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RESUMO

RECEPTOR 4 CONTENDO UM DOMINIO DE MORTE (DM4;
RECEPTOR DE MORTE 4), MEMBRO DA SUPER-FAMILIA DO
FNT E LIGACAO A LIART (AP02)

A presente invencac tem por objecto novas proteinas do
receptor 4 que contém um dominio de morte (DM4, DR4 na
terminologia inglesa), que s&o membros da familia dos
receptores do factor de necrose do tumor (FNT). Em
particular, tem por objecto moléculas isoladas de &acidos
nucleicos isoladas que codificam as proteinas humanas do DM4.
Também tem por objecto polipéptidos de DM4, assim como
vectoreg, células hospedeiras e processos recombinantes para
a sua producao. A presente invencao tem ainda por objecto
processos de rastreio para identificar antagonistas e

agonistas da actividade de DR4.




DESCRICAS

RECEPTOR 4 CONTENDO UM DOMINIO DE MORTE (DM4;
RECEPTOR DE MORTE 4), M&EMS8RO DA SUPER-FAMILIA DO
FNT E LISRCAD A LIARYT (AP02)

Dominio da Invengédo

A presente i tem por obiecto um novo elemento
da familia dos receptores do factor de necrose do tumor.
Mais especificamente, tem por objecto moléculas isoladas
de dcidas nucleicos que codificam o receptor 4 humano que
contém um dominio de morte, algumas vezes referido aqui
como “DM4”. Também tem por objecto polipéptidos de DM4,
assim como, vectores, células hospedeiras e processos
recombinantes para a producdc dos mesmos. A presente
invencao tem ainda por objscto processos de rastreio para

identificar agonistas e antagonistas da actividade de

DM4.

Antecedentes da Invengédo

Numerosas accdes Biul ', por exzemplo, as que

respondem a certos estimulos e processos bioldgicos
naturais, sdo controladas por factores, tails como, as

citocinas., Muiltas citocinas actuam através de receptore

envolvendo O receptor e produzindo una resposta intra-

Por exemplo, &

alfa e petaz s8c citocinas, que actuam através dos

inducdoc de choque e de doencas inflamatdrias. As

moléculas do FNT pertencem a super-familia dos “ligandos



de FNT" e actuam em conjunto com ©os seus receptores ou
contra-ligandos, a super-familia dos “receptores de FNT",

fcram 1dentificados nove membros da super-—

ligandes de FNT e dez membros da super-—

familia dos receptores de FNT foram caracterizados.

Entre cs ligancos, estao incluidos FNT-a,
(L?'-a, também conhecida por s, LT-R
heterotrimero complexo LI gie  Fasl,

OX%40L e o Zfactor de

crescimento do  nervo (FCN) . A super-familia dos

receptores de FNT inclul o receptor de O receptor

ks

de p7HFNT, a proteina zelacionada com ¢ receptor de FNT,
o antigénic de FAS ou AZC-1, CD4C, <CD27, (D30, 4-1BB,
0¥40, p75 de baixa afinidade e o receptor de FCN (Meager,

&.s Biologicals, 22: 291-295 (199%94})).

Muitos membros da super—-familia dos ligandos do FNT
530 expressos pelas células T activadas, implicando isso
que eles sdo necessdrios para as interaccdes das células
T com outros tipcs de células subjacentes a ontogenia e

as funcgdes das células (Msager, A., supra).

Ja se ganhou uma considerdvel visdo sobre as funcgées
essenciais de variog membros da familia dos receptores de
FNT a partir da identificacdo e criacdo de mutantes que

vao abcolir a expressido dessas proteinas. Por exemplo, as

muta¢des de ocorrércia natural no antigénio e no seu
ligando causam uma ccenca linfoproliferativa (Watanabe-

Fukunaga,
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falha da morte programrada das cé

iigando CD40 ceusam um estado de imunodeficiéncia ligado

O

X, cterizado por elevados niveis de imuncglobulinaz

s

M e Dbaixocs niveis de imunoglobulina G no plasma,



indicando uma activacdo defeituosa das células E
dependentes das células T (Allen, R. C. et al., Science
25%9: 990 {2993)). As mutagdes pretendidas do receptor do
factor de crescimertoc do nervo de baixa afinidade causam
um distlrbic, caracterizada por uma deficiéncia da
inovacgdo senséria das estruturas periféricas {(Lee, K. 1.

et al., Cell 69: T¥Y (1992):.

O FNT e a LT-o sao capazes de se ligarem aos dois
receptores de FNT (os receptores de FNT de 55 e 75 kd).

Um grande nimero de efeitos bkioldgicos provocades pelo

FNT e pela «#¢; actuando atraves dos seus receptores,

incluem a necrose ¥ de tumores transplantados,

a citotoxi-cidade, um papel na choque erdotdxico,
inflamacdo, imuno-regulacdo, proliferagdo e respostas
antivirais, assim como, protecgdo contra os efeitos
prejudiciais da =zadiac&o por icnizagdo. O FNT e a LT-u
estao envolvidos na patogenese de uma vasta gama de
doengas, incluindo ¢ choque endotdxico, a malaria
cerebral, tumores, doengas auto-imunes, SIDA e rejeicao
de enxertos pelo hospedeiro (Beutler, B. e Von Huffel,
C., Science 264: 667-663 (1994})). As mutagdes noc receptor
p55 causam uma susceptibilidade acrescida para infeccdes

microbianas.

deminio de cerca de

disso, fol referenciado

ximo da terminacidc C do R-1 de FENT

8%

or

ba

4

{p55) e Fas, como o "dominio de morte”,

para a morte programada das

pelecs sinais de

dos Organismos

267:  1445-1445




{19853y, Altsracdes da apbptose contribuem para a

patogénese de vdrias doengas humanas C cancro,
distirbios neurocdegenerativeos e  sindroma

—~

s
eficiéncia adquirida (C.B. Thompson,

o)

1462 (1995)). Eecentemente, tem-se
atengdo na transdugdc ao sinal s na funcdo bioldgica

d
dois receptores do dominico da morte da superficie das

células, e R-1 de FNT (J. L. Cleveland et al.,

o

5 1
Nagata et al., Science Z67: 1445-5¢

sdc membros da familia dos receptores de

wém  incluem R-2 de FNT, R-FCN de baixa

1

afinidade, CD40 e CD30, entre outros [C. A. Smith ef

-7
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Science 248: 1019~23 (1990):; M. Tewari et a&l., em Modular

3

exts 1In and ¢Cell Biology M. Purton, Heldin,
Carl, Ed. {(Chapman and Hall, London, 1995). Embora os
membros da familia sejam definidos pela presenca de
repetigbes ricas em cisteina nos seus dominios extra-
celulares, Fas/APO~-1 e R-1 de FNT também partilham uma

regido de  homoleogia intracelular, apropriadamente

designada por "dominio da morte™, gque estid s s
de ura forma distante, com o g¢gens suicida reaper de
i¥, Golstein, et al., Cell 81: 185-186

(199%); K. White et al., Science Z64: 677-8332 (1994)).

Este dominio de morte partilhado sugere gue ambos o0s

receptores interagem com um conjurtce relacionado de




817-827 (1996); M. P. Eoidin et al., Cell 85: 803-815
{1996)). Embora o ©papel central de Fas/AP0-1 seja
alavancar a morte da célula, R-1 de FNT pode assinalar um
conjunto de diversas actividades bioldgicas, muitas delas

caracterizadas pela sua capacidade para activar NE-kB (L.
Tartaglia et a&l., Immuncl Today 13: 151-3 (1892}7. De
acordo com isto, R-1 de FNT recruta a molécula adaptadora

multivalente TRADD, que, tal como FADD, também contém um

dominio de morte (H. Hsu et al., Cell &%; 495-504 (1995);
H. Hsu, et ai., Cell 84: 299-308 (1996)4j. Através das

suas associacgbes com um certo numero de moléculas de

sinalizacido, incluindo FADD, TRAFZ e RIP, TRADD pode

o

assinalar tanto a apdptose como a activacdo de NF-kB (H.
Hsu et al., Cell 84: 299-308 (1996); H. Hsu, et al.,
Immunity 4:387-35%6¢ (1996)).

Recentemente, descobriu-se um novo ligando de FNT
que induz a apoéptose. S. R. Wiley et al. (Immunity 3:
673-682 (1995)) designando a molécula por "ligando gue

induz a apdptose relacionada com o FNT" ou, simplesmente,
FRAIL na terminologia inglesa. A molécula foi

também designada por "ligando de Rpo-2” ou “LApoc-27., " R.
M. Pitt et al., J. Biol. Chem. 271: 12687-126590 (199%¢).
Esta molécula =sstd também descrita no pedido de patente

provisional co-pendente, norte-—americano N°. €0/013.405,

correspondente & patente de invencgaoc WO Por

a molécula seré entdao agui referida come

Ao contrdrio do ligando de FAS, cujo os transcriptos
parecem estar largamente restritos &% células T

stimuiadas, detectam-se niveis significativos de

44

em muitos tTecidos humanos (por exenplo, baco, pulmdes,
préstata, timo, ovarios, 1ntestino delgado, cdlon,

linfécitos do sangue periférico, placenta, rim) e €



transcripto sob o ponto de vista constitutive por algumas
linhas de células. Tem,-se demonstrado que LIART actua
independentemente do ligando de Fas (Wiley et al.,
supra;. Também tem sido demonstrado que LIART activa

pidamente a apdptose, dentro de um intervalo de tempo

[
o8]

ue € semelhante # sinalizacdc de morte por Fas/LApo-1,

QO

mas muito mais répida do que a apdptose induzida por FNT.

o

S. A. Marsters et al., Current Biciogy 6: 750-752 (199¢;).
Todo o trabalho até a data sugere que © receptor para

LTART nédo # um dos muitos receptores do FNT.

Oz efeitos dos ligandos da familia de FNT e dos

receptores da familia de FNT sdc variados e influenciam

numercsas func¢ées, tanto normais anormais, ncs
processos bioldgicos do sistema dos mamiferos. H& uma
necessidade clara, por isso, de identificar e
caracterizar esses receptores e ligandos que influenciam
a actividade bioldgica, tanto normalmente como em estados
de doenca. Em particular, hd uma necessidade de isolar e

caracterizar © receptor para o ligand de LIART

recentemente descoberto.

Snumdrie de Invangdo

A presénte invencao objecto moléculas de
dcido rnucleico isoladas, compreendendo  sequéncias de
acidos nucleicos que codificam a sequéncia de aminozcidos
a seguéncia de

ADNc depositado na

= 21 de Janeiro de

também tem pcr oblecto vectores

3

e células hospedeiras para a reccmbinante das

de acides nucleicos aqui descritas, assim como



0s processos de produzir esses vectores e essas células

nospedeiras e para a sua para a produgas de

polipéptidos de

DM

4, por meio de

A presente invencac tem ainda por objecto um
polipéptido de DM4 discolado com uma sequéncia de
amincdcidos codificada por um polinucledtide aqui
descrito.

A presente invencao também tem por objecto ensaios
de diagnéstico, tal como, ensaios quantitativos e ensaios
de diagndstico para a deteccgdo dos niveis da proteina do
DM4. Assim, por exemplo, um ensaio de diagndstico de
acordo com a presente invengdo para detectar a sobre-
expressédo de DM4 ou de uma sua forma sollvel, comparando
com as amostras de controlo de tecido normal, pode ser

utilizado para detectar a presenca de tumores.

Os ligandos da familia do factor de necrose de tumor
(FNT) sd&o conhecidos por estarem entre as citocinas mais
pleiotrdpicas, induzindoc um grande numero de respostas
celulares, incluinde citotoxicidade, actividade anti-
viral, actividades irnuno-reguladoras e a regulacao

transcricicnal

varios genes. A resposta celular aos
ligandos da familia dos FNT inclui ndo apenas as
respostas fisioldgicas normais, mas também doencas
associadas com © aumento da apdptose ou a

apéptose. & apdéptose ~ norte programada das

um mecanismo fisioldgico envelvido na elimi

linfécitos T periféricos do sistema Imunitaric ¢ a sua

auto-imunes,

apoptose  incluem  cancros,
n

inflama-cdes, enxertos versus doenca do




hospedeiro, redeicdo aguda de enxertcs e rejeigdo crdénica
de enxertos. As doencas assocladas com um aumento da
apéptose dincluem a SIDA, doengas neurodegenerativas,
sindromas mielodisplésicos, traumas isquémicos, chogue
séptice, doencas do figade incduzidas por toxinas,

caquexia e ancrexia.

Assim, a presente invencdc tem ainda por cbhijecto um
processo para aumentar a apoptose induzida por um Ligando
da familia dos FNT, que envolve a administracdc a uma
célula que expressa o poelipéptide de DR4 wm cguantidade
efectiva de um agonista capaz de aumentar a sinalizacdo
mediada por DM4 Freferencialmente, aumenta-se a
sinalizacdo mediada por DM4 para tratar uma doenca em &

evidente a diminuicdo da apoptose.

Num outro aspecto, a presente invencgdo tem ainda por
objecto um processo para inibir a apdptose irduzida por
um ligando da familia do FNT, o que envolve a&a
administracdo a uma célula que expressa o polipeptido de
DM4, de uma quantidade de um agcnista capaz de diminuir a
sinalizacao mediada por DM4. Preferencialmente, diminui-
se a sinalizagdo mediada por DM4 para tratar uma doenca

em que se verificou que a apdptose estava aumentada.

Quando um gqualguer candidato a ‘“agonista” ou a
"antagonista" % presente invencido pode aumentar ou
inibir a apéotose, pode-se fazer a respectiva
determinacido utilizando ensaios de resposta celular do
receptor/iigands da familia do FNT, conhecidos na
técnica, incluindo os descrites com mais detalhe a

seguir. Assim, num outro aspecto, descreve-se Ul Processo

agonista candidatc

.= antagonista candidato é capaz de aumentar ou de inibir

uma resposta celular # um ligando da familia do FNT. ©

O



processo envolve o contacto das células gue expressam ©
polipéptide DM4 com um composto candidato e um Ligando da
familia dos FNT, ensaiando uma resposta celular e
comparando a resposta celular com ura resposta celular

padrdo, sendo o padr&o ensaliadc guanco o contacto & feito

ceomposto candidato, em que

com ¢ ligando na
um  aumento da resposta celular em relacac ao padrio,

indica que o ccmposto candidato € um agonista da via de
1

sinalizacgdo do ligande/receptor e uma diminuigdo da

resposta celular comparada c¢cm o padrao, indica

composto candidato € um antagonista da via de sinalizacgdo
do ligando/receptor. Pela presente invengdo, pode fazer-
se contactar uma célula que expressa o polipéptidco de DM4

com um qualguer dos ligandos da familia dos FNL,

administrado quer endogenamente quer sxcgenamente.

Breve Descrig¢do das Figuras

- A figura 1 mostra a sequéncia de nucledtidos e a
sequéncia de aminodcido deduzida de DM4. E previsivel
que os amincacidos 1-23 constituam o péptido de
sinal, o0s amincéacidos 24-238 constituem o dominio
extracelular, os aminoacidos 239-264 constituem o
dominio da transmembrana e o0s aminocaciaos 265-468
constituem ¢ dominio intrace-lular do qual os
amincécidos 379-422 constituem o dominio de morte.

1

A figura 2 mostra as regides de semelhanca entre as

sequéncias de amincdcidos de D4, do receptor 1

factor do tumor (SEQ 1D

Fas

contendo 0 dominio de morte

A figura 3 mostra

aminoadcides de DM4.




hidrofilicidade e hidrofobicidade; regides

anfipaticas; regides flexiveis; indice antigénico e

probabilidade da superficie tudo parémetros
mostrados. No grdfico “Indice antigénicc - Jameson-
4

Wolf” os residuos de aminocdcidos 35-92, 11

ot

€9-~240, 267-298, 330-364, 391-404 e 418-465 na
figura Lae correspondem as regides altamente

antigénicas mostiadas, da proteina de DM4.

A figura 4 mostra as sequéncias de nucledtidos de
fragmentos de &cidos nucleicos relacionados HTOIYOTUR
(SEQ ID NC:¢; e HTXEYBOR

(SEQ ID NO:7?).

As figuras 5A e 5B mostram a capacidade de DM4 para
induzir a apdptose nas linhas de células MCE7 e 293.
A figura 5C mostra a capacidade dos inibidores da
protease da morte, CrmA e z-VAL-fmk, para inibir a

acyao apoptdtica de DM4.
A figura 6A mostra a capacidade de uma fusao de
DMé-Fc extracelular,sclivel para bloguear a

capacidade de indugado apoptética de LIART.

A figura 6B mostra a incapacidade de uma fusdo de

DMé-FC extracelular, & para bloguear a

capacidade de induc¢do apoptdtica de FNTa.

Descri¢cdo Detalhada dos Enquadramentos Preferidos

moléculas

A  presente invengdo tem por
isoladas de acides nucleicos, compreendendo uma sequéncia
de é&cidos nucleicos que codifica o polipéptide de DM4
cuja seguéncia de aminocécidos I (SEQ

{

ID NO: 2) ocu uwm fragmento do % S te O polipéptido



de DM4 da presente invencdo partilha uma homologia da
sequéncia com R-1 de FNT humano, DM3 e o ligando de Las
(figura Z). & sequéncia de nucledtidos mostiaaa na figura
1 {SEQ ID NO: 1) foi obtida sequenciandc clones ae ADNc,

tal como, HCUDS60, que foi depositado em 21 de Janeiro de

1997, na American Types Culture Ccllection, Park
Lawn Drive, Rockville, Maryland 20852 e a que foil dado o
numero de acesso 97853. O clone depositado estava contido

no plasmido pBK (Stratagene, LaJdolla, CA).

Moléculas de Acidos Nucleicos

A menos seja indicado de outra forma, todas as
sequéncias de nucledtidos determinadas pela sequenciagao
de wuma molécula de ADN, foram aqui determinadas
utilizando um sequenciador automatico de ADN (tal como o
modelo 373 da Applied Riocsystems, Inc.) e todas as
sequéncias de amino-acidos dos polipeptidos codificados
pelas moléculas de ADN aqui determinadas, foram previstos
por tradugdo de uma sequéncia de ADN determinada tal como
antes. Por 1isso, tal como €& sabido na técnica para
qualguer sequéncia de ADN determinada por esta abordagem
automatizada, qualquer sequéncia de nucleédtidos aqui
determinada pode conter alguns erros. As sequéncias de
nucledtidos determinadas por um processo automdatico sao

menos cerca de 90 % idénticas, mais

peloc menos cerca de 95 % até pelo menos

[l

cerca de 99,2 % idénticas a <seguéncia de nucledtidos
actual da molécula de ADN seguenciada. A sequéncia actual

pode ser determinada mais precisamente por meio de outras

o
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abordagens incluindc processos manu

bem conhecidos =& técnica.

“écnica, i ou  eliminacao

determinada sequéncia de nucledétidos comparada com a

sequéncia actual, val causar uma deslocacao dum fragmento



na translagdo da sequéncia de nucledtidos, de tal maneira

gue a previsivel sequéncia de aminocdcidos codificada por

o]

determinada sequéncia de nucledtidoes, seréd
completamente diferente da sequéncia de amincécidos
actualmente codificada pela mclécula de ADN sequenciada,

comecando no ponto dessa inserc&o ou eliminacdoc.

Por polipéptido ou proteina "isolados"™ entende-se um
polipéptido ou uma proteina retirada do seu ambiente
natural. Por exemplo, o0s pociipéptidos e as proteinas
produzidos por recombinacdc, expressos nas células
hospedeiras, sao considerados isolados para os fins da
presente invencdo quando sdo polipeptidos naturais ou

tenham sido substancialmente

recombinantes
purificados por qualguer técnica apropriada tal como, por
exemplo, o© processo de purificagdo numa Unica etapa

descrito em Smith e Johnson, Gene 67: 31-4C (1988).

Utilizando a informacdo dada aqui, tal como a
sequéncia de acidos nucleicos estabelecida na fig. 1, uma
molécula de acidos nucleicos da presente invencdo gue
codifica um polipéptido de DM4, pode obter-se utilizando
processos de clonagem e avaliag¢ao normalizados, tal ccmo
os da clonagem de ADNcs utilizando ARNm como material
inicial. Ilustrative da presente inven¢dc, o gene da
presente invencdc tem sido identificado em bibliotecas de
ADNc dos seguintes tecides: células amnidticas, coragao,

cancro do figadc, rim, leucécitos, células T activadas,

células Kb5&Z PMA, células W138,

amigdalas humanas e pele ccr de couro com falta de CD34

{sangue do cordao).

de leitura aberta

0 gene de DM4d

proteina de cerca de 445 residuos de

codédo de iniciacdo estd na posicéo 19-21



da seguéncia de nucleltidos mostrada na figura 1 (SEQ ID

-

NO: 1), com uma s=guéncia lider de cerca de 23 residuos
de zmincédcidos {(isto €, um comprimento tetal da proteina
de 468 amincdcidos) e um peso molecular deduzido de 50
kDa. Dos menbros conhecidos da familia de receptores de
FNT, o polipéptido de DMC da presente ‘nvencidc partilha o

mais alto grau de homologia com o R de FNT1 humano e os

polipéptidos de Y mostrados na figura 2, incluindo uma

significativa homologia da sequéncia em zrelagdo aos

maltiplos dominios ricos em cisteina.

I

Para além da homologia da seguéncia exibida entre
DM4 e cutrog receptores contendo o dominio de morte, DM4
tem mostrado que se ligava a LIART e ques induz a apoptose

guando expresso de forma transiente. As c¢é&lulas MCF7 do

b
o))

carcinoma humano da mama e as células 293 foram
transfectacas de forma transiente com una estrutura que
expressa DM4, tal como descrito no exemplo 5. Como se vé
nas figuras 5A e 5B, wm porcic substancial das células
transfeetadas sofre as alteracdes morfolégicas
caracteristicas de apoptose. Como 1J& se antecipou, a
eliminacido do dominio de morte aboliu a capacidade de DM4
para aproveitar a via de meorte., Como se pode Ver na
figura 5C, a apoptose induzida por DM4 foi blogueada de
.

forma eficiente por inibidores de proteases do dominio de

morte, incluindo z-VAD-fmk, um inibidor de caspase de

largo espectro, irreversivel e Crmh, um wi
codificado por serpina gue inibe preferencialmente as

apicais tais como

enuada por

na sua natureza.




Para determinar se DM4 era capaz de se
LIART, o dominio de ligacdo do ligando extracelular ae

de IgG (CM4-Fc) humana.

DM4 fol expresso
mas nao aos
® de FNT-1 ou

Fc, dados néo

¥¢ nao se liga nem a FNT
1fz nem ao ligande Faz, nas condicdes em que ambos estes

a
ligandos se ligam aos seus receptores de cognatos.

& capacidade de LIART para induzir a apoptoss nas
células MCF7 foil especificamente blogueada por [M4-Fc mas
nao foi influenciada pcr R de FNT-1-Fc, CD95-Fc ou apenas
Fc (Figura 6A). Além disso, conforma se esperava, a
apoptose induzida por FNT alfa foli inibida por FNT-1-Fc
mas nao por DM4-Fc, CDY5~Fc 3 Fc isoladamente (Figura

6B .

Considerados em conjunto, o0s dados descritos antes
indicam que DM4 é um dominio de morte contendo um
receptor com a capacidade para Induzir a apoptose e é um
receptor para LIART, um ligando conhecido que induz a

apoptose.

Tal come indicado, a presente invencio
por objecto as formas maduras da proteina DM4 da presente
De acordo com a hipdtese de sinal, as proteinas

células de mamifercs tém uma seguéncia de

partir da protelina

da proteinag de crescimento

rugaso 2 i A maior
e mesmo a2s ceélulas @

segregadas com a mesma especificic Contudo,

cascs, a clivagem de uma proteina segregada



completamente uniforme, o que resulta em duas ou mais

espécies maduras na proteina. disso, sabe-se desde

muitc tempo que a especificidade da clivagem de uma
proteina segregada € em tltima analise determinada pela
estrutura primdria da proteina completa, isto é, inerente

isso, a

a sequéncia de aminocidcidos do polipéptido.

presente tem por objecto uma sequéncia de

0 polipéptido de DM4 maduro,

nucledtidos que
contendo a sequéncia de amincdcides codificada pelo clone
de ADNc contido no hospedeiro identificado com o numero
de depdsito na ATCC 97853 e, tal como se mostra na figura
i (SEQ ID NO: 2). Por proteina de DM4 madura com a
sequéncia de aminoadcidos codificada pelos clones de ADNc
contidos no hospedeiro identificado com o© numero de
depdsito na ATCC 97853, entende-se as formas maduras da
proteina de DM4 produzida por expressdo numa célula de
mamiferos (por exemplo, células de CO0S, tal como se
descreve a seguir) do fragmento completo de leitura
aberta codificado pela sequéncia de ADN humano do clone
contido no vector no hospedeiro depcsitado. Tal como se
indica a seguir, ¢ DM4 maduro comportando a sequéncia de
aminocacidos codificada pelo clone de ADNc com o numero de
depdésito na ALCC 97853, pode ou ndo diferir da prevista
proteina de  DM4 "madura"™ mostrada na figura 1

faminoécidos desde cerca de 24 até préximo de 468)

[

consoante a precisic do sitio de clivagem previsto com

base na andlise do computador.

Estdo disponiveis processos para prever se uma

assim corno, ©

proteina tem um lider

para essa segu

cids Regs.

A precisdo para prever os pontos de

clivagen proteinas secretoras conhecidas de



para cada um destes processos, estd no intervalo de cerca

de 75-80 %. von Heinje, supra. Contudo, os dols processos

ndo produzem sempre o0s mesmcs pontos de para uma

dada proteina.

1...4

No presente caso, a sesguéncia de amincédcidos
prevista do polipéptido de DM4 completo da presente
invencdc fol analisada por um programa de computador

(“PESORT"). (Ver, #. Nakai e M. Kanehisa, Genomics 14:

idocs. Como parte desta previsdo computacional

oac
da localizecdo, 1incorporam-se agqui o©s processos de
McGeoch e de von Heinje. A analise por meio do progranma
de previsdo PSORT prevé os sitios de clivagem entre os
amincacidos 23 e 24 na figura 1 (SEQ ID NO: 2). Depois,
as sequéncias de aminodcidos completas foram ainda
analisadas por meio de inspecgdc visual, aplicando uma
forma simples da regra (-1, =3) de von Heinle. von
Heinje, supra. Assim, a sequéncia lider para a proteina

DM4 previsivelmente consiste nos residuos de amincacidos

1-21, sublinhados na figura I {(SEQ ID 2y, embora a
proteina madura DM4 prevista consista nos residuos

24-488.

Tal como se indicou, as mcléculas

da presente podem estar sob a

como, ARNm ou sob a de ADN,

por

ou paralela a estrutura helicoidal de nido




codificacdo, também referida como a estrutura de sentido

contrario {(anti-sense} ou anti-paralela.

1as de acido nucleico "isoladas" entende-

se uwa molécula de &cido nucleice, ADN ou ARN, que tenha
sido retirada do seu ambiente original. Por exemplo, as
moléculas de ADN reccombinante contidas num vector séao
consideradas isoladas para os fins da presente invencgéo.
Outros exemplos de moléculas de ADN isoladas incluem
moléculas de ADN reccmbinante mantidas nas células
hospedeiras heterdlogas ou moléculas de ADN purificadas
(parcialmente cu totalmente) em sclugdo. As molécu.as de
ARN isoladas incluidas nos transcriptos ae ARN in vivo ou

in vitro

moléculas de ADN da presente invengdo. As
moléculas de 4cido nucleico isoladas, de acordo com a
presente  invengéao, incluem ainda essas moléculas

produzidas por sintese.

As moléculas de acido nucleico iscladas da presente
invencdo incluem moléculas de ADN de DM4, que compreendem

um fragmento de leitura aberta (FLA] mostrado na fig. 1

(SEQ ID NO: 1) e incluem ainda as mcléculas de que
compreendem uma sequéncia substancialmunte diferente de

toda parte da FLA cujo ccdido ae iniciacic estd na

posicac 19-21 da sequéncia de nculedtidos mostrada na
fig. 1 (SEQ ID NC: 1) mas que, devido a degenerescéncia

]

@i ainda codifica a proteina <o

do cédige

polipéptido de DM4 ou a um seu fragmento. Obviamente, o

97
D
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P
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conhecido na técnica. Assin, -

coébdigo genético é

uma rotina para um especialiista na matéria gerar essas

variantes

ourro aspecto, a presente invengao tem por
objecto moléculas iscoladas de &acidc nucleico, que

codificam o polipéptido de DM4 comportando uma sequéncia



de amincacidos codificada pelo clone de ADNc contido no
plasmido depositado na ATCC com o numero de despdsito
97853, em 21 de Janeiro de 1937. Preferencialmente, estas
moléculas de acido nucleico irdo codificar o polipéptido
maduro ocodificade pelo clone de ADNc  depositado,
descrito antes. A presente invencdo tem ainda por objecto

uma molécule de 4acido nucleico isolada comportando a

sequéncia de nucledtidos mostrada na figura i NO:
it ou a seguéncia de nucledtidos do ADNc de contida
no clone depcositade descrito antes ou uma molécula ae

acido nucleicc comportando uma sequéncia complementar das
sequéncias antericres. Essas moléculas isoladas e 0s seus
fragmentos sdo Uteils como sondas para o mapeamento dos
genes por meic da hibridag¢dc in situ com o gene de DM4 em
tecido humano, por meio de andlise de Northern,de

transferéncia para uma matriz imobilizada (ADN/ARNm).

A presente invencgao tem ainda por objecto fragmentos
das moléculas de acido nucleico isoladas agui descritas.
Por um fragmento de uma molécula de ADN isolada com a

ID NC:

seguéncia de nucledtldos mcstrada na figura 1
entende-se os fragmentos de ADN com pelo mencs 20 pb
e, mals preferencialmente, ©peic mencs 30 pb de

comprimento, que sdo Utels como sondas de ADN conforme
discutido antes, obviamente que fragmentos de ADHN

maiores, com 50-13500 pb de comprimento, sac também Gteis

como sondas de ADN de acordoc com a presente

dadoc que sido fragmentos de ADN que correspondem

parte, se nic a toda, a

mos

[
I
5]

el
¢
font
o

de




Os fragmentos de 4cido nucleice preferides da

presente invencdac incluem moléculas de acidos nucleicos

desde cerca

ID NO: um

!\}

]
;

de 24 até cerca de 238 na figura 1

‘N

transmemnbrana de

- dominio

oclipéptido que compreende

DM4 (residucs de aminoéacicos desde cerca de 239 até cerca

de 264 na figura ! (SEQ ID HNO: 2)); um polipeéptidc que
compreende « dominio intracelular de DM4 (residucs de

aminoacidos desde cerca de 379 até cerca na figura
1 (SEQ ID NO: 2)}. Dado gue a localizacdc destes dominios
foi prevista por computagéo grafica, um especialista na
matéria compreenderd que os residuos de amincdcidos que
constituem estes dominios podem variar ligeiramente (por
exemplo, cerca de 1 a 15 residuos) consoante os critéric

utilizados para definir cada dominic.

Os fragmentos de Acidos nucleicos preferidos da
presente invencdc codificam um polipéptido de DMZ de
comprimento completo a gue faltam os nucledtidos que
codificam a meticnina de terminal amino (nuclediidos
19-21 na SEQ ID NO: i:, dado que se sabe que a metionina
& clivacda naturalmente e que essas sequéncias podem ser
liteis em engenharia genética nos vectores de expressao de

DM4. Os polipéptidos codificades por esses

polinucliedtidos todos <contemplados na presente

invencd

ES

fragmentos de &cideocs nucleicos da presente 1invencdo

moléculas de &cidos nucleicos que codificam: um

polipéptido que compreende os residuos de aminocacidos



desde cerca de 35 até cerca de 920 na figura 1 (SEQ ID
NO: 2); um polipéptido que compreende os residuos de
aminodcidos desde cerca de 114 até cerca de 160 na figura
1 (SEQ ID NO: 2):; um polipéptidc que compreende o0s
residuos de amincdcidecs desde cerca de 169 até cerca de
240 na figura 1 (SE¢ ID NO: 2); um pclipéptido que
compreende os residuos de amincécidos desde cerca de 267

até cerca de 298 na figura 1 (SEQ ID NO: 2); um

polipéptido gque compreende os zresiduos de aminodcidos

-
t
A

-]

desde cerca de 330 até cerca de 364 na figura 1 (8EQ
NO: Z}; um polipéptido gue compreende os residuos de

amincacidos desde cerca de 391 até cerca de 404 na figura

1 (SEQ ID Z2); e um polipéptido que compreende os
residuos de aminodcidos desde cerca de 418 ate cerca de
485 na figura 1 (SEQ ID ©NO: 2). 0Os requerentes
determinaram que os fragmentos de polipéptidos anteriores

sdo regides antigénicas da proteina de DM4. Os processos

para a determinacao, para # das porgdes que se ligam
ao epitopo da proteina de DM4, estdo descritos com

detalhe a seguir.

Além disso, a presente invengdo tem por objecto
moléculas de 4dcidos nucleicos que tém sequéncias de
nucledtidos relacionadas com porgdes extensas da SEQ ID

MO: 1, tal como se segue: HTQIYO7R (SEQ

HTXEYSOR (SEQ ID Ti que estdc ambas

figura 4.

Além  disso, a presente invengdo inclui  um

polinucledtido que compreende gqualguer porgdo pelo

G

enos cerca de 30 nucleétidos, preferencialmente, pelo




Num outero aspecto, a presente invencdc tem por

objecto uma molécula de A4Acido nucleico isolada, que

]

compreende i polinucledtido, que hibrida, em condicde

de hibridacdc severas, com uma

do polinuclebtico

# molécula de &cido nucleico da presente invengao

,
T
=
P
4

descrita antes, pcr exemplo, 0s
depositados na ATCC com a numero de depdsito 97853. Por
severas'' entende-se a incubacac

numa scolugdo que compreende:

S5C {(NaCl 150 citrate tri-

sbdio 50 mM (a pH 7,6), 5 x de
solucdo de Denhardt, sulfato de dextranc a 10 % e 20 g/mL
de ADN de esperma de salmdo cortadc e desnaturado,
seguido da lavagem dos filtros em 0,1 x SSC, a cerca de

65 "C.

Por um polinucledtido que hibrida com uma "porgao"
de um polinucledtido, entende-se um polinucledtido (quer
ADN, quer ARN), que hibrida com pelo menos cerca de 15
nucledtidos (nt) e, mais preferencialmente, com pelo
menos cerca de 20 nt, ainda mais preferencialmente, com
pelo menos cerca de 30 nt e, ainda mais
preferencialmente, pelo menos cerca de 30-70 de
polinucledtidos de referéncia. Eles sdo (tels corno sondas
de diagnéstico e iniciadores, conforme se discutiu antes

e em mais detalhe a seguir.

O

Por uma porcac de um polinucledtide de “pelo menos

20 nt de comprimento”, por exemplo, entende-se ZU ou mais

nucledtidos contiguos da sequéncia de nucledtidos do




Obviamente, um polinucledtido que hibrida apenas com

uma sequéncia de poli A (tal como, por exemplo, o tracto

de poli A do terminal 3’ do ADNc de mostrado nd

figura 1 (SEQ ID NO: ii: ou com uma extensdo complementar

de residuos de T (ot de U}, ndo estaria incluldo num

polinucledticdeo da presente invengdc utilizado para
hibridar com uma porcgdo de um acido nucleico da presente
invencdo, dado que esse polinucledtido iria hibridar com
qualquer molécula de Aacido nucleieo contendo a extensao

7

de poli A

seu complemento (por exemplo, praticamente

qualquer clone de ADNc de estrutura helicoidal dupla).

Tal como se indicou, as moléculas de &cido nucleico
da presente invencdo que codificam um polipéptido de DM4,
podem incluir, mas ndoc se limitam, a sequéncias de
codificacde do polipéptido madurco, por ele préprio; a
sequéncia de codificagdo para o polipéptido maduro e as
sequéncias adicionais, tals como as que codificam uma
sequéncia lider ou segregadora, tais como, sequéncias de
pré- ou pro- ou pre-prd- proteina; a sequéncia de
codificacdo do polipéptido maduro com ou sem as
sequéncias de codificacdo adicionais mencionadas ©&ntes,
em conjunto com sequéncias adicionais, ndo codificantes,

incluindo, por exemplo, mas nac se limitando, a intrdes e

sequéncias de 3" e 5’ nao codificantes, @&l como, as
sequéncias nao traduzidas, as transcriptas que
desempenham um papel na transcrigdo, fragmentacio

incluindo o tratamento de ARNm e de sinais de

‘-\
]

por exemplo, - ligacdo de ribossoma e

oy

estabilidade de ARNm -; sequéncias de
adicionais que codificam para aminodcidos adicionais, tal
como as gue providencianm idades adiciocnais.

Assim, por exemplo,

Em certos enquadra-




mentos preferidos deste aspecto da presente invencdo, a

sequéncia marcadora # um péptido

de hexa-histidina, tal

como um marcador providenciado pcr um vector pQE (Qiagen,
Tnc.l, entre outros, mulivs dos quais estao
comercialmente disponivels. Tal come descrito

ai., Proc. Nzetl. Acad. Sci. EUA 86: 821-824 D
exemplo, a hexa-histidina providencia uma purificacio
conveniente da proteina de fusdo. O wmarcador “HA”
corresponde a um epitope derivado da proteina da

hemaglutinina

por Wilson et si., 767-778

A presente invencado tem ainda

das moléculas de acidos nucleicos

que codificam para fragmentos,

da gripe, que ja foi descrita, por exemplo,

por objecto wvariantes

da presente invengao

andlogos cu derivades do

polipéptido de  DM4. As wvariantes podem ocorrer
natura_mente, tal como uma variante alélica. Por uma
"variante alélica” entende-se uma das varias formas

alternativas de gene,

cromossoma de um organismo.
John W#Wiley & Sons, New York
ocorréncia néo

téeni

9]

Essas variantes incluem

substituictes,
podem envolver um ou mais m
de

alteradas nas regides

em ambas.

codificacdo podem produzir substit:

amincécido

[9)}
9
C
o
L

conservadoras,

enquadramentos da

isoladas de Acidos

Genes II,

{1985).

as

eliminacdes ou adicées de nucledtidos,

codificacaoc

As alteracdes

presente invencio

nucleicos, Jque

que ocupa um dado local num

Lewin, B., ed.,

As wvariantes de

natural podem ser produzidas utilizando

as de mutagénese conhecidas na técnica.

produzidas por

que

cledtidos. As variantes podem

ou de nao



menos 90 % idénticas e mais preferencialmente pelo menos
95 % 96 %, 97 %, 98 % ou 99 % idénticas a !a) uma
sequéncia de nucledtidos, que codifica o polipéptido

completo de DM4, que comporta a seguéncia de aminoacidos

na fig. 1 ({SEQ ID NO: 2), incluindo a a sequéncia

prevista; ura sequéncia de nucledtidos, que codifica

todo o comprimento @ polipéptido de DM4, que comporta a
sequéncia de amincacidcs completa na figura 1 [(SEQ ID NO:

2y, incluindo a a sequéncia lider prevista mas a que

falta a meticonina do terminal (c) uma sequéncia de
nucledétidos, que codifica o polipéptido maduro de DM4
{pclipéptido de comprimento completo com a sequéncia

lider eliminada) gque comporta a sequéncia de aminoicidos

nas posicdes proximas de 24 as proéoximas de 468 na
figura 1 (SEQ ID NO: 2); (d) uma sequéncia de
nucleétidos, que codifica o polipkptido de comprimento
completo de DM4, que comporta a seguéncia completa de
aminoacidos incluindo a sequéncia lider codificada pelo
clone de ADNc depositado na ATCC com o numero de depdsito
97853; (e) uma sequéncia de nucledtidos, que codifica o
polipéptido de comprimento completc de DM4, que comporta
a sequéncia de aminoidcidos incluindo a sequéncia lider
mas a que falta a metionina do terminal amino codificada
pelo clone de ADNc depositado na ATICC com o numero de
depbsito 97853; (£, uma seguéncia de nucledtidos, gque
codifica ¢ polipéptido madurc de DM4, que comporta as
sequéncias de aminocacidos codificadas pelo clone de ADNC
depositado na ATCC com o numero de depdsito 97853; (4]
ura sequéncia de nucledtidos, que codifica ¢ dominio da
transmembrana de DM4; (h) uma seguéncia de nucledtidos

gque codifica o deminic da transmembrana de DM4, (1) uma

sequéncia de que codifica o deminio

intracelular de DM4; (3) uma ssquéncia de nucledtidos que

o dominio sequéncia de

edridos complementar de qualquer uma das sequéncias



de nucledtidos nas alineas (a), (b}, (c), (d), le)y, (f),

{g), (h), (i) ou (j) anteriores.

For um poiinuciedtido comportando uma ssquéncia ae
nucledtido pelo menos, por exemplo, 95 & "idéntica™ a uma

sequéncia de nucledtidos de referénciaz que codifica um

polipéptido de DM4, entende-se que a sequéncia de
nucledotidos do polinucleétido @ i1déntica a sequéncla de
referéncia, excepto no facto da sequéncia de

polinucledtidos poder incluir cinco pontos de
mutacdes por cada cem nucledtidos da sequéncia de
nucledtidos de referéncia, que codifica o polipéptido de
DM4, For outras palavras, para se obter um polinucledtide
comportando uma sequéncia de nucledtidos peloc menos 95 %
idéntica a wm sequéncia de nucledétidos de referéncia,
até 5 % dos nucledtidos na sequéncia de referéncia podem
sei eliminados ou substituidos por outros nucledtidos ou
um certo numero de nucledtidos ate 5 % dos nucledtidos
totais na sequéncia de referéncia, podem ser inseridos na
sequéncia de referéncia. Estas mutagles da sequéncia de
referéncia podem ocorrer nas posicdes terminais 5 ou 3 da
sequéncia de nucleétidos de referéncia ou em qualuger
parte entre estas duas posigdes terminais, dispersas quer
individualmente entre o0s nuclebétidos na seguéncia de
referéncia ou em um ou mais grupos contiguos dentro da

sequéncia de referéncia.

Como uma matéria pratica, se qualquer molécula

particular de 4cido nucleico & pelo mencs 90 %, 5 %, 96

“f e

o
2
‘MA -
¢
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sequéncia de nu

pode ser determinada de wma forma convencional utilizando

conhecidos, ¥ como O programa

programas de

Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis Package, Versio 8

L
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para Urix, Genetics Computer Group, University Research
Park, 575 Science Drive, Madison, WI 53711}. O Bestfit
utiliza o algoritme de homologia local de Smith and
Waterman, Advances 1in Applied Mathematics 2. 482-489
(1981y, para encontrar o melhor segmento de homologia
entre duas sequéncias. Cuandoe se utiliza o Bestfit ou

cias para

qualquer outro programa de &

determinar se uma sequéncia particular €, por exemplic, 95

% idéntica a u seguéncia de referéncia, de acordo com a
presente invencdo, 05 pardmetros sdo estabelecidos,
obviamente, de tal modo que a percentagem de identidade &

cia

CD>
"5

calculada em relagdo ao comprimento completo da sequ
de nucledticos de referéncia e essas falhas na homoleogia

até 5 numerc total de nucledtidos na sequéncia de

referéncia sdo permitidas.

O presente pedido de patente de invencdo tem por
objecto moléculas de 4cido nucleico pelo menos 90 , 95
%, 96 % 97 %, 98 % ou 99 % idénticas a sequéncia de
aridos nucleicos mostrada na figura i ({(SEQ ID NO: 1) cu a
sequéncia de 4cidos nucleicos dos ADNcs depositados,
independentemente do facto de eles codificarem um
polipéptidoc que tem actividade de DM4. Isto deve-se ao
facto de quando uma molécula particular de dcido nucleico
nio codifica um polipéptido que tem actividade de DM4, um
especielista na matéria saberd ainda corno utilizar a
molécula de acido nucleico, por exemplo, como uma sonda

de hibridacidc ou como um iniciador de uma reaccdc em

. As utilizacfes das

da presente

cromossémicas de metafase para providenciar una



nidlise de transferéncia psra uma matriz imcbilizada de

3

=

Northern (ADN/ARNm) para detectar a expressao de &HE

DM4 em tecidos especificos,

Preferidas, contudo, s32¢ as &

sy

9
S

» 95 %, 96 %,

idénticas a seguéncia de 4acidos

nucleicos que tém sequéncias pelo menos

97 ¢, 98 % owu

nucleicos mostrada na figura 1 (SEQ ID h) ou a
sequéncia de 4acidos nucleicos dos ADNcs depositados que,
de facto, codificam um pcolipéptido que tem actividade da
proteina DM4. Por "um pclipéptido que tem a actividade de
DM4” entende-se polipéptidcs que exibem uma actividade
semelhante mas ndc necessariamente idéntica a uma
actividade da proteina de [M4 da presente invencdoc (quer
a proteina de comprimento completo ou, preferencialmente,
a proteina madura) conforme se mede num ensaio bioclégico
particular. Por exemplo, a actividade da proteina DM4
pode ser medida utilizando os ensaios de morte de células
realizado essencialmente conforme descrito previamente

(A. M. Chinnailvyan, et al., Cell 8I: 505-12 (19%5); M. P.

Boldin, et al., & Biol Chem 270: 779%-8 (1995}; F. C.
9

Chinnaiyan, et si., J Biol Chem 2Z71: 4961-4965 (1896)) ou
conforme estabelecido no exemplo 5 a seguir. Nas células
MCF¥F7, os plasmidos que codificam DM4 de comprimento

completo ou um candidato a dominic de norte contende

meio  da  coloracdo  por DAPI.  Semelhante & apéptose

induzida por # de FNT-1 e Fas/APO-1 (M. Muzio, et al.,



Obviamente, devido a degenerescéncia do codigo
genético, um  especialista na matéria reconhecera

imediatamente gque um grande numero de mcléculas de é&cido
9

nucleico tem uma seguéncia pelo menos 30 %, 95 %, 96 %,
87 %, 9% % ou 99 % idéntica a sequéncia de A&cidos
nucleicos do ADNc depositado ou #& sequéncia de &cidos

nucleicos mostradas na figura 1 (SEQ ID 1) que vao

[

codificar um polipéptido "com actividade da proteina de
DM4”, De facto, dado que as variantes degeneradas destas
sequéncias de nucledtidos codificam todas o© mesmo
polipéptido, estard bem claro para um técnico da matéria,
mesmo sem a realizacdo do ensaio de comparagdo descrito
antes. ¥ ainda reconhecido na técnica que, para essas
moléculas de Aacidos nucleicos gue nao sdo variantes
degeneradas, um nUmero razodvel entre elas vail também
codificar um polipéptido que tem actividade da proteina
CM4. Isto verifica-se porgue um técnico da matéria esta
completamente dentro das substituigdes de amincacidos que
sdo menos provaveis ou que €& provavel gque afectem
significativamente a funcdo da proteina (por exemplo,
substituindo wum aminodcido alifdatico por um segundo

aminoécido alifatico).

Por exemplo, as indicagbes respeitantes a forma de

produzir fenotipicamente substituicdes de aminoacidos

silenciocsas sob o ponto de wvista do fenctipo, s&c dadas




autores indicam que as proteinas sao surpreendentemente

substitulcdes dos aminocéacidos.

Uy
i

tolerantes a

{

Ensaios de Polinucledtidos

A presente invencdo também tem por objecto a

e

utilizacdo dos pelinucledtidos de para detectar

ledtidos compiementares, tails como, por exemplo,
como um reagente de diagndstico. A deteccio de uma forma
mutada de DM4 associada com uma disfuncdo fornecera uma
ferramenta de diagndstico que pode adicionar ou definir
um diagndstico de uma doenga ou de uma susceptibilidade
para uma doenca, gque resulta da sub-expressdo ou da
sobre-expressdo da expressao alterada de DM4 ou de uma

sua forma solGvel, tal como, por exemplo, tumores ou

doenc¢as auto-imunes.

0s individuos que comportam mutagdes no gene de DM4
podem ser detectados ao nivel do ADN por uma variedade de
técnicas, Os acidos nucleices para diagndstico podem ser
obtidos de células de pacientes, tais como, células de
sangue, urina, saliva, bidpsia de tecido e material de
autdopsia. O ADN gendmico pode ser utilizado directamente

para a deteccdo ou pode ser amplificado enzimaticamente

.

>

utilizando RCP antes da andlise. {(Saiki et al.,
324: 163~-166 (1986)). Pode-se também utilizar ARN ou ALNc
da mesma forma. Como exemplo, os iniciadores de RCP
complementares do &cido nucleico que codificam DM4 podem
ser utilizados para identificar e analisar as expressdes

as mutacdes de DM4. Por exemplo, as eliminacdes e as

insercdes podem ser detectadas por meio de uma alteracdo




ACN de sentido oposto de DM4 marcadas com ré&dio. As

sequéncias perfeitamente emparelhadas podem distinguir-se

das sequéncias duplas desemparelhadas por digestdo de
a

RNzzge A ou pelas diferencas nas temperaturas de fuséo.

de

sequéncias entre

As diferencgas
referéncia e o0s genes com mutagdes podem também ser
reveladas por seguenciacdc directa do ADN. 2Além disso,
podem utilizar-se segmentos de ABN clonados como sondas
para detectar segmentos especificos de ADN. A
sensibilidade desses processos pode ser multissime
melhorada pela utilizaglo apropriada de RCP ou de outros
processos de amplificacfo. Por exemplo, utiliza-se um
iniciador de sequenciacdo com um produto de RCP de
estrutura helicoidal dupla ou uma molécula matriz com uma
estrutura helicoidal simples, gerada por uma RCP
modificada. 4 determi-nacdo da sequéncia realiza-se por
processos convencionais com nucledtidos marcados com
radio ou por processos automaticos de seguenciacdo com

marcadores fluorescentes,

O ensalo genético com base nas diferencgas das
sequéncias de ADN pode ser feito por deteccdo da

aiteracdo na mobilidade electroforética de fragmentos de

ADN em géis, com ou sem agentes do

visualizar-se eliminacgbes e as insergbes em sequéncias

pequenas por electroforece em gel de elevada ww
0s fragmentos de ADN das diferentes sequéncias podem
distinguir-se nos géls de gradientes de formamida de
do, em gue as mobilidades dos diferentes

fragmentos de ADN estidc retardadas no gel em diferentes

posicBes de acordo temperaturas de &
de fusao parciais

Science J30: 1247




As alteracdes da sequéncia em localizacdes
especificas podem também ser reveladas por ensaios de
proteccdo da nuclease, tais como protecgdo de RNzse e de

SI ou o processo de clivagem guimica (por exemplo, Cotton

USA 85: 4397-4401 (1285)).

et al., Proc.

Assim, a detecgdo de uma sequéncia de  ADN
especifica, pode ser conseguida por processos tais como
hibridacao, ©protecgdo de  RNase, clivager  quimica,
seguenciacdo directa do ADN ou a utilizacdo de enzimas de
restricdo (por exemplo, polimorfismos compridos de
fragmentos de restrigdo {“"PCFR”) e transferéncia para uma

matriz imobilizada (ADN/ADN} de Southern do ADN genémico.

Para além da electroforese em gel mais convencional

e da sequénciacido de ADN, também se podem detectar as

Ensaios dos cromossomas

As sequéncias da presente 1nvencdo sdo também

validas para a identificacdo de cromcssomas. A seguéncia

& especificamente visada e pode hibridar com
localizacdo particular num cromossoma individual humano.
O mapezmento dos ADNs no que respeita aos cromossomas, ae

¢ um primeiro passo

acordc com a presente

sequéncias com cs genes

associados com a doenca.

rtos enguadramentos preferidos, sob ezste ponto

ADNc agui descrito é utilizado para clonar

un gene Isto pode ser conseguido

utilizando variedade técnicas e bibliotecas bem
conhecidas, normalmente estac disponiveis

comercialmente. O ADN gendmico €& utilizado para o



in situ, utilizando técnicas

bem conhecidas para este fim.

Biém disso, as sequéncias podem ser mapeadas no que

respeita aos cromossomas preparando Iniciadores de RCP

(preferencialmente de 15-25 pb) a partie do
andlise por coaputador da regido 3’ ndo traduzida do gene
€ utilizada para seleccionar rapidamente iniciadores gue
ndo medem mais do que un exdc no ADN genémico,
complicando assim o processo de amplificacdo. Estes
iniciadores sdo entdo utilizados para a ava.iagdc por RCP
de hibridos de células somaticas contendo cromossomas

individuais humanos.

A hibridacdc por fluorescéncia in situ (“FISH”) de

um clone de ADHNc

LA

una dispersdo cromossémica em
metAfase pode ser utilizada para providenciar uma
localizagdc precisa numa ectapa. Esta técnica pode ser

utilizada com AZNc t3o curto quanto 50 ou 60. Para uma

revisdo desta % ver Verma ¢ tal., Human

£

Chromosomes: a Manual of Basic Technigues, Pergamon

Press, New York (14988).

LLogo que uma sequéncia tenha sido rnapeada até a uma

localizagdo cromossémica precisa, a fisica da

sequéncia no cromossoma pode ser correlacionada com 0S
dados do mapa genético. Esses dados encontram-se, por

exemplo, em V. McKusick. Mendelian Inheritance 1in Man,

disponivel em linha através da Johns

entre Os genes € as

doencas tem vindo eada com 3 mesma regido

o

2

[
]

da andli

[a %3

¢

de ligacdo {co-heranca de genes fisicamente adjacentes),



Em seguida, é necessério determinar as diferencas no
ADNc ou na sequéncia gendmica entre individuos afectados
e nao afectados. Se se observa uma mutacido nalgum ou em
todos o©s individuos afectades, mas nao se observa em

é

nenhum dos individucs normais, entdc a

0 agente causador da doencga.

Vectores e Talulss Hospedeiras

A presente também tem por objecto vectcres
que incluem moléculas de ADN da presente invencdo,
células hospe-deiras que s&c tratadas por engenharia
genética com os vectores da presente Invengdoc e a
producdo de polipéptidos da presente invencgdac por meio de

técnicas recombinantes.

As células hospedeiras podem ser alteradas por
engenharia genética para incorporar moléculas de &acidos
nucleicos e expressar oS polipéptides da presente
invencdo. 0Os polinucledtidos podem ser introduzidos
isoladamente i com outros polinucledtidos. Esses outros
polinucledtidos podem ser introduzidos independentemente,
co-introduzidos ou intro-duzidos em conjunto com 0s

polinucleétidos da presente invengéo.

De acordo com este aspecto da presente invencao, o

vector pode ser, por exemplo, um vector de plasmideo, um

hva

simpies ou dupla,

®

ctor de fago de estrutura
um ARN de estrutura helicoidal simples ou dupla ou um

vector viral de  ADN. Egses  vectores podem  ser

38 vectores

defeituosos na Neste Gltimo Cassc, a




propagacdc viral geralmente ocorre apenas nas células

hospeaeiras ccmplementares.

Entre os varios vectores, preferem-se, em certos
aspectos, aqueles que servem para a expressao de
polinuciedtiaos e ©polipéptidos da presente invencéoc.
Geralmente, esses vectores compreendem regides de

controlo activas em cis, efectivas para a expressdo num

hospedeiro ligado operacicnalmente ao a

ser exXpresso. Os factores de actuacdo “trans”

apropria os, sdo fornecidcs quer pelo hospedeiro ou
forrnecidos por um vector complementar ou fornecidos pelo

préprio vector apds introducdc no hospedeiro.

Pode utilizar-se uma grande variedade de vectores de
expressao para expressar um polipéptido da presente
invencdo. Esses vectores incluem vectores cromossémices,
epissdomicos e derivados de virus, por exemplo, vectores
derivados de plasmidos bacteriancs, de bacteridfagos, de
epissomas de fungos, de elementos cromossémicos de
fungos, de virus, tais como, baculovirus, virus papova,
tais como $SV40, virus de wvaccinia, adenovirus, poxvirus
de aves, virus pseudorradbico e retrovirus e vectores
derivado% da combinacac dos anteriores, tais comc aqueles

gque derivam de plasmidos e elementos genéticos

. tals como, cosmideos e fagemidos, podendo
todos eles ser utilizados para & expressdo de acordo com
este aspecto da presente invencdo. GCeralmente, gualquer
propagar o%  expressar

um  polipéptido

hospedeiro, pode ser utilizado para a expressdc aqgqul

contemplada.

e

A seguéncia de ADN no vector de expressdo estd

ligada operacionalmente @ sequéncia ou as seguénciag de



controlo de expressdo apropriadas, incluindo, por
exemplo, um promctor para dirigir a transcric¢ido de ARNm.
Representantes desses promotores inciusm o promotor de

fago lambda PL, os promotores lac, trp e tac de E. coli,

I}
0]
65}
O,
M

$3)

0s promotores precoces e tardiocs e 0s promoto

retrovirails, para enumerar

bem conhecidos. Em geral, as estruturas de
expressdo deverdoc conter sitios para a transcricdo, a
iniciagdo e a terminagdo %, na regido trans-crita, um
sitio de ligac¢io do ribossoma para a traducgdoc. A porcao
de codificacde dos transcriptos maduros expressa pelas
estruturas incluird uma iniciacdo da traducdo AUG no
inicic e um eoddao de terminacao (URA, UGA ou UAG)
apropriadamente posicionado na extremidade do polipéptido

a ser traduzido.

Além disso, as estruturas podem conter regides de

controlo, que regulam, assim como controlam a expressao.

operar por transcricdo do

SRR

Geralmente, essas regibes
controlo, tal corno sitios de ligagdo do repressor e

pctenciadores, entre outros.

Os vectores para a propagagao e a expressao
geralmente incluirdc marcadores seleccionavels. Esses

arcadores também  podem  ser apropriados para a

=1

i

ificagdoc ou o0s vectores podem conter marcadores

am

el
o

adicionais a3 vectores de

expressao
marcadores seleccionaveis para providenciar um trago

a =seleccic ce células hospedelras




O vector que contém a sequéncia de ADN aprcpriada,
tal como se descrever; noutro sitio aqui, assim como um

promotor aprecpriado e outras seguéncias de controlo

apropriadas, podem ser introduzidos hospedeiro
apropriado wutilizando wuma variedade de técnicas bem

conhecidas apropriadas para a expressdo de um polipéptido

dese’jado. Exemplos  representati-ves de  hospedeiros
apropriados células bacterianas,
células de E. coli, Streptomyces e

typhimurium; células de fungos, tal como,
1

levedura; célulzs de insectos, tais cormo cél

Droscphila e células Sf2 de Spodoptera;

animais, tais como, c¢élulas de OQHC, COS e
melanoma de Bowes; e células de plantas. 0Os hospedeiros
para uma grande variedade de estruturas de expressao sao
bem conhecidos e o0s especialistas na matéria estardo
habilitados «com a presente memdria descritiva, para
seleccionaram facilmente um hospedeiro para expressar um
polipéptido de acordo com este aspecto da presente

invencao.

Entre os vectores preferidos para serem utilizados
em bactérias estdo pPE70, pQEEC e pQE-9, disponiveis na
Qiagen; vectores de pBS, vectores de Phagescript,

vectores de

p0G44, pXTl e pSG, disponivels ra Stratagene; e pSVK3,

muitos

bem conhecidos dos especialistas na matéria.



A seleccidc aos vectores e promoteres apropriados
para a expressao numa célula hospedeira € um processo bem

conhecido e 0S8 requisitos técnicos pars construcio do

4
<l

tor de  expressao, a

D
O

o
()

spedeiro e a expressdo ne hospedeiro, sao

nicos da matéria.

[wi
O
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por cbjectc células

-

A presente invencdo também

hospedeiras contendo as estruturas descritas antes e
discutidas antes. A célula hospedeira pode ser uma célula
eu tica superior, tal como, uma célula de mamifero ou

rid
uma célula eucaridtica inferior, tal corno, wra célula de

levedura =x a célula hospedeira pode ser uma célula

procaridtica, tal como, uma bacteriana.

A introducdo da estrutura na célula hospedeira pode
ser efectuada por transfeccdo com fosfato de calcio,
transfecgdo mediada  por DEAk-dextrano, transfeccao
mediada por lipidos catidnicos, electroporacgao,
transdugdo, infecgdo ou outros processos. Esses processos
estdo descritos em muitos manuais de normalizacao
laboratorial, tal cecmo, Davis et al., Basic

Methods in Molecular EBiology (1986},

C polipéptidc pode ser expresso de uma forma
modificada, tal como, uma proteina de fusdo e pode
incluir ndc apenas o0s sinais de secregdoc mas também

regides funcionais heterdlogas adicionais. Assim, por

exemplo, pode-se adicionar uma regiidc de aminoacidos
adi

terminagéo N do polipéptido para melho

onais, particularmente, aminodcidos carregados, a

;«.;_

C

g

ar a estabilidade

a

armazenacenm

adicionar-se

i

olipéptido para facilitar a

[




Essas regides pedem ser eliminadas antes da preparagao
final do polipéptido. 4 adicdc de partes de péptido aos
olipéptidos para provocar a secregado ou a excrecidoc, para
melhorar a estabilidade e para facilitar a purificacéo,
entre outras, s&c técnicas familiares e de rotina na
técnica. Uma proteina de fusédo preferida compreende uma
regido heterdlcga da imunoglobulina gque € 4til para

‘ o

solubilizar proteinas. Por exemplc, a patente de invencio

te canadiana 2045869)

0]
s

uropeia EP-A-0 464 533 (ccntrapa
descreve ©proteinas de fus&c que compreendem varias
porcdes da regiao constante das moléculas de
imunoglobulina em conjuntc com outras proteinas humanas
ou partes delas. Em muitos casos, a parte Fc numa
proteina de fus&o, € fortemente vantajosa para ser
utilizada na terapia e no diagndstico e isto resulta, por
exemplo, em melhores propriedades farmacocinéticas
(patente de invencdo europeia EP-A 0232 262). Por outro
lado, para algumas utilizacgOes, serd desejavel ser capaz
de eliminar a parte Fc da proteina de fusdo & medida que
tenha sido expressa, detectada e purificada, de uma forma
vantajosa ja descrita. Este é o caso quando a pcorcdo de
Fc prova ser um problema para a utilizagdo em terapia e
diagnéstico, por exemplo, quando a proteina de fusdo vail
ser usada como um antigénic para imunizacdes. Na

descoberta do farmaco, por exemplo, as proteinas humanas,

tal como, o receptor de IL-5 humana sido fundidas com

porgoes de Fo para fins de ensaios de avaliacdo de alto

«T;

rendimento para identificar antagonistas de IL-5 humana.




precipitacdo no seio de sulfato de amérnic ou de stanol,
extracgao por acidos, a cromatografia de permuta anidnica
ou catidénica, a cromatografia em fosfocelulose, a

.

cromatografia de interaccdo hidrofdbica, a cromatografia

Jomt

(7

apatit

e a

de afinidade, a cromatografia em hidroxi

cromatografia em leptina. Mais preferencialmente

se para a purificacdc a cromatografia liquida de elevada

resclucdo (“CLER”). Podem wutilizar-se bem

conhecidas para a redobragem das proteinas para regenerar
a conformacidc activa quando o polipéptido é desnaturado
durante o isolamento e&/ou a purificacéo.

Os polipéptidos da presente invengdo incluem
produtos purificados de forma natural, produtos
resultantes de processos de sintese guimica e produtos
produzidos por técnicas rezombinantes a partir de um
hospedeiro procaridtico ou eucaridtico, incluindo, por
exemplo, células de bactérias, de fungos, de plantas
superiores, de insectos e de mamiferos. Consoante o©
hospedeiro utilizado num processo de producgao
reccmbinante, os polipéptidos da presente invencio podem
ser glicosilados ou podem ser ndo glicosilados. Além
disso, os polipéptidos da presente invencao podem também
incluir um residuo inicial de metionina modificada,
nalguns casos, como resultado de processos mediados pelo
hospedeiro.

M,

Cs polinucledtidos e os polipéptidos de DM4 podem
sei utilizados de zcordo com a presente invencdo, para
uma variedade de aplicacdes, particularmente aquelas que
fazem uso das propriedades quimicas e bioldgicas de DM4.

em tratamentc de

Entre estas, estdo as
tumores, resisténcia a parasitas, bactérias e virus, para

endotelials

e certas ¢ para tratar restenose,



enxertos versus dcen¢as do hospedeiro, para reguiar

cas auto-

respostas antivirais e para prevenir certas doen

imunes apds a estimulacdc de por um agonista. As

=

1 Q

aplicacdes adicionais estao relacionadas co
iagnéstico e com o tratamento de distirbios de células,

tecidos e organismos. Estes aspectos da presente invengao

serao discutidos melhor a seguir.

o8 & Fragnantos de I

A presente invencic tem ainda por objecto um
polipéptide de DM4 isolado, comportando a sequéncia de
aminodcides mostrada na fig. 1 [SEQ ID NO: 2] ou um
polipéptido ou um péptido que compreende uma porgao das

pclipéptidos anteriores.

Para melhorar ou alerar as caracteristicas dos
polipéptidos de DM4 pode-se utilizar engenharia de
proteinas. A tecnclogia do ADN recombinante, conhecida
pelos especialistas na matéria, pode ser utilizada para
criar novas proteinas mutantes ou “muteinas que incluem
substituicdes, eliminacgdes, adictes simples ou multiplas
de aminocacidos ou proteinas de fusdo, Esses polipéptidos
modificados podem mostrar, por exemplo, uma actividade
aumentada ou uma estabilidade aumentada. Além disso,

podem ser purificados com rendimantcs mais elevados e

.

[

me_hor estabilidade do que os polipéptidos

mostram

i, pelo menos sob cerras condigdes
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Por exemplo, para multas proteinas, incluindc O
dominic extracelular de uma proteina associada a ume

membrana ou as formas maduras de >roteina segregada,

ke

sabe-se na técrica cque se pode e iminar um ou mais



aminodcidos da terminacido N ou da terminacdo C sem uma

perda substanclial da funcéo Por exemplo, Ron e
tal., J. Bicl. Chem., 268: 2984-2988 (1893) relatou
proteinas KGF modificadas que tém actividade de ligacdo a

heparina mesmo se estiverem a faltar 3, 8 ou 27 residuos

a3}

de aminocacidos de terminaciZo amino. NoO casc pressnte,
dada que a proteina da presente invencdc é um elemento da

des polipéptidos dos receptores contendo ©

Ty

de morte (RCDM), dos aminoacidos de

32 na

terminal N ao residuo de cisteina na posicédo 1
SEQ IC NO: 2, ela pode reter alguma actividade biocldgica
tal como a capacidade para induzir a apoptose. Os

polipéptidos que, além disso, ainda contém eliminagées do

(C-132) na SEQ ID NO: 2, ndo é provavel que retenham
essas actividades hiclégicas porque este residuo que esté
conservado entre os elementos da familia, ver figura 2,
pode ser necessario para a formagdo de uma ponte de di-
sulfureto para providenciar a estabilidade estrutural gue

& necessdaria para a ligacdo do receptor.

Contudo, mesmo se a eliminacac de um ou mais
aminoécides da terminagdo N de uma proteina resultar na
modificacdo da perda de uma ou mais funcdes bioldgicas da
proteina, podem ainda ser relidas outras actividades

B

biolégicas, a capacidade da proteina encurtada

para induzir lgar-se a anticorpos gue reconhecem o
dominio completo @i extracelular da proteina geralmente
serao retidos quando menos do que a maicria dos residuos

completo ou

descritos e de alguma forma conhecidos na



De acordo com 1isto, a presente Invengdo ainda tem

por objecto polipéptidos em que foram eliminados um cu

’3

mzis residuos das terminagdes amino da sequéncia de
aminodcidos do DM4 mostrado na SEQ ID NC: 2, até ao
regiduc (C-132 e polinucledtidos que codificam esses
polipéptidos. Em particular, a presente invencic tem por
cbiecto polipéptidcos que compreendem a sequéncia de
aminoécidos dos residuos n-4¢8 da SEQ ID NO: 2 em que o
simbolo n representa = numero inteirc no intervalo de
1-132, em gque C-132 é o primeira residuo da terminacdo N
do deminio extracelular do polipéptido de DM4 [(mostrado
na SEQ ID NO: 2) que se cré qué seja necessério para a
actividade de 1ligacao do ligando do receptor {por
exemplo, a ligagdo de LIART) da proteina de DM4., A
presente invencdo ainda tem por objecto o0s polinu-

cledtidos que codificam estes polipéptidos.

Do mesmo modo, conhecem-se muitos exemplos de
muteinas com eliminag¢des no terminal C funcionais sob ©
ponto de vista bioldégico. Por exemplo, o interferado game
exibe actividades ate dez vezes mais elevadas eliminando
8-10 residuos de aminodcidos da terminacdo carboxi da

oteina (D&bell et al., J. Biotechnology 7: 199-216
{1988} . No presente cacgo, dado gue a proteina da presente

¢ um elemento da familia dos polipéptidos dos

terminal C até a

RCDM, as eliminagdes de amincécidos
cisteina na posigdc 221 (C-221) da SEgQ ID NO: 2, podem

reter algumz actividade bioldgica tal como a ligacgdo o

receptor. Ndo se espera que os polipéptidos que

dos do terminal V, incluindo C-Z21

9!
k-'~

eliminacgbes de aminoca




estrutural que é necessaria para a ligacdo receptor-

ligando.

Ccntudo, mesmo se a eliminagcac de um ou mais

C de uma proteina resultar na

aminoacidos da
modificacic da perda de uma ou mais fungdes bioldgicas da
proteina, podem ainda ser =retidas outras actividades
bioldgicas. Assim, a capacidade da proteina encurtada
para induzir e/ou para se ligar a a&anticorpos que
reconhecem o dominio completo ou extracelular geralmente
estara retida quandc menos do que a maioria dos resicuc
do dominio extracelular ou completo sd3c eliminados da
terminacdo C. Se um polipéptidc particular a que faltam
residuos do terminal C de uma proteina completa retem
essas actividades imunoldégicas pode ser facilmente
determinado por processos de rotina aqui descritos e

outros conhecidos na técnica.

De acordo com isto, a presente invengidc tem ainda
por objecto polipéptidos que tém um ou mais residuos da
terminagdo carboxi da seguéncia de aminodcidos da DM4
mostrada na SEQ ID NG: 2, até C-221 da SEQ ID NO: 2 e

polinucledtidos que codificam esses polipéptidos. Em

particular, a presente invencdo tem ainda 3 obiecto
polipéptidos que tém a sequéncia de aminoadcidos dos

residucs i-m equéncia de aminocacides da SEQ ID NO: 2,

em que o simbolo m representa qualquer numero inteiro no

intervalo de 221-468 e o residuc C=221




A presente invengdo também tem por objecto
polipéotidos a que foram eliminados um ou mais
amincacidos de ambos 0s terminais zmino e carboxi, gus
podem ser descreitos, de uma forma geral, como tendos os

residuos n-m da

ID NO: 2, em que o0s simbolos n e m

B

sdo numeros inteiros como se descreveu antes.

Também estd incluida uma sequéncia de nucledtisc que
codifica um polipéptido que consiste numa porcido de uma

sequéncia de aminoacidos completa de DM4 codificada pelc

clone de ADNc contido no depdsito n® 97951 da ATCC, em

terminacdo amino da seguéncia completa de =zamincacidos

codificada pelo clone de ADNc da ATCC com o n° de

o

depdsito 97853 ou de 1 a cerca de 247 aminoacidos d

9]

terminacdc carboxi ou qualquer combinacdo das eliminacode

dos terminais aminc e carboxi anteriores da sequéncia de

clone de ADNc

amincacidos completa codificada
contido na ALCC com o n® de depdsito 97853. Também tem
por objecto os polinucleétidos que codificam todas as
formas de polipéptidos dos mutantes anteriores com

eliminacgdes.

Entre os mutantes de eliminzcdo preferidos dos
terminais N e C estdaoc aqueles que compreendem apenas uma

iste &, dentro dos

E sabido da técnica que algumas sequéncias de

un efeito

4 =
proteina.

ntempladas,

areas criticas nas proteinas que

determinam a actividade. Essas 4reas compreenderdo,



normalmente, residucs fazem o sitio de ligacao do

ligando ou o dominio de morte cu gue formam estruturas

s que afectam estes dominics.

a3}

ot

erciari

Assim, u presente invencgdo inclui ainda variacdes da
proteina de DM4 que mostram uma actlividade substancial da
proteina de DM4 ou que incluem regides de DM4, tal como

os fragmentos de proteinas discutidas a segulz. Alguns

mutantes incluem eliminacfes, insergdes, By
repeticdes e substituicdes de varios tipos. Tal como se
indicou antes, as normas respeitantes as alteragles dos
aminodcidos, sdo provavelmente silenciosas sob o ponto de
vista fenotipico e podem ser encontradas em Bowie, J. U.

et al., Science 247: 1306-1310 (1990).

¢ particular Interesse, sao as substituigbes dos
arninodcidos carregados por outros aminocacidos carregados
e com aminodcidos carregados negativamente @i neutros.
Estes ultimos resultam em proteinas com cargas positivas
reduzidas, para melhorar as caracteristicas da proteina
de DML. A prevencdo da agregagdo # altamente desejavel. A
agregacdo das proteinas ndo resulta apenas numa perda de
actividade mas pode também ser problemdtica gquando se
preparam formulac¢des farmacéuticas, porque podem ser

Immunol. 2:

imunogénicas. (Pinckard et al., Clin.

[

331-340 (1867); Robbins et al., Diabetes 36: 838-845
(1987y; Cleland et al., Crit. Rev. Therapeutic Drug

Carrier Systems 10: 207-377 (13%93)].

bstitulc¢do dos amincdcidos pode também alterar a

a licacdo aos receptores da superficie das

selectiva de FHNT-a.fa apenas a

receptores de FNT conhecidos. Assim, o receptor de DM4 da



presente pode incluir una ou mais

substituicgdes, eliminacdes ou adicdes de aminoacidos,

guer de mutag¢des naturais ou de manipulacio humana,

e i

Tal como se indico::, as alteragdes sdo preferen-
cialmente de natureza menor, il T

conservadora de aminocdcidos, gue nao afectam
significativamente z dobragem ou a actividade da proteina

(ver guadro 1).

QUADRO 1. Substituigdes Conservadoras de Aminoacidos
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Os aminodcidos da proteina de DM4 da presente
invencdo que sao essencials para a funcaéoc, podem ser
identificados por processos conhecidos nesta técnica, tal

corno, a mutagénese dirigida ao sitio ou a mutagénese de

AC da azlanina {(Cunningham e Wells, ¥

rali

-

Este Ultimo processo introduz mutacdes

em cada residuo da molécula. &

moléculas mutantes resultantes sdo entdo ensailadas para
pesquisar a sua actividade bioldgica, tal como, a ligagdo

do receptor ou a actividade proliferativa in vitro ou in

vive. Os sitiocs que criticos para a ligacao de
ligando-receptor, podem também ser determinadcs por
analise estrutural, tal como cristalizacao, ressondncia
magnética nuclear ou marcagdo por foto-afinidade (Smi

Biol. 224: B29-904 (1992) e de Vos et a

?w{“?"
oy

5.

et al., S.
Science 255: 306-312 (1992)).

§
RO

Os polipéptidos da presente invengdo sio preferen-
cialmente produzidos sob uma forma isolada e preferen-
cialmente sdo praticamente puros. Uma versdo do
polipéptido DM4 produzido de forma recombinante pode ser
praticamente purificada por um processc numa tnica etapa,

descrito em Smith e Jchnson, Gene 67: 31-40 (1<88;.

0s polipéptidos da presente invencaéc também inc uem

-

o polipéptido codificado pelo ADNc depositado, incluindo

ADNc

o polipéptido 1lider, madurc, codificada ¢
depositado menos o lider (isto €, a proteina madura); o
polipéptido da figura I (SEQ ID NO: 2, incluindo o

S

lider, o da figura 1 (SEQ NO: 2) mencs a

metionina @ terminal amino, ¢ polipéptido da figura 1

dominio intracelulzsr, ©

polipéptidos soltveis  que

dos dominios



intracelular mas a que falta o dominio da transmembrana,

o

assim como o0s polipéptides que sdo pelo menos 80
idénticos, masis preferencialmente que sdo pelo menos

80 % ww 95 & i

ainda mais preferencialmente,

pelc menos 96 97 38 % ou 99 % idénticos aos

polipéptidos codificados pelos clones de

1 (SEQ ID NO:

%]
®
ot
U
=
ET:
(D
=

depositados, com 0S

porgdes desses polipéptidos com, pelo menos 30
amincdcidos e, mais preferencialmente, pelo mencs 50

aminoacidos.

Por um polipéptido com uma sequéncia de aminocécidos
pelo menos, por exemplo, 95 % “idéntica” a uma sequéncia
de amincacidos de referéncia de um polipéptido de DM4,
entende-se que a seguéncia de aminodcidos do polipéptido
¢ idéntica & sequéncia de referéncia, excepto no facto da
seqguéncia de polipéptidec poder incluir até cinco
alteracdes de amincécidos por cada 100 aminocdcidos da
sequéncia de aminocacidos de referéncia do polipéptido
DM4. Por outras palavras, para se obter um polipéptido
com uma scquéncia de amincécidos pelo menos 95 % idéntica

ncia de amincdcidos de referéncia, pode-se

(2]

a uma &eqgu
eliminar ou substituir até 5 % dos residuos de
amincacidos na sequéncia de referéncia, <com outros
amincidcidos ou um certo numero de aminodcicos até 5 % do
total dos residuos de aminocAcidos na sequéncia de
referéncia, podem ser inseridos na seguéncia de

referéncia. Estas a_teracées da de referéncia

podem ocorrer nas posigfes terminals amino ou carboxi da
segquéncia de amincécidos de referéncia ou em qualquer

espa_hados entre




Como matéria pratica, se qualquer polipéptide em
particular, é pelo menos 90 %, 95 % 96 , 97 %, 98 % ou
99 % idéntico a, por exemplo, & sequéncia de amincacides
mostrada na figura 1 (SEQ ID NC: 2), ou a sequéncia de
amincacides codificada pelos cleones do ADNc depositado,

pode ser determinada de uma forma convencional utilizando

O programa
cnsin Sequence Analysis Package, Version 8

ics Computer Group University Research
b Hr 7

Drive, Madison, WI 53711). Quando se
utiliza o Bestfit ou qualquer outro programa de
alinhamento de sequéncias para determinarse uma sequéncia
particular é, por exemplo, 95 % idé&ntica a uma seguéncia
de referéncia, de acordo com a presente invencdo, O0sS
pardmetros sao estabelecidos de tal modo que obviamente a
percentagem de identidade € <calculada em relacdo ao
comprimento total da sequéncia  de  referéncia de
amincacidos e que as falhas ou faltas na homologia até
5 % do numero total de residuos de amincdcidos na
sequéncia de referéncia sao permitidas.

Os reguerentes descobriram que o polipéptidc DM4 é

468 residuocs, que exibe trés dominios

uma proteina

estruturais principais. O primeiro, o dominic de
ao ligando, foi identificado dentro dos residucs de cerca

figura I (SEQ ID MC: Z}. O

de 47 até cerca de 238

segundo, © dominio da transmembrana, foil identificado

dentro dos residuocs de cerca de 239 até cerca de 468 nsa
figura 1 (38Q ID HNO: 2). C terceiro, o dominic

incluemn

notar que os dominlos

cerca de 422. Cutros fragmentos

7 s
[ 5H
L oas

ot

B




madura dos residuos de cerca de 24 até cerca de 468 e o0s
polipéptidos socluveis que compreendem todo ou parte dos
dominios extracelular e intracelular, mas a que falta e

dominio da transmembrana.

A presente invengdo tem ainda por  objecto
polipéptidos de DM4 codificados pelo clone de ADNc
depositado, incluindo o) lider e fragmentos de
polipéptidos de DM4 seieccionados da proteina madura, do
dominio extracelular, do dominio da transmembrana, do

dominio intracelular e do dominio de morte.

Num outro aspecto, a presente invencao tem por
objecto um péptido ou um polipéptido que compreende uma
porcao ligada ao epitopo de um polipéptido aqui descrito.
0 epitopo desta porcdc de polipéptido € um epitopo
imuncgénico ou antigénico de um polipéptido da presente
invengdo. Um "epitopo imunogénico™ define-se como uma
parte de wuma proteina que provoca uma resposta dos
anticorpos d¢uandc toda a proteina € o imunogénioc. Por
cutro lado, uma regido de uma molécula da proteina a qual
um anticorpo se pode ligar, define-se como um "epitopo
antigénico”. 0O numero de epitopos imuncgénicos de uma
proteina é geralmente inferior ao numero de epitopos
antigénicos. Ver, por exemplo, Geysen et ai., Proc. Natl.

Acad. Sci. FUA 81: 3998-4002 (1983).

Como para a

gue s llgam a um

egidc de uma molécula de proteina a qual um

o
=
©
=
933

U

orpo se pode ligar), € bem conhecido na técnica, gue

]

anti

DOUCOos

parte de uma sequéncia de proteina, sio capazes, por
rotina, de provocar um anti-soro que reage com a proteina
T

parcialmente simulada. Ver, por exemplc, Suf



J. G., Shinnick, T. M., Green, N, e Learner, R.A., (1983)
Antibodies That React With Predetermined Sites on
Proteins, Science 219: 660-666. s péptidos caparzes de
provocar soros reactivos & proteina, estdo frequentemente

representados na sequéncia primaria de uma proteina e

)

podem ser caracterizados por um conjunto de regras
quimicas simples e n3o estdc confinados as regides imuno-
dominantes das proteinas intactas (isto &, epitopoes

imunocgénicos) nem aos terminais amino ou carboxi.

da presente Invencao,

B

T
N
o
O
6]

Os péptidos e os polip
que se ligam ao epitopo antigénice, sic por isso Uteis
para produzir anticorpos, incluindo anticorpos
monoclonais, que  se ligam  especificamente a um
polipéptido da presente invenc¢Zo. Ver, por exemplo,

Wilson et al., Cell 37: 767-778 (1984) em 777.

Os peptidos e pclipéptidos da presente invencdo, que
se ligam ao epitopo antigénico contém, preferencialmente,
uma sequéncia de pelo menos sete, mais preferencialmente,

pelo menos nove e, ainda mais preferencialmente, entre

pelo menos cerca de 15 cerca de 30 aminodcidos,
contidos dentro da sequéncia de arninodcidos de um

polipéptido da presente ilnvencdc.

Exemplos ndo limitatives de p

ou de péptidos antigénicos que podem 2w

gerar anticorpos especificos de DM4
polipéptido que compreende residuos de
cerva de 35 até cerca de 92C na figura I
um polipéptido que compreende residucs de

4

ot

um polipéptido gue compreende

€
cerca de 169 cerca de 240

s . .

Z2); um pooipéptido que compreende residucs de aminodcidos



de cerca de 267 até cerca de 298 na figura 1 (SEQ ID NO:

2}, um polipéptido que compreende residucs de amincacidos

de cerca de 330 até cerca de 364 na figura 1

pclipéptido gue compreende residuos de aminocicidos

cerca de 404 na figura 1 ({(SEQ ID NO:
polipépticdo que compreende residucs de

de cerca de 418 até cerca de 465 na figura 1

Z2}. Tal como ge indicou antes, o0s requerentes
determinaram que 0s fragmentos dos polipéptidos

anteriores, s&o regibes antigénicas da proteina de DM4.

Os péptidos e polipéptidos da presente invencido que
se ligam ao epitope podem ser produzidos por quaisquer
meios convencionais. Hougthen, R, A., "General Method for
the Rapid Solid-Phase Synthesis of Large Numbers of

Peptides: Specificity of Antigen-Antibody Interaction at

the Level ¥ Individual Aminc Acids”, Proc. Natl. Aead.
Sci. 82: 51321-5135 (1985). Este processo de “sintese

simultédnea de milriplos péptidos (SSMP)”, estd ainda
descrito na patente de invencdoc norte-americana U.S. NO:

4,631.211 para Hougthen et al. (1986).

Como seri evidente para um especialista na matéria,
os polipéptides de DM4 da presente invengado e 0s seus

fragmentos 1ligadecs a epitopos descritos antes, podenm

combinar-se com partes do dominio constante @ das
imuncglobulinas (IgGy, resultando em polipéptidos
guiméricos. ©Estas proteinas de fusdc facilitam a
purificacio e mostram um aumento do de vida
in vivo. Isto fci 34 nmostrade, por par—

croteinas quiméricas que consistem nos primeiros doils

varios dominios

constantes das cadeias pesadas ou leves das

de mamiferos (patente de invencio

europeia EPA 394.827; Traunecker et al.,



84-86 (1988);. As proteinas de fusdo que tém uma
estrutura dimérica Ligada a um di-sulifureto devido a
parte de IgG, podem também ser mais eficientes na iigacédo

e na neutralizacidoc de outras moléculas do que a proteina

fragmen

to
{Fountouleakis et al., -7 Biochem 270: 3958-3984 (1995},

Ensaios dos Polipéptidos

A presente 1nvencao

tem por objecto ensaios
de diagnéstico, tal como ensaios gquantitativos e de
diagnéstico para a detecgdo dos niveis da proteina de DM4
ou das suas formas soluvels, em células e tecidos,

incluindo a determinaci&c dos niveis normais e anormais.

Assim, por exemplo, i ensaio de diagndstico de acordo
com a presente invencdo, para detectar a sobre-expressao
de DM4 ou da sua forma soltuvel, comparado com amostras de
tecido normal de controlo, pode ser utilizado para
detectar, por exemplo, a presenca de tunores. As técnicas
de ensaio que podem ser utilizadas para determinar os

niveis de uma proteina, tal como, uma proteina de DN4 da

i

sua forma solivel, numa

presente o ou de

amostra derivada um hospedeiro, s&o bem conhecidos dos
especialistas na matéria. Esses processos de ensaio
incluem ensaios rddio-imunltdrios, ensaios comparativos
da ligacdo, andlise de Western de transferéncia de
anticorpo/proteina para uma matriz imobilizada e ensaios

por ELISA.

numa amcstra

proteina de
utilizando qualgue processe

“éonicas preferidas para o

proteina de DM4 numa amostra

biolégica, sdc as técnicas 1 base de anticorpos. Por




ser estudada com processos imuno-histoldgices cléssicos.

(Jalkanen, M. et al., J. Cell. Biol. 10I: 976-985 (1885);

Fous

J. Cell. Biocl. 105: 3087-3096

Jalkanen, M. et &

Outros processos, a base de anticorpos, para a
deteccdc da expressio dos genes da proteina de DM4
incluem imuno-ensalios, tals como, O ensaio imuno-
absorvente ligado a enzimas (ELISA) e o radio-imuno-

ensaic (RIA).

Conhecem-se na técnica marcadores apropriados que

incluem marcadores de enzirnas, tal como, glicose-oxidase,

rédio-isdtopos, tal como os marcadores de iodo (i

de enxofre (*°8), de tritio

I''"), de carbono

P . 3Cm,
e de tecnécio (7"Tcy e rnarcadores

de {indio ¢
fluorescentes, tal como, flucresceina e rodamina e

biotina.

Terapéutica

Os ligantes da familia do factor de necrose do tumor

(FNT) s&o¢ conhecidos estarem entre as citocinas mais

ictrdopicas, induzindo un grande numero de respostas

T
—t
O
s

celulares, incluindo citotoxicidade, actividade
ntiviral, actividades irnuno-reguladaras e a regulagdc
transcricional de varios genes (Goeddel, D.V. et al.,

“Tumor HNecrosis Factors: Gene Structure and Biclogical

Retivities™, . Quant. Biel. 5I: 597-609 (1986}, Cocld
Spring Harbor; Beutler, B., A,, Rev.
Biochem. 57: 505-518 (1928); J., Sci. i . 258:

Us ligantes da fami ia dos ¥FNT induzem essas varias



células gue expressam o polipéptido DM4

tenham uma potente resposta celular aos ligandcs de DM4

incluem amnidticas, leucdcitos do sangue

jado, do rim,
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tecido correspondendo a células ThZ,

amigdalas humanas e camadas de células brancas com falta
de CD34 (sangue do cordidc umbilical}. Por "uma resposta
celular a um ligando da familia do FNT" entende-se
qualquer alteracéo genotipica, Zenctipica e/ou
merfoldgica de wuma célula, de uma linha de células, de
tecido, de cultura de tecido ou de um paciente, que é
induzide por um ligando da familia do FNT. Tal como
indicado, essas respostas celulares incluem nao apenas
respostas fisioldgicas normais aos ligandos da familia do
FNT, mas também doencas assocladas com um aumento da
apiptose ou a inibicdo da apdptose. A apdptose (morte
programada das c¢élulas) é um mecanismo fisioldgico
envolvido na eliminag¢do de linfécitos T periféricos do
sistema imunitdric e a sua desregulacdo pode levar i um
certo numero de diferentes processos  patogénicos
{Amelsgen, J. C., AIDS 8§: 1197-1213 (1994); Krammer, P. H.

et al., Curr. Opin. Immunol. 6: 279-289 (1994}).

As doencas associadas ao aumento da sobrevivéncia

das c¢élulas ou & inibkicdo da apdptose incluem cancros

(tais como, linfomas foliculares, carcinomas com
de 52 e tumores dependentes de hormonas, tals como,
cancro da mama, cancro da préstata, sarcoma de Kaposi e
cancro do ovario); distérbios auto-imunitérics  (tais

itematoso agude e artrite reumatdéide da

0
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O
e
o

el
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el




i SIDA; cistirbios neurodegenerativos f(tails
doenga de Alzheimer, doenga de Parkinson, easclerose

lateral

enfarte do miocéidrdic, acidente vwvascular e traumas de

decencas do figado induzidas por

(tais como as causadas pelo 4alcool:, chogue séptico,

caguexia e anorexia.

Assim, num aspecto, a presente invencidc tem por
cbjecto um processo para aumentar a apoptose induzida por
um ligando da familia dos  FNT, gque envolve a
administracido a uma célula, gue expressa o polipéptide de

DM4, de uma quantidade de ligando, de um seu andlogo ou

de um agonista de capaz de aumentar a sinalizacic
mediadd por DM4. Preferencialmente, a sinalizacdo mediada
por DM4 €& Aumentada para tratar uma doenca em que existe
uma diminuicdo da apdprtose ou uma diminuic¢do da citocina
e da expressdo da molécula de adesdo, Um agonista pode

incluir formas soltveis de DM4 e anticorpos monoclonals

dirigidos contra o polipéptido de DM4.

Num outro aspecto, a presente invengdo tem por
obiecto um processo para inibir a apoptose, induzido por
um  ligando da familia dos FNT, que envolve &

administracdo a uma célula, gue expressa O polipéptido de

DM4, de uma guantidade efectiva de antagonista capaz

DM4., Prefdiminuida

de diminuir a sinaliizacdo mediada ;

para tratar uma doesnca em que existe um aumento da




agonista” entende-se compostos sintéticos e de

Por

0; de

natural, capazes de

inibir a apdptose. Pode-se determinar se qualquer

ensaios de resposta celular ao receptor/ligande da

familia do FNT conhecildos na técnica, incluinde aqueles

que sao descritos com mais detalhe a seguir.

Um desses processos de rastreio envolve a utilizacgéo
de melandforcs que sdo transfectados para expressar o

receptor <& presente invengdo. Essas técnicas de rastreio

e

estao descritas na patente de invencdo YCT WO
publicada em 06 de Fevereiro de 19%2. Zsse pode ser
utilizado, por exemplo, para rastrear um composto que
inibe {ou ©potencia) a activagdo do polipéptido de
receptor da presente invengdo, por meio do contacto das
células do melanéforo que codificam o receptor, tanto com
um ligando da familia do FNT como com um antagonista i

ou © aumento do sinal

agenistal candidato. A
gerado pelo ligando indica que o composto €& um
antagonista cu @y agenista da via de =inalizacic do

ligando/receptor.

zo de

S
p
Qi

Outras técnicas de rastreio incluem a utilize

«

exemplo, células de

transfectadas) num sistema

do receptor, por exempio, conforme descritc em

46 181-2096

expressa O polipéptide do receptor da presente invencdo e

uma A% mensageliro, por exemplc,




transducdc do sinal ou alterag¢bes do pH, que podem sei
medidas para determinar se o pctencial composto activa ou
inibe o receptcr.

Octras técnicas rastreio envolvem a introducdo do

gue codifica o receptor em odcitos de Xenopus, para
expressar transientemente o receptor. Os obcitos do
receptor podem entdo por-se em contacto com o ligando do
receptor e um compcstc a ser rastreado seguido da
deteccdo da inibicéo ou da activacgioc de um sinal de
cdlcio no caso do rastreioc de compostos que se pensa gue

inibem a activaciZo do receptor.

Qutra técnica de rastreio envolve a expressdo, em
células, de uma estrutura em que o receptor estd ligado a
uma fosfolipase C ou D. Essas células incluem células
endoteliais, células do musculo liso, células
embriondrias do rim, etc. O rastreio pode ser realizado
conforme se descreveu aqui antes, por meio da detecgdo da
activacdo do receptor ou da inibicdo da activacdo do

receptor a partir do sinal de fosfolipase.

Outro processo envolve © rastreio de compostos que
inibem a activagdo do polipéptid do receptor dos
antagonistas da  presente invencgdo, por meio da
determinag¢do da inibicdo da ligacdo do ligando marcado &3
células que tém o receptor na sua superficie. Esse

processo envolve a transfeccic de uma célula eucaridtica

.

RDN, que codifica o receptor, de tal modo que =

3

célula expressa o receptor na sua superficie e contactz a

{

célula com um composto na presenca de uma forma marcada
de um ligandc conhecido. C ligando pode ser marcado, por
exemplo, por radioactividade, A quantidade de 1ligando

.

receptores & medida, por exemplo,

marcado ligado

medindo a radicactividade dos receptores. Se o composto



se liga ao receptor conforme determinado por uma reducic
do ligando marcado que se liga aos receptores, a ligacgédo

do ligando marcadc 00s receptores esgtd inibida.

Cutzrce ensailos de rastreic para os agcnistas e os
ntagonistas da pressnte invengao, ¢ em
Tartagliia, L. A. e Goeddel, D. V., J. Biol. Chem. 267:
4304~4307 (1992).

Assim, num aspecto, descreve-se um processo de
rastrelo para determinar se um agonista ou um antagonista

candidato & capaz de aumentar ou de inibir uma resposta

celular o ww ligando da g FNT. O processo
envolve o contacto das células que expressam O
polipéptido de DM4 com um composto candidato comec um
ligando da familia do FNT, ensaiando uma resposta celular
e comparando a resposta celular a uma resposta celular
padrac, sendo o padraoc analisado quando se faz o contacto
com o ligando na auséncia do composto candidato, em que
um aumento da resposta celular em relacdao ao padrao,
indica que o composto candidato é um agonista da via de
sinalizagdo do ligando/receptor e uma diminuicdo da

resposta celular comparada com a do padrao, indica que o

composto candidato € antagonista da via de sinalizacic

0o

do ligando/receptor. Por anédlise de uma resposta

1N
fﬂ._i
9]

tativa ou quantitativa

[

celular” entende-se a medicido gual
=

resposta celular a um composto candidato e/ou um

3

ligando da familia do FNT (por exemplo, determinacdoc ou
-] i & ¢ 2
aumento ou de uma diminuicdo na

de

uma célula
ser contactada com

administradc guer



Aconista, de acordo com a presente invencao,
compostos sintéticos e de ocorréncia natural, tal como,
por exemplo, fragmentos de péptidos de ligando da familia

crescimento da transformaciéo, neuro-

do F¥NT, factor

glutamato, dopamina, N-metil-D-

aspartato;, upressores de tumor células T

e antimetabolitos. Os preferidos

incluem férmacos como,  por
exemplo, c¢isplatina, doxorubicina, blecomicina, arabind-
sido de citosina, mostarda de azoto, metotrexato e
vineristina. Outros incluem péptidos de etancl e de
amildide. (Science 267: 1457-1458 (1995)). Outros agonis-
tas preferidos incluem  anticorpos policlonais e
monoclonais dirigidos contra o pelipéptido de DM4 ou um
seu fragmento. Esses anticorpos de agonistas dirigidos

contra um receptor da familia ao HNI' estdo descritos em

Tartaglia, L. A., et al., Proc. !, Acad. Sci. ETJA 88:
9292-9296 (1591); e Tartaglia, L. A. e Goeddel, D. Vv., IT.
Bigol., Chem. 267 (7): 204-4307  (1992). Ver também, o

pedido de patente de invencido PCT WO 94/09137.

Antagonista, de acordo com a presente invengdo,
inclui compostos sintéticos e de ocorréncia natural, tal
corno, por exemplo, o ligando CD40, aminocidcidos neutros,
zinco, estrogénio, androgéniocs, genes virails (tais como

ivuw de vacas

B

EIB, baculcvirus p35 e IAP, &

crmA, virus de Fpstein-Barr BHRFi, IMP-1, virus da febre

suina africana LMW5-HL, e do herpes yl 3d&.%3,
inibidores de calpaina, inibidores ae cisteina protease e

PMA, fenobarbital e alfa-

promezores de tumor (tais ¢

Outros antagonistas potenciais incluem moléculas de

sentido

sentido inverso {anti-paralelas). A tecnologia

inverso (anti-sense ou anti-paralela) pode sei utilizada



para controlar a expressdo dos genes através do ADN ou do

ae heélices

ARN eanti-paralelc ou atraves da

O
O
[
pete
n»
O
-
pars
b
o3
o8]
6]

de sentido i1nversc est

triplas. As %

de hélices triplas discute-se, por exemplo, em Lee et

3073 (187%); Cooney et

e Dervan e* al., Science

Os processos baseiam-se na ligagdo de

a um ADN ou a um ARN complementar.

Por exemplo, a porgdo de codificacdo de 5 de um
polinucledétido que codifica o polipéptido maduro da
presente inveng¢ao, pode seili utilizada para desenhar um
oligonucledtido de ARN de sentido dinverso, com desde
cerca de 10 até cerca de 40 pares de bases de
comprimento. Gesenha-se um oligonucled-tido de ADN para
ser complementar de uma regido do gene envolvido na
transcricdo, prevenindo assim a transcricgdo e a producic
do receptor. O oligonucledtide de ARN de sentido inverso
hibrida com o ARNm in vivo e bloqueia a tradugdo da
molécula de ARNm no polipéptido do receptor. Os
oligonucledtidos descritos antes podem também  ser

libertados para as c¢élulas de tal modo que o ARN cu 6 ADN

para inibir a

Outros antagonistas, de acordo com a presente
invencdo, incluem formas soldéveils de DM4, 1isto &,

do

fragmentos de DM4 que incluem o dominio de

ser sintéticas ou de ccorréncia wnatural, antagonizam a

sinalizacdo mediada por DM4 competindo com DM4 da



superficie das células para a ligagdo aos ligandcs da

veis do receptor que

fat

familia do FNT. Assim, as formas sol
incluem o deminic de ligacdo do ligando, s&c citocinas
novas capazes de inibir a apdptose induzida pelos

ligandos da familia

el

FNT, Estes sdo preferencialmente

expressos como dimerog ou trimeros, dadz que estes se

mostrado como sendo superiores as formas meonoméricas do

92}

receptor i, como antagonistas, por exemplo, fusde

dessas

da familia do receptor de FNT

citocinas s&c conhecidas na técnica e incluem Fas B (una

N

forma soltvel do receptar Fas de rato), que actua
fisiolocgicamente para limitar a apdptose induzida pelo
ligande de Fas [(Hughes, D. P. e Crispe, I. N., J. Exp.

Med. 182: 1395-1401 (1995)).

belacidas no exemplo 5

)

As experiéncias est
demonstram que DM4 & uma molécula contendo o dominio de
morte capaz de provocar a apoptose que € importante na
regulacdo do sistema imunitdrio. Alem disso, as
experiéncias estabelecidas a seguir demonstram que a

apoptose induzida por DM4 foi bloqueada pelos inibidores

d9 proteases tal como ICE, Cma e z-VAD-fmk. 08

inibidores de proteases tal como ICE, FADD-DN e FLICE-

podem ser utilizedos como antagonistas da

actividade de DM4.

3 termo “anticorp
{Acm), tal comc se incluir
moléculas intactas, mentos {tais
como, por exemplo, gque sao

capazes de se ligar a um anticénio. Os fragmentos de

y .

"y, a que falta o fragmento Fc do anticorpo

e F{

u
)]

Intacto, desaparecem mais rapidamente da circulacdc e

podem ter mernos liga¢do ao tecide ndc especifico de um



24: 316-325

et al., J. Nucl.

Os anticorpos de acordo com a presente Invencio

de uma ca& variedade de

podem ser preparados por

processos utilizendo os imunogénics de DM4 da presente

invencdo. Tal come se indicou, esses imunogéniocs de
incluem ¢ polipéptido de DM4 de comprimento completo (que
pode ou ndo incluir a sequéncia lider) e fragmentos do
polipéptido de DM4, tal como o dominio de ligagdo do
ligando, o) dominio da transmembrana, C deminio

intracelular e o dominio de morte.

As proteinas e outros compestog gque se ligam aos
dominios de DM4 saco também agonistas e antagonistas
candidatos, de acordo com a presente invencao. Esses
compostos de ligacdo podem ser "capturados"™ utilizando o
sistema hibrido de dois fungos (Fields e Song, Nature
340: 245~-244 (1989)). Uma versdao modificada do sistema
hibrido de dois fungos foi descrita por Roger Brent e os
seus colegas (Gyuris, J. et al., Cell 75: 791-803 (1993);
Zervos, A. S. et @i., Cell 72: 223-232 {1993):
Preferencialmente, utiliza-se o sistema hibrido de dois
fungos de acordco com a presente invencdo para capturar
compostos que se ligam quer ao dominio de ligacdo do
ligando de DM4, guer ao dominio intracelular de DM4.
Esses compostos sdo Sons candidatos a egonistas e a

antagonistas do presente invencio.

Por um “ligando da familia do FNT” entende-se
ligandos de ocorréncia natural, recombinantes e

capazes de se ligarem a um membro da

familia dos receptores de FHT « dinduzir a via de

sinalizacic g ligando/receptor. Os membros da familia do

FNT incluem, mas ndoc se limitam, a ligandos de DM4,



incluindo LIART, FNT-a, linfotoxina-o (LT-o,
(encontrado no heterotrimero

[»]
]
complexo LT-aZ-B), FasL, CD40, CDZ7, CD30, 4-~1BB, CX40 e

factor de crescimento

representat.vas da presente

invencidc sdc descritas com mais detalhe a seguir. O

estado de imunodeficiéricia gue define a

a . PRV
2 X 10° células (Weli X, et

(1995)). Cré-se que uma causa da diminuic&oc das células T

de CD4" no estabelecimento da & por VIH, seja a
apéptose induzida por VIH. Na verdade, a morte apcptotica
das células induzida por VIH, foil demonstrada ndo sé iz
vitro mas também, € 0 que é mais importante, em indivi-
duos infectados (Ameisen, J. C., AIDS 8: 1197-1213
(1994); F¥Finkel, T. H., e Banda, N. K., Curr. Jpin.
Immunol. 6: 605-615 (1995); Muro-Cacho, C. A. et al., J.
Immunol. 154: 5555-5566 (19%95)). Além disso, a apdptose e

e

estd fortemente

a diminuicido des linfécites T de
correla-cionada em diferentes modelos de animais, com a

441-444 (1995} ;

et al., AIDS Res. Hum. Retroviruses 9:

e ndoc se observou apéptose nesses modelos

i activados a partir de

depois de

encontrarem C
gue resultam na morte, no
tem~se demonstrade gue a

resulta ra expressdo




FasL medeia a apoptose

70: 199-20

de » de FasL

e que

Virol.

(Badiey, A. D. et al., J.

Além disso, o ligando da familia do FNT foi detectavel em

macréfages  ndo  infectados e a  sua expressdo foi
sobrerregulada no seguimento da  infeccdo por VIH,
resultando na morte selectiva de linfdcitos T CD4 n&o
infectados {(Badley, A. D. et al., J. Virol. 70: 199-206
(1996 ). Assim, por meio da presente invencao,

providencia-se para tratar individucs positivos ao VIH,

que envolve a administracidc de um antagonista da presente

™

invencdo para reduzir a morte selectiva de linfdécitos T

de CD4. Os modos de administracdo e as dosagens estéo

discutidos em detalhe a sequir.

Na rejeicidc de um alo-enxerto, o sistema imunitario

do animal receptor nado foili previamente iniciado para

responder porgue © Sistema imunittrio, na sua maior

parte, & apenas desencadeado

Os tecidos de outros membros

os virus e as bactérias se tém apresentado.

sido apresentados da mesma maneira que,

por antigénics ambientais.
ou das mesmas espécies nao
por exemplo,

No caso de

rejeigdo dos aio-enxertos,

08 regimes imMUnNoCSSUPressOres

sdo desenhados de forma a prevenir que o Sistema

imunitdrioc atinja o estado de efector. Contudo, o perfil

imunitdric de rejeigdo ao =xeno—enxerto pode simular a

recorréncia da doenga mais do que a reieigdc do alo-

sistema

enxerto. No caso de recorréncia da doenca, o

irmunitéric 74 tinha side activado, como #@

evidéncia das células

0 silstema

originais. Por isso, na da doenga,

estd 1& no estado de

imunitéario

de

invencé 3 z uprimir r o3t
presente invencdo sao capazes suprim a resposta

tanto aos alo-enxertos como aos xeno-enxertos,
porgue o¢s linfécitos activades e diferenciados nas
células expressar o polipéptido de DM4 e




assim sdo susceptiveis em aos compostos que
aumentam a apdptose. Assim, a presente invencdo tem ainda
por objecto um processo para a criacdc de tecidos
imunitédrics privilegiados. O antagonista da presente

invencédo pode ainda ser utilizado no tratamento da doenca

ser Uteis para o

Os antagonistas de

tratamento de doencas inflamatdrias, tails come, artrite

l

reumatdide, osteocartrite, e doenca

inflamatdéria de intestino.

Modos de Sshaindstragdn

O agonista ou os antagonistas descritos aqui podem
ser administrados in vitro, ex vivo ou in vivo as células
que expressam © receptor da presente invengao. Por
administracdo de uma "quantidade efectiva™ de um agonista
ou de um antagonista da presente invenc&o, entende-se uma
quantidade do composto que # suficiente para aumentar ou
inibir uma resposta celular a um ligando da familia dos
FNT e incluindo os polipéptidos. Em particular, por

de uma "quantidade efectiva™ de um agonista

ou de antagonistas entende-se uma quantidade efectiva
para aumentar ou inibir a &apdéptose mediada por DM4.
Obviamente, quando ¢é desejdvel que a apdptose seja
aumentada, pode-se co-administrar um agonizta de acordo
com a presente invenc¢do com um ligando da familia do FNT.
Um especialista nz matéria entenderid que as quantidades
efectivas de um agonista ou de um antagonista podem ser

determinadas iricamente e podem ser utilizadas na

de um sal, um éster ou um pro-
farmaco aceitdveis sob o ponto de vista farmacéutico. O

agonista ou o antagonista podem ser administrados em



composicdes, em combinacdc com um Ou mals excipilentes

utico.

[¢02]

aceitdveis sob o ponto de vista farmac

Deve entender-se gue, quando acdministrades a um

paciente humanc, a utilizacio didria total dos compostos

e das composicdes da presente invencdo, serid seguida pelo

médico assistente dentro do &mbito da decisao médica. O

z

nivel da dose efectiva especifica, sob o ponto de vista
para gualguer paciente em particular,

dependera de factores bem connecidos na medicina.

enérica, a quantidade efectiva

{13
]

Gomo uma propost

do ponto de vista farmacéutico, do polipéptido de

DM4, administrado parentericamente, por dose, estarda no
intervalo de «cerca de 1 ug/kg/dia até cerca de 10
mg/kg/dia do peso do corpo do paciente, embora, tal como
#w fez nctar antes, isto esteja suieito a uma decisédo
terapéutica. Mais preferenciai-mente, esta dose & de peio
menos 0,01 mg/kg/dia e, mais preferencialmente, para
seres humanos, deve estar entre cerca de 0,01 e 1

mg/ko/dia para a hormona. Se forem dados continuamente,

N

0s agonistas ou o0s ar-tagonistas de sS40 normalmente

administrados numa dose de cerca de 1 pg/kg/hora até

#, quer por meio de 1-4 i

cerca de 50
por dia =i por infusdes subcutdneas continuas, por

mini-bomba. Também se pode

exenplo, utilizando

concentracao

dﬁtauCuwSﬁ:
de KIA. Assim a dosagen ara um vaciente ode sei
14 o Py

ajustada de modo a regular a entrada nos niveis de

fede



sangue, conforme medido por RIA, por ordem de 50 até

1.000 ng/mL, preferencialmente, 150 até 300 ng/mL.

As composicbes farmacéuticas sdo dadas incluindo um

agonista ou um antagonista e um veiculo ocu uwm exgipiente,
aceitdveis sob o ponto de vista farmacéutico, que podem
ser administrados oralmente, ractalmente,
parentericamente, intracisternalmente, intravaginalmente,
intraperitonia mente, topicamente (sob a forma de pds,
pomadas, gotas ou adesivos transceérmicos), bucalmente ou
sob a forma de um aercsscl oral ou nasal. £ importante
notar qgue, por co-administracdo de um agonista e de um
ligando da familia dos FNT os efeitos clinicos colaterais
podem ser reduzidos, utilizando doses mais baixas tanto
do ligando como do agonista. Deve entender-se que o
agonista pode ser "co-administrado™ quer antes, quer
depois ou simultaneamente com o ligando da familia do
FNT, consoante as exigéncias de uma aplicagdo terapéutica
em particular. Por "veiculo aceitdvel sob o ponto de
vista farmacéutico”, entende-se uma carga ndo toéxica,
sé¢lida, semi-sdélida ou liquida, um diluente, um material
de encapsulacdc ou um auxiliar de formulacZo de qualqguer
tipo. C termo “parentérico”, tal como se utiliza aqui,
refere-se aos modos de administragdo que incluem a
administracdo Intravenosa, intramuscular, intraperito-

neal, intra-esternal, subcuténsa e intra-articular

infusio.

da presente

compreender

aguosas este

esterilizados para

solucdes ou dispersdes



esterilizadas, injectéveis, para reconstituicido imedlata-

3

¥ soluveis de DM4, o©

polipéptido de DM4 contende a regidoe

ser utilizado, quando apropriado, sob a forma

incluindo detergentes, tais coxo, CHAPS ou

m tampédo.

Faampds

Expressdo e Purificag¢do em E. coli

A sequéncia de ADN que codifica a proteina de DM4
madura no clone de ADNc depositado (ARTCC NO: 87853) é
amplificada utilizando iniciadores de oligonucledtidos na
RCP, especificos para as sequéncias de terminal amino da
proteina de DM4 e especificas das sequéncias 3' do vector
com o gene. Adicionam-se mais nucledtidos contendo sitios
de restricdo para facilitar as <clonagens com as

sequéncias 5 e ¥, respectivamente.

Os iniciadores que se seguem sdo utilizados para a

expressio do dominio extracelular de DM4 em E. coli: ©

T alalel

iniciador 5¢ tem a sequéncia 5'-GCGGCAT-

GCATGATCARTCRATEGGCAC-3" (SEQ ID NO: #: conzém o i

Spnl sublinhado. O iniciador de 3' 5%

TATGTCCATTGCCTCE-3'  (SEQ ID NG:

e

sublinhado. O -

convenientes para a

vector de expressdo

9259 Eton

codifica a



resisténcia ao antibidtico ampicilina (“Amp”) e contém
uma origem bacteriana de replicacdec (“ori”), um promotor

indutivel de IPTG e um sitic de ligagdo do ribossoma

O ADN de DM4 anmplificade e o vector pQEGD, sdo ambos
digeridos com Sphl e HindIII e os ADNs digeridecs sa3
entdo ligados em conjunto. A insercdo do ADN da proieina
de DDCR nos locais de vector pQE&0, coloca a regiao de
codificacdo da proteina de DM4 a Jjusante e ligada
operacionaimente ao promotor indutivel do IPIG do vecror
e na mesma zona com uma da AUG apropriadamente

posicionada para a tradugdo da proteina de DM4.

A mistura de ligacdo € transformada nas células de
E. ccli concorrentes utilizando processos padrdo. Esses
processos estdo descritos em Sambrook et al., Molecular
Cloning: a Laboratory Manual, 2" Ed.s Cold Spring Harbcr
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989). A
estirpe mlb/repd de E. coli, contendo miltiplas cépias do
plasrnido pREP4, que expressa o repressor lac e confere
resisténcia & canamicina {(“rZan”), é utilizada na
realizagao do exemplo i1lustrativo aqui descrito. Esta
estirpe, que é apenas uma das muitas que sao apropriadas
para a expressdo da proteina de DM4, estd disponivel
comercialmente na Qiagen, supra.

Os transformantes sdo identificados sua

capacidade de crescer em placas de LB na presenca de

ampicilina e canamicina. Isola-se o 30 plasmido &

partir de coldnias resistentes e a 1dentidade do ADN

@

-

3
¥}

clonado é confirmada por anédlise de

Os clones que contém as estruturas desejadas crescem

em meio LB

noite (YD/N”Y em cultura

Q
&
s
o
o)
F
o
o3



como com

complementado tants com

canamicina (25

h cultura [/N é utilizada para inocular uma grande
ultura, numa dilulcdo de aproximadamente 1:100 até

o
1:250. As células crescem até a uma densidade éptica a
6

1 entre 0,4 e 0,%. Adiciocna-sge entidoc o

isopropil~-B-D-tiocgalactopirandsido (MIPTG”) até a uma

concentracdo final de 1 para induzir a transcricdc dos
promotores sensiveis ao represscr lac, por inactivacic do
repressor lacl. Em seguida faz-se a incubacdo das células
durante mais 3 a 4 horas. Colhem-se entdo as células por
centrifugacde e abrem-se por processos normalizados. Os
corpos de inclusdo sao purificados a partir das células
abertas wutilizando técnicas de recolha de rotina e

solubiliza-se a proteina a partir dos corpos de incluséao

de ureia 8 M contendo a proteina

em ureia 8 M., A =
solubilizada, €& passada numa coluna PD-10 em solugado
salina tampcnada com fosfato (“STF”)y, duas vezes,
eliminando-se assim a ureia, permutando o tampdo e
redobrando a proteina. Purifica-se a proteina por mais

etapa de cromatografia para eliminar a endotoxina.

Depois, filtra-se em meio esterilizado. A preparacio da

proteina filtrada em meio esterilizado & armazenada no

seio de 2 ¥ STF a uma concentracdo de 95 p/mlL.

Exvemplo 2: Expressdo sw Células de Mamiferos

5 mzior paute dos vectores vutilizados para &

0]
=

de wrna dada sequéncia de

células «e mamifercs comporta a origem de replicacic

a um numers

repiicagéo do vector




sintese do ADN viral. Pode-se utilizar para este

qualquer outra linha de células de mamiferos.

Um vector de expressic Tipico,
o elemento promotor, que medela a iniclacdo da
de ARNm, a sequéncia de codificacdo da
0s sinals necessdrios para & terminacdo da

e a poliadenilacdc do transcripto. Os

adicicnais incluem melhoradores, seguéncias de

flanqueadas pelos
sitios dadores e receptores para a segmentacdo de ARNm.
Pode-se conseguir uma transcrigdo altamente eficiente com
0s promotores precoces e tardios de SV40, as repeticgdes
de terminais longos (RTLs), de retrovirus, por exemplo,
VSR, VI de HTL, HIVI e o promotor ©precoce do
citomegalovirus (CMV). Contudo, podem utilizar-se sinais
celulares (por exemplo, o promotor de actina humana). Os
vectores de expressao apropriados para serem utilizados
na préatica da presente invengdo, incluem, por exemplo,
vectores, tails como, pSVL e pMSG (Pharmacla, Uppsala,
Suécia), pRSVcat (ATCC NO: 37152), pSvZahfr (ATCC NO:
3714¢) e pBClZMI  (ATCC NO: 67108). As células dos
hospedeiros em mamifercs que podem ser utilizadas incluem
Hela 293 humana, células H9 e de Jurkat, células NIH3TZ3 e
C127 de rato, Cos 1, Cos 7 e células CV1 de macaco verde
africano, c¢élulas QC1-3 de coelho, células L de rato e

Ial

células de ovario de hamster chinés (OEC).
Alternativamente, o gene de Interesse pode ser
expresso em linhas de células estavels, que contém o gene

integrado num cromossoma. A co-transfeccdc com  um

marcador seleccionavel, como, dhfr, gpt,
higromicira, permite a identificacdoc e o iscolamento das

ransfectadas.

o+



O gene transfecfado pode também ser amplificado para

expressar grandes quantidades da proteina codificada. A

1

di-hidrofoclats redutase i

[0S
;
£

marcador 0til para
desenvolver as .inhas de células que comportam varias
centenas ou mesmo varios milhares de cépizs do gene de
interesse. Utilizandc este marcador, as células de
mamifero crescem em quantidades crescentes de metotrexato

para elecg&c e seleccionam-se as células com a

resisténcia Outro marcador de selecgdo Util

# a enzima glutamina sintase (GS)
Biochem. J. 227: 277-279 (1991); Bebbingten wan al.,

10: 168-175 {(1992)). Utilizando estes

marcadores, As células de mamifero crescem meio selectivo
e seleccionam-se as células com & vresisténcia mais
elevada. Estas 1linhas de <c¢élulas contém o0s genes
amplificados integrados num cromossoma. As células de
ovdrio de hamster <chinés (OHC)} sdao muitas vezes

utilizadas para & producao de proteinas.

Os vectores de expressao pCl e pCd contém o promotor
forte (RTL) do wvirus do sarcoma de Rous (Cullen et al.,

de

Molecular and Cellular Biology 5: 438-447
15851), mais um fragmenta do melhorador de CMY (Boshart

al., Cell 42: 521-530 (1985)}. Mualtiplos sitios de

1)

clonagem, por exemplo, como os &itios de clivagem das
enzimas de restricgdo BamHI, Xbal e Asp7l8, facilitam a
clonagem do gene de interesse. Os vectores contém, além

disso, o intrdo 3', a polisdenilacdo o o sinal de

do gene de

Slansgsss e Expressdo s células de CHC

1O
o

polipéptido de DM4. O plasmido pCd & um derivado

de acesso na ATCC 37146). O




plasmido contém o gene DHFR de rato sob controlo do
promotor precoce de SV40. As celulas de ovario de hamster
chinés ou outras células que nao tém actividade dé di-

hidrofolato, gque sdo transfectadas com estes plasmidos,

podem ser seleccionadas fazendo crescer as num
meio selectivo (MEM alfa mencs, Life Technologies),
complementado com ¢ agente guimioterapéutico metotrexato

(MTX}). A amplificacdc dos genes de DHFR em células

&1 tem sido bem documentada

resistentes a metotrexato
(ver, por exemplo, Alt, F. W., Kellems, R. M., Bertino,
J. R., e Schimke, R. T., J. Biocl. Chem. 253: 1357-1370
(1978); Hamlin, J. L. e Ma, C., Bicchem. et Biophys. Acta
1097: 107-143 (1990); Page, M. J. e Sydenham, M. A. 1991,
Biotechnology 9: 64-68 (1991)). As células que crescem em
concentracbeg crescentes de MIX desenvolvem resisténcia
ac farmaco pela sobre-producgdo da enzima alvo, DHFR, como
resultado da amplificacdoc do gene de DHFR. Se um segundo
gene estd ligado ao gene de DHFR, ele é normalmente co-
amplificado e sobre-expresso. Sabe-se na técnica que esta
abordagem pode ser utilizada para desenvolver linhas de
células que comportam mais do que 1.000 cépias dos genes
amplificados. Em seguida, quando o metotrexato
desaparece, obtém-se linhas de células que contém o gene
amplificado integrado em um ou mais dos cromosscmas da
célula hospedeira.

0 plasmido pC4 contém, para a expressdc do gene de

R

interesse, o promotor forte de repeticdc terminal longa

N

~ 7
er iy

(RTL} & virus do sarcoma de Rous

5: 438-447 (Marco de

isolado do melhorador do gene

1lovirus (CMV) humano

et al., Cell &&: 521-53C (1985)). A jusante do promotor




Xbal e Aspil8. Para além destes sitios de clonagem, o©
plasmido contém o intrdoc I @ o sitio de peliadenilacéo
do gene & pré-prdé-insulina de rato. Podem utilizar-se,

promotores altamente eficientes,

para a expressao, u

p3r exemplo, ¢ promotor de B-actina humana, 0s promotores

VI de HTL.

Os sistemas de expressdc de genes Tet-0ff e Tet-On da
Clontech e sistemas similares podem ser utilizados para

expressar = polipéptido de DM4, de uma forma regulada, em

células de mamiferos (Gossen, M., & Bulard, H., Proc.
Natli. Acad. Sci. USA 89: 5547-~5551 (19%2y. Para a
poliadenilacido de ARNm, podem utilizar-se também outros

sinais, por exempic, dos genes da hormona do crescimento
humano ou dos genes da globina. As linhas de células
estaveis que comportam um gene de interesse integrado nos
cromossomas, podem também ser seleccionadas apds co-
transfeccdo com um marcador seleccicndvel, tal como, gpt,
G418 ou higromicina. £ vantajo-so utilizar mais do que um
marcador seleccionavel no principio, por exemplo, 5418

mais metotrexito.

smido pC4 é digerido com a enzima de restricdo

ot
!

O pl
BarHI e depois & desfosforilado utilizando fosfatos de
intestino de bezerro por processos conhecidos na técnica.

O vector € entdo isolado a partir de um gel de agarose a
I

o

A seqguéncia de ADh codifica o polipéptido

complete é amplificada utilizando  iniciadores de

oligonuc’edtidos para RCP, correspondendo as sequéncias

desejada do gene. O
BamHI sublinhado, uma seguéncia de

inicial de AUG, tem a seguinte




5' GCCGGATCCGCCATCATGGCCCCACCACCAGCTAGA 3" {SEQ ID NO: 1U). O

contendo o sitio

cia s GCGGGATCCTCACTCCAAGGACACOGCAGAGCE

O fragmento eamplificado é digerido com a

endonuclease BamHI e depois & purificado num gel de
agarcse a 1 %. O fragmento isolado e o vector

desfosforilade, s8c entdc ligados com ligase de ADN de
T4, As células HB 101 ou XL-1 Blue de §. coli sao entéo
transformadas e identificam-se as hactérizs que contém o

plasmido pC4 utilizando, por

fragmento inserido

exemplo, as andlises ds restricdo de enzimas.

As células de ovario de hamster chinés a que falta
um gene de DHFR activo, sao utilizadas para a tranfeccéo.
Faz-se a co-transfeccao de 5 ug do plasmido de expressao
pC4 com 6,5 ug do plasmido pSV-neo utilizando o processo
da lipofectina (Felgner et al., supra). O plasmido pSvVz-
neo contém um marcador seleccilonavel dominante, o gene
neo de Tnb, que codifica wuna enzima que confere
resisténcia a um grupo de antibidticos incluinde G418. As
células sao entao semeadas em meio MEM alfa menos,
complementade com 3 mg/mL de G418. Passados 2 dias, as
células sdo tripsinizadas e semeadas em placags de
clonagem de hibridoma ({Greiner, Alemanha) em meic MEM

alfa menocs complementade com 10, 25 ws 50 ng/ml de

metotrexato mais 1 mg/mL

contendo concentracdes ainda mais elevadas de metotrexato

(1 uM, 2 uM, 5 pM, 10 mM, 20 mM). Repete-se 0 mesmo



processo até se obterem clones que crescem a uma
concentracdo de 100-Z200 uM. Analisa-se a expressdao do

produto ce gene desejado, por exemplo, por EGPA-SDS,

para uma

e por CLER de fase inversa.

Clonagem e Expressdo do dominio Extracelular Soluvel de

e an Sdxteme de Expressdo de Baculovirus

A sesquénciea de ADNc cocdifica ¢ dominio

extracelular soltével da ©proteina de DM4 no clone
depositado {(n® de ATCC 97853) é amplificada utilizando
iniciadores de oligonucleétidos de RCP que correspondem

as sequéncias 5 e 3’ do gene.

O iniciador 5' para DM4 a sequéncia 5!
GCGGGATCCGCCATCATGGCGCCACGACCAGCTAGA 3' (SEQ ID NO: 103,
contendo o sitio de restricdo de enzima BamHI sublinhado.
Inserido num vector de expressao, %al como se descreve a
seqguir, a extremidade 5' do fragmento amplificado que

codifica DM4, origina um péptido de sinal de clivagsm

eficiente. Um sinal eficiente ©para & iniciacdo da

Traducdo nas « conforme descrito por

Kozak, ®., J. o© Biocl. 196: 947-950

nucledtidos complementares # sequéncia de nucledtideos de

na figura i, seguido de um codido de paragemn.



O fragmento amplificado € isolado a partir de um geil
de agarcse a 1 % utilizando wum kit disponivel
comercialmente (“Geneclean”, BIO 101 Inc., La Jolla,
Ca.). O fragmento é entdo digerido com Bami
novamente purificado em gel de agarose a 1 %.

0 wvector & utilizado para expressar a proteina

de DM4 no sistema de expressic de baculovirus, utilizando
processos nermasizados, tails como os descritos em Summers

for Baculovirus Vectors and

ture Procedures, Texas Agriculture

Este

Fxperimental Station Bulletin No. 1555 ({1

de expressdo contém o promotor forte de poli-

hedron do ! de poli-hedrose nuclear californica
Autograph  (ACMNPV] seguido dos sitios de restrigéo
convenientes. Para uma seleccao fécil do wvirus
recombinante, insere-se o gene de beta-galactosidase de
E. coli na mesma orientacdc que o o promotor de poli-

hedron e & seguido pelo sinal de poliadenilacgao do gene

de poli-hedron. As sequéncias de poli-hedron sao

flanqueadas de ambas os lados puy sequéncias virais para

a recombinacidc de hombéloges mediada por oélulas com o
ADN viral de tipo selvagem para gerar virus vidveis que

expressam o polinucledtide clonado.

Podem vtilizar-ge muitos outros vectores

como pPAC3T73, pVLo4l e

evidente para o0s

ezpecialistes na matéria, essa providencie

sinails para transcrigdo, tradugdo, trafege @« similares,




O plasmido é digerido com as enzimas de restrigao

Bam e depois & desfosforilado utilizando fosfatase
intestinal de bovino, utilizando os processos de rotina
conhecidos na técnica. ¢ ADN é entdo isolado do gel de

agarese a I % utilizando um kit disponivel comercialmente

(“*Geneclean”, BIO 101 Inc., La

&t fragmento e o plasmido desfosforilado, sao ligados

lulas HR1(01 de

(D~

em conjunto com ligase @& ADN de T4. As c
E. coli s3do transformadas com a mistura de ligagic e
espalhadas nas placas de cultura. identificam-se as

o gene de DDBCR humano

bactérias que contém o plasmido
por digestdao do ADN de coldnias individuais utilizando
BamHI e depois analisando o produto da digestao por melo
de electroforese em gel. Esta sequéncia dos fragmentos
cloaados & confirmada pela sequenciagao do ADW. Este

plasmido e agqui designado por pBac DM4.

Faz-se a co-transfeccidoc de 5 pg do plasmido pBac DM4
com 1,0 ug de ADN de wum Dbaculovirus linearizado,
disponivel comercialmente, [“ADN de baculcovirus
BaculoGold™”, Pharmingen, San Diego, CA.), utilizando o
processo da lipofectina descrito por Felgner et al.,

Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 84: 7413-7417 (1987). Mistura-

se I ug do ACN do virus e 5 ug do plasmidc

num mnicrotubo esterilizado de wm placa de

microlitros contendo 50 ul de meio de Grace isento de

soro (Life Technologies Inc., & i MD;. Depois

adiciona-se 10 ulL de Lipofectina plus, 90 microlitros de
meio de Grace, mistura-se e incuba-se durante 15 minutos

temperatura ambiente. Depois a mistura de transfeccio &
adicionada, gcta a gota, as células de insectos Sf9 (ATCC

~— -

CRI OYTLAG de cultura de tecidos de

35 mm com 1 mlL de meio de Grace sem soro. A placa &

agitada e mistura-se novamente com a soclucdo recentemente



adicionada. A placa ¢ entdo incubada durante 5 horas, a
27 °C. Passadas 5 horas, a solucao de transfeccdo &
retirada da placa e adiciona-se 1 mlL de meio de insectoes
de Grace, complementadc com scro bovino fetal a 10 %
Volta a por-se a placa num incubador e a cultura continua

a 27 °C, durante 4 dias.

Passados 4 dias, recolhe-se o sobrenadante e
realiza-se um ensaio da placa, conforme descrita por
Summers e Smith, c¢itadcs antes. Utiliza-se um gel de
agarose com  “Bius  Gal” (Life  Technologies  Inc.,
Gaithersburg, MD) para permitir uma facil identificacdo e
0 isolamento dos clones que expressam gal!, que produzem
placas coradas de azul. (Pode-se encontrar uma descrigdo
detalhada de um "ensaio de placa"™ deste tipo, no guia do
utilizador para as culturas de células de insectos e

baculovirologia distribuido por Life Technologies 1Inc.,

Gaithersburg, MD, paginas 9-10).

Quatro dias depois da diluicgdo em série, adiciona-se
o virus as células. Depois de uma incubacdc apropriada,
as placas coradas de azul sdo picadas com a ponta de uma
micropipeta de Eppendorf. O agar ccntendo os virus
recombinantes € entdo novamente suspenso num tubo de
Eppendorf contende 200 ul de meic de Grace. Retira-se o
agar por meio de uma centrifugacdo breve e utiliza-se o
sobrenadante contendo ¢ paculovirus recombinante para
infectar as células 8f9 semsadas em placas de 35 mm.

nais tarde, o©s sobrenadantes dos pratos

sao colhidos E depols s30 armazenados a

por anédlise do o0 mapeamento e

restricdo e a seguenciacido. E agul por V-DM4.



Faz-se crescer células S8f9 em meio de Grace
complementado com SBF a 10 % inactivado pelo calor. As

células sao 1nfectadas com o baculeovirus recombinante

V-DM4 com uma nmultiplicidade de infeccd de cerca

5

de 2 (cerca de 1 até cerca de 3). Seis horas mais tarde,

o meio é eliminado e € substituido por meio SFS00 II
mencs metionina e cisteina [disponivel na Life
Technologies 1Inc., Geithersburg, MD). 42 horas mais
tarde, adiciona-se 5 uC: de “'S-metionina e 5 uCi de
355~cisteina (disponiveis na Amersham) ' As células séo
depois Incubadas durante 16 horas e depois sao colhidas
por centrifugacd faz-se a respectiva lise e visualizam-se
as proteinas marcadag por EGPA-SDS seguida de

autoradiografia.
Exemplo 4
Distribuigcdo ao Tecido da Expressdo do Gene de DM4

Realizou-se a analise de transferéncia de ADN/ARNm
para uma matriz imobilizada ({Northern) para examinar a
expressdo do gene DM4 (ATCC DNo. 97853) em tecidos
humanos, utilizando os processos descritos, entre outros,
por Sambrook et al., citado antes. Marcou-se uma sonda de
ADNc contendo toda a sequéncia de nucledtidos da proteina
de DM4 (SEQ ID NO: i com 32P, utilizando o sistema de

de ADN com redjp,.*:im:eiM

de acorda com as instrucde

uma coluna

marcacdo, purificou-se a sonde

SPIN-100™ (Clontech lLaboratories,

acordo com o numero PT1200-1 do protocolo do

utilizada para

A sonda marcada, purificada, I

examinar vériocs tecidos humanos guantc ao ARNm de DM4.



As manchas ae HNerthern em
contendo vadrios tecidos humanos (H) ou tecidos do sistema
imunitéario humano {(IM), Foram obtidas da Clontech e foram

a solucdo de

com ©
do protocolo do fabricante. No seguimento
e da lavagem, montaram-se as manchas e
expbs-se o filme a -70 ", durante a noite e revelaram-se

os filmes de acorao com processos padrdo. Detectou-se a

expressao de DM4 = tecido enriquecidos com

incluindec células no coracaoc, cancro do
figado, rim, leucécitos do sangue periférico, células T
activadas, c¢élulas K562 plus PMA, W 138 ceng, ThZ2,
amigdalas humanas e cordio umbilical com falta de CD34.
Pode-se verificar que DM4 desempenha um papel na

homeostase de linfdcitos.

Apoptose Induzida por DM4

A sobre-expressdo de Fas/APO-1 e R de FNT-1 em
células de mamifercs simula a activagdo do receptor
(M. Muzioc et al., Cell 85: 817-827 (199%¢); M. P. Boldin
et al., Cell 85: 803-815 (1996};). Rssim, utilizou-se este

sistema para estudar o papel funcional de DM4. A

expressdo transiente de DM4 em células humanas MCEF7 do




Chem 271: 4961-4965 (1996)). Em resumo, fez-se a

f...n

transfeccdo estédvel de linhas de células clonais do
carcinoma da mama humana MCEF-7 quer apenas com vector cu

= 8

com uma estrutura de expressao ae CrmA (¥, Tewari, er

ai?., J. Biol

transfectadas de forma transiente com
galactosidase (ou pCMV-DMi-galactosidase {a que falta o
dominio de morte)} na presenca de um excesso de 10 vezes
das estruturas de expressdo de pcADN3 que codificam as
proteinas indicadas, utilizando a lipofectamina (GIBCO-
BRL). Transfectaram-se do mesmo modo células 293

Adiciona-se as células o

utilizando o processo do
inibidor da familia dos ICE z-VAD-fmk (Enzyme Systems
Prcducts. Dublin, CA) e fixa-se e cora-se com X-Gal como
foi previamente aescrito (A. M. Chinnaiyan, et al., Cell)
81, 505-12 (18%85); M. P. Boldin, et al., .} Biol Chen
270, 7795-8 (1995); F. C. Kischkel, e al., EMBC 14, 5579-
5588 (1995)).

As células exibiram alteracdes morfoldgicas tipicas
das células que sofrem apoptose, tornando-se arredondadas,
condensadas e destacando-se do prato. Do mesmo modo que
com o R de FNT-1 e com PFaz/ABO-1 (M. Muzic, et al., Cell
85, 817-827 (189¢); M. P. Boldin, et al., Cell 85, 803-815

(‘,

[ww)

;.._A

{ M. Tewari, et al., J Biol Chem 270, 3255-¢

C')‘\,

1995}3, a apoptose induzida por DM4 foi bloqueada pelos

inibidores de proteases semelhantes a ICE, CrmA e z-VAD-

fmk.

Seré claro que a presente invencdo pode ser praticada
diferentes da gque esta descrita em forma

o

1lar na descricdo e nos exenplos teriore
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NUMERO DO  PEDIDO ©&&  PATENTE DE

28 de Janeiro de

() TNOME: BROOKES, ANDERS A.

(B) NUMERO DE REGISTO: 36.373
(C) REFERENCIA/NUMERO DE ETIQUETA: PF355

() TELEFONE: (301) 309- 8504

(B) TELEFAX: (301) 309-8512

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID N°. 1:

(A) COMPRIMENTC: 2152 pares de bases
(B) TIPO: Acido Nucleico

{C} ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: Linear

NOME/CHEVE: CDS

(E) LOCALIZACAEO: 19..1422

(i’

TTCGGGCATC AGGGCAGG ATG GCG CCA CCA W& GCT AGA GTA CAT CTA GGT



GCG

Ala

AGG

CcCccC

Pro

TTC

GCT

Ala

GAA

[}

(9]

TTC CTGC GCA GTG ACT CCG & CCC GGG AGC GCA GCG AGI GGG KCA
Fen Leu 2la Val Tre Pro Asn Pro GLi Ser i Ale Ser Gili Tre
15 e 5

. CCC

: Aia Ala Ala Ala Ire Pro Ser Lis Val Trp Gli Ser Ser Ala G1i

>

30 35

0

B>

ATT GARA CCA CGA GSC GGG GGC CGA GGA GCG CTC CCT ACC TCC ATG

Ile Gilu Prc Brg Gil 611 G1i Arg Gli Ala ¢ Pro Tre Ser Met

45 50 55
CAG GCC CGG GLC 0BG

Gln His Gii Fro Ser Ala Arg Ala Arg

A -
4 75

AGG SCG GCG CGG GAAR GCC EGC CCT CGG CTC CGG GTC CAC AAG ACC

Arg Pro Ala Arg Glu Aia Ser ¥
80 85 9C

s Leu ARrg Val His Lis Tre

ARG TST GTC GTC GT

Y
-3
e

- GGG GTC CTG CTG CAG GTC GTA CCT AGC TCA

G

Lis Fen Val vVal Val G1i Vval Leu Leu Gln Val ®

95 100 135

: Ber Ser

GCA ACC ATC BEAR CTT CAT GAT CBA TCA ATT GGC ACA CAG CAA TGG
Ala Tre Ile Lis Leu His Asp Gln Ser Ile Gli Tre Gln Gln Trp

110 115 120

CAT AGC CGT TTG GGA GAG TIG TGT CCA CCA GGA TCT CAT AGA TCA

.

Eis Ser Ero Leu Gli &lu Leu Cis Fro Pro GL

=

Ser His Arg Ser

125 130 135

CGT CCT GGA GCC TGT CGG TGC ACA GAG GGT GTG GGT TAC ACC

[¢

Ale Cis Rsn Arg Cis Tre Glu Gli Val Gil Tirx Tre

143 150

TGT ACA GCS TGT AAZR

Cis Tre Ale Cis Lis

;. AGA RGT CCC TGC ACC RCA GCR

Tre Ala

lu Arg Ser Pro Vis

i60 1385




Asn Ser A

0 225 230 235

GTC TET TGT TGC ATC GGC TCAE GGT

Val Leu Ile Vai Cis Cis Cis Ile Gli Ser Gli

i
263 265

3

TGT GGA GGG GAC CCC TTC TGG CGC TIG

H
¢

ol

Gli Asp Pro

270 275 2R0

Fen Trp

GGG GCT GAG GAC BAT GCT CAC RAC GAG

"]
foer
fte
e

2lz Glu Asp Asn Ala His Asn Glu Lie

o
Wy
Low]
(8]
\O
[@]]




. GCA GGC CCA GGG GAT GCC TTG TAT CCR ATG

GGER CGG & GCC 1289
Tre * Ary Asn Ala
£20 425
CTG CTG GAT GCC TTG GAG AGG AIG CAA GAG ACA CAT GCA Bk 1347
Leu Asp Ala Leu Glu Arg Met CGlu Glu i
430 435
ATT CAG GAC CTC TTG GTG GAC TCT GGA AAG TTC ATC TAC TTA GAA GAT 1335
I.e Gln Asp Leu Leu Asp Ser Gli Lis Fen Ile Tir Leu Glu Asp
445 450 435
GGC ASA GGC TCEF GCC GTIG TCC TTG GXG . ITTTTACCAG vaad

Gli Ire Gli Ser Ala Val Sar Leu Glu

160 465

RGGTTTCCTC TTAGGTGTTAE GGAGTTAATA CATATTAGET TITTTTTTITT TTTAARCATGT

%) CACGTGTATT GGCTLCTGCC TGTRBATCCCA TCACTTTGEG

AGGUTGACGC CGGTGGATCC ACTTGAGGTC CCARGTTCCA AGACGAGCCC TGARACCAARCA

GCCCGTCTTT

LAy




COMPRIMENTO: 468 aminoacidos

TIPO: aminocécido

(D) TOPOLOGIA: linear

(1i) TIPO CE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRICAC DA SEQUENCIA: SEQ ID N°. 2:

4ii Aia Fen Leu Alae Val

Met Ala ¥y#: Pro Pro Ala Arg Vai His &

1 - i0 15

Asn Pro Gli Ser Ala Ala Ser Gli Tre Giu Ala Ala RAla Ala

w3
ry
[0]
Foy
H
[e]

[\l
(@)
[
[#3]
(%)
sl

Tre Pio Ser Lis Val Trp Gli Ser Ser Ala Gli Arg Ile Glu Pro Arg

3li Gli Arg Gli Ala Leu Pro Tre Ser Met Gli Gln His Gli Pro

[
e
bt

50 55 €0

W2

Arg Ala Gli Arg Ala Pro Gli Fro Arg Pro Ala Arg

70 75 80

fot

Glu Ala Ser Prc Arg Leu Arg Val Eis Lis Tre Fen Lis Fen Val Val

Lro Gl= Ala

3

[a»)
t
ad
[
-
BN
<o



s
L

-




” - - +
Asp Lis Fen Asn Ile

.

SEAY
7 Ty T T oo T2 P
Arg Gin Leu Asp Lis Asn B2

w
<o
(@)
[93)
W
[

Leu Tir Ale Met Leu Met Lis Trp Val

415

405

4
-t

o2y
ot
&)

Ser Ile His ire Leu Leu Asp Ala Leu

i
on

430

Lis Glu

oy
o
o
)
a4

[
"
).‘1
Qx
-

Glu Glu Arg Bis is Ile Gln Asp Leu Leu

N
(et
(1
IS
e
[w]
s
=
(&,

s
-
=
w0
(“‘L‘]
(D
]
i
fs
1]

Agn Ser

450 4

[ey]

Tir Leu Glu Asp G1i Tre Gli Ser Ala

w
(@]
=
()]
O

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID N°. 3:

COMPRIMENTO: 669 amincéacido

93]

(B} TIPO: aminoacido
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
1

TOPOLOGIA:




Arg Leu Ser Ser Lis Ser Val Asn Ala Gln Val Tre Asp Ile Asn
20 25 30

2
3

IS

45

B Lsp Gli Gln Fen Cis Bis & Pro Cis
B3 50
Arg Asp Cis Tre Val Asn
65 78 15 5C

Ser

Leu Glu Va Glu Ile Asn Cis Tre Arg Tre Gln Asn Tre Lis
1i5 120 i25

Cis Lis Pro Asn Fen Fen Cis Asn Ser Tre Vail Cis Glu His Cis

130 & 140

¥ Gli Ile Ile Lis Glu Cis

155 TGa

Asn Tre Lis Cis Lis Glu Glu €Gli G1
165 170 175

(@]
145}
=

v

ABD

Tre Leu Tre

Gl

Ile Aia

Iie ire

5

By
e




93

Gin Val Fan Arg Lis Asn $1i VALl Asn Glu
245 250 555
Asn Val Gin &

Leu Ar

75 283 285

ire Leu A’z

LaJ
e
[z}

Asp Ser Glu Asn Ser Asn Fen Arg Asn Glu Ile Gln Ser Leu Val Met

325 33C 335

Trp Tre Leu Teu Pro Leu Val Lei: Tre Ser Vai Ala Arg

340 345 353

]
[
4]

Leu G1i

Leu Ser Ser Lis Ser Val Val Tre : Ile Asn Ser Lis
355 360 3€5
511 Leu Glu Leu Arg Lis Tre Vai Tre Tre Val Glu Tre Gln Asn Leu
370 375 380
Glua Gli Leu His Eis Asp Gli Gla Fen Cis His Lis Pro Cis Pro Pro
385 4G0C
Gli Glu Arg Lis BRsp Cis Tre Val Glu Pro Asp
it 415
Tre Rsp Lis Ala His Fen

420 425 4=0




Lis Prc Esm

465 470 475 480

is Leuy Leu Ley Leu Pro Tle Pro Leu Ile val W&l Lis Ary Lis Glu

515 520 525

Val Gln Lis ire Cis Ar; Lis His Arg Lis Glu Asn Gln Gli Ser His
5 5

35 340

Glu Ser Prc Tre Leu Asn Pro Glu Tre Val #isx Ile Asn Leu Ser Asp

0]

545 550 555 560

Val Asp Leu Ser Lis Tir Ile Tre Tre Zle Ala Gii Val Met Tre Leu

565 570 575

Ser Gln Val Lis G11i Fen Val Arg dis Asn G1i Vai Asn Glu Ala Lis

Ile Asp Clu Ile Lis Asn Asp Bsn Val Gln Asp Tre Aia Glu Gln Lis

595 600 €05

Gli Lis Lis Gilu Ala

94



) COMPRIMENTO:

) TIPO:

TOPOLOGIA:

Leu
i 3le Tir Pro Ser Gli
20 25

~ 7

Leu G1i Asp Arg Glu

(%Y
tn
Fon

0

Ile His Glrn Asn RAsn Ser Ile Cis
5 55
Ire Tir Leu Tir Asn Asp Cis Pro Gli
65 73
Glu Ser Gli Ser Fen Tre Rla §
g5 5

Ser

<

r

Val

909

Lis Arg Asp Ser Vai Cis Pro Gln Gli

Cis Tre Lis Cis ¥

o]
H

L)

-

Leu

aminoacidos

ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

linear

Leu Pro Leu val Leu Leu CGlu
3 i5
Val Ile

45

60

Gli Asp Tre Asp Cis Arg
T 80
Glu Asn His Leu Arg Eis

95




96

Lis Ser

Glu Lis

Leu Glu Gli Tre Tre Tre Lis Pro Leu Ala Pro Asn Pro Ser Fen Ser

260
Pro Tre Pro Gli Fen Tre Pio Tre Leu
Z75 280

3
s
3]

Ser

]
L
Pt
N
Xe)
(@3]

Fen Ala Ala Ero

305 316

Pro Ilie Lesu Ala Tre Ala Leu
325

Fenn Tre Ser Ser Ser Tre ir Tre Pro G1li Asp Cis Pro

Ala

i1

[
[

Pro Ser

zli Fen Ser Pro

285

+)

00

L

Ero Fro Tir Gin Gli Ala Asp
315 320

Asp Pro Ile Fro Asn Pro

33C 335

rro Tra Asp




bt

[~

o]
(]

o

s

-3

pte)
-

Tre Pro

[}
i
.

Hig Pro Gln Asn Asn Ser Yle (Cis Cis

505 510

Glu Ser Gli

540




-
t
6]
-
<)
ot

iz Leu Cis Leu Pro Gln Tle Glu
550
re Tre Val T

Leu Ser Leu Leu Fen Ile Gii Leu Met Tir

675 683 683

Ser Tre Pro Gilu Lis Glu Gli Glu Leu Glu Gli Tre Tre Lre Lis Pro

Ala Pro rc Ser Fen Ser Prc Tre Pro Gli Fen Tre Pro Tre

s
i
o
- g
<

25 730 733

Fen Ser ?ro Vai Fzo Ser Ser Tre Fen Tre Ser Ser Ser Tre

740 745 753

Tir Tre Pro GLi 2Asp Cis Fro Asn Fen Aia

Rrg Clu val

76% 765

Tis Gln Gli Aia Rsp Pro Ile Leu Ala Tre RAla
780
o Tle Fro Leu Gln Tis Trp Glu Asp Ser &id His
TR TG0 F45
Pro Tre




.

[
6]

65

gl

(e
<D
<

 Ala

=
o]
P

o]
o]
Uy

Leu

(R)

(B)

(€)
(D)

In Tir Ser Met Leu Als Ire Trp Arg #

g60

5

Wi al Leu
875 880
Gli Cis Leu Glu Asp Ii= Glu Glu Ala Leu Cis

OO
NeJ
o
oo
W
(S

Lro Pro Ala 2ro 3er Leu Lau Arg

COMPRIMENTO: 833 aminoécidos
TIPO: aminocacido

ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
TOPOLOGIA: linear

TIPO DE MOLECULA: proteina

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID N°. 5:

Ala

Ser

Asn Sei Glu s &Iz Arg i Gln Ala Cisz  Asp

Arg Gli Cis Ale Ala Val Zla 3&ia &la Leu Leu

[a
[an
[y
ul

el
I
@]

%
ia]

Gln Gli Gli Tre Arg Ser

Asp  Fen Mis S Tie Gii Leu Fen Cis C(is
4G
i : Lis Ala Pro Tre Fro
: 60
Leu ¥Wal #ix Pro Gln Asp Tre Fen Ala

Asn Cis Ser &ia “ia Asp

Pro Fen Tir Cis Gin Pro Cis

99



GLL Ala

#+¥  Arg His Tre Arg Leu Leu Cils Ser Arg Arg ZXAsp Tre

155 L13 L

Ser Tre

Se- Cis Pro

180 195 190
val Cis Trp Arg Clin Fan Trp Val Gln ¥Wal Leu Leu Ala
145 205
Val Pro Leu Leu Leu Ala Tre Leu fTre i

215 200

Wig Cis Trp Pro His Lis Pro Leu Val iWre Glu &ala GLi
230 i35 240
Glu Aia Zeu Tre Pro Pro Pro Ala Tre His Pro Asp
4 2350 255
Ala His Pre Leu 2la Pro Pro Asp Ser Ser Glu Li:;, Ile (is
260 285 270

Asn Ser Trp Tre Pro Gli Tir Pro Glu Tre

Tre ¥&l Gln Leu Vai

[\
[$a)
=
@
peid
)
o]
(s

zln &lu Ala Leu Cis Gln Tre Yrp Ser Trp Asp Gln Leu Pro
290 295 3¢9
Ser Ala G511 Pro Ale Aia 2Alz Pro Tre leu Ser Prc &Glu Ser

308 310 315 320

Pro #&ia Gli Ser Prce Ala Met Met Leu Gin Pz¢c Gli Pro Gln Tir

~

Met Asp ARla Val Pro Ala Arg Trp Lis Glu Fen Val Arg

343 245

e
4}
I

<
)

Leu Leu Arg Glu Ala Glu 1le Glu Ala Val GClu

360 365

Arg Y¥en Arg Asp Gln Gln Tir Zlu Met Leu Lis Arg Trp Arg Gin

373 375 380

Tir A?a &Ala Leu Giu Arg

Lad

=
<
Ll
D
Sy
b
Lo
<

3
n

ot
[

Leu asp Gli

Asp Ser Arg Leu Gln Arg

405 410 415

»
o
=
frin
I
=
12
o

Pro Ala




Pro Cis G1i Asn
Ala
Asp Giu Ala Ser

520

Val Ser
545
Gli Leu His
hsp Cis Gli Tre
580
Val Ser Cis Pro
595
Ala Val Cis Gl1i
610

His Tre

675

Ser Leu Val Cis Pro Gin Asp Tre

485

By
[
ju ]

505 EESy

Gln i Asn Cis Ser Ala val
5z¢C 525
Cis Pro Gli Trp Fen Val Glu
535 540
Ser Pro Fen Tir Cis Gin Pro Cis Leu
550 555
Arg His Tre ARrg Leu Leu Cis

Ciz Leu Pro Gli Fen Tir Giu His Gli Aso
585 590
Tre Ser Tre Ser Cis Pro Glu Arg
600 605
Tro Arg Gln Met Fen Trp Gln Val Leu
615 620
Pro Leu Leu Gli Rla Tre

Tre Pro Prc #is Leu Ser
570
Asp Ser Lis
680 685

[ES]

Cis

@]
Pt
[#4]



Leu Cig Pro Gln

-
05

Ser Arg Ale G1li Pro Alas

733

Ser Pro Ala Mat Met Pro

Asp Val Met Asp Ala Pro Ala Arg Arg Trp Lis

[

Gli Leu Arg Giu Ala Glu Il

773

Gli Arg Fen Arxg Asp Cln Cln Tir Glu Met Leu Lis Arg 7 Gln
785 750
Glu 5lu Pro & G1li Leu L1 Ala val Tir Leu & 8

jon]
(o)
(@3]
(o5}
-
<
[¢e)
-
n

G.1i Leu Asp G1i Cis Val

820 825 8

Gln Arg Gli

&
o

Asp Leu Arg Ser Arg Le

[
= -

DAL: simples




A SEQ ID N°. 7:

Y

(A) COMPRIMENTO: 339 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ESTRUTURA- HELICOIDAL: simples
{(Dj TOPOLOGIA: linear

(14) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(xiy DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID N°. 7:

LCHACGAGAS TCTCAGCAM

TCECEECIGAG &

TCETCTHTEN

ACTCCCCAGG GGAGGCACAG TGTCTCUTGG TGAGTTIGGEE ACAGGCCCTT

6]

{A) COMPRIMENTO: 28 pares de base
(B} TIPC: acido nuc_.eico

{C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples



(D} TOROLOGIA: linear

TIPO DE MCOLECULA: ADN (gendmico)

(2) INFORMACAO CARA A SEQ ID N°. 9:

COMPRIMENTO: 36 pares de bases
(B} TIPO: acido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
{D} TOPOLOGIA: linear
TIPO DE MOLECULA: ADN (gendémico)

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID N°. 9:

GCGGGATCCG CCATCATGGC GCCACCACCA GCTAGA

(2) INFORMAZAC PARA A SEQ ID N°. 10:

(A) COMPRIMENTO: 33 pares de bases
(B) TIPC: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

linear

9}
9]
[
(a)
(98]

(2)




(B} 5 nucleilco
(C) HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(11) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico!
(xi » DA SEQUENCIA: SEQ ID N°. 11:
GCGGGATCCT CRATTATGTC CATTGCCTG 29

Lisboa, 2 de Agosto de 2007



REIVISDICALSRS

Molécula de dcido nucleico caracterizada pelo facto de
compreender uma sequéncia de nucledtidos seleccionada no

grupo que consiste em:

(a) uma sequéncia de nucledtidos que codifica o
polipéptido do IDM4, de comprimento completo, que
compreende a sequéncia de aminodcidos completa da

SEQ ID N°. 2, incluindo a sequéncia lider prevista;

(b) uma sequéncia de nucledtidos que codifica o poli-
péptido do DM4, de comprimento completo, que
compreende a sequéncia de aminodcidos completa da
SEQ ID N°. 2, incluindo a sequéncia lider prevista,

mas a gue falta a metionina do terminal amino;

(c) uma sequéncia de nucledtidos que codifica o poli-
péptido de DM4 maduro (polipéptido de comprimento
completo com a sequéncia 1lider eliminada) gque
compreende a sequéncia de aminodcidos nas posicdes
proximas de 24 até as proéximas de 468 da SEQ ID N°.

2;

(d) uma sequéncia de nucledtidos que codifica o poli-
péptido do DM4, de comprimento completo, que

compreende a sequéncia de aminodcidos, incluindo a

sequéncia lider codificada pelo clone do

contido no depdsito n® 357853 da ATCC;

(e) uma sequéncia de nucledtidos que codifica o poli-
péptido do DM4, de comprimento completo, que
compreende a seguéncia completa de amincdcidos,

incluindo a sequéncia lider mas a dque falta a



ir

de

L

B

metionina do terminal amino codificada peio eione

do ADNc contido no depdsito n® 897853 da ATCG;

o poli-

maduro do DM4, que compreende a sequéncia

pelo clone do ADNc

extracelular i3 DM4, que compreende a sequéncia de
aminodcidos nas posigdes proximas de 24 até 3as
préoximas de 238 da SEQ ID N°. 2 ou conforme
codificadas pelo clone do depésito n® 97853 da

ATCC;

uma sequéncia de nucledtidos que codifica ¢ dominio
da  trangrnembrana do DM4, que compreende a
sequéncia de aminocdcidos nas posigbes préximes de

239

as proximas de 264 da SEQ ID N°. 2 ou
conforme codificadas pelo clone do depésito n®

97853 da ATICC;

uma sequéncia de nucledtidos que codifica o dominio

intracelular do DM4, que compreende a sequéncia de

aminodcidos nas posicdes proximas de 265
proximas de 468 da SEQ ID N°. 2 ou conforme
codificadas pelo clone do depdsito n® 87853 da

ATCC:

idog nucleicos que compreende a

e wn
b W', &

e

depdsito

b
b




o
o
=
I
n
D
I-Q
jo
»
3
O
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j$
O,
[
&3}
9]
o
Q.
O
n

nucleicos que compreende a
sequéncia de nucledtidos da SEQ ID N°. 1 que
codifica o polipéptide <> DM4 que comporta a

sequéncia de 2 a 468 da

uma sequéncia de acidos nucleicos gue compreende a

secuéncla de nucledtidos da SEQ ID M°., 1 que

codifica o dominio extracelulzr do polipéptido
DM4 que comporta a secuéncia de aminodcideos desde

cerca de 24 até cerca de 238 da SEQ ILD N°. 2;

(my uma sequéncia de nucledtidos que codifica  um
polipéptido  que compreende a sequéncia de
amincacidos dos residucs n a 468 da SEQ ID N°. 2,
em que ¢ simbolo n representa um numero inteiro no

intervalo de 1 a 132;

(n} uma sequéncia de nucledtidos que codifica um
polipéptido que compreende a sequéncia de
amincacidos dos residucs 1 a m da SEQ ID N°., 2, em
que o simboloc m representa um nUmero inteiro no

intervalo de 222 a 4588;

(o) uma seguéncia de nucledtidog que codifica

a sequéncia de
aminocdcidos que consiste nos residucs n a m da SEQ
2)

em gue 08 simbolos 1 & nm

(m)

completa



clone de ADNc do depdsito n® 97853 da ATCC, em que
1

(O]

a cerca de 1

uma seguéncia de nucledétidos que codifica um
polipéptido que consiste numa porcédo da sequéncia
completa de amincécidos de DOM4 codificada pelo
clone de ADNc contide no depbsite n® 97853 da
ATCC, em que a referida porcdo exclui de 1 a cerca
de 249 amirnoacidos da terminacdo carboxi da
referida sequéncia completa de aminodcidog
codificada pelo clone de ADNc contide no depédsito

n°® §7853 da ATCC;

(r) una sequéncia de nucledtidos que codifica um
volipéptido que consiste numa porcio da sequéncia
completa de aminocacidos de DM4 codificada pelo
clone de ADNc contido no depdsito n° 97853 da
ATCC, em que a referida porgd3c Inclui uma
cembinacdo de qualquer uma das eliminacées do

terminal amine ou do terminal carboxi nas (p! =

(g) anteriores;

sequéncia de que & pelo menos 95

% idéntica a uma sequéncia de nuc_edtidos conforme
foi definido por (a) a ir: e que codifica um

de DM4;

(i) uma seguéncia de nucledtidos que é pelo menos 95

% 1idéntica a uma

polipéptido




€N

codifica um polipeptido que tem actividade da

proteina de DM4;

(u) uma sequéncia de nucledtidos que codifica um

v para pelo menocs

de DM4 que ¢&,
uma substituicdc conservadolia de aminodcido, um
polipéptido codificado pela sequéncia de

nuclsdtidos de qualquer umz das {(a) a (x); e

(v) uma sequéncia de nucledtidos que hibrida, em
condictes de nibridacéc severas, com  uma

seqguéncia de nucledtidos conforme definido por

em que a referida seguéncia de
nucledtidos que hibrida, nao hibrida em
condicbdes de hibridacéo severas com um
polinucledétido que tem uma  sequéncia  de
nucledétidos que consiste apenas em residuos A ou
em apenas residuos T; e em que a referida
sequéncia de nucledticos codifica um polipeptido
gque e capaz de se ligar a ligandos que induzem a
apoptose relacionada com o FNT JLIART; TRAIL na

lingua inglesa)

ou a estrutura helicoidal complementar desse polinuclet-

tido.

Molécula de dcido nucleico, caracterizada pelo facto de
compreender um polinucledtido que codifica a sequéncia

de amincdcidos de wuma porgac do polipéptido de DM4

ligade a um epitopc e que comporta uma sequéncia de

gue a

esteja



....... RESW Gln Val Leu Ser Leu ) Ser Gli Pro Agp
Ser Ser Ala Ser Glu Leu Sei Pro Asn Ser Ser Gii Cis
20 25 33
3 Pro 2la Leu Met Leu Fen Fen Asp Lis Fern
35 40 45
Tile el Pro ®en Hap Ser Trp Asp Gin Geten o EERT 0 Emaw o iliay Heem
Tre Lis Ban 3in Iie val Val Arg Ala ala Gli
Bsp Ala Lel Bet bE Met Lis TIp Wad R Lax
kit
Asn Ser Ile Tre Leu e Asp Ala Lea Glu Arg e
160 105 110
His Ala Li Glu Lis ile Gln BgD Leu Wal Asp 3er
115 120 125
Fen Iie Tir Leu Zlu Bap Gl Tre Gl Sex Leu
130 135

Molécula de dcido nucleico, de acordo com a reivindicacéo

2, caracterizada pelo facto de codificar uma porgdo de um

iy

o
%

polipéptido de que se liga a wu epilopo em que a
sequéncia de aminocdcidos da referida porgdc se selecciona
no grupo gue consiste em: um polipéptido que compreende
os residuos de aminocacidos desde cerca do 35 até cerca do
92 da SEQ ID NO. 2, um polipéptido que compreende os
residuocs de aminocdcidos desde cerca do 114 ate cerca do
i60 da SEQ ID NO. 2, um polipéptidc que compresnde o0s

desde cerca do 1606 até cerca

de acido nucleico de acordo com uma gualquer

das reivindicacgbes 1 a 3, caracterizada peloc facto de

7Ty

ser ADN ou ARN.




Processo para produzir vector, caracterizado pelo
facte de compreender a insercdc, no vecrtor, de uma
molécula de 4dcido nucleico, de acordo com uma qualguer

das reivindicacdes 7 a 4.

caracterizado ©pele facto de compreender a

qualquer

dcido nucleico, de accrdo com
das reivindicagdes 1 a 4 ou produzida pelo processo de

acordo com a reivindicacdc 5.

Processo de produgdaoc de uma célula hospedeira,
caracterizado pelo facto de compreender a introducao do
vector, de acordo com a reivindicacgdo 6, numa célula

hospedeira.

Célula hospedeira, caracterizada pelo facto de
compreender a molécula de 4dcido nucleico de acordo com

4 ou o vector de

ura qualquer das reividic
acordo com a reivindicac&c 6 ou produzida de acordo com

0 processo da reivindicagao 7.

Processo para a producac de um polipéptido de DM4,
caracterizado pelo facto de compreender a cultura da
célula hospedeira, de acordo com a reivindicacgdo 8§, em
condigBes tais que o referido polipéptido é expresso e

.

se recupera o referido polipéptido.

h

Polipéptide, caracterizado factoc de comportar a

sequéncia de aminocécidos ada pela moiécula de

de acordo 1 ou que

se pode obter por meisc ao processo e acordo com &

9,




1i.

12.

li.

14.

15.

16.

Peclipéptido caracterizado pelc facto de compreender

t
o)
S

porcio da proteina de DM4 produzida por um epitopo
gque a referida porgic € codificada pela molécula de

acico nucleico de acordo com a reivindicacdo 2 ou 3.

Anticorpc, caracterizado pelo facto de se ligar
especificamente ac polipéptid: de acerdo com A

reivindicacgdo 10 ou 11.

anti-paralela (antisense) caracterizada pelo
facte de ser capaz de controlar a expressao do
polipéptido de acorde com a reivindicacgac 10 ou 11,
hibridardo especificamente & referida molécula anti-
paralela com a molécula de dcido nucleico de acordo com

uma qualquer das reivindicagbes I a 4.

Agonista do polipéptido de acordo com as reivindicagdes
10 ou 11, caracterizado pelo facto de ser um anticorpo
de acordo com a reivindicagdo 12, capaz de aumentar a

actividade apoptoica do referido polipéptido.

Composicao farmacéutica, caracterizada pelo facto de
compreender o polipéptido de acordo com a reivindicacdo
10 ou 11, o anticorpo de acorde com a reivindicagdo 12,
o agonista de acordo com a reivindicacde 14 ou c
antagonista de acorde com a <reivindicacidc 13

e
eventualmente, um veiculo aceitdvel sob o ponto de vista

s

caracterizade pelco facto de

nucleico de acordo com

Ges 1 a 4 ou um anticcrpo de

fot
)
ja3]
€02

gualguer das relvindi

b
[N

acordo com a



G
=

ot
-

Processo para rastrear um antagonista un dgonista do

lipéptido de acordo com as

3
e}

1
hat 4

facto de

i& hospedeira de acordo =

condicdes tais gque ¢ referido polipéptido

fazendo contactar a referida célula hospedeira com

composto candidaeto e um ligando <com o referido

polipéptido, ensaiando uma resposta celular e

3

a resposta ensaiada com wra resposta celular quando a
referida célula hospedeira contacta apenas com 0

referido ligando.

Lisboa, 2 de Agosto de 2007



10 30 50
TTQGGGCACGAGGGCAGGATGGCGCCACCACCAGCTAGAGTACATCTA?GTGLGTTCC G

AGCAAAGTGTGGGGCTCTTCCGCGGGuAGGATTGAACCACGAGGCGGGGGCCCAGGAGCG
S KV WGSSAGRIEPRGGGRGA
190 210 230
CTCCCTACCTCCATGGGACAGCACGGACCCAGTGCCCGRGCCCGRGCAGGLLGCGLCCCA
L PT SMGQHGPSARARAGRATP
250 270 290
GGACCCAGGCCGGCGCRGGAAGCCAGCCCTCAECTCCGRGTCCACAAGACCTTCAAGTTT
GPRPAREASPRLRVYVHKTFKHF
310 330 350
GTCGTCGTCGGEGTCCTGCTGCAGGTCGTACCTAGCTCAGCTGCAACCATCAAACTTCAT
vvvGegyvLiLLQVVYPSSAATIKLH
370 390 410
GATCAATCAATTGGCACACAGCAATGGGAACATAGCCCTTTGGGAGAGTTGTGTCCACCA
DQS I GTQQWEHSPLGELTCPP
430 450 470
GGATCTCATAGATCAGAACGTCCTGGAGCCTGTAACCGGTGCACAGAGGGTGTGEGTTAC
G SHRSERPGACNRCTEGVGY
4% S10 53
ACCAATGCTTCCAACAATTTGTTTGCTTGCCTCCCATGTACAGCTTGTAAATCAGATGAA
T NASNNLFACLPCTACKSTSTDE
550 570 590
GAAGAGAGAAGTCCCTGCACCACGACCAGGAACACAGCATGTCAGTGCAAACCAGGAACT
EERSPCTTTRNTACQCOCKTPGT
610 630 650
TTCCGGAATGACAATTCTGCTGAGATGTGCCGRAAGTGCAGCACAGGGTGCCCCAGAGRG
FRNDNSAEMCRKCSTGCPRG
670 690 710
ATGGTCAAGGTCAAGGATTGTACGCCCTGRAGTGACATCGAGTGTGTCCACAAGAATCA
MY K VKDCTPWSDIECVHEKES
730 750 770
GGCAATGGACATAATATATGGGTGATTTTGGTTGTGACTTTGGTTGTTCCGTTGCTGTTG
G NGHNTIWVYI L vV VT LV V P L L L
etk o S B &
790 820 830
GTéGQTGTGCTGATTGTCTGTTGTTGCATCaGCTCAGGTTGTGGAGGGGACCCCAAUTGC
v AV L T v CCCcC 1 G S a C G 6D P KC

W R R R A R RS R N e ey B R




850 870 89¢

&“\Qf‘;‘%ﬁ \c\\: Ny b Wr ‘ ! T‘ 1\5 EM?\W\EPT ?wa;v LA f 1&;\ ‘\a\‘&(:hmf‘{ mwl&}\&fk:
M D R V C F W R L G L L R G P G AE DN
910 930 950

GCTCACAACGAGATTCTGAGCAACGCAGACTCGCTGTCCACTTTCRTCTCTGAGCAGCAA
AHNETLSNADSLSTFVSEIQRQQ

578 930 1010
\lt 2] "é’\\'}'& 54:!1:\\3&\};\1\ \I\,. mt 3 ‘l {‘ T 3 E *\L Q\{ 34 E \ & i ’i & IH il \.*"-\\"z\& @{:*{:\‘&
M ES QE P A D L TGY T V QS PG E A
1030 1050 1070

CAGTGTCTGCTGLGACCGGCAGAAGCTGAAGEGTCTCAGAGGAGGAGBCTGCTGRTTLCA
gcLLEPAEAEGSOGRRRLLVEP
1090 1110 1130
GCAAATGGTGCTGACCCCACTGAGACTCTGATGCTGTTCTTTGACAAGTTTGCAAACATC
ANGADPTETLMLFFDKFANI
1150 1170 1130
GTGCCCTTTGACTCCTGGEACCAGCTCATOAGECAGCTERACC TCACHARAARTGAGATC
VP FDSWDQLMRGLDLTEREI
1210 1230 1250
GATGTGGTCAGAGCTGGRTACAGCAGGLCCAGGGCATGCCT TGTATGCAATGCTGATGAAA
DVVRAGTAGPGD ALY AMILMEK
1270 1290 1310
TOEGTCAACAARAT TERADGRARTRUCTCOA TCCALACCO TR TRRATRIC TTGRAG
WVvVHNETGRNASIHRTLLDALTE R
1330 1350 1370
ATGGAAGAGAGACATGLASRAGAGAAGATTCAGBACCTCTTGL TEGACTCTGRALRATTL

MEERHKHAKERTIGDHLLYDSEERFE

1390 1410 1430
ATCTACTTAGAAGATGGCACAGGCTCTGCCRTATCOTTORAGTRARSRAETLTYITTALY
[ YLEDGTFSAVSLE

1450 1470 1491)
AGAGGTTTCCTCTTAGGTGTTAGGAGT TAATACATATTAGETTTTTTTTTTTTTTAACAT

1510 1530 1550
GTATACAAAGTAAATTCTTAGCCACBTGTATTGGCTCCTGCCTGTAA;CCCATCAﬁTTTG

1570 1590 163
GGAGGCTGACGCCGGTGGATCCACTTGAGGTCCGAAGTTCCAAGACCAGCCCTGAALCAA

1630 RN 1670
e R T A T R R U T T T A A A S AT A A A T T AR TR TR TERTR
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