
proteina quimérica NLS-apoptina. Nas células humanas
transformadas, a expressao de NLS-apoptina resultou na
localizacdo nuclear de apoptina e na indu¢do de apoptose. A
expressao de NLS-apoptina em fibroblastos humanos normais,
no entanto, resultou na localizagdo nuclear de apoptina,
mas nao na indugdo de apoptose. Isto indica que o "forgar"
do transporte de apoptina para o nlcleo nado resulta na sua
actividade apoptdética per se. A apoptina parece regquerer um

evento adicional relacionado com tumorigénese.

Efeito da expressido de NLS-apoptina em AAP-1 em

fibroblastos humanos normais.

Em seguida, examinamos se a expressao de NLS-
apoptina pode influenciar a localizag¢do celular de AAP-1
e/ou a sua actividade apoptdtica em fibroblastos humanos
normais. Com este objectivo, células VH10 foram cotransfec-
tadas com plasmideos codificadores de NLS-apoptina ou AAP-
1. Através de imunofluorescéncia indirecta e coloragdo com
DAPI usando microscopia de fluorescéncia, foi claramente
estabelecido que NLS-apoptina e AAP-1 estavam situadas no
nucleo sem inducdo de apoptose. Isto indica que o "forgar"
do transporte de ARP-1 através de NLS-apoptina para o

nucleo naoc resulta na actividade apoptdtica de AAP-1 per
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se. A apoptina tal como AAP-1 parece requerer um acon-
tecimento adicional relacionado com tumorigénese para se

tornar apoptdtica no ntucleo de células transformadas.

AAP-1 ndo induz apoptose em células humanas

dipldides ndo transformadas.

Nas experiéncias que se seguem, examindmos se
AAP-1 sozinha ou em combinagdao com apoptina é também capaz
de induzir apoptose em fibroblastos humanos dipldides ndo
transformados tal como observado para células tumorigé-

nicas/transformadas humanas.

Com este objectivo, células VH10 foram transfec-
tadas com o plasmideo pMT2SM-AAP-1b como descrito atrds. As
células transfectadas foram analisadas por imunofluores-
céncia indirecta usando os anticorpos escificos da marca
Myc e/ou especificos de apoptina e coloracdc DAPI. DAPI
cora DNA intacto de forma diferente relativamente ao DNA
apoptético (Telford et al., 1992). A analise mostra
claramente que os fibroblasts VH10 contendo a proteina AAP-

1 sozinha ou AAP-1 e apoptina ndo sofrem apoptose.

Os resultados obtidos mostram que as proteinas
relacionadas com apoptina tais como AAP-1 devem comportar-
se de forma diferente nas células "saudaveis" comparativa-

mente com as células tumorais.



PE1083224 - 37 -

Ensaio de diagnéstico para células cancerosas.

Baseado na presente descrig¢do, concluimos que a
localizagao celular de AAP-1 é diferente em células humanas
tumorigénicas/transformadas comparativamente com células
humanas normais ndo transformadas. Ainda, a acumulacao de
AAP-1 no nucleo esta correlacionada com a inducdo de
apoptose, enquanto que a localizag¢do citoplasmdtica esté
correlacionada com a viabilidade celular e capacidade
proliferativa normal. Assim, somos capazes de desenvolver
um ensaio de diagndstico para a identificacdo de células
cancerosas (humanas) versus células nao transformadas

"saudaveis".

O ensaio consiste na transfeccao de células
(humanas) "suspeitas", por exemplo de origem humana, com um
plasmideo codificador de AAP-1, ou infeccgdo das células com
vectores virais expressando AAP-1. subsequentemente, as
células serdc examinadas, 1) relativamente a capacidade de
sofrer apoptose através da expressdo excessiva do gene AAP-
1 e 2) relativamente a alteracdo na localizacdo de AAP-1 do

citoplasma para o nucleo.

A localizag¢do intracelular de AAP-1 pode ser
determinada, wusando um ensaio de imunofluorescéncia com
anticorpos monoclonais especificos de AAP-1 e/ou espe-
cificos de uma marca ligada a AAP-1, como seja a marca Myc
aqui descrita. Se a percentagem de apoptose e/ou a locali-
zagac nuclear de AAP-1 nas células analisadas expressando

AAP-1 for significativamente superior ao controlo positivo
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AAP-1 de células "saudaveis", pode-se concluir gue as
células analisadas se tornaram tumorigénicas/transformadas.
Como controlo positivo conhecido, as c¢élulas humanas

tumorigénicas serdo usadas para a expressao de AAP-1.

Co-expressdc do antigénic T grande de Sv40 e de
AAP-1 resulta na translocagdo de AAP-1 e inducgdo de

apoptose.

Examindmos o efeito da expressdo de genes trans-
formantes na apoptose induzida por AAP-1 em células humanas
normais derivadas de individuos sauddveis. Com este objec-
tivo, fibroblastos humanos dipldéides VH1I0 foram transito-
riamente cotransfectados com o plasmideo pMT2SM-AAP-1Db
codificador da proteina AAP-1 completa e com o plasmideo
PR-s884 codificador do antigénio T grande de SvV40 ou o
plasmideo control negativo pCMV-neo (Noteborn and Zhang,

1998).

Através de imunofluorescéncia indirecta, as
células foram analisadas relativamente a apoptose induzida
por AAP-1. As células VH10 normais ndc sofreram apoptose
guando AAP-1 foi transfectada com o plasmideo controlo
negativo. 0Os resultados mostram, conforme esperado, dque a
expressao de AAP-1 ndc ¢ capaz de induzir apoptose em
células humanas dipldides normais, confirmando os dados
referidos atrds. No entanto, os fibroblastos humanos
dipldides normais expressando ARP-1 e antigénio T grande de

SV40 sofreram apoptose induzida por AAP-1.
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A  transicao de <c¢élulas humanas normais, da
resisténcia a AAP-1 para susceptibilidade a AAP-1, pode
provavelmente ser explicada pelo facto de a proteina AAP-1
translocar-se de uma localizagdo citoplasmatica para uma
localizacao nuclear. Esta transicao torna-se aparente logo
2 dias apds transfecgdo dos plasmideos codificadores da
proteina transformante antigénio T grande do SV40. Pode-se
concluir que ocorre um evento, neste exemplo devido a
expressao de um produto transformante derivado de um virus
tumorigénico de DNA, o gqual resulta na translocacdo de AAP-
1 expressa em grande quantidade do citoplasma para o

nucleo, o que é seguido da indugdo de apoptose.

Ensaio de diagnéstico para genes indutores de
cancro, agentes e predisposicac para cancro baseado na

apoptose induzida por Aap-1.

Baseado na presente descricgdao, fomos capazes de
desenvolver um ensalio de diagndstico para a identificacdo
de agentes ou genes indutores de cancro e/ou

transformantes.

Um primeiro tipo de ensaico consiste na trans-
feccdo de células "normais", por exemplo de origem humana,
com um plasmideo codificador de AAP-1, ou infeccdo das
células com vectores virais expressando AAP-1, Jjuntamente
com um plasmideo codificador de um gene putativo transfor-

mante/indutor de cancro. Subsequentemente, as células serdo
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examinadas, 1) relativamente & capacidade de sofrer
apoptose através da expressao excessiva do gene AAP-1 e 2)
relativamente a alteracdc na localizacdo de AAP-1 do

citoplasma para o nucleo.

A localizagao intracelular de AAP-1 pode ser
determinada, wusando um ensaio de imunofluorescéncia com
anticorpos monoclonais especificos de AAP-1 e/ou
especificos de uma marca ligada a AAP-1, como seja a marca
Myc aqui descrita. Se a percentagem de apoptose e/ou a
localizagao nuclear de AAP-1 nas c¢élulas normais co-
expressando AAP-1 e o gene putativo transformante/indutor
de cancro for significativamente superior ao controlo
positivo AAP-1 de células que expressam um plasmideo
controlo, pode-se concluir gque © gene analisado possul de

facto actividade transformante/indutora de cancro.

Um segundo exemplo de um teste de diagnédstico,
baseia-se no tratamento de células dipldides normais em
cultura com um agente carcinogénico putativo. 0 agente pode
ser adicionado, por exemplo, ao meio de cultura durante
diferentes periodos de tempo. Subsequentemente as células
sdo transfectadas com um plasmideo codificador de AAP-1.
Esta abordagem pode também ser realizada transfectan-
do/infectando primeiro as células dipldides normais e

depoils tratando as células com o0 agente a ser testado.

Os passos subsequentes do ensaio sdo 0Ss mesmos

descritos nesta secgao para o primeiro tipoc de ensaio de
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diagndstico. Se a percentagem de apoptose e/ou localizacgao
nuclear de AAP-1 nas células normais expressando AAP-1 e o
agente carcinogénico putativo  for significativamente
superior ao das células do controlo positivo APP-1 expres-—
sando um agente de controlo, pode-se concluir que o agente
analisado tem de facto actividade transformante/indutora de

cancro.

Um terceiro exemplo de um teste de diagndstico
baseia-se no tratamento de c¢élulas dipldides normais em
cultura derivadas de uma bidpsia do pé do individuo com
predisposi¢do para cancro a ser testado e cultivadas em
meio adequado. Em seguida, as células sdao irradiadas com UV
e subsequentemente transfectadas com um plasmideo codifi-
cador de AAP-1, ou infectadas com um vector viral expres-
sando AAP-1, ou as células sdc primeiro transfectadas/in-
fectadas e depois irradiadas. Paralelamente, células di-
pldides derivadas de um individuo saudavel serdo usadas

como controlo.

Os passos subsequentes do ensaio saoc 0S MesmMos
descritos nesta secgao para o primeiro tipo de ensaio de
diagnéstico. Se apés o tratamento com UV, a percentagem de
apoptose e/ou localizagdo nuclear de AARP-1 nas células
dipldides derivadas do potencial individuo com predispo-
sicdo para cancro for significativamente superior ao das
células do controlo positivo APP-1 tratadas com UV, pode-se
concluir que o individuo analisado tem de facto predis-

posicao para cancro.
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AAP-1 e YY1 assoclam-se uma a outra nas células

transformadas.

O homélogo de ratinho de AAP-1, RYBP (Garcia et
al., 1999) pode interagir com YY1. YYl pode activar ou

reprimir a transcricaoc de proteinas celulares e virais.

As interacg¢les proteina-proteina podem influen-
ciar a actividade de YY1. AAP-1 deverd interagir com YY1l. A
interac¢do entre AAP-1 e YY1 poderd influenciar a
actividade de YY1, resultandoc na repressdo ou activacao da
transcrigdo. A transcrigdo de genes poderd ser importante

para a actividade apoptética de Apoptina e/ou AAP-1.

Para estabelecer se AAP-1 forma um complexo com
YYl in vitro, plasmideocs codificadores de AAP-1 e YY1
(pCMV-HAVY-1; gentil oferta do Dr Yang Shi, Harvard Medical
School, Bostcon, USRA) foram cotransfectadas em células Cos.
Como controlo negativo, YY-1 foli co-expresso com LacZ. As
células foram lisadas e um ensaio de imunoprecipitag¢do foi
realizado com a utilizagdo de anticorpos especificos contra
a marca Myc de AAP-1 (ou LacZ), anti-Myc 9E10 e contra YY1,
anti-YYl. Os complexos resultantes foram analisados por
técnicas de transferéncia Western. Nos lisados celulares,
AAP-1 e/ou YY1 e/ou LacZ foram detectados conforme espe-

rado.

Nas células transfectadas com AAP-1 e YY1 foi
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claramente visivel que quando realizdvemos a imunoprecipi-
tagao com anticorpos especificos para YY1 marcado com Myc,
tanto AAP-1 como YY1l foram detectdveis. A transferéncia
mostrou uma banda de 32 KD (AAP-1) e uma banda de 67 KD
(YYl). Ainda, realizdmos uma imunoprecipitag¢do usando
anticorpos especificos para YY1l. Novamente, tanto YY1l como

AAP-1 foram detectdvels na transferéncia Western.

Nas células transfectadas com um plasmideo
expressando apenas AAP-1, apenas AAP-1 podera ser detec-
tada. As células transfectadas com um plasmidec codificador
de YY1 mostraram expressac de YY1, AAP-1 ndo fol detectado.
Para excluir uma ligag¢do especifica de AAP-1 com YY1, as
células foram transfectadas com AAP-1 e LaczZz e foram
realizadas imunoprecipitacdes com anticorpos especificos de
LacZ. Se bem que a proteina LacZ, fosse claramente visivel

na transferéncia Western, ndo foi visivel proteina AAP-1.

Assim, os resultados obtidos mostraram que AAP-1

se liga especificamente ao factor de transcrigao YY1,

Producdo e isolamento de MBP-AAPl e AAP-1(His)®6

Para examinar a possibilidade de produgdo das
proteinas de fusdo MBP-RAP1l e AAPl-(His)6, o a&cido nucleico
AAP1 codificador da grelha de leitura aberta foi clonado em
cassetes para expressao em grande quantidade de proteina,

PMALTB e pET22b. A indugédoc de células E. coli de acordo com
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as instrugbes do fabricante (Novagen) leva a producdo de

proteina de fusdo soluvel.

O isolamento da proteina de fusao MBP-AAPl via
cromatografia de afinidade (resina de amilose, New Engand
Biclabs) e cromatografia de permuta idnica (High-S, Biorad)
leva a obtencdo de proteina de tamanho completo 90 a 95%
pura. A cromatografia de exclusdo por tamanho (Pharmacia
Superose 6HR 10/30) desta proteina mostra que uma parte
substancial da preparacdo de MBP-AAPll parece comportar-se
como uma espécie distinta, um homotrimero ou homotetramero.
Este resultado sugerird que AAP-1 recombinante (na forma de
uma proteina de fusdo com MBP) seja capaz de assumir um

enrolamento correcto e de ser bioclogicamente activa.

0 isolamento da proteina AAPl-(His)6 com cromato-
grafia de afinidade em metal (Ni2+-NTA, QIAGEN) conduz a um

lote de proteina *80% pura.

Concluindo, a fusao de AAP1l com MBP resulta em
AAP1 soluvel correctamente enrolada que ¢ provavelmente

biclogicamente activa.

Produgao de anticorpos ©policlonais dirigidos

contra as proteinas AAP-1.

Para a produgdao de anticorpos policlonais contra
proteinas AAP-1, sintetizou-se um peptidec putativo

imunogénico (o peptideo de AAP-1 consiste nos aminodcidos
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do extremo N-CTKTSETNHTSRPRLK-extremo C; EuroGentec
SA,Belgium). Subsequentemente, foram injectados coelhos com
peptideos especificos de acordo com procedimentos

convencionais do fabricante.

O soro derivado dos coelhos injectados com o
peptideo AAP-1 mostrou-se ser especifico dos produtos AAP-1
atrds descritos por meio de ELISA e ensalos de
transferéncias Western. Estes resultados implicam que
gerdmos anticorpos especificos, ©os quais podem ser usados

para a detecgdo da proteina de associacgdo a apoptina AAP-1,

Concluindo, proporciondmos evidéncia de que a
interferéncia de factores especificos com a funcgdo das
proteinas AAP-1 resulta na inducgdo de apoptose. As terapias
baseadas na inducaoc de apoptose (independente de p53) sdo
possivels usando a interferéncia com a funcdo das proteinas
AAP-1. Um exemplo de tal factor interferente é a apoptina.
Uma outra proteina derivada de CAV, que se sabe induzir a
apoptose e aumentar a actividade de apoptina é VP2

(Noteborn et al., 1997).

Descri¢do das Figuras

Figura 1 mostra a sequéncia parcial do vector

pMI2SM-AAP-1-a. A sequéncia de DNA do c¢DNA de AAP-1-a ¢

apresentada a negrito.

Figura 2 mostra a sequéncia parcial do vector
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PMI2SM-AAP-1-b, A sequéncia de DNA do cDNA de AAP-1-Lb ¢

apresentada a negrito.

Figura 3 mostra a sequéncia de aminoacidos da
regidao analisada do clone associado a apoptina AAP-1-b
(negrito). Ainda, os trés aminodcidos do extremo C H-E-G do
local de clonagem multipla de pACT estdo apresentados para
ilustrar que a sequéncia de aminodcidos de AAP-1 estd na
mesma grelha de leitura do dominio de activagdo GAL4. Esta
caracteristica prova que a regiaoc AARP-1 ¢é de facto
sintetizada em células de levedura. Note-se que na figura 3
a posicdo de aminocdcido 23 corresponde ao primeiroc amino-
dcido de uma proteina do tipo AAP-1. Dominios funcionais ou
fragmentos presentes podem, por exemplo, ser identificados
como dominio de ligagdc do factor de transcricdo desde a
posicdo 1 (=23 na figura 3) a cerca de 54; um motivo em
dedo de zinco, dominio de interacgdo proteina-proteina e/ou
a interacgdo proteina-dcido nucleico desde aproximadamente
a posicgdo de aminocacido 25 (=47 na figura 3) a cerca de 42;
uma regido associada a apoptose 1indo desde a posigdo de
amincacido 32 até a 226; um sinal de localizacgdo nuclear
estendendo-se desde a posigdo de aminodcido 74 até a 81; e
um sinal de localizag¢do nuclear estendendo-se desde a
posigdo de aminodcido 102 até a 108, ou em posigdes

equivalente numa cutra proteina tipo AAP-1.

Figura 4 mostra a actividade apoptdtica da
proteina AAP-1-b em células Saos-2-, quando expressa

sozinha (quadrado a cheio) ou em combinacdo com apoptina
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(quadrado aberto). A percentagem de apoptose induzida por

apoptina estd também indicada (tridngulo a cheio).
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<211>
212>
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<223>

<400>
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Proteina associada a apoptina
P50664EP10

00203042.7
2000-09-01

99202858.9
1999-09-02

99203465.2
1999-10-21

10

Pantent In Ver. 2.1
1

17

DNA
Sequéncia artificial

Descrigaoc da sequéncia artificial:

misc_feature

(1) .. (17)

sequéncia iniciadora

/nota="Sequéncia iniciadora 17 mercs especifica de pACT"

1

taccaciaca atggaty 17

<210>
211>
212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>

<400>

AACHO0AtET QOCONCAOs QCOACAAGEA JagUCLgace

<210>
211>
212>
<213>

2

40

DNA

Sequéncia artificial

Descrigao da sequéncia artificial:

misc_feature

(1)..(40)

2

=2 i

3

40

DNA

Sequéncia artificial

sequéncia iniciadora directa

Ao
[}
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<220>
<223> Descrigdo da sequéncia artificial: sequéncia iniciadora reversa

<220>
<221> misc_feature

<222> (1)..(40)

<400> 3

%
£
k]
el
]
[14¢]
3]
bt
rode
%
&
£a
£
&
5%
3]
.
Loeud
o %)
g
(%]
=4
=<
=¥
fa%]
o
el
i
2
4
A
=
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<210> 4

<211> 35

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Descrigao da sequéncia artificial: sequéncia iniciadora directa

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(35)

<400> 4
pogasticea AQQQeIST 3a0I3YSNLe CQaTT 35
<210> 5

<211> 47

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Descrigdo da sequéncia artificial: sequéncia iniciadora reversa

<220>
<221> misc_feature
<222> (1) ..(47)

<400> 5
330ga3gtac geoocegoga aagattcale atigactgot gacatgt 47
<210> 6

<211> 10

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Descrigao da sequéncia artificial: Marca Myc

<220>

<221> LIGAGAO

222> (1)..(10)

<223> /nota="Marca Myc"

<400> 6
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Glu Gln Lys Leu He Ser Glu Glu Asp Leu
i 5 10

<210> 7

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Descrigao da sequéncia artificial: Marca Myc

<220>

<221> CADEIA

222> (1)..(1l6)

<223> /nota="Imunogénio"

<400> 7

Cys Thr Lys Thr Ser Glu Thr Asn His Thr Ser Arg Pro Arg Len Lys

I 5 16 18
<210> 8
<211> 947
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1) ..(947)

<223> /nota="4cido nucleico de AAP-1-a em que N pode ser A, C, G ou T"

<400> 8

aCCanacooa aaaaaagags tetggaatie gratectopa ggocangang geogagacag B
tectpaagon thtaaatgoa geatetyega tetgagpaan geoaceboca coagaaaace 120
teegateant toteagelge tepencases agtppeacan cagtatgien ceceacsace 180
CrOlAAAANE PANRARNARE ARAASFLLZR AAAFCARRNC anagapanac clgagaaaga 240
caaggaaatt agtectapty ttaccaapas aaataccass aaraaaacea saccaaagte 300
tracattcty asagatecte ctagigaage asacageata cagtetigeaa atgotacaac 360
adagaccage gasavaaate acacclcansg gestegpely anaancgtee acageageae 420
tgescageay ttggeagtan cigtgegean cgteaccgte attatencsy actitaages 480
aaagactege tecteatega catecteate cacagteace tocagtyoag getcagaaca 540
geagasceag aseageteps grleagagag cacagacaag geetectoce gitecteeas 600
gecnaaggge gacatgteay caglenatps tgaatettte tganattges catgeaatiy 660
tgaazactal gaateageet atgaaatica sagoctecac cigeecatge tectigeate 720
eofppagaat cttelptega categacctc tagtgatge tercaggata attictpett 780
gecatgpeea tolggooncs aaggaatite geacceipae pattactett gacaciiita 840
tgtaticeat tgtitistat gatiticela acasicattt ataatiggat gigcteetga 800
atctactitt tatanaanaa gocttvelge cotepagags totatega 2947
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<210> 9

<211> 1131

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1131)

<223> /nota= "acido nucleico de AAP-1-b"

<400> 9

tataactate tatfegatga traagatace ccaccaaace canaanaaga gatolgpasat 60
tepeatoete gaggocacs ageoettict cotoegapes pegeegattt cggeltogrg 120
ggereorpet acagoeeate catgarcatly grosacagh Agageorgac cageecaasa 180
agacaageEs aaccigeegs agaegasgey Witgreatt giapegicty cacetteaga 240
ageagtpcty aageetttan atgeageate tgepatotea ggaasggene ctecaccaga 300
agarciegga teaattctes gelgptgeea cascaagigy cacancagtia lgornecoea 360
ceaceceotd AnaaEpagng gaaggagaan pligaaaaps ageacaanes gaaaceivag 42
saagacaagg anatiagice tagtgtiace aagaonanta coracragaa aaccaageca 480
aagteigacs tlotganaga toetectagt gaagearaca geatacagio tecaantget 540
auaanaaaga coagCpaanc aaateacac: teaaggoeee geotgrasas optegacagy 600
agractgeac ageagitope agtanctgty ggeaacgtea cogleattat cacaganttt 860
asggasaaga clegeivete ategacaton teatecacag tgacetecag tgeageatea 720
gagcageagn accapageag ctegeertes pagagenecag acaagegete ctecegtice 780
teeacgeraa agggoganat gleageagte aatgatgaat citicipasa tigoacatpg 840
aattgtgaas actalgaate aggetatyas atteasaace tecacetges catgetgett HO0
gratocotpy agaatetict gtggacatog aceteitagt gatgeigecs ppataattte 960
tgettgocat ggecatetey coaccaagea atitegeace ctgaceatta ctettgacae 1020
ttttatetat tocattgits tatatpattt toctaacaat catitataat tgrateiget 1080

ceigagtola ctititatan aangecciie glepeetops gapatolate a 1131
<210> 10

<211> 352

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CADEIA

<222> (1) ..(352)

<223> /nota="Sequéncia de aminoadcidos (parcial) de AAP-1b em que X
significa um residuo de aminoacido desconhecido”

<400> 10
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His Ghu Gly Leu Ser Pro Pro Ser Gly Ala Gly Phe Gy Leu Gly Gly
1 5 10 15

Als Gly Tyr Ser Pro Ser Met Thr Met Gly Asp Lys Lys Sex Pro Thr
A 23 30

Arg Pro Liys Arp Gln Ale Lys Pro Ala Al Asp Glu Gly Phe Trp Asp
35 4 48

Cya Ser Val Cys Thr Phe Arg Asn Ser Ala Glu Ala Phe Lys Cys Ser
50 h 80

[ie Cys Asp Val Arg Lys Gly Thr Ser Thr Arg Lvs Pro Arg Ile Asn

65 Y 75 80
Ser Gln Leu Val Ala Gln Gla Val Ala Gln Gla Tyr Ala Thr Pro Pro
85 G a5

Pro Pro Lys Lys Glu Livs Lys Glu Lys Val Gl Lys Gl Asp Lys Glo
100 105 g

Las Pro Glu Lys Asp Lys Glu He Ser Pro Ser Val Thr Lys Tys Asn
15 120 125

Thr Asn Lys Lys Thr Lys Pro Lys Ser Asp Ue Leu Lys Asp Pro Pro
139 135 140

Ser Glu Ala Asn Ser He Glu Ser Ala Asn Ala Thr The Lys The Ser
148 156 155 160

Glu Thr Asn His Thr Ser Arg Pro Arg Lew Lys Asn Val Asp Arg Ser
1685 170 17%

The Als Gln Gin Lew Ala Val Thy Val Gly Asn Val Thr Val Hle {ls
188 1385 1590

Thr Asp Phe Lvs Glu Lys Thr Arg Ser Ser Ser Thr Ser Ser Ser Thr
195 200 205

¥al Thr Ser Ser Ala Gly Ser Glu Glu Gin Asn Gln Ser Ser Ser Gly
210 215 280

Gha Ser Thr Asp Lys Gly Ser Ser Arg Ser Ser Thr Pro Lys Gly

Bar
2ah 230 235 P40

Asp Met Ser Ala Val Asn Asp Glu Ser Phe Xaa Asa Cys Thr Trp Asn
245 250 258

Cys Glu &sn Tyr Glu Ser Gly Tyr Glu e Gln Asn Leu His Leu Pro
260 265 2
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Met Leu Leu Ala Ser Leu Glu Asn Leu Leu Trp Thr Ser Thr Ser Xaa
275 280 285

Saa Cys Cys Gln Asp Asn Phe Cys Leu Pro Trp Ala Ser Gly His Gin
294 295 300

{aly ile Ser His Pro Asp Asp Tyvr Ber Xaa Hhis Phe Ty Val Phe His
305 310 315 330

Cvy Phe Hle Xaa Phe Sor Xaa Glo Sey Phe e Ile Gly Cys Ala Pro
325 330 335

Glu Ser Thr Pha Tyr Lys Lys Ala Phe Val Ala Ser Ave Asp Leu San
340 345 330

LISTAGEM DE SEQUENC IAS
<110> Leadd B.V.
<120> Proteina associada a apoptina
<130> P50664EP10

<140> 00203042.7
<141> 2000-09-01

<150> 99202858.9
<151> 1999-09-02

<150> 99203465.2
<151> 1999-10-21

<160> 10
<170> Pantent In Ver. 2.1

<210> 1
<211> 17
<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Descricao da sequéncia artificial: sequéncia iniciadora

<220>
<221> misc_feature
<222> (L)y..(17)
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<223> /nota="Sequéncia iniciadora 17 meros especifica de pACT"

<400>

1

taceactacn atggaty 17

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

<220>
<223>

<220>
<221>
222>

<400>

aacoagater QOCOICANS QCIRCARNAA JSQUCGace

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>

2
40
DNA

Sequéncia artificial

Descrigao da sequéncia artificial:

misc_feature

(1)..(40)

3
40
DNA

Sequéncia artificial

Descrigcao da sequéncia artificial:

misc_feature
(1)..(40)

aaaagtogac icogaaagat tealcatlga cigalgacat

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>

4
35
DNA

Sequéncia artificial

Descrigcao da sequéncia artificial:

misc_feature
(1)..(35)

sequéncia iniciadora directa

p 2y
]

sequéncia iniciadora reversa

sequéncia iniciadora directa
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pogaaticea AlgeQogar ARGIAQSICE CUALL 35
<210> 5

<211> 47

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Descrigao da sequéncia artificial: sequéncia iniciadora reversa

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(47)

<400> 5
3aggasglac goggeogoga aagattoain aligactget gacatgt 47
<210> 6

<211> 10

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Descrigdo da sequéncia artificial: Marca Myc

<220>

<221> LIGAGAO

<222> (1)..(10)

<223> /nota="Marca Myc"

<400> 6

Glu Gle Lys Leu He Ser Glu Glu Agp feu
i § 10

<210> 7

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Descrigdo da sequéncia artificial: Marca Myc

<220>
<221> CADEIA
<222> (1) ..(1l6)

<223> /nota="Imunogénio"

<400>

=
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{ws Thr Lys Thr Ser Glu Thr Asn His Thr Ser Arg Pro Arg Len Lys
I 8 10 13

<210> 8
<211> 947
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1) ..(947)

<223> /nota="4cido nucleico de AAP-1-a em que N pode ser A, C, G ou T"

<400> 8

accanaceca anasaagags totggaattc gpateotopn georacgaay goegasacag 60
teetgaages tttaaatgon geatetgesa tgigaryana peeacetoca coagaaaace 120
tegrateant toteageter toponcancs aptgecacas cagtatpess cocoacencs 180
COCTRANANE FALARpANEY agaaagitys aaageasgac assgaganac ctegnpasags 240
craggaaatt agtectapty thaccaagaa asataccaar aagaaaacea gaccasagte 3060
tracatioly asagatecte ciagigaage aaacageata cagtolpean atgetacaac 360
asagaceape paaacaaate acaccteaap geoceggety anasacgigy acaggageac 420
tgeacageag ttegeagtaa cigtappcan cpteacegte attateacae actitaapya 480
asagactege tecteatega catecteats cacagtgace lovagtgeag geteaganca 540
SOACAACCAE ascagetepy getoagagay cacagacaag geciectece gitcetorac 600
gocaanggee gacatpleay cagteaatga tgaatetibe traaatigea catggaatie 660
tegaasactat gaatcagpet adtgaaattea aaacciooae clgeosatge tgcttgeate T80
cetgpagaat citeigtega categacete Hagigatec tgecaggala atttetgets T80
gecatgggea folgpecact aagpaatite gracectgac gattackelt pacactitta 840
tgtattceat tgitiiatat gatiticets scaateatit ataatiggat gigctoctga BOQ

atetactitt fataasasaa gecttyglge colepagapa totatea 947
<210> 9

<211> 1131

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1131)

<223> /nota= "acido nucleico de AAP-1-b"

<400> 9
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tataactatc tattogates teaagatace coacoaance casaaaaagsa atotggaat 60
tegeatente gagoeoncga aggectiiot ceteegageg gogroggitt cpgetipger 120
gopeeorest deageceate cat@actaty googatanga agagecogas cageeraasn 180
sEacaagoRs ascctgeoge agacgasgee Uktgreatt glagegicty cacctteaga 240
aacagheete angeetttan aigeageate tgegateien ggaaageene cleraccaga 300
aasceiegga teaattcten gotggigrea cancaagtey cacancagta tgoeacceea 360
craconects SIARSRARAN EAoEEagana gilraanagt agEacanaga paaaccteay 420
aaagseaage asattagtee tagipttace aaganaasta ccagesagan ancngancea 480
aactetpaca tofoaaana fectectagt paagensaca goatacagie tseaaateet H40
ACARCAAAZA LCAZREAAAT aaatcacace toaaggroee pectgaaaan rgiggacagy SOC
agractgeac ageagttgre agtaactate geoaacgten vogteattal cacagactit 660
angeasaaga clegefonte ategacatee foatorscag teacetoeag tgcagpeten T20
gaacageags secagapeag clegegoten gagageacty acasgggete efecogttee 780
tecoacgocas apggopacat gleageapte aatgatgaat etitctgana tigeacatpy 840
sattoteaas actatpasts agegtatgas atieaanacs teeacotger catgetgett 900
geatecetey agastoltet giggacatog asctetiagt gatgetgeca ggataatitc H60
fpetteceat ggocatelge ccaccangga alttegeace cigacgatta clottgacae 1020
thetatgtat tooabtgttt tatatgatit fortagcaat catttataat iggatgtget 1080

petgaatela eltitiatag aaagpectte glgvcctegn gagatetate a 1131
<210> 10

<211> 352

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CADEIA

<222> (1) ..(352)

<223> /nota="Sequéncia de aminodcidos (parcial) de AAP-1b em que X
significa um residuo de aminodcido desconhecido”

<400> 10
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His Ghu Gly Leu Ser Pro Pro Ser Gly Ala Gly Phe Gy Leu Gly Gly
1 5 10 15

Als Gly Tyr Ser Pro Ser Met Thr Met Gly Asp Lys Lys Sex Pro Thr
A 23 30

Arg Pro Liys Arp Gln Ale Lys Pro Ala Al Asp Glu Gly Phe Trp Asp
35 4 48

Cya Ser Val Cys Thr Phe Arg Asn Ser Ala Glu Ala Phe Lys Cys Ser
50 h 80

[ie Cys Asp Val Arg Lys Gly Thr Ser Thr Arg Lvs Pro Arg Ile Asn

65 Y 75 80
Ser Gln Leu Val Ala Gln Gla Val Ala Gln Gla Tyr Ala Thr Pro Pro
85 G a5

Pro Pro Lys Lys Glu Livs Lys Glu Lys Val Gl Lys Gl Asp Lys Glo
100 105 g

Las Pro Glu Lys Asp Lys Glu He Ser Pro Ser Val Thr Lys Tys Asn
15 120 125

Thr Asn Lys Lys Thr Lys Pro Lys Ser Asp Ue Leu Lys Asp Pro Pro
139 135 140

Ser Glu Ala Asn Ser He Glu Ser Ala Asn Ala Thr The Lys The Ser
148 156 155 160

Glu Thr Asn His Thr Ser Arg Pro Arg Lew Lys Asn Val Asp Arg Ser
1685 170 17%

The Als Gln Gin Lew Ala Val Thy Val Gly Asn Val Thr Val Hle {ls
188 1385 1590

Thr Asp Phe Lvs Glu Lys Thr Arg Ser Ser Ser Thr Ser Ser Ser Thr
195 200 205

¥al Thr Ser Ser Ala Gly Ser Glu Glu Gin Asn Gln Ser Ser Ser Gly
210 215 280

Gha Ser Thr Asp Lys Gly Ser Ser Arg Ser Ser Thr Pro Lys Gly

Bar
2ah 230 235 P40

Asp Met Ser Ala Val Asn Asp Glu Ser Phe Xaa Asa Cys Thr Trp Asn
245 250 258

Cys Glu &sn Tyr Glu Ser Gly Tyr Glu e Gln Asn Leu His Leu Pro
260 265 2
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Met Leu Leu Ala Ser Leu (3lu Asn Len Leu Trp Thr Ser Thr Ser Xaa
275 280 285

Saa Cys Cys Gln Asp Asn Phe Cys Leu Pro Trp Ala Ser Gly His Gin
294 295 300

{aly ile Ser His Pro Asp Asp Tyvr Ber Xaa Hhis Phe Ty Val Phe His

305 310 315 330
Cvy Phe Hle Xaa Phe Sor Xaa Glo Sey Phe e Ile Gly Cys Ala Pro
325 330 335

Glu Ser Thr Pha Tyr Lys Lys Ala Phe Val Ala Ser Ave Asp Leu San
340 345 330

Lisboa, 6 de Marco de 2007
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REIVINDICAGCOES

1. Um Acido nucleico codificador de apoptina e
AAP-1, em que a referida AAP-1 compreende os aminoacidos 23
a 250 da Figura 3 ou SEQ ID NO:10, ou um seu fragmento fun-

cional que é capaz de induzir apoptose.

2. Um &cido nucleico de acordo com a reivin-
dicagdo 1, em que o referido acido nucleico codificador de
AAP-1 compreende na Figura 2 (SEQ ID NO:9) os 4cidos
nucleicos 142 a 829, ou um seu fragmento funcional que ¢é

capaz de induzir apoptose.

3. Umna composi¢do proteica compreendendo apo-
ptina recombinante e AAP-1, em que a referida AAP-1 com-
preende os aminodcidos 23 a 250 da Figura 3 ou SEQ 1ID
NO:10, ou um seu fragmento funcional que é capz de induzir

apoptose.

4, Um vector compreendendo um dcido nucleico de

acordo com a reivindicacdo 1 ou 2.

5. Un veiculo de introdugao de genes compre-
endendo um &cido nucleico de acordo com a reivindicagdo 1

ou 2 ou um vector de acordo com a reivindicagao 4.

6. Uma célula hospedeira transfectada com um
acido nucleico codificador de AAP-1, em que a referida AAP-

1 compreende os aminocdcidos 23 a 250 da Figura 3 ou SEQ ID
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NO:10, ou um seu fragmento funcional que é capaz de induzir
apcptose e em que a célula hospedeira é ainda transfectada

com um acido nucleico codificador de apoptina.

7. Um método para a producdoc de uma composicao
proteica de acordo com a reivindicac¢ao 3 compreendendo a
introdugcdo numa célula hospedeira de um &acido nucleico
codificador de AAP-1, em que a referida AAP-1 compreende 0s
aminocacidos 23 a 250 da Figura 3 ou SEQ ID NO:10, ou um seu
fragmento funcional que é capaz de induzir apoptose e ainda
introdugdo na referida célula hospedeira de um &cido
nucleico codificador de apoptina, crescimentc da referida
célula hospedeira e recuperacdc da referida composigao

proteica.

8. Un método para a inducdo de apoptose 1in
vitro em células, nas quais ¢é observado o aumento da
proliferacdo celular ou decréscimoc da morte celular,
compreendendo a introducgdo nas referidas células de uma
sequéncia de dcido nucleico codificadora de AAP-1, em que a
referida AAP-1 compreende os aminodcidos 23 a 250 da Figura
3 ou SEQ ID NO:10, ou um seu fragmento funcional gque ¢

capaz de induzir apoptose.

9. Un método para a inducao de apoptose 1in
vitro em células, nas quais ¢é observado o aumento da
proliferacao celular ou decréscimo da morte celular ,
compreendendo a introdug¢do nas referidas células de AAP-1,

em que a referida AAP-1 compreende os aminodcidos 23 a 250
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da Figura 3 ou SEQ ID NO:10, ou um seu fragmento funcional

que € capaz de induzir apoptose.

10. Um método de acordo com a reivindicagdo 8 ou
9 compreendendo ainda o fornecimento da proteina apoptina

ou de um &cido nucleico codificador de apoptina.

11. Um método de acordo com a reivindicagdo 10,
em que as referidas células sdo dotadas com um acido
nucleico de acordo com & reivindicagdo 1 ou 2 ou uma

composicao proteica de acordo com a reivindicacgdo 3.

12. Um método de acordo com a reivindicacdo 8 ou
10, em gue o referido 4cido nucleico codificador de AAP-1
compreende na Figura 2 (SEQ ID NO:9) os Aacidos nucleicos
142 a 829, ou um seu fragmento funcional que codifica a

referida AAP-1 e que ¢ capaz de induzir apoptose.

13. Um método de acordo com qualgquer uma das
reivindicagbes 8 a 12, em que as referidas células sdo
células cancerosas ou células envolvidas numa doenca auto-

imune.

14, Utilizagdo de um &cido nucleico de acordo
com a reivindicag¢ao 1 ou 2 ou uma composig¢do proteica de

acordo com a reivindicacdo 3 como farmaco.

15. Utilizagdo de uma sequéncia de acido nuclei-
co codificadora de AAP-1, em que a referida AAP-1 compre-

ende o0s aminocacidos 23 a 250 da Figura 3 ou SEQ ID NO:10,
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ou um seu fragmento funcional que ¢ capaz de induzir apo-
ptose na preparacgdo de um medicamento para o tratamento de
cancro ou doenca auto-imune, em que o referido tratamento
ainda compreende a administragdo da proteina apoptina ou um

dcido nucleico codificador de apoptina.

16. Utilizag¢do de AAP-1, em que a referida AAP-1
compreende os aminocacidos 23 a 250 da Figura 3 ou SEQ ID
NO:10, ou um seu fragmentc funcional que é capaz de induzir
apoptose na preparacdo de um medicamento para o tratamento
de cancro ou doenca auto-imune, em que o referido trata-
mento ainda compreende a administracdo da proteina apoptina

ou um acido nucleico codificador de apoptina.

17. Utilizacdo de acordo com a reivindicacgdo 15
ou 16 compreendendo um 4acido nucleico de acordo com a
reivindicagdo 1 ou 2 ou uma composi¢do proteica de acordo
com a reivindicagdo 3 ou um vector de acordo com a

reivindicacao 4.

18. Utilizacgao de acordo com a reivindicagao 15
ou 16, em que o referido acido nucleico codificador de AAP-
1 compreeende na Figura 2 (SEQ ID NO:9) os acidos nucleicos
142 a 829, ou um seu fragmento funcional que ¢é capaz de

induzir apoptose.

Lisboa, 6 de Marco de 2007
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