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RESUMO
“UCP4”

O presente invento refere-se a novos polipéptidos com
homologia com determinadas proteinas de desacoplamento (“UCP”)
humanas e a moléculas de &4cido nucleico gque codificam esses
polipéptidos. Também se proporcionam aqui vectores e células
hospedeiras incluindo essas sequéncias de acido nucleico,
moléculas polipeptidicas quiméricas incluindo os polipéptidos
do presente invento fundidos com sequéncias polipeptidicas
heterdlogas, anticorpos que ligam os polipéptidos do presente
invento e métodos para produzir os polipéptidos do presente
invento.
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DESCRICAOQ
“UCP4”

CAMPO DO INVENTO

0 presente invento refere-se na generalidade a
identificacdo e isolamento de novos ADN com homologia com
determinadas proteinas de desacoplamento humanas e a producédo
recombinante de novos polipéptidos, aqui denominados “proteina
de desacoplamento 4” ou “UCP4”.

ANTECEDENTES DO INVENTO

As proteinas de desacoplamento ou “UCP”, gque se pensa gque
desempenham um papel no processo metabdlico, tém sido
relatadas na literatura. As UCP foram inicialmente detectadas
e descritas em adipdcitos castanhos de animais hibernantes,
tais como ursos. Pensa-se que as UCP auxiliam estes
hibernantes e outros animais adaptados a climas frios a manter
as temperaturas corporais em climas frios por aumento da sua
taxa metabdlica do corpo em repouso. Dado que oS seres humanos
possuem quantidades relativamente pequenas de tecido adiposo
castanho, pensou-se originalmente que as UCP desempenhavam um
papel pouco relevante no metabolismo humano.

Actualmente encontram-se descritas varias proteinas de
desacoplamento humanas diferentes. [Consultar, na
generalidade, Gura, Science, 280: 1369-1370 (1998)]. A
proteina de desacoplamento humana denominada  UCP1 foi
identificada por Nicholls et al. Nicholls et al. demonstraram
que a membrana interna de mitocdndrias de adipdcitos castanhos
era muito permeéavel a proteinas e 0s investigadores
relacionaram a permeabilidade observada com uma proteina,
denominada UCPl, na membrana das mitocdndrias. Nicholls et al.
relataram que a UCPl, criando tal permeabilidade, reduz o
nimero de ATP que pode ser produzido a partir de uma fonte
alimentar, aumentando assim a taxa metabdlica corporal e
gerando calor. [Nicholls et al., Physiol. Rev., 64, 1-64
(1984) 1.
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Mais tarde verificou-se que a UCPl é de facto expressa
apenas no tecido adiposo castanho [Bouillaud et al., Proc.
Natl. Acad. Sci., 82:445-448 (1985); Jacobsson et al., J.
Biol. Chem., 260:16250-16254 (1985)]. Demonstrou-se através de
estudos de mapeamento genético que o gene da UCPl humano se
localiza no cromossoma 4. [Cassard et al., J. Cell. Biochem.,
43:255-264 (1990)].

Também foi descrita outra UCP humana, denominada UCPH ou
UCP2. [Gimeno et al., Diabetes, 46:900-906 (1997); Fleury et
al., Nat. Genet., 15:269-272 (1997); Boss et al., FEBS
Letters, 408:39-42 (1997); consultar também, Wolf, Nutr. Rev.,
55:178-179 (1997)]. Fleury et al. informam que a proteina UCP2
apresenta 59% de identidade de aminoédcidos com UCPl e que a
UCP2 se localiza em regides do cromossoma 11 humano gue tinham
sido relacionadas com hiperinsulinemia e obesidade. [Fleury et

al., supral. Foi também relatado que a UCP2 & expressa em
varios tecidos de adulto, tals como células cerebrais,
musculares e gordas. [Gimeno et al., supra e Fleury et al.,
supral .

Foi descrita recentemente uma terceira UCP humana, UCP3,
em Boss et al., supra; Vidal-Puig et al., Biochem. Biophys.
Res. Comm., 235:79-82 (1997); Solanes et al., J. Biol. Chem.,
272:25433-254306 (1997); e Gong et al., J. Biol. Chem.,
272:24129-24132 (1997). [Consultar também Patente do Reino
Unido N.° 9716880] . Solanes et al. relataram que,
contrariamente a Uucpl e a UCP2, a UCP3 é expressa
preferivelmente em musculo-esquelético humano e que o gene de
UCP3 se localiza no cromossoma 11 humano, adjacente ao gene de
UCP2. [Solanes et al., supral. Gong et al. descrevem gue a
expressdo de UCP3 pode ser regulada por estimulos termogénicos
conhecidos, tais como hormona da tirdide, agonistas
adrenérgicos beta3 e leptina. [Gong et al., supra].

RESUMO DO INVENTO

Foi identificado um clone de ADNc (DNA77568-1626), com
determinadas homologias com algumas proteinas de
desacoplamento humanas conhecidas, gque codifica um novo
polipéptido, denominado no presente pedido como “UCP4”.
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Numa concretizacdo, o invento proporciona uma molécula de
dcido nucleico isolada incluindo ADN que <codifica um
polipéptido UCPA4.

Num aspecto, o acido nucleico isolado inclui (a) ADN que
codifica um polipéptido UCP4 e com pelo menos 80% de
identidade de sequéncia, preferivelmente pelo menos 85% de
identidade de sequéncia, com maior preferéncia pelo menos 90%
de identidade de sequéncia e com a maior preferéncia pelo
menos 95% de identidade de sequéncia com uma molécula de ADN
que codifica um polipéptido UCP4 incluindo a sequéncia de
residuos de aminoédcidos de 1 a 323, inclusive da figura 1 (SEQ
ID NO:1) ou (b) o complementar da molécula de ADN de (a).

Noutro aspecto, o invento refere-se a uma molécula de
dcido nucleico isolada que <codifica um polipéptido UCP4
incluindo ADN que hibrida com o complementar do acido nucleico
entre os nucledétidos 40 e 1011 inclusive, da figura 2 (SEQ ID
NO:2). Preferivelmente, a hibridacdo ocorre em condic¢des de
hibridacdo e lavagem rigorosas.

Num aspecto adicional, o invento refere-se a uma molécula
de 4cido nucleico isolada incluindo (a) ADN que codifica um
polipéptido UCP4 e com pelo menos 80% de identidade de
sequéncia, preferivelmente pelo menos 85% de identidade de
sequéncia, com maior preferéncia pelo menos 90% de identidade
de sequéncia, com a maior preferéncia pelo menos 95% de
identidade de sequéncia com uma molécula de ADN que codifica o
mesmo polipéptido maduro codificado pelo ADNc no depdsito ATCC
N.° 203134, ou (b) o complementar da molécula de ADN de (a).
Numa concretizacdo preferida, o &cido nucleico inclui um ADN
que codifica o mesmo polipéptido maduro codificado pelo ADNc
no depdsito ATCC N.° 203134.

Ainda num aspecto adicional, o invento refere-se a uma
molécula de 4&cido nucleico isolada incluindo (a) ADN gue
codifica um polipéptido UCP4 com pelo menos 80% de identidade
de sequéncia, preferivelmente pelo menos 85% de identidade de
sequéncia, com maior preferéncia pelo menos cerca de 90% de
identidade de sequéncia, com a maior preferéncia pelo menos
95% de identidade de sequéncia com a sequéncia de residuos de
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aminodcidos de 1 a 323, inclusive da figura 1 (SEQ ID NO:1),
ou o complementar do ADN de (a).

O fasciculo revela uma molécula de &cido nucleico isolada
incluindo (a) ADN que codifica um polipéptido que apresenta
uma pontuacdo de pelo menos cerca de 80% de positivos,
preferivelmente pelo menos cerca de 85% de positivos, com
maior preferéncia pelo menos cerca de 90% de positivos, com a
maior preferéncia pelo menos cerca de 95% de positivos quando
comparada com a sequéncia de aminoacidos dos residuos 1 a
cerca de 323, inclusive da figura 1 (SEQ ID NO:1), ou (b) o
complementar do ADN de (a).

O fasciculo também revela fragmentos da sequéncia de
codificacdo de UCP4, que sdo suficientemente longos para serem
utilizados como sondas de hibridacdo. Preferivelmente, tais
fragmentos contém pelo menos cerca de 20 a cerca de 80 bases
consecutivas incluidas na sequéncia da figura 2 (SEQ ID NO:2).
Opcionalmente, tais fragmentos incluem o terminal N ou o
terminal C da sequéncia da figura 2 (SEQ ID NO:2).

Noutra concretizacdo, o invento proporciona um vector
incluindo ADN que codifica UCP4 ou suas variantes. O vector
pode incluir qualquer das moléculas de &cido nucleico isoladas
aqui definidas acima.

Também se proporciona uma célula hospedeira incluindo tal
vector. Como exemplo, as células hospedeiras podem ser células
CHO, E. coli ou levedura. Proporciona-se ainda um processo
para produzir polipéptidos UCP4 e inclui cultura de células
hospedeiras em condic¢cdes adequadas para expressdo de UCP4 e
recuperacdo de UCP4 da cultura celular.

Noutra concretizacdao, o invento proporciona um
polipéptido UCP4 isolado codificado por qualqgquer das
sequéncias de acido nucleico isoladas aqui definidas acima.

Num aspecto especifico, o invento proporciona a sequéncia
de um polipéptido UCP4 nativa isolada, que numa concretizacéo
inclui uma sequéncia de aminocdcidos incluindo os residuos 1 a
323 da figura 1 (SEQ ID NO:1).
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Noutro aspecto, o invento refere-se a um polipéptido UCP4
isolado, incluindo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos
80% de identidade de sequéncia, preferivelmente pelo menos 85%
de identidade de sequéncia, com maior preferéncia pelo menos
90% de identidade de sequéncia, com a maior preferéncia pelo
menos 95% de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminoacidos de residuos 1 a <cerca de 323, inclusive da
figura 1 (SEQ ID NO:1).

O fasciculo também revela um polipéptido UCP4 isolado,
incluindo uma sequéncia de aminodcidos pontuada com pelo menos
cerca de 80% de positivos, preferivelmente pelo menos cerca de
85% de positivos, com maior preferéncia pelo menos cerca de
90% de positivos, com a maior preferéncia pelo menos cerca de
95% de positivos quando comparada com a sequéncia de
aminoacidos dos residuos 1 a 323 da figura 1 (SEQ ID NO:1).

O fasciculo também revela um polipéptido UCP4 isolado,
incluindo a sequéncia de aminoacidos de residuos 1 a cerca de
323, inclusive da figura 1 (SEQ ID NO:1), ou um seu fragmento
suficiente para, por exemplo, proporcionar um local de ligacéo
para um anticorpo anti-UCP4. Preferivelmente, o fragmento de
UCP4 retém pelo menos uma actividade Dbioldgica de um
polipéptido UCP4 nativo.

Ainda num aspecto adicional, o invento proporciona um
polipéptido UCP4 produzido por (i) hibridacdo de uma molécula
de ADN de ensaio em condig¢des rigorosas com (a) uma molécula
de ADN qgue codifica um polipéptido UCP4 com a sequéncia de
aminodcido de residuos de 1 a 323, inclusive da figura 1 (SEQ
ID NO:1), ou (b) o complementar da molécula de ADN de (a) e se
a molécula de ADN de ensaio tem pelo menos 80% de identidade
de sequéncia, preferivelmente pelo menos 85% de identidade de
sequéncia, com maior preferéncia pelo menos 90% de identidade
de sequéncia, com a maior preferéncia pelo menos 95% de
identidade de sequéncia com (a) ou (b), (ii) cultura de uma
célula hospedeira incluindo a molécula de ADN de ensaio em
condicdes adequadas para expressdo do polipéptido e (iii)
recuperacdo do polipéptido da cultura celular.

Noutra concretizacdo, o invento proporciona moléculas
quiméricas incluindo um polipéptido UCP4 fundido a um
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polipéptido ou sequéncia de aminocdcidos heterdlogos. Um
exemplo de tal molécula quimérica inclui um polipéptido UCP4
fundido a uma sequéncia de marcacdo de epitopo ou uma regido

Fc de uma imunoglobulina.

Noutra concretizagdo, o invento proporciona um anticorpo
que liga especificamente o polipéptido UCP4. Opcionalmente, o
anticorpo é um anticorpo monoclonal.

O fasciculo releva agonistas e antagonistas de um
polipéptido UCP4 nativo. Numa concretizacdo particular, o
agonista ou antagonista é um anticorpo anti-UCP4.

Numa concretizacdo adicional, o invento refere-se a um
método de identificacdo de agonistas ou antagonistas de um
polipéptido UCP4 nativo, incluindo pbdr em contacto o
polipéptido UCP4 nativo com uma molécula candidata e
monitorizar a actividade pretendida. O fasciculo revela
métodos terapéuticos e métodos de diagndstico utilizando UCP4.

O fasciculo também revela uma composicdo incluindo um
polipéptido UCP4, ou um agonista ou antagonista tal como aqui

definido acima, em combinacdo com um transportador.

DESCRICAO SUCINTA DOS ESQUEMAS

A figura 1 apresenta a sequéncia de aminodcidos derivada
de uma sequéncia de UCP4 nativa.

A figura 2 apresenta a sequéncia nucleotidica de um ADNc
que codifica a sequéncia de UCP4 nativa.

A figura 3 apresenta um alinhamento de sequéncia de
aminoadcidos de UCP4 com outras proteinas de desacoplamento
conhecidas, UCPl (SEQ ID NO:16), UCP2 (SEQ ID NO:17) e UCP3
(SEQ ID NO:18). Apresentam-se o0s seis supostos dominios
transmembranares e encontram-se sublinhados (e marcados I a
VI, respectivamente). 0s asteriscos (*) apresentados por baixo
da sequéncia de proteina indicam trés (3) supostos motivos de
proteina de transporte mitocondrial. Encontra-se duplamente
sublinhado um suposto dominio de ligacdo de nucledtido.
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As figuras 4A-4H apresentam os resultados de andlise de
transferéncia de “Northern”. Ensaiaram-se tecidos de humano
adulto e tecidos de cérebro humano (Clontech), além de
leucédbcitos de sangue periférico (PBL), células de cancro e
tecidos fetais com ADNc de UCP,. As figuras ilustram qgue o
produto de transcricdo de UCP4 foi detectado em tecidos de
cérebro humano, medula espinal, medula, corpo <caloso e
substancia negra.

As figuras bLA-5B apresentam os resultados de ensaios 1in
vitro efectuados para determinar os efeitos de expressdo de
UCP4 no potencial de membrana mitocondrial.

As figuras 6A-6F apresentam os resultados de ensaios in
vitro efectuados para determinar a localizacdo subcelular de
UCP4.

A figura 7 apresenta uma sequéncia de “ADN de partida”
montada a partir de sequéncias EST seleccionadas.

As figuras 8A-8C apresentam os resultados de ensaios in
vitro efectuados para determinar o efeito do consumo de
alimentos na expressido de ARNm de UCP4.

As figuras 9A-9D apresentam os resultados de ensaios 1in
vitro efectuados para determinar o efeito do consumo de
gorduras na expressdo de ARNm de UCP4.

As figuras 10A-10G apresentam os resultados de ensaios in
vitro efectuados para determinar o efeito de stress de

temperatura na expressdo de ARNm de UCP4.

DESCRICAO DETALHADA DAS CONCRETIZACOES PREFERIDAS

I. Definicdes

As expressdes “polipéptido UCP4”, “proteina UCP4” e
“UCP4” quando aqui utilizadas abrangem UCP4 de sequéncia
nativa e variantes de UCP4 (que s&do aqui definidas
adicionalmente). A UCP4 pode ser isolada de véarias fontes,
tais como tipos de tecidos humanos ou de outra fonte, ou
preparada por métodos recombinantes e/ou sintéticos.
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Uma “sequéncia de UCP4 nativa” inclui um polipéptido com
a mesma sequéncia de aminodcidos de uma UCP4 derivada da
natureza. Tal sequéncia de UCP4 nativa pode ser isolada da
natureza ou pode ser produzida por meios recombinantes e/ou
sintéticos. A expressdo “sequéncia de UCP4 nativa” abrange
especificamente formas truncadas ou soluveis de ocorréncia
natural, formas variantes de ocorréncia natural (por exemplo,
formas de splicing alternativo) e variantes alélicas de
ocorréncia natural de UCP4. Numa concretizacdo do invento, a
sequéncia de UCP4 nativa é uma sequéncia de UCP4 nativa madura
ou de comprimento completo incluindo os aminodcidos 1 a 323 da
figura 1 (SEQ ID NO:1).

“Wariante de UCP4” significa qualquer outra sequéncia
diferente da sequéncia de UCP4 nativa e inclui UCP4 com pelo
menos cerca de 80% de identidade de sequéncia de aminoécidos
com a sequéncia de aminoédcidos incluindo os residuos 1 a 323
da sequéncia polipeptidica de UCP4 apresentada na figura 1
(SEQ ID NO:1). Tais variantes de UCP4 incluem, por exemplo,
polipéptidos UCP4 em que se adicionam ou eliminam um ou mais
residuos de aminodcidos no terminal N ou C, bem como dentro de
um ou mais dominios internos, da sequéncia da figura 1 (SEQ ID
NO:1). Usualmente, uma variante de UCP4 terd pelo menos cerca
de 80% de identidade de sequéncia de aminoacidos, com maior
preferéncia pelo menos cerca de 85% de identidade de sequéncia
de aminodcidos, ainda com maior preferéncia pelo menos cerca
de 90% de identidade de sequéncia de aminodcidos e com a maior
preferéncia pelo menos cerca de 95% de identidade de sequéncia
com a sequéncia de aminocédcidos incluindo os residuos 1 a 323
da figura 1 (SEQ ID NO:1).

Define-se “percentagem (%) de identidade de sequéncia de
aminodcidos” relativamente as sequéncias de UCP4 aqui
identificadas como a percentagem de residuos de aminoacidos
numa sequéncia candidata que s&o idénticos aos residuos de
aminodcidos na sequéncia de UCP4;, apds alinhamento das
sequéncias e introducdo de intervalos, caso necessario, para
atingir a percentagem maxima de identidade de sequéncia e sem
considerar quaisquer substituicdes conservativas como parte da
identidade de sequéncia. A % de identidade pode ser
determinada por WU-BLAST-2, obtido de [Altschul et al.,
Methods in Enzymology, 266: 460-480 (19906) ;
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http://blast.wustl/edu/blast/README.html]. WU-BLAST-2 utiliza
varios pardmetros de busca, a maioria dos quais é ajustado em
valores padrdo. Aos parametros ajustédveis sdo atribuidos os
seguintes valores: “overlap span =1", “overlap fraction =
0.125”, “word threshold (T) = 11”. O0s parametros HSP S e
HSP S2 s&o valores dindmicos e sdo estabelecidos pelo préprio
programa dependendo da composicdo da sequéncia especifica e da
composicdo da base de dados especifica na qual a sequéncia de
interesse estd a ser procurada; contudo, os valores podem ser
ajustados para aumentar a sensibilidade. Determina-se um valor
de % de identidade de sequéncia de aminodcidos pelo numero de
residuos idénticos correspondentes dividido pelo numero total
de residuos da sequéncia “mais longa” na regido alinhada. A
sequéncia “mais longa” é a que tem de facto mais residuos na
regido alinhada (ignoram-se os intervalos introduzidos por
WU-Blast-2 para maximizar a pontuacdo do alinhamento).

O termo ‘“positivos”, no contexto da comparacdo de
sequéncias efectuada tal como descrito acima, inclui residuos
nas sequéncias comparadas que ndo sdo idénticos mas que tém
propriedades semelhantes (e.g., como resultado de
substituic¢cdes conservativas). O valor da % de positivos é
determinada pela fraccdo de residuos pontuados com um valor
positivo na matriz BLOSUM62 divididos pelo numero total de

residuos na sequéncia mais longa, tal como definida acima.

De igual modo, a “percentagem (%) de identidade de
sequéncia de acido nucleico” é definida como a percentagem de
nucledétidos numa sequéncia candidata que sdo idénticos aos
nucledétidos na sequéncia de codificacdo de UCP4. Os valores de
identidade podem ser gerados pelo mdédulo BLASTN de WU-BLAST-2
ajustado nos parédmetros padrdo, com intervalo de sobreposicéo
(“overlap span’) e fraccéado de sobreposicéo (“overlap
fraction”) fixados a 1 e 0,125, respectivamente.

“Isolado”, quando wutilizado para descrever og vVAarios
polipéptidos aqui revelados, significa um polipéptido que foi
identificado e separado e/ou recuperado de uma componente do
seu ambiente natural. As componentes contaminantes do seu
ambiente natural sdo materiais que interfeririam tipicamente
com utilizacdes em diagndéstico ou terapéuticas para o
polipéptido e podem incluir enzimas, hormonas e outros solutos
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proteinéaceos ou n&o proteinéceos. Em concretizacdes
preferidas, o polipéptido serd purificado (1) até um grau
suficiente para obter pelo menos 15 residuos da sequéncia de
aminodcidos N-terminal ou interna, utilizando um sequenciador
de copo rotativo ou (2) até homogeneidade por SDS-PAGE em
condicg¢des ndo redutoras ou redutoras utilizando coloracdo com
azul de Coomassie ou, preferivelmente, com prata. 0
polipéptido isolado inclui o polipéptido in situ dentro de
células recombinantes, dado que pelo menos um componente do
ambiente natural de UCP4 ndo estard presente. Usualmente,
contudo, o polipéptido isolado serd preparado através de pelo
menos uma etapa de purificacéo.

Uma molécula de acido nucleico que codifica um
polipéptido UCP4 “isolada” ¢é uma molécula de é&acido nucleico
que é identificada e separada de pelo menos uma molécula de
dcido nucleico contaminante com a qual se encontra normalmente
associada na fonte natural do &cido nucleico que codifica
UCP4. Uma molécula de &acido nucleico que codifica UCP4 isolada
encontra-se noutra forma ou condicdo diferente da que se
encontra na natureza. As moléculas de &cido nucleico isoladas
distinguem-se consequentemente da molécula de acido nucleico
que codifica UCP4 tal como existe em células naturais.
Contudo, uma molécula de acido nucleico isolada que codifica
um polipéptido UCP4 inclui moléculas de &cido nucleico que
codificam UCP4 contidas em células gue normalmente né&o
expressam UCP4, por exemplo, a molécula de &cido nucleico
encontra-se numa localizacdo cromossdédmica diferente da de
células naturais.

A  expressdo “sequéncias de controlo” refere-se a
sequéncias de ADN necessdrias para a expressdo de uma
sequéncia de codificacédo ligada operativamente num determinado
organismo hospedeiro. As sequéncias de controlo gque sé&o
adequadas para procariotas, por exemplo, incluem um promotor,
opcionalmente uma sequéncia de operador e um local de ligacédo
de ribossoma. Sabe-se que as células eucaridticas utilizam
promotores, sinais de poliadenilacédo e facilitadores.

O 4&cido nucleico encontra-se “ligado operativamente”
quando estd posicionado numa relacdo funcional com outra
sequéncia de &cido nucleico. Por exemplo, o ADN para uma pré-
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sequéncia ou comando de secrecédo encontra-se ligado
operativamente a ADN para um polipéptido caso seja expresso
como uma pré-proteina que participa na secrecéio do
polipéptido; um promotor ou facilitador encontra-se ligado
operativamente a uma sequéncia de codificacdo se afecta a
transcricdo da sequéncia; ou um local de ligacdo de ribossoma
encontra-se ligado operativamente a uma sequéncia de
codificacdo se estd posicionado de modo a facilitar a
traducdo. Em geral, “ligado operativamente” significa que as
sequéncias de ADN que estdo ligadas sdo contiguas e, no caso
de um comando de secrecdo, contiguas e em fase de leitura. No
entanto, ndo é necessario que os facilitadores sejam
contiguos. A ligacdo é conseguida através de ligacdo em locais
de restricdo convenientes. Caso tais locais ndo existam,
utilizam-se adaptadores ou ligantes de oligonucledtidos
sintéticos de acordo com a pratica convencional.

A expressdo “anticorpo” é utilizada no seu sentido mais
abrangente e inclui especificamente anticorpos monoclonais
anti-UCP4 simples (incluindo anticorpos agonistas,
antagonistas e de neutralizacdo) e composigdes de anticorpo
anti-UCP4 com especificidade ©poliepitédpica. A  expressédo
“anticorpo monoclonal” tal como agqui utilizada refere-se a um
anticorpo obtido de uma populacéo de anticorpos
substancialmente homogénea, ou seja, os anticorpos individuais
que constituem a populacdo sdo idénticos excepto em possiveis
mutacdes de ocorréncia natural gque podem estar presentes em
quantidades diminutas.

0O “rigor” das reacgbes de hibridacdo ¢é facilmente
determindvel por um perito na especialidade e & em geral um
cdlculo empirico dependente do comprimento da sonda,
temperatura de lavagem e concentracdo de sal. Em geral, as
sondas mais longas necessitam de temperaturas mais elevadas
para hibridacdo correcta, enquanto que as sondas mais curtas
necessitam de temperaturas inferiores. A hibridacdo depende
geralmente da capacidade do ADN desnaturado voltar a hibridar
com cadeias complementares que se encontram presentes num
ambiente abaixo da sua temperatura de fusdo. Quanto maior o
grau de homologia pretendido entre a sonda e a sequéncia a
hibridar, maior a temperatura relativa que pode ser utilizada.
Como resultado, as temperaturas relativas superiores tenderiam
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a tornar as condicbes de reaccdo mais rigorosas, engquanto que
as temperaturas inferiores as tornam menos rigorosas. Para
detalhes adicionais e explicacdo do rigor das reacgdes de
hibridacdo, consultar Ausubel et al., Current Protocols 1in
Molecular Bioclogy, Wiley Interscience Publishers, (1995).

“Condig¢des rigorosas” ou “condic¢des altamente rigorosas”,
tal como aqui definidas, podem ser identificadas ©pelas
condicdes que: (1) utilizam baixa forca idnica e temperatura
elevada para lavagem, por exemplo cloreto de sédio
0,015 M/citrato de sédio 0,0015 M/dodecilsulfato de sdédio a
0,1% a 50°C; (2) utilizam um agente desnaturante durante a
hibridacdo, tal como formamida, por exemplo, formamida a 50%
(v/v) com albumina de soro bovina a 0,1%/Ficoll a
0,1%/polivinilpirrolidona a 0,1%/tampdo de fosfato de sdédio
50 mM a pH 6,5 com cloreto de sdédio 750 mM, citrato de sdédio
75 mM a 42°C; ou (3) utilizam formamida a 50%, SSC 5x (NaCl
0,75 M, citrato de sdédio 0,075 M), fosfato de sdédio 50 mM
(pH 6,8), pirofosfato de sédio a 0,1%, solucdo de Denhardt 5x,
ADN de esperma de salmdo tratado com ultra-sons (50 pg/ml),
SDS a 0,1% e sulfato de dextrano a 10% a 42°C, com lavagens a
42°C em SSC 0,2x (cloreto de soédio/citrato de sdédio) e
formamida a 50% a 55°C, seguido por lavagem altamente rigorosa
consistindo de SSC 0,1x contendo EDTA a 55°C.

“Condigdes de rigor moderado” podem ser identificadas
como as descritas por Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, New York: Cold Spring Harbor Press, 1989 e
incluem a wutilizacdo de solucdo de lavagem e condicgcdes de
hibridacdo (por exemplo, temperatura, forca idénica e % de SDS)
menos rigorosas do que as descritas acima. Constitui um
exemplo de condigdes de rigor moderado incubacdo durante a
noite a 37°C numa solucdo contendo: formamida a 20%, SSC 5x
(NaCl 150 mM, citrato de trissddio 15 mM), fosfato de sdédio
50 mM (pH 7,6), solucdo de Denhardt 5x, sulfato de dextrano a
10% e ADN de esperma de salmdo cortado desnaturado a 20 mg/mL,
seguida por lavagem dos filtros em SSC 1x a cerca de 37-50°C.
O perito na especialidade reconhecerd como ajustar a
temperatura, forca idnica, etc. como necessario para acomodar
factores tais como comprimento da sonda e semelhantes.
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A expressdo “marcado com epitopo” quando agqui utilizada
refere-se a um polipéptido quimérico incluindo um polipéptido
UCP4 fundido com um “polipéptido marcador”. O polipéptido
marcador tem residuos suficientes para proporcionar um epitopo
contra o qual se pode preparar um anticorpo, no entanto &
suficientemente curto para nédo interferir com a actividade do
polipéptido ao qual estd fundido. O polipéptido marcador &
também preferivelmente razoavelmente Unico de modo dque o
anticorpo nédo sofra reaccdo cruzada substancial com outros
epitopos. 0Os polipéptidos marcadores adequados tém em geral
pelo menos seis residuos de aminoacidos e usualmente entre
cerca de 8 e 50 residuos de aminoédcidos (preferivelmente entre
cerca de 10 e 20 residuos de aminoéacidos).

Tal como aqui utilizada, a expressdo “imunoadesina”
denomina moléculas do tipo anticorpo que combinam a
especificidade de 1ligacdo de uma proteina heterdloga (uma
“adesina”) com as funcdes de efector dos dominios constantes
de imunoglobulina. Estruturalmente, as imunocadesinas incluem
uma fusdo de uma sequéncia de aminodcidos com a especificidade
de ligacdo pretendida diferente do reconhecimento de antigénio
e local de ligacdo de um anticorpo (ou seja, & “heterdbdloga”) e
uma sequéncia de dominio constante de imunoglobulina. A porcgéo
adesina de uma molécula de imunoadesina ¢é tipicamente uma
sequéncia de aminodcidos contiguos contendo pelo menos o local
de ligacdo de um receptor ou de um ligando. A sequéncia do
dominio constante de imunoglobulina na imunoadesina pode ser
obtida de qualquer imunoglobulina, tal como subtipos IgG-1,
IgG-2, IgG-3 ou IgG-4, IgA (incluindo IgA-1 e IgA-2), IgE, IgD
ou IgM.

“Activa” ou “actividade” para os objectivos aqgui
expressos refere-se a forma(s) de UCP4 qgue mantém(ém) as
actividades bioldgicas e/ou imunoldgicas de UCP4 nativa ou de
ocorréncia natural. Constitui uma actividade preferida a
capacidade de afectar o potencial de membrana mitocondrial de
um modo que resulta em regulacdo positiva ou negativa da taxa
metabdlica e/ou producdo de calor. Uma tal actividade inclui a
geracdo de fuga de protdes na membrana mitocondrial que
resulta num aumento da taxa metabdlica. A actividade pode ser
medida ou quantificada in vitro ou in vivo.
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0O termo “antagonista” ¢é utilizado no seu sentido mais
lato e inclui qualguer molécula gque bloqueie, iniba ou
neutralize parcial ou completamente uma actividade bioldgica
e/ou imunoldégica de um polipéptido UCP4 nativo aqui revelado.
De igual modo, a expressdo “agonista” ¢é utilizada no seu
sentido mais lato e inclui gqualgquer molécula gue mimetize uma
actividade bioldégica e/ou imunoldégica de um polipéptido UCP4
nativo aqui revelado. As moléculas de agonistas ou
antagonistas adequadas incluem especificamente anticorpos ou
fragmentos de anticorpos agonistas ou antagonistas,
imunocadesinas de polipéptidos UCP4 ou fragmentos ou variantes
de sequéncia de aminocacidos de polipéptidos UCP4 nativos.

“Tratamento” refere-se tanto a tratamento terapéutico
como a tratamento profilatico ou medidas preventivas, em que o
objectivo é evitar ou diminuir (aliviar) a condicdo ou doenca
patoldgica alvo. 0Os individuos que necessitam de tratamento
incluem aqueles que j& sofrem da doenca, bem como os que tém
tendéncia para sofrer da doenca ou os individuos nos quais se

deve evitar a doenca.

Administracdo “crénica” refere-se a administracdo do(s)
agente (s) de um modo continuo, em oposicdo a um modo agudo, de
modo a manter o efeito terapéutico inicial (actividade)
durante um periodo de tempo alargado. Administracéo
“intermitente” é 0 tratamento que nao é efectuado
consecutivamente sem interrupcdo, mas sim de uma forma

ciclica.

Para os objectivos de tratamento, “mamifero” refere-se a
qualquer animal classificado como um mamifero, incluindo
humanos, domésticos e de quinta e de jardim zooldgico, de
desporto, ou animais de estimacdo, tais como cdes, gatos,
cavalos, ovelhas, porcos, etc. Preferivelmente, o mamifero &
humano.

Administracdo “em combinacdo com” um ou mais agentes
terapéuticos adicionais inclui administracéo simulténea

(concomitante) e consecutiva em gqualquer ordem.
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IT. Composic¢des e métodos

A. UCP4 de comprimento completo

O presente invento proporciona sequéncias nucleotidicas
identificadas e isocladas pela primeira vez que codificam
polipéptidos denominados no presente pedido como UCP4. Em
particular, identificou-se e isolou-se ADNc que codifica um
polipéptido UCP4, tal como revelado mais detalhadamente nos
exemplos adiante. Por motivos de simplificacdo, no presente
fasciculo a proteina codificada por DNA77568-1626 bem como
todos os hombélogos e variantes nativos adicionais incluidos na
definicéo de UCP4 anterior serdo denominados “ucp4”,
independentemente da sua origem ou modo de preparacéo.

Tal como revelado nos exemplos adiante, foi depositado na
ATCC um clone DNA77568-1626. A sequéncia de nucledtidos real
do clone pode ser facilmente determinada pelo perito na
especialidade por sequenciacdo do clone depositado utilizando
métodos de rotina na especialidade. A sequéncia de aminoécidos
prevista pode ser determinada a partir da sequéncia
nucleotidica utilizando conhecimentos de rotina. Para o UCP4
aqui, os requerentes identificaram o que se pensa ser o quadro
de leitura mais bem identificdvel com a informacdo da

sequéncia disponivel na altura da apresentacédo.

Utilizando o programa de computador Megalign DNASTAR (e
algoritmos e parametros deste conjunto de software
estabelecidos pelo fabricante) (Oxford Molecular Group, Inc.),
verificou-se que a sequéncia de UCP4 nativa de comprimento
completo (apresentada na figura 1 e SEQ ID NO:1) tem cerca de
34% de identidade de sequéncia de aminodcidos com UCP3, cerca
de 33% de identidade de sequéncia de aminodcidos com UCP2 e
cerca de 29% de identidade de sequéncia de aminoé&dcidos com
UCP1l. Assim, pensa-se presentemente que o UCP4 revelado no
presente pedido é um novo membro identificado da familia de
proteinas de desacoplamento humanas e pode apresentar
actividade (s) e/ou propriedade(s) tipica(s) dessa familia de
proteinas, tais como a capacidade de aumentar ou diminuir a
taxa metabdlica afectando 0 potencial de membrana
mitocondrial.
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B. Variantes de UCP4

Além dos polipéptidos UCP4 de sequéncia de nativa de
comprimento completo aqui descritos, considera-se que se podem
preparar variantes de UCP4. As variantes de UCP4 podem ser
preparadas por introducdo de alteracdes de nucledtidos
adequadas no ADN de UCP4 e/ou por sintese do polipéptido UCP4
pretendido. Os peritos na especialidade terdo em consideracéo
que as alteracdes de aminoadcidos podem alterar o0S Processos
pbs-traducdo de UCP4, tal como alterar o numero ou posicdo dos
locais de glicosilagdo ou alterar as caracteristicas de
ancoragem a membrana.

As variacdes no UCP4 de sequéncia nativa de comprimento
completo ou em varios dominios do UCP4 agui descritas podem
ser feitas, por exemplo, utilizando qualgquer das técnicas e
orientacdes para mutac¢des conservativas ou nédo conservativas
estabelecidos, por exemplo, na patente U.S. 5 364 934. As
variacdes podem ser uma substituicdo, delecdo ou insercdo de
um ou mais coddes que codificam o UCP4 que resulta numa
alteracdo da sequéncia de aminoédcidos de UCP4 comparativamente
com a sequéncia de UCP4 nativa. Opcionalmente, a variacdo é
por substituicdo de pelo menos um aminodcido por gqualquer
outro aminoadcido num ou mais dominios do UCP4. Podem
encontrar-se orientacdes sobre como determinar qual o residuo
de aminodcido gque pode ser inserido, substituido ou eliminado
sem afectar adversamente a actividade pretendida, por
comparacdo da sequéncia do UCP4 com a de moléculas de
proteinas homdélogas conhecidas e minimizando o© numero de
alteracdes da sequéncia de aminodcidos efectuadas em regides
de homologia elevada. As substituigcdes de aminoacidos podem
ser em resultado de substituir um aminodcido por outro
aminodcido com propriedades estruturais e/ou quimicas
semelhantes, tal como a substituicdo de uma leucina por uma
serina, ou seja, substituicdes de aminodcidos conservativas.
As insercdes ou delecgdes podem ser opcionalmente na gama de 1
a 5 aminodcidos. A variacdo permitida pode ser determinada
fazendo insercdes, delecdes ou substituicbes de aminodcidos na
sequéncia sistematicamente e, caso se pretenda, ensaiando as
variantes resultantes relativamente a actividade em ensaios
conhecidos na especialidade ou aqui descritos.
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O fasciculo revela variantes de UCP4 que s&do fragmentos
da UCP4 de comprimento completo. Preferivelmente, estes
fragmentos mantém uma actividade ou propriedade pretendida da
UCP4 de comprimento completo.

As variacbes podem ser efectuadas utilizando métodos
conhecidos na especialidade, tal como mutagénese mediada por
oligonucledétidos (dirigida ao local), varrimento de alaninas e
mutagénese por PCR. Podem ser efectuadas mutagénese dirigida
ao local [Carter et al., Nucl. Acids Res., 13:4331 (1980);
Zzoller et al., Nucl. Acids Res., 10:6487 (1987)], mutagénese
por cassete [Wells et al., Gene, 34:315 (1985)], mutagénese
por seleccdo de restricdo [Wells et al., Philos. Trans. R.
Soc. London SerA, 317:415 (1986) 1] ou outras técnicas
conhecidas, no ADN clonado para produzir ADN variante de UCP,.

Pode também wutilizar-se anédlise por varrimento de
aminodcidos para identificar um ou mais aminodcidos ao longo
de uma sequéncia contigua. Os aminoadcidos para varrimento
preferidos s&do aminoédcidos relativamente pequenos e neutros.
Tais aminocdcidos incluem alanina, glicina, serina e cisteina.
A alanina ¢ tipicamente um aminoadcido preferido para
varrimento neste grupo porque elimina a cadeia lateral depois
do carbono beta e é menos provavel que altere a conformacdo da
cadeia principal da variante [Cunningham e wells, Science,
244:. 1081-1085 (1989)]. A alanina também ¢é tipicamente
preferida porque ¢ o aminodcido mais comum. Além disso,
encontra-se frequentemente tanto em posicdes internas como
expostas [Creighton, The Proteins, (W. H. Freeman & Co., New
York) ; Chothia, J. Mol. Biol., 150:1 (1976) 1. Caso a
substituicdo por alanina ndo produza quantidades adequadas de
variante pode utilizar-se um aminodcido isotérico.

C. Modificacdes de UCP4

Estdo incluidas modificacbdes covalentes de UCP4 no ambito
do presente invento. Um tipo de modificacdo covalente inclui a
reaccdo de residuos de aminoédcidos alvo de um polipéptido UCP4
com um agente de derivatizacdo orgdnico que é capaz de reagir
com cadeias laterais seleccionadas ou com os residuos do
terminal N ou C de UCP4. A derivatizacdo com agentes
bifuncionais é util, por exemplo, para reticular UCP4 com uma
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superficie ou matriz de suporte insoluvel em A&gua para
utilizacdo no método para purificar anticorpos anti-UCP4 e
vice-versa. 0s agentes de reticulacdo usualmente utilizados
incluem, e.qg., 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano,
glutaraldeido, ésteres de N-hidroxissuccinimida, por exemplo,
ésteres com acido 4-azidossalicilico, imidoésteres
homobifuncionais, incluindo ésteres de dissuccinimidilo tais
como 3,3"-ditiobis (succinimidilpropionato), maleimidas
bifuncionais tais como bis-N-maleimido-1,8-octano e agentes
tais como metil-3-[ (p-azidofenil)ditio]propioimidato.

Outras modificacgdes incluem desamidacdo de residuos
glutaminilo e asparaginilo nos correspondentes residuos
glutamilo e aspartilo, respectivamente, hidroxilacdo de
prolina e lisina, fosforilacdo de grupos hidroxilo de residuos
serilo ou treonilo, metilacdo de grupos o-amino de cadeias
laterais de 1lisina, arginina e histidina [T.E. Creighton,
Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H. Freeman &
Co., San Francisco, p. 79-86 (1983)], acetilacdo da amina
N-terminal e amidacdo de gualquer grupo carboxilo C-terminal.

Outro tipo de modificacdo covalente do polipéptido UCP4
incluida no admbito deste invento inclui alteracdo do padrido de
glicosilacdo nativo do polipéptido. Para os objectivos do
presente documento “alterar o padrdo de glicosilacdo nativo”
significa remover uma ou mais porc¢cdes hidrato de carbono
encontradas na UCP4 de sequéncia nativa (quer por remocdo do
local de glicosilacdo subjacente, quer por remogdo da
glicosilacdo por meios quimicos e/ou enzimédticos) e/ou adicédo
de um ou mais locais de glicosilacdo que ndo se encontram
presentes na UCP4 de sequéncia nativa. Além disso, a expressédo
inclui alteracdes qualitativas na glicosilacdo das proteinas
nativas, envolvendo uma alteracdo da natureza e proporcdes das
varias porcdes hidrato de carbono presentes.

A adicdo de locais de glicosilacdo ao polipéptido UCP4
pode ser conseguida por alteracdo da sequéncia de aminoédcidos.
A alteracdo pode ser feita, por exemplo, por adicdo de um ou
mais residuos serina ou treonina ou por substituicdo com um
destes residuos na sequéncia de UCP4 nativa (para locais de
glicosilagcdo ligada a 0O). A sequéncia de aminocdcidos de UCP4
pode ser alterada opcionalmente através de alteracdes ao nivel
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do ADN, em particular por mutacdo do ADN que codifica o
polipéptido UCP4 em bases pré-seleccionadas de modo a gerar
coddes que se traduzirdo nos aminoadcidos pretendidos.

Outro meio de aumentar o numero de porcdes hidrato de
carbono no polipéptido UCP4 & por acoplamento quimico ou
enzimédtico de glicdsidos ao polipéptido. Tais métodos
encontram-se descritos na especialidade, por exemplo, em
WO 87/05330 publicado a 11 de Setembro de 1987 e em Aplin e
Wriston, CRC Crit. Rev. Biochem., p. 259-306 (1981).

A remocdo de porcgdes hidrato de carbono presentes no
polipéptido UCP4 pode ser conseguida quimica ou
enzimaticamente ou por substituicdo por mutacdo de coddes que
codificam residuos de aminoacidos que servem como alvos para
glicosilacdo. S&do conhecidas na especialidade técnicas de
desglicosilacdo quimicas e s&o descritas, por exemplo, por
Hakimuddin, et al., Arch. Biochem. Biophys., 259:52 (1987) e
por Edge et al., Anal. Biochem., 118:131 (1981). A clivagem
enzimética de porcgdes hidrato de carbono em polipéptidos pode
ser conseguida utilizando varias endoglicosidases e
exoglicosidases, tal como descrito por Thotakura et al., Meth.
Enzymol., 138:350 (1987).

Outro tipo de modificacdo covalente de UCP4 inclui ligar
o polipéptido UCP4 a um de varios polimeros ndo proteinéceos,
por exemplo, polietilenoglicol (PEG), polipropilenoglicol ou
polioxialgquilenos, de um modo apresentado nas patentes
U.S. 4 640 835; 4 496 689; 4 301 144; 4 670 417; 4 791 192 ou
4 179 337.

O UCP4 do presente invento pode também ser modificado de
modo a formar uma molécula quimérica incluindo UCP4 fundido

com outro polipéptido ou sequéncia de aminoacidos heterdlogos.

Numa concretizacdo, esta molécula quimérica inclui uma
fusdo de UCP4 com um polipéptido marcador gue proporciona um
epitopo ao qual se pode ligar selectivamente um anticorpo
anti-marcador. O marcador epitdépico ¢ usualmente colocado no
terminal amino ou carboxilo de UCP4. A presenca de tais formas
marcadas com epitopo do UCP4 pode ser detectada utilizando um
anticorpo contra o polipéptido marcador. Adicionalmente, a
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presenca do marcador epitdépico permite a facil purificacédo de
UCP4 por purificacdo por afinidade wutilizando um anticorpo
anti-marcador ou outro tipo de matriz de afinidade que se liga
ao marcador epitdépico. S&do bem conhecidos na especialidade
varios polipéptidos marcadores e 0s seus anticorpos
respectivos. 0s exemplos incluem marcadores poli-histidina
(poli-his) ou poli-histidina-glicina (poli-his-gly); o)
polipéptido marcador HA da gripe e o seu anticorpo 12CAS
[Field et al., Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)1; o
marcador c-myc e os seus anticorpos 8F9, 3C7, o6E10, G4, B7 e
9E10 [Evan et al., Molecular and Cellular Biology, 5:3610-3616
(1985)]1; e o marcador glicoproteina D (gD) de virus Herpes
Simplex e 0o seu anticorpo [Paborsky et al., Protein
Engineering, 3(6):547-553 (1990) 1. Outros polipéptidos
marcadores incluem o péptido Flag [Hopp et al., BioTechnology,
©6:1204-1210 (1988)]1; o péptido epitdépico KT3 [Martin et al.,
Science, 255:192-194 (1992)1; um péptido epitdpico de
o-tubulina [Skinner et al., J. Biol. Chem., 266:15163-15166
(1991)1; e o marcador peptidico de proteina do gene 10 de T7
[Lutz-Freyermuth et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6393-
6397 (1990)].

Numa concretizacdo alternativa, a molécula quimérica pode
incluir uma fusdo de UCP4 com uma imunoglobulina ou uma regido
determinada de uma imunoglobulina. Para uma forma bivalente da
molécula quimérica (também denominada “imunoadesina”), tal
fusdo pode ser a regido Fc de uma molécula de IgG. As fusbes
de Ig incluem preferivelmente a substituicdo por uma forma
soluvel (dominio transmembranar eliminado ou inactivado) de um
polipéptido UCP4 no lugar de pelo menos uma regido varidvel no
interior de uma molécula de Ig. Numa concretizacédo
particularmente preferida, a fusdo de imunoglobulina inclui as
regides de charneira, CH2 e CH3 ou charneira, CHl, CH2 e CH3
de uma molécula de 1IgGl. Para a producdo de fusdes de
imunoglobulina consultar também a patente US 5 428 130
concedida em 27 de Junho de 1995.

O UCP4 do invento pode também ser modificado de modo a
formar uma molécula gquimérica incluindo UCP4 fundido com um
“fecho de correr” de leucinas. Foram descritos na
especialidade varios ©polipéptidos “fecho de <correr” de
leucinas. Consultar, por exemplo, Landschulz et al., Science,
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240:1759 (1988); WO 94/10308; Hoppe et al., FEBS Letters,
344:1991 (1994); Maniatis et al., Nature, 341:24 (1989). Os
peritos na especialidade considerardo que o “fecho de correr”
de leucinas pode estar fundido quer na extremidade 5’, quer na
3’7 da molécula de UCP4.

D. Preparacdo de UCP4

A descricdo adiante refere-se principalmente a producéo
de UCP4 por cultura de células transformadas ou transfectadas
com um vector contendo &cido nucleico de UCP4. Considera-se
obviamente que se podem utilizar métodos alternativos, que séo
bem conhecidos na especialidade, para preparar UCP4. Por
exemplo, a sequéncia de UCP4, ou suas porcgdes, podem ser
produzidas por sintese peptidica directa utilizando técnicas
de fase sélida [consultar, por exemplo, Stewart et al., Solid-
Phase Peptide Synthesis, W.H. Freeman Co., San Francisco,
California (1969); Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154
(1963)]. Pode ser efectuada a sintese de proteinas in vitro
utilizando técnicas manuais ou automatizadas. A sintese
automatizada pode ser efectuada, por exemplo, utilizando um
sintetizador de péptidos da Applied Biosystems (Foster City,
California) wutilizando as instrucdes do fabricante. Podem
sintetizar-se quimicamente varias partes de UCP4 separadamente
e combinarem-se utilizando métodos quimicos ou enzimdticos
para produzir UCP4 de comprimento completo.

1. Isolamento de ADN que codifica UCP4

Pode obter-se ADN que codifica UCP4 a partir de uma
biblioteca de ADNc preparada a partir de tecido que se pensa
conter ARNm de UCP4 e que o expressa a um nivel detectéavel.
Assim, pode obter-se convenientemente ADN de UCP4 a partir de
uma biblioteca de ADNc preparada a partir de tecido humano,
tal como descrito nos exemplos. O gene que codifica UCP4 pode
também ser obtido a partir de uma biblioteca gendmica ou por
sintese de oligonucledtidos.

As bibliotecas podem ser rastreadas com sondas (tais como
anticorpos para UCP4 ou oligonucledétidos de pelo menos cerca
de 20-80 Dbases) concebidas para identificar o gene de
interesse ou a proteina por ele codificada. O rastreio da
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biblioteca de ADNc ou gendmica com a sonda seleccionada pode
ser efectuado utilizando procedimentos padrido, tais como oS8
descritos em Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989).
Constitui um meio alternativo para isolar o gene que codifica
UCP4 a utilizacdo de metodologia de PCR [Sambrook et al.,
supra; Dieffenbach et al., PCR Primer: A Laboratory Manual
(Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1995)].

Os exemplos adiante descrevem técnicas para o rastreio de
uma biblioteca de ADNc. As sequéncias oligonucleotidicas
seleccionadas como sondas devem ter um comprimento suficiente
e ser suficientemente desambiguas para minimizar falsos
positivos. O oligonucledtido é preferivelmente marcado de modo
a poder ser detectado por hibridacdo a ADN na biblioteca a ser
rastreada. Os métodos de marcacdo sdo bem conhecidos na
especialidade e incluem a utilizacédo de marcadores
radioquimicos tais como ATP marcado com.32P, biotinilacdo ou
marcacdo enzimdtica. As condigdes de hibridacdo, incluindo
rigor moderado e rigor elevado, sdo proporcionadas em Sambrook
et al., supra, e sdo descritas acima na seccdo I.

As sequéncias identificadas em tais métodos de rastreio
de Dbibliotecas podem ser comparadas e alinhadas com outras
sequéncias conhecidas depositadas e disponiveis em bases de
dados publicas tais como GenBank ou outras bases de dados de
sequéncias privadas. A identidade de sequéncia (quer ao nivel
dos aminodcidos, gquer dos nucledtidos) dentro de regides
definidas da molécula ou ao longo de todo o comprimento da
sequéncia pode ser determinada através de alinhamento de
sequéncias utilizando programas de software de computador
disponiveis ao publico (ajustados nos parédmetros padrdo) tais
como BLAST, BLAST2, ALIGN, DNAstar e INHERIT para medir
identidade ou positivos para a comparacdo de sequéncias.

O é&acido nucleico com a sequéncia de codificacdo da
proteina pode ser obtido por rastreio de bibliotecas de ADNc
ou gendmicas seleccionadas utilizando a sequéncia de
aminoéacidos deduzida aqui revelada e, caso necessario,
utilizando procedimentos de extenséo de iniciadores
convencionais tal como descrito em Sambrook et al., supra,
para detectar precursores e intermedidrios de processamento de
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ARNm que possam ndo ter sido transcritos de forma inversa a
ADNc.

2. Seleccdo e transformacdo de células hospedeiras

As células hospedeiras sdo transfectadas ou transformadas
com vectores de expressdo ou clonagem aqui descritos para
producdo de UCP4 e cultivadas em meio nutriente convencional
modificado adequadamente para induzir promotores, seleccionar
produtos de transformacdo ou amplificar os genes que codificam
as sequéncias pretendidas. As condic¢des de cultura, tais como
meio, temperatura, pH e semelhantes, podem ser seleccionadas
pelo perito na especialidade sem experiéncias desnecesséarias.
Em geral, podem encontrar-se principios, protocolos e técnicas
praticas para maximizar a produtividade de culturas celulares
em Mammalian Cell Biotechnology: a Practical Approach, M.
Butler, ed. (IRL Press, 1991) e Sambrook et al., supra.

Sdo conhecidos pelo perito na especialidade métodos de
transfeccdo, por exemplo, CaPO, e electroporacdo. Dependendo
da célula hospedeira utilizada, a transformacdo ¢é efectuada
utilizando técnicas padrdo adequadas para tais células. O
tratamento de célcio utilizando cloreto de célcio, tal como
descrito em Sambrook et al., supra, ou electroporacdo sido em
geral utilizados para procariotas ou outras células gque contém
barreiras de parede celular substanciais. A infeccdo com
Agrobacterium tumefaciens ¢é utilizada para transformacdo de
determinadas células de plantas, tal como descrito por Shaw et
al., Gene, 23:315 (1983) e WO 89/05859 publicada a 29 de Junho
de 1989. Para células de mamifero sem tais paredes celulares,
pode ser utilizado o método de precipitacdo de fosfato de
cdlcio de Graham e van der Eb, Virology, 52:456-457 (1978).
Foram descritos o0s aspectos gerais de transformacdes de
sistemas de células hospedeiras de mamifero em patente
U.S. 4 399 21e6. As transformacdes para leveduras sédo
tipicamente efectuadas de acordo com o método de Van Solingen
et al., J. Bact., 130:946 (1977) e Hsiao et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. (USA), 76:3829 (1979). Contudo, podem também ser
utilizados outros métodos para introduzir ADN em células, tais
como por micro-injeccdo nuclear, electroporacdo, fusédo de
protoplastos bacterianos com células intactas, ou policatides,
por exemplo, polibreno, poliornitina. Para varias técnicas
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para transformar células de mamiferos consultar Keown et al.,
Methods in Enzymology, 185:527-537 (1990) e Mansour et al.,
Nature, 336:348-352 (1988).

No presente documento as células hospedeiras adequadas
para clonagem ou expressdo de ADN nos vectores, incluem
células procariotas, de levedura ou de eucariotas superiores.
Os procariotas adegquados incluem, mas ndo se lhes limitam,
eubactérias, tais como organismos Gram-negativos ou Gram-
positivos, por exemplo, Enterobacteriaceae tais como E. coli.
Encontram-se disponiveis ao publico varias estirpes de
E. coli, tais como E. coli K12 estirpe MM294 (ATCC 31446);
E. coli X1776¢ (ATCC 31537); E. coli estirpe W3110 (ATCC 27325)
e K5 772 (ATCC 53635).

Além de procariotas, sdo adequados micrdbios eucariotas
tais como fungos filamentosos ou leveduras, como hospedeiros
de clonagem ou expressido para vectores que codificam UCP4. A
Saccharomyces cerevisiae é um microrganismo eucariota inferior
habitualmente utilizado.

Células hospedeiras adequadas para a expressido de UCP4
glicosilado sé&do derivadas de organismos multicelulares. Os
exemplos de células de invertebrado incluem células de insecto
tais como Drosophila S2 e Spodoptera Sf9, bem como células de
plantas. Os exemplos de 1linhas <celulares hospedeiras de
mamifero uUteis incluem células de ovario de hamster chinés
(CHO) e células COS. Exemplos mais especificos incluem a linha
CVl de rim de macaco transformada com SV40 (C0OS-7, ATCC CRL
1651); a linha de rim embriondrio humano (células 293 ou
células 293 subclonadas para crescimento em cultura em
suspensdo, Graham et al., J. Gen Virol., 36:59 (1977));
células de ovario de hamster chinés/-DHFR (CHO, Urlaub e
Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)); células
de Sertoli de ratinho (TM4, Mather, Biol. Reprod., 23:243-251
(1980)); células de pulmdo humano (W138, ATCC CCL 75); células
de figado humano (Hep G2, HB 8065); e tumor de mama de ratinho
(MMT 060562, ATCC CCL51). Considera-se que a gseleccdo da
célula hospedeira adequada pode ser feita por um perito na
especialidade.
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3. Seleccdo e utilizacdo de um vector replicavel

O 4cido nucleico (por exemplo, ADNc ou ADN gendmico) que
codifica UCP4 pode ser inserido num vector replicavel para
clonagem (amplificacdo do ADN) ou para expressdo. Encontram-se
disponiveis ao publico varios vectores. O vector pode, por
exemplo, estar sob a forma de um plasmideo, cosmideo,
particula wviral ou fago. A sequéncia de 4cido nucleico
adequada pode ser 1inserida no vector através de varios
procedimentos. Em geral, insere-se ADN em local(is) de
endonuclease de restricdo adequado(s) wutilizando técnicas
conhecidas na especialidade. Os componentes do vector incluem
em geral, mas ndo se lhes limitam, uma ou mais sequéncias de
sinal, uma origem de replicacdo, um ou mais genes marcadores,
um elemento facilitador, um promotor e uma sequéncia de
terminacdo de transcricdo. A construcdo de vectores adequados
contendo uma ou mais destas componentes utiliza técnicas de
ligacéo padréo que s&o conhecidas pelos peritos na
especialidade.

O UCP4 pode ser produzido de modo recombinante nédo sb
directamente, mas também como um polipéptido de fusdo com um
polipéptido heterbdlogo, gue pode ser uma sequéncia de sinal ou
outro polipéptido com um local de clivagem especifico no
terminal N da proteina ou polipéptido maduros. Em geral, a
sequéncia de sinal pode ser uma componente do vector ou pode
ser uma porcdo do ADN que codifica UCP4 que ¢ inserida no
vector. A sequéncia de sinal pode ser uma sequéncia de sinal
procaridética seleccionada, por exemplo, do grupo de comandos
de fosfatase alcalina, penicilinase, lpp ou enterotoxina II
estédvel ao calor. Para secrecdo em levedura, a sequéncia de
sinal pode ser, por exemplo, o comando da invertase de
levedura, comando do factor alfa (incluindo factores o de
Saccharomyces e Kluyveromyces, este Ultimo descrito na patente
U.S. 5 010 182), ou comando da fosfatase &cida, o comando da
glucoamilase de C. albicans (EP 362 179 publicada a 4 de Abril
de 1990) ou a sequéncia de sinal descrita em WO 90/13646
publicado a 15 de Novembro de 1990. Em expressdo em células de
mamifero, podem ser utilizadas sequéncias de sinal de mamifero
para secrecdo directa da proteina, tais como seguéncias de
sinal de polipéptidos excretados da mesma espécie ou de
espécies relacionadas, bem como comandos de secrecdo virais.
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Tanto os vectores de expressdo como os de clonagem contém
uma sequéncia de &cido nucleico que permite que o vector
replique numa ou mais células hospedeiras seleccionadas. Tais
sequéncias sdo bem conhecidas para varias bactérias, leveduras
e virus. A origem de replicacdo do plasmideo pBR322 é adequada
para a maioria das bactérias Gram-negativas, a origem do
plasmideo 2 p ¢é€ adequada para levedura e varias origens virais
(SV40, polioma, adenovirus, VSV ou BPV) s&do Uteis para
vectores de clonagem em células de mamifero.

Os vectores de expressdo e clonagem conterdo tipicamente

um gene de seleccéo, também denominado um marcador
seleccionavel. Os genes de seleccdo tipicos codificam
proteinas que (a) conferem resisténcia a antibidticos ou
outras toxinas, por exemplo, ampicilina, neomicina,
metotrexato ou tetraciclina, (b) complementam deficiéncias
auxotrdficas ou (c) proporcionam nutrientes criticos

indisponiveis de meios complexos, por exemplo, O gene Jgue
codifica D-alanina-racemase para bacilos.

Constituem exemplos de marcadores seleccionédveis
adequados para células de mamiferos o0s que permitem a
identificacdo de células competentes para absorver o é&cido
nucleico que codifica UCP4, tais como DHFR ou timidina-
quinase. Uma célula hospedeira adequada gquando se utiliza DHER
de tipo selvagem ¢ a linha celular CHO deficiente de
actividade DHFR, preparada e propagada tal como descrito por
Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980). Um
gene de seleccdo adequado para utilizacdo em levedura é o gene
trpl presente no plasmideo YRp7 de levedura [Stinchcomb et
al., Nature, 282:39 (1979); Kingsman et al., Gene, 7:141
(1979); Tschemper et al., Gene, 10:157 (1980)]. O gene trpl
proporciona um marcador seleccionavel para uma estirpe de
levedura mutante isenta da capacidade de crescer em
triptofano, por exemplo, ATCC N.° 44076 ou PEP4-1 [Jones,
Genetics, 85:12 (1977)].

Os vectores de expressdo e clonagem contém usualmente um
promotor ligado operativamente a sequéncia de &cido nucleico
que codifica UCP4 para dirigir sintese de ARNm. Sdo bem
conhecidos promotores reconhecidos por uma variedade de



EP 1 115 863/PT
27

células hospedeiras potenciais. Os promotores adequados para
utilizacdo com hospedeiros eucaridticos, incluem os sistemas
promotores da R-lactamase e da lactose [Chang et al., Nature,
275:615 (1978); Goeddel et al., Nature, 281:544 (1979)], da
fosfatase alcalina, um sistema promotor do triptofano (trp)
[Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980); EP 36 776] e
promotores hibridos tais como o promotor tac [deBoer et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:21-25 (1983)]. Os promotores
para utilizacdo em sistemas bacterianos conterdo também uma
sequéncia de Shine-Dalgarno (S.D.) ligada operativamente ao
ADN que codifica UCPA4.

Os exemplos de sequéncias promotoras adequadas para
utilizacdo com hospedeiros de levedura incluem o0s promotores
para 3-fosfoglicerato-quinase [Hitzeman et al., J. Biol.
Chem., 255:2073 (1980)] ou outras enzimas glicoliticas [Hess
et al., J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968) ; Holland,

Biochemistry, 17:4900 (1978) 1, tal como enolase,
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase, hexoquinase, piruvato-
descarboxilase, fosfofrutoquinase, glucose-6-fosfato-
isomerase, 3-fosfoglicerato-mutase, piruvato-quinase,
triosefosfato-isomerase, fosfoglucose-isomerase e
glucoquinase.

Constituem outros promotores de levedura, que sédo
promotores indutiveis com a vantagem adicional de transcricéo
controlada pelas condigdes de crescimento, as regides de
promotor para dlcool-desidrogenase 2, isocitocromo C,
fosfatase adcida, enzimas de degradacéo associadas ao
metabolismo do azoto, metalotioneina, gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase e enzimas responsaveis pela utilizacdo de
maltose e galactose. Descrevem-se adicionalmente vectores e
promotores adequados para utilizacdo em expressdo em levedura
em EP 73 657.

A transcricdo de UCP4 a partir de vectores em células
hospedeiras de mamifero ¢é controlada, por exemplo, ©por
promotores obtidos de genomas de virus tais como poliomavirus,
poxvirus aviario (UK 2 211 504 publicado a 5 de Julho de
1989), adenovirus (tal como Adenovirus 2), papilomavirus
bovino, virus do sarcoma aviéario, citomegalovirus, um
retrovirus, virus de hepatite B e virus simio 40 (SV40), de
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promotores de mamifero heterdlogos, por exemplo, o promotor da
actina ou um promotor de imunoglobulina e de promotores de
choque térmico, desde que tais promotores sejam compativeis
com os sistemas de células hospedeiras.

A  transcrigcdo de wum ADN que codifica o UCP4 por
eucariotas superiores pode ser aumentada por insercdo de uma
sequéncia facilitadora no vector. Os facilitadores séo
elementos de ADN de accdo em cis, usualmente de cerca de 10 a
300 pb, que actuam num promotor para aumentar a sua
transcricdo. S&o conhecidas muitas sequéncias facilitadoras de
genes de mamifero (globina, elastase, albumina, oa-fetoproteina
e insulina) . Tipicamente, contudo, utilizar-se-4 um
facilitador de um virus de célula eucaridtica. Os exemplos
incluem o facilitador de SV40 no lado tardio da origem de
replicacédo (pb 100-270), o facilitador do promotor precoce de
citomegalovirus, o facilitador de polioma no lado tardio da
origem de <replicacdo e facilitadores de adenovirus. O
facilitador pode ser introduzido por splicing no vector numa
posicdo 5’ ou 3’ relativamente a sequéncia de codificacdo de
UCP4, mas preferivelmente localiza-se num local a 5’ do
promotor.

Os vectores de expresséao utilizados em células
hospedeiras eucariotas (leveduras, fungos, insectos, plantas,
animais, humanas ou células nucleadas de outros organismos
multicelulares) conterdo também sequéncias necessirias para a
terminacdo da transcricdo e para estabilizar o ARNm. Tais
sequéncias estdo normalmente disponiveis a partir das regides
ndo traduzidas a 5’ e ocasionalmente a 3’ de ADN ou ADNc
eucariota ou viral. Estas regides contém segmentos
nucleotidicos transcritos como fragmentos poliadenilados na
porc¢do nédo traduzida do ARNm que codifica UCP4.

Descrevem-se ainda outros métodos, vectores e células
hospedeiras adequados para adaptacdo a sintese de UCP4 em
cultura de células de vertebrados recombinantes em Gething et
al., Nature, 293:620-0625 (1981); Mantei et al., Nature,
281:40-46 (1979); EP 117 060; e EP 117 058.
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4. Deteccdo de amplificacdo/expressdo génica

A amplificacdo e/ou expressdo génicas podem ser medidas
numa amostra directamente, por exemplo, por transferéncia de
“Southern” convencional, transferéncia de “Northern” para
quantificar a transcricdo de ARNm [Thomas, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 77:5201-5205 (1980)], transferéncia “dot blotting”
(andlise de ADN) ou hibridacdo in situ, utilizando uma sonda
marcada adequada, com base nas sequéncias aqui proporcionadas.
Alternativamente, podem ser utilizados anticorpos que podem
reconhecer cadeias duplas especificas, incluindo ADN em cadeia
dupla, ARN em cadeia dupla e cadeias duplas hibridas de ADN-
ARN ou cadeias duplas de ADN-proteina. 0Os anticorpos por seu
lado podem ser marcados e o ensaio pode ser efectuado num
formato em que a cadeia dupla se encontra ligada a uma
superficie, de modo gque quando se forma a cadeia dupla a
superficie pode ser detectada a presenca de anticorpo ligado a
cadeia dupla.

Alternativamente, a expressdo génica pode ser medida por
métodos imunoldégicos, tais como coloracgdo imuno-histoquimica
de células ou seccbes de tecidos e ensaio da cultura celular
ou fluidos corporais, para quantificar directamente a
expressdo do produto génico. Os anticorpos Uteis ©para
coloracgdo imuno-histoquimica e/ou ensaio de fluidos de amostra
podem ser monoclonais ou policlonais e podem ser preparados em
qualquer mamifero. Convenientemente, o0s anticorpos podem ser
preparados contra um polipéptido UCP4 de sequéncia nativa ou
contra um péptido sintético baseado nas sequéncias de ADN aqui
proporcionadas ou contra sequéncia exdgena fundida a ADN de
UCP4 e que codifica um epitopo especifico de anticorpo.

5. Purificacdo do polipéptido

Podem recuperar-se formas de UCP4 de meio de cultura ou
de lisados de <células hospedeiras. Caso seja ligado a
membrana, pode ser libertado da membrana utilizando uma
solucdo de detergente adequada (por exemplo Triton-X 100) ou
por clivagem enzimatica. As células utilizadas na expressdo de
UCP4 podem ser rompidas por varios meios fisicos ou quimicos,
tais como <ciclos de congelacdo-descongelacdo, ultra-sons,
ruptura mecadnica ou agentes de lise celular.
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Pode ©pretender-se purificar UCP4 de proteinas ou
polipéptidos de células recombinantes. Os procedimentos
seguintes sdo exemplos de procedimentos de purificacéo
adequados: por fraccionamento numa coluna de permuta idnica;
precipitacdo com etanol; HPLC de fase inversa; cromatografia
em silica ou numa resina permutadora catidénica tal como DEAE;
cromatofocagem; SDS-PAGE; precipitacdo com sulfato de amdénio;
filtracdo em gel wutilizando, por exemplo, Sephadex G-75;
colunas de proteina A Sepharose para remover contaminantes
tais como IgG; e colunas gquelantes de metal para ligar formas
de UCP4 marcadas com epitopo. Podem ser wutilizados varios
métodos de purificacdo de proteinas e tais métodos sé&o
conhecidos na especialidade e descritos por exemplo em
Deutscher, Methods in Enzymolgy, 182 (1990); Scopes, Protein
Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag, New
York (1982). A(s) etapa(s) de purificacdo seleccionadas
dependerdo, por exemplo, da natureza do processo de producdo
utilizado e do UCP4 especifico produzido.

E. Utilizacdes para UCP4

As sequéncias nucleotidicas (ou seus complementos) gue
codificam UCP4 tém varias aplicacdes na especialidade da
biologia molecular, incluindo utilizacdes como sondas de
hibridacdo, em mapeamento de cromossomas € genes € na geracgao
de ARN e ADN anti-sentido. O &cido nucleico de UCP4 seréd
também Util para a preparacdo de polipéptidos UCP4 por

técnicas recombinantes aqui descritas.

O gene de UCP4 de sequéncia nativa de comprimento
completo (descrito no exemplo 1; SEQ NO:2) ou seus fragmentos
podem ser utilizados, entre outras coisas, como sondas de
hibridacdo para uma biblioteca de ADNc para isolar o gene de
UCP4 de comprimento completo ou para isolar ainda outros genes
(por exemplo, o0s gque codificam variantes de ocorréncia natural
de UCP4 ou UCP4 de outra espécie) gue apresentam uma
identidade de sequéncia pretendida com a sequéncia de TUCP4
revelada na figura 1 (SEQ ID NO:1). Opcionalmente, o
comprimento das sondas serda de cerca de 20 a cerca de 80
bases. As sondas de hibridacdo podem ser derivadas da
sequéncia nucleotidica de SEQ ID NO:2 ou de sequéncias
gendmicas incluindo promotores, elementos facilitadores e
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intrdes de UCP4 de sequéncia nativa. A titulo de exemplo, um
método de rastreio incluird o isolamento da <regido de
codificacdo do gene de UCP4 utilizando a sequéncia de ADN
conhecida para sintetizar uma sonda seleccionada de cerca de
40 bases. As sondas de hibridacdo podem ser marcadas com uma
variedade de marcadores, incluindo radionucledétidos tais como
2p ou °°S, ou marcadores enzimaticos tails como fosfatase
alcalina acoplada a sonda através de sistemas de acoplamento
avidina/biotina. As sondas marcadas com uma sequéncia
complementar a do gene de UCP4 do presente invento podem ser
utilizadas para rastrear bibliotecas de ADNc, ADN gendmico ou
ARNm humanos para determinar gquais os membros de tais
bibliotecas com que a sonda hibrida. As técnicas de hibridacéo
sdo descritas em maior detalhe nos exemplos adiante.

Os fragmentos de ADN de UCP4 aqui revelados incluem
sequéncias contendo pelo menos cerca de 20 a 30 nucledbdtidos
consecutivos do ADN de SEQ ID NO:2. Preferivelmente, tais
sequéncias incluem pelo menos cerca de 50 nucledtidos
consecutivos do ADN de SEQ ID NO:2.

As sondas podem também ser utilizadas em técnicas de PCR
para gerar um conjunto de sequéncias para identificacdo de
sequéncias de codificacdo altamente relacionadas com UCP4.

As sequéncias nucleotidicas que codificam um UCP4 podem
também ser utilizadas para construir sondas de hibridacdo para
mapear o gene que codifica o UCP4 e para a andlise genética de
individuos com doencas genéticas. As sequéncias nucleotidicas
aqui proporcionadas podem ser mapeadas num cromossoma €
regides especificas de um cromossoma utilizando técnicas
conhecidas, tais como hibridacdo in situ, andlise de ligacéo
contra marcadores cromossdmicos conhecidos e rastreio de

hibridacdo com bibliotecas.

Quando as sequéncias de codificacdo para UCP4 codificam
uma proteina que se liga a outra proteina, o UCP4 pode ser
utilizado em ensaios para identificar as outras proteinas ou
moléculas envolvidas na interaccdo de ligacdo. Através destes
métodos podem ser identificados inibidores da interacc¢do de
ligacdo receptor/ligando. As proteinas envolvidas em tais
interaccgdes de ligacdo também podem ser utilizadas para
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rastrear péptidos ou moléculas ©pegquenas 1inibidores ou
agonistas da interaccédo de ligacdo. Além disso, o receptor de
UCP4 pode ser utilizado para isolar ligando(s) correlativo(s).
Podem ser concebidos ensaios de rastreio para encontrar
compostos lider gque mimetizam a actividade bioldgica de um
UCP4 nativo ou de um receptor para UCP4. Tais ensaios de
rastreio incluirdo ensaios susceptiveis de rastreio de alto
rendimento de bibliotecas quimicas, o) que os torna
particularmente adequados para identificar <candidatos a
farmacos do tipo de moléculas pequenas. As moléculas pequenas
contempladas incluem compostos orgédnicos ou inorgénicos
sintéticos. Os ensaios podem ser efectuados numa variedade de
formatos, incluindo ensaios de ligacdo proteina-proteina,
ensaios de rastreio Dbioquimicos, imunoensaios e ensaios
baseados em células, que estdo bem caracterizados na
especialidade.

Os &cidos nucleicos que codificam UCP4 ou as suas formas
modificadas podem também ser utilizados para gerar animais
transgénicos ou animais “knock out”, que por seu lado sé&o
uteis no desenvolvimento e rastreio de reagentes Uteis
terapeuticamente. Um animal transgénico (por exemplo, um
ratinho ou rato) ¢ um animal com células gue contém um
transgene, transgene esse que foli introduzido no animal ou num
antepassado do animal num estdgio pré-natal, por exemplo, um
estdgio embrionadrio. Um transgene & um ADN que ¢é integrado no
genoma de uma célula a partir da gqual se desenvolve o animal
transgénico. Numa concretizacdo, pode wutilizar-se ADNc qgue
codifica UCP4 para clonar ADN gendmico que codifica UCP4 de
acordo com técnicas estabelecidas e as sequéncias gendmicas
sdo wutilizadas para gerar animais transgénicos que contém
células que expressam ADN que codifica UCP4. Os métodos para
gerar animais transgénicos, nomeadamente animais tais como
ratinhos ou ratos, tornaram-se convencionais na especialidade
e gsdo descritos, por exemplo, em patentes U.S. 4 736 866 e
4 870 009. Tipicamente, tomam-se como alvo determinadas
células para incorporacéao do transgene de UCP4 com
facilitadores especificos de tecido. 0Os animais transgénicos
que incluem uma cobépia de um transgene dque codifica UCP4
introduzido na linha germinal do animal num estéagio
embriondrio podem ser utilizados para analisar o efeito de
expressdo aumentada de ADN que codifica UCP4. Tais animais
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podem ser utilizados como animais de ensaio para reagentes que
se pensa conferirem proteccdo contra, por exemplo, condigdes
patoldgicas associadas a sua sobre-expressdo ou sub-expresséo.
De acordo com esta faceta do invento, trata-se um animal com o
reagente e uma 1incidéncia reduzida da condicdo patoldgica,
comparativamente a animais ndo tratados contendo o transgene,
indicaria uma intervencdo terapéutica potencial para a
condicdo patoldgica.

Alternativamente, podem ser utilizados homdélogos de UCP4
ndo humanos para construir um animal “knock out” relativamente
a UCP4 que tem um gene que codifica UCP4 deficiente ou
alterado como resultado de recombinacdo homdéloga entre o gene
enddgeno que codifica UCP4 e ADN gendmico alterado que
codifica UCP4 introduzido numa célula embrionaria do animal.
Por exemplo, pode utilizar-se ADNc que codifica UCP4 para
clonar ADN gendémico que codifica UCP4 de acordo com técnicas
estabelecidas. Uma porcdo do ADN gendmico que codifica UCP4
pode ser eliminada ou substituida por outro gene, tal como um
gene que codifica um marcador selecciondvel que pode ser
utilizado para monitorizar a integracéo. Tipicamente,
incluem-se varias quilobases de ADN flanqueador inalterado (de
ambas as extremidades 5’ e 3’) no vector [consultar por
exemplo, Thomas e Capecchi, Cell, 51:503 (1987) para uma
descricdo de vectores de recombinacdo hombdélogal]. O vector é
introduzido numa linha celular estaminal embriondria (por
exemplo, por electroporacdo) e seleccionam-se células nas
quais o ADN introduzido se recombinou homologamente com o ADN
enddbgeno [consultar por exemplo, Li et al., Cell, 69:915
(1992)]1. As células seleccionadas sdo entdo injectadas num
blastocisto de um animal (por exemplo, um ratinho ou rato)
para formar guimeras de agregacdo [consultar por exemplo,
Bradley, em Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A
Practical Approach, E.J. Robertson, ed. (IRL, Oxford, 1987),
p. 113-152]. Pode ser entdo implantado um embrido quimérico
num animal fémea hospedeira pseudo-gravida adequada e o
embrido é levado a termo para criar um animal “knock out”. A
descendéncia contendo o ADN recombinado homologamente nas suas
células germinais pode ser identificada por técnicas padrédo e
utilizada para criar animais nos gquais todas as células do
animal contém o ADN recombinado homologamente. 0Os animais
“knockout” podem ser caracterizados, por exemplo, pela sua
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capacidade de defesa contra determinadas condicdes patoldgicas
e pelo desenvolvimento de condigdes patoldgicas devido a
auséncia do polipéptido UCPA4.

Os &cidos nucleicos que codificam os polipéptidos UCP4
podem também ser utilizados em terapia génica. Em aplicacdes
de terapia génica, os genes sdo introduzidos em células de
modo a conseguir sintese in vivo de um produto génico eficaz
terapeuticamente, por exemplo para substituicdo de um gene
deficiente. A “terapia génica” inclui tanto terapia génica
convencional em que se consegue um efeito duradouro através de
um tratamento Unico, como a administracdo de agentes génicos
terapéuticos, que envolve a administracdo Unica ou repetida de
um ADN ou ARNm eficaz terapeuticamente. Podem ser utilizados
ARN e ADN anti-sentido como agentes terapéuticos para bloquear
a expressdo de determinados genes in vivo. Foi Jj& demonstrado
que oligonucledtidos anti-sentido curtos podem ser importados
para células onde actuam como inibidores, apesar das suas
baixas concentracdes intracelulares causadas pela sua absorcéo
restrita pela membrana celular. (Zamecnik et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 83, 4143-4146 [1986]). O0Os oligonucledbdtidos
podem ser modificados para aumentar a sua absorcdo, por
exemplo por substituicdo dos seus grupos fosfodiéster
carregados negativamente por grupos neutros.

Existem uma variedade de técnicas para introduzir &cidos
nucleicos em células viédveis. As técnicas variam dependendo se
o é&acido nucleico ¢é transferido para células em cultura in
vitro, ou 1in vivo nas células do hospedeiro pretendido. As
técnicas adequadas para a transferéncia de &cido nucleico para
células de mamifero in vitro incluem a utilizacdo de
lipossomas, electroporacdo, micro-injeccdo, fusdo celular,
DEAE-dextrano, o método de precipitacdo de fosfato de célcio,
etc. As técnicas de transferéncia génica in vivo actualmente
preferidas incluem transfeccédo com vectores virais
(tipicamente retrovirais) e transfeccdo mediada por proteinas
de envelope de virus-lipossoma (Dzau et al., Trends in
Biotechnology 11, 205-210 [1993]). Em algumas situacdes &
desejavel proporcionar a fonte de acido nucleico com um agente
que tem como alvo as células alvo, tal como um anticorpo
especifico para a proteina de membrana superficial da célula
ou a célula alvo, um ligando para um receptor na célula alvo,



EP 1 115 863/PT
35

etc. Quando se utilizam lipossomas, podem ser utilizadas
proteinas que se ligam a uma proteina membranar de superficie
celular associada a endocitose para direccdo ao alvo e/ou para
facilitar a absorcdo, por exemplo proteinas de cépside ou seus
fragmentos trépicos para um determinado tipo de célula,
anticorpos para proteinas que sofrem internalizacdo em ciclos,
proteinas que tém como alvo uma localizacdo intracelular e
aumenta a semivida intracelular. A técnica de endocitose
mediada por receptor é descrita, por exemplo, por Wu et al.,
J. Biol. Chem. 262, 4429-4432 (1987); e Wagner et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 87, 3410-3414 (1990). Para revisdo de
protocolos de marcacdo de gene e de terapia génica consultar
Anderson et al., Science 256, 808-813 (1992).

Pensa-se que a terapia génica de UCP4 tem aplicacdes, por
exemplo, no tratamento de condig¢des metabdlicas. Tal pode ser
conseguido, por exemplo, utilizando as técnicas descritas
acima e por introducdo de um vector viral contendo um gene de
UCP4 em determinados tecidos (tal como musculo ou gordura)
para aumentar a taxa metabdlica nestes tecidos alvo e assim
elevar o consumo de energia.

Em geral, revelam-se aqui métodos de tratamento
utilizando UCP4. A combustdo de combustivel, transporte de
electrdes, bomba de protdo e consumo de 0, (que podem ser
denominadas colectivamente como taxa metabdlica) estéo
acopladas a sintese de ATP. Pode existir uma “ineficédcia” em
mamiferos, de modo que uma parte da taxa metabdlica (que em
alguns casos pode ser superior a 20%) pode ser imputada a
“fuga” de H' de volta ao espaco matricial sem qualquer sintese
de ATP.

Pensa-se que UCP4 pode estar envolvido na catédlise de
fuga de H', desempenhando assim um papel na ineficéacia
energética in vivo. Assim, a modulacdo da actividade de UCP4
ou quantidades (presenca) de UCP4 em tecidos de mamifero
(nomeadamente, tecidos metabolicamente importantes), pode
modular concomitantemente fuga de HY, taxa metabdlica e
producdo de calor. 0Os métodos de modulacdo (quer num modo de
regulacdo positiva quer de regulacdo negativa) da taxa
metabdlica num mamifero tém uma variedade de aplicacgdes
terapéuticas, incluindo tratamento da obesidade e dos sintomas
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associados com 1icto, traumatismo (tal como traumatismo de
queimadura), sepsia e infeccéo.

No tratamento da obesidade, os peritos na especialidade
considerardo que a modulacdo do ©potencial de membrana
mitocondrial pode ser utilizada para aumentar a taxa
metabdlica corporal, aumentando assim a capacidade de um
individuo perder peso. Podem efectuar-se ensaios de rastreio
para identificar moléculas que podem regular positivamente a
expressdo ou a actividade (tal como o desacoplamento) de UCP4.
As moléculas assim identificadas podem entdo ser utilizadas
para aumentar a taxa metabdlica e aumentar a perda de peso. 0s
polipéptidos UCP4 sdo Uteis em ensaios para identificar
compostos lider para agentes terapeuticamente activos que
modulam a expressdo ou a actividade de UCP4. As moléculas ou
compostos candidatos podem ser ensaiados com as células ou
tecidos de mamifero para determinar o(s) efeito(s) da molécula
ou composto candidatos sobre a expressdo ou a actividade de
UCP4. Estes ensaios de rastreio podem ser susceptiveis de
rastreio de alto rendimento de bibliotecas gquimicas, e sé&o
particularmente adequados para identificar <candidatos a
farmacos do tipo molécula pequena. As moléculas pequenas
incluem, mas ndo se lhes limitam, compostos orgdnicos ou
inorganicos sintéticos. Os ensaios podem ser realizados numa
variedade de formatos, incluindo ensaios de ligacdo proteina-
proteina, ensaios de rastreio Dbioguimicos, imunoensaios,
ensaios baseados em células, etc. Tails formatos de ensaio sé&o
bem conhecidos na especialidade.

Assim, numa concretizacdo, proporciona-se um método para
realizar um ensaio de rastreio in vitro para identificar uma
molécula gque aumenta ou regula positivamente a expressdo de
UCP4, incluindo as etapas de expor uma célula ou amostra de
tecido de mamifero que se pensa conter UCP4 a uma molécula
candidata e subseguentemente analisar a expressdo de UCP4 na
referida amostra. Neste método, a amostra pode ser analisada
adicionalmente relativamente ao potencial de membrana
mitocondrial. Opcionalmente, o UCP4 é um polipéptido contendo
residuos de aminoadcidos 1 a 323 da figura 1 (SEQ ID NO:1). A
amostra a ser analisada pode incluir véarias células ou tecidos
de mamifero, incluindo, sem limitacdo, tecido cerebral humano.
A molécula candidata utilizada no ensaio de rastreio pode ser
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uma molécula pequena incluindo um composto orgédnico ou
inorgdnico sintético. Numa concretizacdo alternativa, o ensaio
de rastreio ¢é efectuado para identificar uma molécula que
diminui ou regula negativamente a expressdo de UCP4. 0O(s)
efeito(s) que tal molécula candidata pode ter na expressédo
e/ou actividade de UCP4 pode(m) ser comparado(s) a um controlo
ou amostra de referéncia, tal como por exemplo, a expressdo ou
actividade de UCP4 observada num mamifero idéntico.

O UCP4 pode também ser utilizado em métodos de
diagnéstico. Por exemplo, a presenca ou auséncia de UCP4 ou
alternativamente a sobre-expressido ou sub-expressido de UCP4 em
células ou tecidos de um individuo, pode ser detectada
utilizando ensaios conhecidos na especialidade, incluindo os
descritos nos exemplos adiante. Assim, o 1invento também
proporciona um método de detectar expressdo de UCP4 numa
célula ou amostra de tecido de mamifero, incluindo pdr em
contacto uma célula ou amostra de tecido de mamifero com uma
sonda de ADN e analisar a expressdo do produto de transcricéo
de ARNm de UCP4 na referida amostra. A amostra pode incluir
varias células ou tecidos de mamifero, incluindo, mas ndo se
lhe limitando, tecido cerebral humano. 0 perito na
especialidade pode utilizar a informacdo resultante de tais
ensaios de deteccdo como auxiliar de previsdo das condicgdes
metabdélicas ou risco de inicio de obesidade. Caso se
determine, por exemplo, que a actividade de UCP4 num doente é
anormalmente alta ou baixa, pode administrar-se terapia, por
exemplo terapia hormonal, para que a actividade de UCP4
retorne a um estado fisiologicamente aceitavel.

A deteccdo de funcdo de UCP4 reduzida num mamifero pode
também ser utilizada como auxiliar de diagndstico de
actividade neural debilitada ou degeneracdo neural. Pensa-se
actualmente que UCP4 pode estar envolvido na regulacdo da
temperatura ou taxa metabdlica cerebral que & necessaria para
funcédo cerebral normal (e actividade neural associada). Também
se pensa actualmente qgque UCP4 pode controlar a geracdo de
espécies de oxigénio reactivas e assim contribuir para
degeneracdo neural. As moléculas identificadas nos ensaios de
rastreio para as quais se verificou que inibem a expressdo ou
funcdo de UCP4 podem também ser utilizadas para tratar febre
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dado que se pensa que UCP4 ¢é regulado positivamente durante
episddios de febre.

F. Anticorpos anti-UCP4

O presente invento proporciona adicionalmente anticorpos
anti-UCP4. O0Os exemplos de anticorpos incluem anticorpos
policlonais, monoclonais, humanizados, biespecificos e
heteroconjugados.

1. Anticorpos policlonais

Os anticorpos anti-UCP4 podem incluir anticorpos
policlonais. S&o conhecidos pelos peritos na especialidade
métodos de preparacdo de anticorpos policlonais. Os anticorpos
policlonais podem ser desenvolvidos num mamifero, por exemplo,
através de uma ou mais injeccgdes de um agente de imunizacédo e,
caso se pretenda, um adjuvante. Tipicamente, o agente de
imunizacdo e/ou adjuvante serdo injectados num mamifero
através de miltiplas injeccdes subcuténeas ou
intraperitoneais. O agente de imunizacdo podem incluir o
polipéptido UCP4 ou uma sua proteina de fusdo. Pode ser util
conjugar o agente de imunizacdo a uma proteina que se sabe ser
imunogénica no mamifero a ser imunizado. Os exemplos de tais
proteinas imunogénicas incluem, mas ndo se lhes limitam,
hemocianina de lapa gigante, albumina de soro, tiroglobulina
bovina e inibidor de tripsina de soja. Os exemplos de
adjuvantes que podem ser utilizados incluem adjuvante completo
de Freund e adjuvante MPL-TDM (monofosforil-lipido A,
dicorinomicolato de trealose sintético). O protocolo de
imunizacéo pode ser seleccionado por um perito na
especialidade sem experiéncias desnecessarias.

2. Anticorpos monoclonais

Os anticorpos anti-UCP4 podem ser alternativamente
anticorpos monoclonais. Os anticorpos monoclonais podem ser
preparados utilizando métodos de hibridoma tal como os
descritos por Kohler e Milstein, Nature, 256:495 (1975). Num
método de hibridoma imuniza-se tipicamente um hamster ou outro
animal hospedeiro apropriado com um agente de imunizacdo para
induzir 1linfécitos gque produzem ou s&o capazes de produzir
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anticorpos que se ligardo especificamente ao agente de
imunizacéo. Alternativamente, os linfécitos podem ser
imunizados in vitro.

O agente de imunizacdo incluiréd tipicamente o polipéptido
UCP4 ou wuma sua proteina de fusdo. De um modo geral,
utilizam-se 1linfécitos de sangue periférico (“PBL”) caso se
pretendam células de origem humana ou células de baco ou
células de ganglio 1linfédtico caso se pretendam fontes
mamiferas ndo humanas. Os linfdécitos sdo entdo fundidos com
uma linha de c¢élulas imortalizadas utilizando um agente de
fusdo adequado tal como polietilenoglicol, para formar uma
célula de hibridoma [Goding, Monoclonal Antibodies: Principles
and Practice, Academic Press, (1986) p. 59-103). As linhas de
células imortalizadas sdo habitualmente células de mamifero
transformadas, nomeadamente células de mieloma de origem de
roedor, bovino e humano. Habitualmente utilizam-se linhas de
células de mieloma de rato ou ratinho. As células de hibridoma
podem ser cultivadas num meio de cultura adequado que contém
preferivelmente uma ou mais substédncias que inibem o
crescimento ou sobrevivéncia das células imortalizadas néo
fundidas. Por exemplo, se as células parentais forem isentas
da enzima hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferase (HGPRT
ou HPRT), o meio de cultura para os hibridomas conteré
tipicamente hipoxantina, aminopterina e timidina (“meio HAT”),
substincias que evitam o crescimento de células deficitérias
em HGPRT.

Constituem linhas de células imortalizadas preferidas as
que se fundem eficazmente, permitem niveis de expresséo
elevados de anticorpo pelas células produtoras de anticorpo
seleccionadas e sd&o sensiveis a um meio tal como meio HAT.
Constituem linhas de células imortalizadas mais preferidas as
linhas de mieloma murino que podem ser obtidas, por exemplo,
do Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego,
California e de American Type Culture Collection, Manassas,
Virginia. As linhas de células de mieloma humano e de
heteromieloma de ratinho-humano foram também descritas para a
producdo de anticorpos monoclonais humanos [Kozbor, J.
Immunol., 133:3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody
Production Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc.,
New York, (1987) p. 51-63].
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O meio de cultura no gqual se cultivam as células de
hibridoma pode ser entdo ensaiado gquanto a presenca de
anticorpos monoclonais dirigidos contra UCP4. Preferivelmente,
a especificidade de ligacéo de anticorpos monoclonais
produzidos pelas células de hibridoma ¢é determinada por
imunoprecipitacdo ou por ensaio de ligacdo in vitro, tal como
radioimunoensaio (RIA) ou ensaio de imunossorcdo com enzimas
ligadas (ELISA). Tais técnicas e ensaios sdo conhecidos na
especialidade. A afinidade de ligacdo do anticorpo monoclonal
pode ser determinada, por exemplo, pela analise de Scatchard
de Munson e Pollard, Anal. Biochem., 107:220 (1980).

Apds identificacdo das células de hibridoma pretendidas,
os clones podem ser subclonados por procedimentos de diluicéo
limitante e cultivados por métodos padrdo [Goding, supral. Os
meios de cultura adeguados para este objectivo incluem, por
exemplo, meio de Eagle modificado por Dulbecco e meio RPMI-
1640. Alternativamente, as células de hibridoma podem ser

cultivadas in vivo como ascites num mamifero.

Os anticorpos monoclonais excretados pelos subclones
podem ser isolados ou purificados do meio de cultura ou do
fluido ascitico por procedimentos convencionais de purificacéo
de imunoglobulina tais como, por exemplo, cromatografia em
hidroxilapatite, proteina A-Sepharose, electroforese em gel,
didlise ou cromatografia de afinidade.

Os anticorpos monoclonais podem também ser produzidos por
métodos de ADN recombinante tais como os descritos na patente
U.S. 4 816 567. O ADN que codifica os anticorpos monoclonais
do invento pode ser facilmente isolado e sequenciado
utilizando procedimentos convencionais (por exemplo,
utilizando de sondas de oligonucledétido que s&o capazes de se
ligar especificamente a genes que codificam as cadeias pesada
e leve de anticorpos murinos). As células de hibridoma do
invento servem como uma fonte preferivel de tal ADN. Uma vez
isolado, o ADN pode ser inserido em vectores de expressdo que
sdo entdo transfectados para células hospedeiras tais como
células COS de simio, células de ovario de hamster chinés
(CHO) ou células de mieloma que de outra forma n&do produzem
qualgquer outra proteina imunoglobulina, para obter a sintese
de anticorpos monoclonais nas células hospedeiras
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recombinantes. O ADN pode também ser modificado, por exemplo,
por substituicdo da sequéncia de codificacdo pelos dominios
constantes das cadeias pesada e leve humanas em vez das
sequéncias murinas hombélogas [patente U.S. 4 816 567; Morrison
et al., supral] ou por ligacdo covalente a sequéncia de
codificacdo da imunoglobulina de toda ou de parte da sequéncia
de codificacdo de um polipéptido né&do imunoglobulina. Tal
polipéptido que ndo imunoglobulina pode ser substituido pelos
dominios constantes de um anticorpo do invento ou pode ser
substituido pelos dominios variaveis de um local de combinacéo
de antigénio de um anticorpo do invento para criar um
anticorpo bivalente quimérico.

Os anticorpos podem ser anticorpos monovalentes. Os
métodos de ©preparacdo de anticorpos monovalentes sdo bem
conhecidos na especialidade. Por exemplo, um método envolve
expressdo recombinante da cadeia leve e cadeia pesada
modificada de imunoglobulina. A cadeia pesada ¢é truncada
geralmente em qualgquer local da regido Fc de modo a evitar
reticulacdo de cadeia pesada. Alternativamente, os residuos de
cisteina relevantes sdo substituidos por outro residuo de
aminodcido ou s&do eliminados de modo a evitar reticulacéo.

Os métodos in vitro sdo também adequados para preparar
anticorpos monovalentes. A digestdo de anticorpos ©para
produzir os seus fragmentos, nomeadamente, fragmentos Fab,
pode ser efectuada utilizando técnicas de rotina conhecidas na
especialidade.

3. Anticorpos humanos e humanizados

Os anticorpos anti-UCP4 do invento podem incluir
adicionalmente anticorpos humanizados ou anticorpos humanos.
As formas humanizadas de anticorpos ndo humanos (por exemplo,
murinos) séo imunoglobulinas quiméricas, cadeias de
imunoglobulina quimérica ou seus fragmentos (tais como Fv,
Fab, Fab', F(ab'), ou outras subsequéncias de anticorpos de
ligacdo de antigénios) gque contém uma sequéncia minima
derivada de uma imunoglobulina n&o humana. Os anticorpos
humanizados incluem imunoglobulinas humanas (anticorpo
recebedor) nas quais se substituem residuos de uma regido
determinante da complementaridade (CDR) do recebedor por



EP 1 115 863/PT
42

residuos de uma CDR de uma espécie nédo humana (anticorpo
dador) tal como ratinho, rato ou coelho apresentando a
especificidade, afinidade e capacidade pretendidas. Nalguns

casos, substituem-se residuos do esqueleto Fv da
imunoglobulina humana por residuos nao humanos
correspondentes. Os anticorpos humanizados podem também

incluir residuos gque ndo se encontram nem no anticorpo
recebedor nem nas sequéncias de CDR ou de esqueleto
importadas. De um modo geral, o anticorpo humanizado incluiré
substancialmente todos de pelo menos um e tipicamente dois
dominios varidveis, nos quais todas ou substancialmente todas
as regides CDR correspondem as de uma imunoglobulina né&o
humana e todas ou substancialmente todas as regides FR sdo as
de uma sequéncia de consenso de imunoglobulina humana. O
anticorpo humanizado incluirada também optimamente pelo menos
uma porcdo de uma regido constante de imunoglobulina (Fc),
tipicamente a de wuma imunoglobulina humana [Jones et al.,
Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-
329 (1988); e Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-59¢
(1992) 1.

Sdo0 bem conhecidos na especialidade métodos para
humanizar anticorpos ndo humanos. De um modo geral, um
anticorpo humanizado tem um ou mais residuos de aminoéacido
nele introduzidos a partir de uma fonte que ndo ¢é humana.
Estes residuos de aminocdcido n&o humanos s&o0 muitas vezes
referidos como residuos de “importacdo”, que sdo tipicamente
retirados de um  dominio variavel de “importacdo”. A
humanizacédo pode ser essencialmente efectuada seguindo o
método de Winter e colaboradores [Jones et al., Nature,
321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-327
(1988); Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988)],
substituindo por CDR ou sequéncias de CDR de roedor as
sequéncias correspondentes de um anticorpo humano.
Consequentemente, tais anticorpos “humanizados” sédo
anticorpos quiméricos (patente U.S. 4 816 567), nos gquais se
substituiu substancialmente menos gque um dominio wvariéavel
humano intacto pela sequéncia correspondente de uma espécie
ndo humana. Na pratica, 0s anticorpos humanizados sdo
tipicamente anticorpos humanos nos quais alguns residuos CDR e
possivelmente alguns residuos FR sdo substituidos por residuos
de locais anédlogos em anticorpos de roedor.
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Podem também produzir-se anticorpos humanos utilizando
varias técnicas conhecidas na egspecialidade, incluindo
bibliotecas de apresentacdo em fagos [Hoogenboom e Winter, J.
Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol.,
222:581 (1991)]. As técnicas de Cole et al. e Boerner et al.
estdo também disponiveis para a preparacdo de anticorpos
monoclonais humanos (Cole et al., Monoclonal Antibodies and
Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77 (1985) e Boerner et al.,
J. Immunol., 147 (1) :86-95 (1991)1]. Podem igualmente
produzir-se anticorpos humanos  por introducéo loci de
imunoglobulina humana em animais transgénicos, e.g., ratinhos
nos quais os genes de imunoglobulina enddgenos foram parcial
ou completamente inactivados. Apds provocacido, observa-se
producdo de anticorpo humano, que se assemelha bastante a
observada em seres humanos em todos o0s aspectos incluindo
rearranjo e montagem de genes e repertdrio de anticorpos. Esta
abordagem descreve-se, por exemplo, nas patentes
U.S. 5 545 807; 5 545 806; 5 569 825; 5 625 126; 5 633 425;
5 661 016 e nas seguintes publicacdes cientificas: Marks et
al., Bio/Technology 10, 779-783 (1992); Lonberg et al., Nature
368 856-859 (1994); Morrison, Nature 368, 812-13 (1994);
Fishwild et al., Nature Biotechnology 14, 845-51 (1996);
Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (1996); Lonberg e
Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13 65-93 (1995).

4. Anticorpos biespecificos

Os anticorpos biespecificos sdo anticorpos monoclonais,
preferivelmente humanos ou humanizados, que tém
especificidades de 1ligacdo para pelo menos dois antigénios
diferentes. No presente caso, uma das especificidades de
ligacdo ¢ para UCP4, a outra é para qualgquer outro antigénio e
preferivelmente para uma proteina ou receptor ou subunidade de

receptor da superficie celular.

Sdo conhecidos na especialidade métodos para produzir
anticorpos biespecificos. Tradicionalmente, a producédo
recombinante de anticorpos biespecificos baseia-se na co-
expressdo de dois pares de cadeia pesada/cadeia leve de
imunoglobulina em que as duas cadeias pesadas tém
especificidades diferentes [Milstein e Cuello, Nature,
305:537-539 (1983)]. Devido ao sortido aleatdédrio de cadeias
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leves e pesadas de imunoglobulina, estes hibridomas
(quadromas) produzem uma mistura potencial de dez moléculas de
anticorpo diferentes das quais apenas uma tem a estrutura
biespecifica correcta. A purificacdo da molécula correcta é
habitualmente conseguida por etapas de cromatografia de
afinidade. Revelam-se procedimentos semelhantes em
WO 93/08829, publicado a 13 de Maio de 1993 e em Traunecker et
al., EMBO J., 10:3655-3659 (1991).

Podem fundir-se dominios variaveis de anticorpos com as
especificidades de ligacdo pretendidas (locais de combinacéo
anticorpo-antigénio) com sequéncias de dominios constantes de
imunoglobulina. A fusdo ¢ preferivelmente com um dominio
constante de cadeia pesada de imunoglobulina incluindo pelo
menos parte das regides de charneira, CH2 e CH3. Prefere-se
que a primeira regido constante de cadeia ©pesada (CH1)
contenha o 1local necessario para a ligacdo da cadeia leve
presente em pelo menos uma da fusdes. Os ADN que codificam as
fusdes de cadeia pesada de imunoglobulina e caso pretendido,
cadeia leve de imunoglobulina, s&do inseridas em vectores de
expressdo separados e sdo co-transfectados para um organismo
hospedeiro adequado. Para detalhes adicionais para gerar
anticorpos biespecificos consultar, por exemplo, Suresh et
al., Methods in Enzymology, 121:210 (198¢0).

5. Anticorpos heteroconjugados

Os anticorpos heteroconjugados estdo também abrangidos
pelo ambito do presente invento. Os anticorpos
heteroconjugados s&do compostos por dois anticorpos 1ligados
covalentemente. Tais anticorpos tém sido propostos, por
exemplo, para dirigir células do sistema imunitédrio para
células indesejadas [patente U.S. 4 676 980] e para tratamento
de infecgdo por VIH [WO 91/00360; WO 92/200373; EP 03089].
Considera-se que o0s anticorpos podem ser preparados in vitro
utilizando métodos conhecidos em quimica sintética de
proteinas incluindo os que envolvem agentes de reticulacéo.
Por exemplo, podem construir-se imunotoxinas utilizando uma
reacgcdo de permuta de dissulfureto ou por formacdo de uma
ligacdo tioéter. Os exemplos de reagentes adequados para este
objectivo incluem iminotiolato e metil-4-mercaptobutirimidato
e os revelados, por exemplo, na patente U.S. 4 676 980.
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G. Utilizacdes para anticorpos anti-UCP4

Os anticorpos anti-UCP4 do invento tém diferentes
utilidades. Por exemplo, podem utilizar-se anticorpos anti-
UCP4 em ensaios de diagndéstico para UCP4, por exemplo,
detectar a sua expressdo em células ou tecidos especificos.
Podem utilizar-se diferentes técnicas de ensaio de diagndstico
conhecidas na especialidade, tal como ensaios de ligacéo
competitiva, ensaios em sanduiche directos ou indirectos e

ensaios de imunoprecipitacéo conduzidos quer em fase

heterogénea quer em fase homogénea [Zola, Monoclonal
Antibodies: A Manual of Techniques, CRC Press, Inc. (1987)
p. 147-158]. Os anticorpos utilizados nos ensaios de

diagnéstico podem ser marcados com uma porcdo detectavel. A
porcdo detectavel deve ser capaz de produzir, directa ou
indirectamente um sinal detectédvel. Por exemplo, a porcgédo
detectével pode ser um isdtopo radiocactivo tal como 3H, e,
2p, s ou '?°I, um composto fluorescente ou quimioluminescente
tal como isotiocianato de fluoresceina, rodamina ou luciferina
ou uma enzima tal como fosfatase alcalina, beta-galactosidase
ou peroxidase de rdbano. Pode utilizar-se qualquer método
conhecido na especialidade para conjugar o anticorpo com a
porcdo detectével, incluindo os métodos descritos por Hunter
et al., Nature, 144:945 (1962); David et al., Biochemistry,
13:1014 (1974); Pain et al., J. Immunol. Meth., 40:219 (1981);
e Nygren, J. Histochem. and Cytochem., 30;407 (1982).

Os anticorpos anti-UCP4 sdo também Uiteis para purificacéo
por afinidade de UCP4 a partir de cultura de células
recombinantes ou de fontes naturais. Neste processo, 08
anticorpos contra UCP4 sdo imobilizados num suporte adequado
tal como uma resina Sephadex ou papel de filtro utilizando
métodos bem conhecidos na especialidade. O anticorpo
imobilizado é entdo posto em contacto com uma amostra contendo
o UCP4 a ser purificado e seguidamente o suporte é lavado com
um solvente adegquado gque removerd substancialmente todo o
material na amostra excepto o UCP4 que estd ligado ao
anticorpo imobilizado. Finalmente, o suporte ¢é lavado com
outro solvente adequado que libertarda o UCP4 do anticorpo.
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EXEMPLOS

Os reagentes disponiveis comercialmente referidos nos
exemplos foram utilizados de acordo com as instrugdes do
fabricante salvo indicacdo em contrario. A fonte das células
identificadas nos exemplos seguintes e ao longo de todo o
fasciculo pelos numeros de acesso ATCC é a American Type
Culture Collection, Manassas, Virginia.

EXEMPLO 1

Isolamento de clones de ADNc que codificam UCP4 humana

Efectuaram-se buscas nas bases de dados EST que incluiram
bases de dados EST publicas (por exemplo, GenBank) e uma base
de dados EST registada (LIFESEQ™, Incyte Pharmaceuticals, Palo
Alto, California) de sequéncias apresentando homologias com
UCP3 humana. A busca foi efectuada utilizando o programa de
computador BLAST ou BLAST2 [Altschul et al., Methods 1in
Enzymology, 266:460-480 (1996) 1] como uma comparacdo de
sequéncias da proteina UCP3 com uma traducdo de 6 quadros de
sequéncias EST. As comparac¢des que resultaram numa pontuacdo
BLAST de 70 (ou nalguns casos, 90) ou superior gque néo
codificaram para proteinas conhecidas foram agregadas e juntas
em sequéncias de ADN de consenso com O programa AssemblyLIGN e
MacVector (Oxford Molecular Group, Inc.).

Montou-se uma sequéncia de ADN (“ADN de partida”)
relativamente a outras sequéncias EST utilizando o utilitéario
AssemblyLIGN (figura 7; SEQ ID NO:5). As EST da base de dados
Incyte incluiram as sequéncias apresentando os seguintes
numeros de acesso: 3468504; 3369262; 4220747; 1254733;
5016160; 3770189; 2265329; 928717; 3715961; 3528102; 961523;
1863723; 382533; 918252; 918404; 4313009; 3801604; c-swh06;
3464955; c-1sh09; 090424; 1316891; 1342069; 1435593; 16014011;
1668098; 1668103; 222248; 243244; 246984; 272663; 305678;
305871; 3369262; 3464955 e 37159061. Adicionalmente, a
sequéncia de ADN de partida foi estendida utilizando ciclos
repetidos de BLAST e AssemblyLIGN para estender a sequéncia
tanto quanto possivel utilizando as fontes de sequéncias EST
discutidas acima.



EP 1 115 863/PT
47

Com Dbase nesta sequéncia de ADN, sintetizaram-se
oligonucledtidos para isolar um clone das sequéncias de
codificacdo de comprimento completo para UCP4 por PCR. Os
iniciadores de PCR directo e inverso apresentam geralmente uma
gama entre 20 e 30 nucledétidos e sdo muitas vezes concebidos
para fornecerem um produto de PCR com um comprimento de cerca
de 100-1000 pb. As sequéncias sonda apresentam tipicamente um
comprimento de cerca de 40-55 pb. Nalguns casos, sintetizam-se
oligonucledétidos adicionais quando a sequéncia de consenso é
maior do que cerca de 1-1,5 kpb.

Sintetizaram-se iniciadores de PCR (directo e inverso):

Iniciador de PCR directo CGCGGATCCCGTTATCGTCTTGCGCTACTGC
(U401) (SEQ ID NO:3)

Iniciador de PCR inverso GCGGAATTCTTAAAATGGACTGACTCCACTCATC
(U406) (SEQ ID NO:4)

Clonou-se também UCP4 com um marcador Flag no terminal
NH, em pcDNA3 (pcDNA3Flag-UCP4; Invitrogen) entre os locais de
restricdo  BamHI e EcoRI. Sintetizaram-se  o0s seguintes
iniciadores de PCR directo e inverso:

Iniciador de PCR directo
CGCGGATCCGAAATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGTCCGTCCCGGAGGAGGAGG
(U410) (SEQ ID NO: 6)

Iniciador de PCR inverso GCGGAATTCTTAAAATGGACTGACTCCACTCATC
(U406) (SEQ ID NO:4)

Isolou-se ARN para construcdo das bibliotecas de ADNc a
partir de tecido de cérebro. As bibliotecas de ADNc utilizadas
para isolar os clones de ADNc foram construidas por métodos
padrdo utilizando reagentes disponiveis comercialmente tal
como os de Invitrogen, San Diego, California. Como iniciador
para o ADNc utilizou-se oligo dT contendo um local NotI ligado
com extremidades lisas a adaptadores de Sall tratados com
hemiquinase, clivado com NotI, 0 seu tamanho foi
apropriadamente estabelecido por electroforese em gel e foi
clonado numa orientacdo definida num vector de clonagem
apropriado (tal como pRKB ou pRKD; pRKSLB & um precursor de
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PRKS5D que ndo contém o local SfiIl; consultar, Holmes et al.,
Science, 253:1278-1280 (1991)) em locais unicos XhoI e NotI.

A sequenciacdo de ADN do clone isolado por PCR tal como
descrito acima forneceu a sequéncia de ADN de comprimento
completo para UCP4 (agui designada como DNA77568-1626
[figura 2, SEQ ID NO: 2] e a sequéncia de proteina derivada
para UCP4.

A sequéncia de codificacdo de comprimento completo de
UCP4 ¢é apresentada na figura 2 (SEQ ID NO:2). O «clone
DNA77568-1626 contém um uUnico quadro de leitura aberto com um
local de iniciacdo de traducdo aparente nas posicdes de
nucledétido 40-42 e um coddo de terminacdo aparente nas
posicdes de nucledtido 1009-1011 (consultar figura 2; SEQ ID
NO:2). O precursor polipeptidico previsto tem um comprimento
de 323 aminoédcidos. Pensa-se actualmente que UCP4 & uma
proteina ligada a membrana que contém pelo menos 6 regides
transmembranares. Estas possiveis regides transmembranares da
sequéncia de aminoédcidos de UCP4 ilustram-se na figura 3. O
clone DNA77568, designado como DNA77568-1626 contido no vector
pcDNA3 (Invitrogen) foi depositado na ATCC e recebeu o n.° de
depdsito ATCC 203134. 0O polipéptido UCP4 ¢é& obtido ou pode
obter-se por expressdo da molécula codificada pela insercdo de
ADNc do vector ATCC 203134 depositado. A digestdo do vector
ATCC 203134 depositado com enzimas de restrigcdo BamHI e EcoRI
proporcionard uma insercdo de aproximadamente 972 mais 34 pb.
A proteina UCP4 de comprimento completo apresentada na figura
1 tem um peso molecular estimado de cerca de 36 061 daltons e
um pl de cerca de 9,28.

Tlustra-se na figura 3 um alinhamento da sequéncia de
aminodcidos de UCP4 com UCP 1, 2 e 3. Identificaram-se algumas
diferencas notaveis entre UCPl e UCP4. Quando UCPl ndo contém
o seu local de ligacdo de nucledtidos putativo, é resistente a
inibicdo por nucledétidos e quando Phe-267 em UCPlL &
substituido por um residuo de Tyr, UCPl tem actividade de
desacoplamento aumentada [Gonzalez-Barroso et al., Eur. J.
Biochem., 239: 445-450 (1996); Mayinger et al., Biochem., 31:
10536-10543 (1992)]. Contudo, tal como UCP2 e UCP3, UCP4 tem
um residuo de Tyr nesta posicdo (consultar figura 3).
Adicionalmente, 0 terminal carboxilo de UCPl tem sido
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implicado na activacédo da sua actividade de desacoplamento por
dcidos gordos livres (FFA). A substituigcdo de Cys-305 por
residuos de Ala ou Ser resulta quer em diminuicdo guer em
aumento de activacdo por FFA, respectivamente [Gonzalez-
Barroso et al., supral]. Devido a UCP2 ter uma Ala-307, UCP3
ter uma Ser-298 e UCP4 ter uma Ser-321, a actividade de
desacoplamento de UCP4 e das outras UCP ¢é provavelmente
regulada diferentemente por nucledbdétidos e por FFA.

O gene de UCP4 humano foi mapeado na localizacédo
cromossédmica 6 pll.2-gl2 que ¢é mais prdéxima do marcador
gendmico SHGC-34952.

EXEMPLO 2

Anadlise “Northern blot”

A expressdo de ARNm de UCP4 em tecidos humanos foi
analisada por “Northern blot”. Hibridaram-se transferéncias de
ARN humano com uma sonda de ADN de 1 quilobase marcada com °°P
baseada no ADNc de UCP4 de comprimento completo; gerou-se a
sonda por digestdo de pcDNA3UCP4 e purificacdo da insercédo de
ADNc de UCP4. Incubou-se a transferéncia de ARN de adulto
humano MTN-II (Clontech) (figuras 4A, 4B, 4D, 4E e 4F), a
transferéncia de tecido fetal humano (figuras 4D e 4H), PBL
(figuras 4B e 4D) e células de cancro (figura 4C), com sondas
de ADN. Tal como apresentado na figura 4C, as células de
cancro sondadas incluiram HL-60 (leucemia promielocitica),
células Hela, K562 (leucemia mieldgena crodnica), MOLT-4
(leucemia linfobléstica), Raji (linfoma de Burkitt), SW480
(adenocarcinoma colorrectal), A549 (carcinoma de pulmido) e
G361 (melanoma). A expressdo de UCP2 foi também analisada por
sondagem de uma hibridacdo de tecidos mualtiplos de cérebro
humano com ADNc de UCPZ2 humano (figura 4G). Todas as
hibridac¢des foram subsequentemente sondadas com um ADNc de
R-actina.

A anédlise de ™“Northern” foi efectuada de acordo com as
instrucdes do fabricante (Clontech). Revelaram-se as
hibridacdes apds exposicdo durante a noite a pelicula de
raios x.
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Tal como apresentado nas figuras 4A-4H, detectaram-se os
produtos de transcrigcdo de ARNm de UCP4. Observou-se expressdo
em tecidos do cérebro, medula espinal, medula, corpo caloso e
substdncia negra mas ndo nos outros tecidos humanos ou linhas
celulares de cancro examinadas. Apesar do teor de produto de
transcrigcdo UCP4 ser maior em tecidos de cérebro do que em
medula espinal, medula, corpo caloso e substdncia negra
(figuras 4A, 4E e 4F), os teores de produto de transcricéo
UCP2 foram superiores na medula espinal e na medula

(figura 4G). Na hibridacdo de tecido fetal humano, o produto
de transcricdo  UCP4 foi apenas detectado no cérebro
(figura 4H).

EXEMPLO 3

Utilizacdo de UCP4 como sonda de hibridacéo

0 método seguinte descreve a utilizacdo de uma sequéncia

nucleotidica que codifica UCP4 como uma sonda de hibridacéo.

Utiliza-se ADN incluindo a sequéncia de codificacido de
UCP4 de comprimento completo ou maduro (tal como apresentado
na figura 2, SEQ ID NO:2) como uma sonda para rastrear ADN
homélogos (tal como os que codificam variantes de UCP4 de
ocorréncia natural) em bibliotecas de ADNc de tecidos humanos
ou bibliotecas gendmicas de tecidos humanos.

A hibridacdo e lavagem dos filtros contendo qualquer uma
das bibliotecas de ADN é efectuada sob as seguintes condicgdes
altamente rigorosas. A hibridacdo aos filtros da sonda
derivada de UCP4 marcada radioquimicamente ¢é efectuada numa
solugdo de formamida a 50%, SSC 5x, SDS a 0,1%, pirofosfato de
sédio a 0,1%, fosfato de sdédio 50 mM, pH 6,8, solucdo de
Denhardt 2x e sulfato de dextrano a 10% a 42°C durante
20 horas. A lavagem dos filtros ¢é efectuada numa solucédo
aquosa de SSC 0,1x e SDS a 0,1% a 42°C.

Podem entéo identificar-te ADN apresentando uma
identidade de sequéncia pretendida com o ADN que codifica UCP4
de sequéncia nativa de comprimento completo utilizando
técnicas padrdo conhecidas na especialidade.
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EXEMPLO 4

Expressdo de UCP4 em E. colil

Este exemplo ilustra a preparacdo de UCP4 por expressdo
recombinante em E. coli.

A sequéncia de ADN que codifica UCP4 (SEQ ID NO:2) é&
inicialmente amplificada utilizando iniciadores de PCR
seleccionados. Os iniciadores devem conter locais de enzimas
de restricdo que correspondem aos locais de enzimas de
restricdo no vector de expressido seleccionado. Podem utilizar-
se varios vectores de expressdo. Constitui um exemplo de um
vector adequado pBR322 (derivado de E. coli; consultar Bolivar
et al., Gene, 2:95 (1977)) gque contém genes para resisténcia a
ampicilina e tetraciclina. Digere-se o vector com enzima de
restricdo e desfosforila-se. As sequéncias amplificadas por
PCR sdo entéo ligadas ao vector. O wvector incluiréa
opcionalmente segquéncias que codificam para um gene de
resisténcia a antibidtico, um promotor trp, uma sequéncia
poli-his (incluindo os primeiros seis coddes STII, sequéncia
poli-his e local de clivagem de enteroquinase), a regido de
codificacdo de UCP4, o terminador de transcricdo lambda e um
gene argU.

Utiliza-se entdo a mistura de ligacdo para transformar
uma estirpe de E. coli seleccionada utilizando os métodos
descritos em Sambrook et al., supra. Os produtos de
transformacdo sdo identificados pela sua capacidade de crescer
em placas de LB e as coldnias resistentes a antibidtico séo
entdo seleccionadas. O ADN plasmidico pode ser isolado e
confirmado por andlise de restricdo e sequenciacdo de ADN.

Os clones seleccionados podem ser cultivados durante a
noite em meio de cultura liquido tal como meio de LB
suplementado com antibidéticos. A cultura durante a noite pode
ser subsequentemente utilizada para inocular uma cultura em
maior escala. Crescem-se entdo as células até uma densidade
6ptica pretendida durante a gqual se activa a expressdo do
promotor.
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Apds cultivar as células durante varias horas adicionais,
podem recolher-se as <células por centrifugacdo. Caso né&o
esteja presente qualguer sequéncia de sinal e a UCP4 expressa
seja intracelular, 0 sedimento celular obtido por
centrifugacdo pode ser solubilizado utilizando varios agentes
conhecidos na especialidade e a proteina UCP4 solubilizada
pode entdo ser purificada utilizando uma coluna guelante de
metal sob condicdes que permitem ligacdo forte da proteina.
Caso esteja presente uma sequéncia de sinal, a UCP4 expressa
pode ser obtida do meio de cultura ou do periplasma celular. A
extraccdo e/ou solubilizacdo dos polipéptidos UCP4 pode ser
efectuada utilizando agentes e técnicas conhecidas na
especialidade. Consultar por exemplo patentes U.S. 5 663 304;
5 407 810.

EXEMPLO 5

Expressdo de UCP4 em células de mamifero

Este exemplo ilustra a preparacdo de UCP4 por expressao
recombinante em células de mamifero.

O vector pRK5 (consultar EP 307 247, publicado a 15 de
Marco de 1989) utiliza-se <como o vector de expresséo.
Opcionalmente, liga-se o ADN de UCP4 para pRKbL com enzimas de
restricdo seleccionadas para permitir insercdo do ADN de UCP4
utilizando métodos de ligacdo tal como descritos em Sambrook
et al., supra. O vector resultante denomina-se pRK5-UCP4.

Numa concretizacdo, as células hospedeiras seleccionadas
podem ser células 293. Crescem-se células 293 humanas (ATCC
CRL 1573) até confluéncia em placas de cultura de tecidos em
meio tal como DMEM suplementado com soro fetal de vitelo e
opcionalmente componentes nutrientes e/ou antibidticos.
Misturam-se cerca de 10 pg de ADN de pRK5-UCP4 com cerca de
1 ng de ADN que codifica o gene de ARN de VA [Thimmappaya et
al., Cell, 31:543 (1982)] e dissolveram-se em 500 pl de Tris-
HC1 1 mM, EDTA 0,1 mM, CaCl, 0,227 M. Adiciona-se a esta
mistura, gota a gota, 500 pl de HEPES 50 mM (pH 7,35), NaCl
280 mM, NaPO, 1,5 mM e deixa-se formar um precipitado durante
10 minutos a 25°C. Ressuspende-se o precipitado e adiciona-se
as células 293 e deixa-se sedimentar durante cerca de quatro
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horas a 37°C. Retira-se o meio de cultura por aspiracdo e
adiciona-se 2 ml de glicerol a 20% em PBS durante 30 segundos.
Lavam-se entdo as células 293 com meio isento de soro,
adiciona-se meio fresco e incubam-se as células durante cerca
de 5 dias.

Aproximadamente 24 horas apds as transfeccdes, remove-se
o meio de cultura e substitui-se por meio de cultura (sozinho)
ou meio de cultura contendo °°S-cisteina a 200 puCi/ml e
S-metionina a 200 pCi/ml. Apéds uma incubacdo de 12 horas,
recolhe-se o meio condicionado, concentra-se num filtro de
centrifugacdo e carrega-se num gel de SDS a 15%. 0O gel
processado pode ser seco e exposto a pelicula durante um
periodo de tempo seleccionado para revelar a presenca de
polipéptido UCP4. Podem submeter-se as culturas contendo
células transfectadas a incubacdo adicional (em meio isento de
SOro) e ensalia-se o0 meio em bioensaios seleccionados.

Numa técnica alternativa, pode introduzir-se UCP4 em
células 293 de modo transitdrio utilizando o método de sulfato
de dextrano descrito por Somparyrac et al., Proc. Natl. Acad.
Sci., 12:7575 (1981). Cultivam-se células 293 até densidade
maxima num frasco de rotacdo e adicionam-se 700 pg de ADN de
PRKS-UCP4. Primeiramente concentram-se as células do frasco de
rotacdo por centrifugacdo e lavam-se com PBS. O precipitado de
ADN-dextrano é incubado com o sedimento celular durante quatro
horas. Tratam-se as células com glicerol a 20% durante
90 segundos, lavam-se com meio de cultura de tecidos e torna-
se a introduzir no frasco de rotacdo contendo meio de cultura
de tecidos, insulina bovina a 5 pg/ml e transferrina bovina a
0,1 pg/ml. Apds cerca de quatro dias, centrifuga-se o meio
condicionado e filtra-se para remover células e restos. A
amostra contendo UCP4 expresso pode ser concentrada e
purificada por qualgquer método seleccionado tal como diadlise
e/ou cromatografia em coluna.

Noutra concretizacdo, pode expressar-se UCP4 em células
CHO. PRK5-UCP4 pode ser transfectado para células CHO
utilizando reagentes conhecidos tais como CaP0O,; ou DEAE-
dextrano. Tal como descrito acima, as culturas celulares podem
ser 1incubadas e o meio substituido com meio de cultura
(sozinho) ou meio contendo uma marcacdo radioactiva tal como
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*S-metionina. Apbds determinar a presenca de polipéptido UCP4,
pode substituir-se o meio de cultura por meio isento de soro.
Preferivelmente, incubam-se as culturas durante cerca de
6 dias e seguidamente recolhe-se o meio condicionado. O meio
contendo o UCP4 expresso pode entdo ser concentrado e
purificado por qualquer método seleccionado.

Pode também expressar-se UCP4 marcado com epitopo em
células CHO hospedeiras. O UCP4 pode ser subclonado a partir
do vector pRKS5. A insercdo de subclone pode ser submetida a
PCR para fundir em quadro de leitura com um marcador epitdpico
seleccionado tal como um marcador poli-his num vector de
expressdo de baculovirus. A insercdo de UCP4 marcada com poli-
his pode entdo ser subclonada para um vector dirigido por SV40
contendo um marcador de seleccdo tal como DHFR para seleccédo
de clones estédveis. Finalmente, as células CHO podem ser
transfectadas (tal como descrito acima) com o vector dirigido
por SV40. Pode efectuar-se marcacdo, como descrito acima, para
verificar expressdo. O meio de cultura contendo o UCP4 marcado
com poli-His pode ser entdo concentrado e purificado por
qualquer método seleccionado tal como por cromatografia de
afinidade quelante de Ni?*.

Num método alternativo, pode expressar-se UCP4
intracelularmente (quando ndo se utiliza sequéncia de sinal).
Esta expressdo intracelular e subsequente extracgcdo ou
solubilizacdo e purificacdo pode ser efectuada utilizando
técnicas e reagentes conhecidos na especialidade.

EXEMPLO 6

Expressdo de UCP4 em levedura

O método seguinte descreve expressdo recombinante de UCP4
em levedura.

Primeiramente, constroem-se vectores de expressdo de
levedura para producdo intracelular ou secrecdo de UCP4 a
partir do promotor ADH2/GAPDH. Insere-se ADN codificando UCP4
e o promotor em locais de enzimas de restricdo adequados no
plasmideo seleccionado para dirigir expressédo intracelular de
UCP4. Para secrecdo, pode clonar-se ADN qgque codifica UCP4 no
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plasmideo seleccionado conjuntamente com ADN gque codifica o
promotor ADH2/GAPDH, um péptido de sinalizacdo de UCP4 nativo
ou outro péptido de sinalizacdo de mamifero, ou, por exemplo,
uma sequéncia de factor alfa ou de sinalizacdo/comando de
secrecdo de invertase de levedura e sequéncias de ligacdo (se
necessario) para expressdo de UCP4. Alternativamente, utiliza-
se a sequéncia de sinal nativa de UCP4.

As células de levedura, tal como levedura S. cerevisiae
estirpe AR110, podem entdo ser transformadas com os plasmideos
de expressdo descritos acima e cultivadas em meio de
fermentacdo seleccionado tal como estabelecido, por exemplo,
nas patentes U.S. 4 775 662 e 5 010 00. Os sobrenadantes de
levedura transformados podem ser analisados por precipitacéo
com acido tricloroacético a 10% e separacdo por SDS-PAGE,
seguido por coloracdo dos géis com corante de azul de
Coomassie.

Pode subsequentemente isolar-se e purificar-se UCP4
recombinante por remogdo das células de levedura do meio de
fermentacdo por centrifugacdo e seguidamente concentracido do
meio utilizando filtros de cartucho seleccionados. O
concentrado contendo UCP4 pode ser adicionalmente purificado
utilizando resinas de cromatografia em coluna seleccionadas.
Num método alternativo, 0 UCP4 pode ser expresso
intracelularmente (nos casos em que nédo se utiliza a sequéncia
de sinal). A expressdo intracelular e subsequente extraccdo ou
solubilizacdo e purificacdo pode ser efectuada utilizando
técnicas e reagentes conhecidos na especialidade.

EXEMPLO 7

Expressdo de UCP4 em células de insecto infectadas com

baculovirus

0 método seguinte descreve expressido recombinante de UCP4
em células de insecto infectadas com baculovirus.

A sequéncia que codifica UCP4 é fundida a montante de um
marcador epitdépico contido no interior de um vector de
expressdo. Tais marcadores de epitopo incluem marcadores poli-
his e marcadores de imunoglobulina (tal como regibes Fc de
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IgG). Podem utilizar-se varios plasmideos, incluindo
plasmideos derivados de plasmideos disponiveis comercialmente
tais como pVL1393 (Novagen). Sucintamente, a sequéncia gue
codifica UCP4 ou a porcdo pretendida da sequéncia de
codificacdo de UCP4 ¢é amplificada por PCR com iniciadores
complementares as regides 5’ e 3'. 0O iniciador 5’ ©pode
incorporar locais de enzima de <restricdo (seleccionados)
flanqueadores. 0O produto € entdo digerido com tais enzimas de
restricdo seleccionadas e subclonado para o vector de
expressdo. O vector pode conter a sequéncia de sinal nativa
para UCP4 caso se pretenda secrecédo.

Gera-se Dbaculovirus recombinante por co-transfeccdo do
plasmideo acima e ADN de virus BaculoGold™ (Pharmingen) para
células de Spodoptera frugiperda (“Sf9”) (ATCC CRL 1711)
utilizando lipofectina (disponivel comercialmente de GIBCO-
BRL). Apbés 4 - 5 dias de incubacdo a 28°C, os virus libertados
sdo recolhidos e utilizados para amplificacdes posteriores.
Efectuam-se infeccdo viral e expressdo de proteina tal como
descrito por O’Reilley et al., Baculovirus expression vectors:
A Laboratory Manual, Oxford: Oxford University Press (1994).

Pode entdo purificar-se UCP4 marcada com poli-his
expressa, por exemplo, por cromatografica de afinidade
quelante de Ni’" como se segue. Preparam-se extractos a partir
de células Sf9 infectadas com virus recombinantes tal como
descrito por Rupert et al., Nature, 362:175-179 (1993).
Sucintamente, lavam-se células Sf9, ressuspendem-se em tampéo
de ultra-sons (25 mL de Hepes, pH 7,9; MgCl, 12,5 mM; EDTA
0,1 mM; glicerol a 10%; NP-40 a 0,1%; KCl1 0,4 M) e tratam-se
com ultra-sons duas vezes durante 20 segundos em gelo.
Clarificam-se os produtos do tratamento com ultra-sons por
centrifugacdo e dilui-se o sobrenadante 50 vezes em tampdo de
carga (fosfato 50 mM, NaCl 300 mM, glicerol a 10%, pH 7,8) e
filtra-se através de um filtro de 0,45 micra. Prepara-se uma
coluna de agarose Ni?"-NTA (disponivel comercialmente de
Qiagen) com um volume de leito de 5 mL, lava-se com 25 mL de
dgua e equilibra-se com 25 mL de tampdo de carga. Carrega-se o
extracto celular filtrado na coluna a 0,5 mL por minuto.
Lava-se a coluna até ocorrer uma linha de base a Ay com
tampdo de carga, altura em que se 1inicia a recolha de
fraccdes. Seguidamente, lava-se a coluna com um tampdo de
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lavagem secundario (fosfato a 50 mM; NaCl 300 mM, glicerol a
10%, pH 6,0), gque elui proteina ligada ndo especificamente.
Apbs se atingir novamente a linha de base a Ay, revela-se a
coluna com um gradiente de 0 a 500 mM de imidazole em tampé&o
de lavagem secundario. Recolhem-se fracgdes de 1 mL e
analisam-se por SDS-PAGE e coloracdo com prata ou “Western
blot” com Ni’'-NTA conjugado com fosfatase alcalina (Qiagen).
Juntam-se as fracgdes contendo o UCP4 marcado com His;p e
dialisam-se contra tampdo de carga.

Alternativamente, a purificacdo de UCP4 marcado com IgG
(ou marcado com Fc) pode ser efectuada utilizando técnicas
cromatogréaficas conhecidas, incluindo por exemplo,
cromatografia em coluna de Proteina A ou Proteina G.

EXEMPLO 8

Medicdo de alteracdes do potencial de membrana mitocondrial

induzidas por UCP4

Efectuaram-se ensaios para determinar os efeitos de
expressédo de UCP4 sobre o potencial da membrana mitocondrial.

Cresceram-se células 293 de rim embriondrio humano (ATCC
CRL 1573) em meio de cultura (DMEM, soro fetal de bovino a
10%, L-glutamina 2mM, penicilina a 100 unidades/ml,
estreptomicina a 100 micrograma/ml) até confluéncia de 60%-80%
em placas de 6 ©pocos e transfectou-se temporariamente
utilizando reagente de transfeccdo FuGene™ 6 (Boehringer
Mannheim; de acordo com as instrucdes do fabricante) com
construgcdes que expressam UCP (pcDNA3UCP4 ou pcDNA3UCP3),
construcbes que expressam UCP com um marcador Flag no terminal
NH; (pcDNA3Flag-UCP4 ou pcDNA3Flag-UCP3) ou controlo de vector
(pcDNA3; disponivel de Invitrogen).

As construcdes de expressdo de ADNc que codifica UCP4 com
ou sem um marcador Flag no terminal NH, foram preparadas de
acordo com o exemplo 1. Prepararam-se construcdes de expressdo
para ADNc que codifica UCP3 obtendo primeiro, por PCR, ADNc
que codifica UCP3 humana de biblioteca de ADNc de melanoma.
Sintetizaram-se iniciadores de PCR (directo e inverso):
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iniciador de PCR directo
GCGAAGCTTGCCATGGTTGGACTGAAGCCTTCAGA (U301) (SEQ ID NO: 7)

iniciador de PCR inverso CGCGAATTCTCAAAACGGTGATTCCCGTAACAT
(U302) (SEQ ID NO: 8)

Preparou-se a construcdo de expressdo para ADNc que
codifica UCP3 com um marcador Flag no terminal NH, com os
seguintes iniciadores de PCR:

iniciador de PCR directo
GCGAAGCTTGCCATGGACTACAAGGACGACGATGACAAG GTTGGACTGAAGCCTTCAGACG
(U303) (SEQ ID NO: 9)

iniciador de PCR inverso CGCGAATTCTCAAAACGGTGATTCCCGTAACAT
(U302) (SEQ ID NO: 8)

Clonou-se UCP3 com ou sem um marcador Flag no terminal
NH, para pcDNA3 (pcDNA3UCP3 e pcDNA3Flag-UCP3) entre os locais
HindIII e EcoRI e confirmou-se por sequenciacdo de ADN.
Detectaram-se UCP3 e UCP4 com marcacdo Flag expressos em
células 293 por andlise “Western blot” utilizando anticorpo
monoclonal M2 anti-Flag (Kodak) e kit de deteccdo ECL
(Pierce).

Analisou-se o potencial de membrana mitocondrial de
acordo com métodos conhecidos na especialidade [Salvioli et
al., FEBS Lett., 411: 77-82 (1997); Smiley et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 88: 3671-3675 (1991)]. Cerca de 24-36 horas
apods a transfeccéo, tripsinizaram-se as células e
sedimentaram-se 1,5 x 10° por centrifugacdo. Ressupenderam-se
as células sedimentadas em 0,5ml de uma solugcdo de corante
JC-1 e incubaram-se na ©presenca ou auséncia de CCCP
(carbonilcianeto de m-clorofenil-hidrazona; Sigma) 50um no
escuro durante 30 minutos a 37°C. JC-1 (iodeto de 5,5’,6,6" -
tetracloro-1,1’,3,3" -tetraetilbenzimidazolcarbocianina;
Molecular Probes, Eugene, Oregon) ¢é um corante fluorescente e
sensivel ao potencial de membrana. Para preparar a solucdo de
corante, preparou-se primeiramente JC-1 como uma solucdo-mie
em dimetilsulfdéxido (DMSO; Sigma) a uma concentracdo de
5 mg/ml. Diluiu-se a solucdo-mde até 1 mg/ml com DMSO e
seguidamente diluiu-se adicionalmente para 10 upg/ml com meio
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de cultura pré-aquecido a 37°C e filtrado através de filtros
de 0,45pm e 0,2um para excluir JC-1 agregado.

Lavaram-se as células coradas e ressuspenderam-se em
1,0 ml de meio de cultura. As células ressuspensas em meio de
cultura foram examinadas por espectrofluorimetria
(espectrofluorofotdmetro RF50000; SHIMADZU, Japéo) .
Analisou-se um subconjunto de células por citometria de fluxo
(Coulter EPICS Elite ESP, Hialeah, Florida). Para anédlise
espectrofluorimétrica a excitacdo foi a 488 nm e a emissdo foi
medida a 525 nm e 590 nm. A anadlise de citometria de fluxo foi
efectuada com um laser de &rgon de 488 nm como excitacdo, um
filtro a transmitir 525 £+ 20 nm no canal FL1 e um filtro a
transmitir acima de 590 nm no canal FL2. Analisaram-se um

minimo de 10 000 células por amostra.

Efectuou-se igualmente uma analise estatistica.
Compararam-se as médias das razdes das intensidades de
fluorescéncia entre os picos vermelho (593 nm) e verde
(532 nm) obtidos por espectrofluorimetria ao 1longo dos

tratamentos. Fizeram-se nove transfec¢gdes independentes por
tratamento. Analisaram-se as diferencas utilizando a diferenca
menos significativa protegida de Fisher.

Os resultados sdo ilustrados nas figuras 5A e b5LB. A
expressdo de UCP3 nas células 293 reduziu a razido dos valores
dos picos de fluorescéncia (593A/532A) em aproximadamente 15%
(n=3) comparativamente com o de células transfectadas com
controlo de vector, apresentando um declinio de potencial de
membrana mitocondrial (figura b5A). Nas células transfectadas
com UCP4, a intensidade de fluorescéncia indicativa de reducéo
de potencial de membrana diminuiu em 19% (n=06)
comparativamente com o de células transfectadas com controlo
de vector (figuras 5A e 5B). O marcador Flag do terminal NHy
ndo teve qualquer efeito na actividade de UCP3 ou UCP4.

Uma anédlise de FACS também mostrou um declinio semelhante
do potencial de membrana mitocondrial. Na andlise de FACS, as
razdes das intensidade integradas vermelho/verde diminuiram
em 18% nas células transfectadas com UCP3 e 24% nas células
transfectadas com UCP4. As células tratadas com o desacoplador
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quimico, CCCP, também apresentaram uma reducdo da razdo de
intensidades vermelho/verde (figuras 5A e 5B).

Estes dados sugerem que, tal como UCP3, a UCP4 apresenta
actividade de desacoplamento.

EXEMPLO 9

Preparacdo de anticorpos que ligam UCP4

Este exemplo ilustra a preparacédo de anticorpos
monoclonais que podem ligar especificamente UCP4.

As técnicas para a producdo de anticorpos monoclonais sé&o
conhecidas na especialidade e descrevem-se, por exemplo, em
Goding, supra. 0Os imunogénios que podem ser utilizados incluem
UCP4 purificada, proteinas de fusdo contendo UCP4 e células
que expressam UCP4 recombinante a superficie celular. A
seleccdo de 1imunogénios pode ser efectuada pelo perito na
especialidade sem experimentacdo desnecessaria.

Imunizam-se ratinhos, tal como Balb/c, com o imunogénio
UCP4 emulsionado em adjuvante completo de Freund e injectam-se
subcutdnea ou intraperitonealmente numa quantidade desde 1-100
microgramas. Alternativamente, emulsiona-se o imunogénio em
adjuvante MPL-TDM (Ribi Immunochemical Research, Hamilton,
Montana) e 1injecta-se nas patas traseiras do animal. Os
ratinhos imunizados s&o entdo reforcados 10 a 12 dias depois
com imunogénio adicional emulsionado no adjuvante
seleccionado. Seguidamente, durante varias semanas, 0s
ratinhos podem também ser reforcados com injecc¢des adicionais
de imunizacdo. Podem obter-se periodicamente amostras de soro
dos ratinhos por sangramento retro-orbital para ensaiar em
ensaios de ELISA para detectar anticorpos anti-UCP4.

Apbds deteccdo de um titulo adequado de anticorpo, oS8
animais “positivos” para anticorpos podem ser injectado com
uma injecc¢do intravenosa final de UCP4. Trés a quatro dias
depois sacrificam-se os ratinhos e recolhem-se as células de
baco. Fundem-se entdo as células de Dbaco (utilizando
polietilenoglicol a 35%) com uma linha celular de mieloma
murino seleccionada tal como P3X63AgU.1, disponivel de ATCC,
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CRL 1597. As fus®es geram células de hibridoma que podem entéo
ser plaqueadas em placas de culturas de tecidos de 96 pocgos
contendo meio HAT (hipoxantina, aminopterina e timidina) para
inibir proliferacdo de células ndo fundidas, hibridos de
mieloma e hibridos de células de baco.

Rastreiam-se entdo as células de hibridoma numa ELISA
para reactividade contra UCP4. A determinacdo de células de
hibridoma “positivas” que excretam o0s anticorpos monoclonais
contra UCP4 pretendidos encontra-se abrangida pela pericia na
especialidade.

As células de hibridoma positivas podem ser injectadas
intraperitonealmente nos ratinhos Balb/c singénicos para
produzir ascites contendo os anticorpos monoclonais anti-UCP4.
Alternativamente, as células de hibridoma podem ser cultivadas
em frascos de cultura de tecidos ou frascos de rotacdo. A
purificacdo dos anticorpos monoclonais produzidos nas ascites
pode ser efectuada utilizando precipitacdo com sulfato de
aménio seguido de cromatografia de excluséo em gel.
Alternativamente, pode utilizar-se cromatografia de afinidade
baseada na ligacdo de anticorpo a proteina A ou proteina G.

EXEMPLO 10

Localizacdo subcelular

Para analisar a localizacéao subcelular de UCP4,
transfectaram-se células de carcinoma de mama humano MCE7
(ATCC HTB 22) quer com pcDNA3Flag-UCP3 (preparado de acordo
com o exemplo 8) quer com pcDNA3Flag-UCP4 (preparado de acordo
com o exemplo 1) utilizando reagente de transfeccdo FuGene
(Boehringer Mannheim). Fixaram-se as células transfectadas em
formaldeido a 3% a temperatura ambiente durante 15 minutos e
permeabilizaram-se com TritonX-100 a 1% durante 15 minutos.
Incubaram-se as células com anticorpo monoclonal anti-Flag
(10pug/ml; Kodak) e anticorpo anti-citocromo C-oxidase (um
marcador mitocondrial) (3ng/ml) durante 20 minutos. Lavaram-se
entdo as células e incubaram-se com anticorpos secundarios
conjugados com Cy3 (de burro anti-ratinho; Jackson
Laboratories) e conjugados com FITC (de burro anti-coelho,
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Jackson Laboratories). Analisaram-se entdo as células por
microscopia de fluorescéncia.

As figuras 6A-6F mostram que UCP3 e UCP4 foram co-
localizados com o marcador mitocondrial.

EXEMPLO 11

Expressdo do ARNm de UCP4 em ratinhos submetidos a stress de

alimento e temperatura

A fim de avaliar se UCP4 tem actividade de desacoplamento
in situ que é importante para o metabolismo, determinou-se a
quantidade de ARNm de UCP4 produzida em tecidos de ratinhos
que foram submetidos a stress de alimento e temperatura, ou
seja, alteracdes metabdlicas. Dependendo do papel gue UCP4
pode desempenhar no metabolismo, a quantidade de ARNm de UCP4
produzida no tecido pode variar com sStress sobre o metabolismo
tal como Jjejum, consumo de gordura e exposicdo a temperaturas

abaixo da temperatura ambiente.

Alimentaram-se os ratinhos deste estudo com mistura
normal para roedores (Purina Rodent Chow 5010; Purina, St.
Louis, Missouri) e &gua sem restricgdes salvo indicacdo em
contrario. O tipo de ratinho estudado variou dependendo da
condicdo wutilizada para provocar o metabolismo do ratinho
estudado e descrever-se-a adiante.

De um modo geral, expuseram-se o0s ratinhos estudados a
luz durante 12 horas por dia das 6:00 h até as 18:00 h, altura
em que eram expostos a escuriddo durante as 12 horas
seguintes.

Sacrificaram-se os ratinhos sob CO; imediatamente antes
da recolha de tecidos que ocorreu de manhd entre as 8:00 h e
as 12:00 h salvo indicacdo em contrdrio. Recolheram-se o0s
tecidos e preparou-se ARN total de tecido utilizando reagentes
e protocolos de Biotecx Lab, Houston, Texas. Apesar de terem
sido recolhidos varios tecidos de <cada ratinho, o estudo
concentrou-se na medicdo da abundédncia de ARNm de UCP4 no
cérebro (porque o cérebro tem expressdo génica de UCP4
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elevada) . Utilizaram-se nos estudos pelo menos
5 ratinhos/tratamento.

Utilizou-se a reaccdo em cadeia com polimerase, com
transcritase inversa (RT-PCR), quantitativa, para determinar a
quantidade de ARNm de UCP4 nos tecidos recolhidos. Efectuou-se
a RT-PCR utilizando amostras de ARNm [Heid et al., Genome
Research, 6:986-994 (1996); Gibson et al., Genome Research,
6:995-1001 (1996)]. De um modo geral, para efectuar a RT-PCR
quantitativa utilizaram-se iniciadores e sondas especificos de
UCP4 (TagMan Instrument, PE Biosciences, Foster City,
California). Corrigiram-se os valores para carga de ARNm
utilizando a abunddncia de ARNm de [(-actina como controlo de

carga. Utilizaram-se os iniciadores e sondas seguintes:

Para UCP4:

iniciador directo: 5'AAT GCC TAT CGC CGA GGA G3' (SEQ ID
NO:10) ;

iniciador inverso: 5'GTA GGA ACT TGC TCG TCC GG3' (SEQ ID
NO:11);

sonda: 5' (FAM)TGC TCG CGC TCA CGC AGA GAT G (SEQ ID NO:12)
(TAMARA) 3'.

Para beta-actina:

iniciador directo: 5' GAA ATC GTG CGT GAC ATC AAA GAG3' (SEQ
ID NO:13);

iniciador inverso: 5'CTC CTT CTG CAT CCT GTC AGC AA3' (SEQ ID
NO:14) ;

sonda: 5' (FAM) CGG TTC CGA TGC CCT GAG GCT C (SEQ ID NO:15)
(TAMARA) 3'.

Efeito do consumo de alimentos sobre a expressdo de ARNm de
UCP4

Num primeiro estudo, estudaram-se ratinhos macho de sete
semanas de idade (C57BL/6J; Bar Harbor, Maine) para avaliar o
efeito do jejum e da ingestdo de refeicdes sobre a producdo de
ARNm de UCP4 nos ratinhos estudados. Obtiveram-se os ratinhos
as seils semanas de idade e as sete semanas atribuiram-se
aleatoriamente a um de trés grupos: ratinhos de controlo
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alimentados sem restricdes, ratinhos mantidos em jejum durante
24 horas e ratinhos mantidos em jejum durante 24 horas e
seguidamente alimentados sem restricdes durante 24 horas.

Sacrificaram-se os ratinhos tal como descrito acima apds
alimentacdo sem restrigdes para o primeiro grupo, apds
24 horas de jejum para o segundo grupo e apds 48 horas de
primeiramente jejum e seguidamente alimentacdo sem restrigdes
para o terceiro grupo. Recolheram-se os tecidos tal como
descrito acima.

Efectuou-se RT-PCR quantitativo para o tecido de cérebro
de acordo com os métodos descritos acima e quantificou-se a
quantidade de ARNm de UCP4 produzida no cérebro.
Determinaram-se diferencas estatisticas ao longo dos grupos
utilizando anédlise de diferenca menos significativa protegida
de Fisher (L. 0tt, An Introduction to Statistical Methods and
Data Analysis, 3% Ed., Boston: PWS-Kent Publishing Co., 1988).
Os dados apresentados nas figuras 8A a 8C representam médias
+/- EPM.

A figura 8A ilustra a abunddncia de ARNm de UCP4 no
tecido de cérebro de ratinhos que foram alimentados sem
restricdes durante 24 horas. A figura 8B ilustra a abundéncia
de ARNm de UCP4 em tecido de cérebro de ratinhos que foram
mantidos em jejum. A figura 8C ilustra a abundéncia de ARNm de
UCP4 em tecido de cérebro de ratinhos que foram mantidos em
jejum durante 24 horas e seguidamente alimentados sem
restricdes durante 24 horas.

Tipicamente, o0 jejum e a restricdo do consumo de alimento
diminuiram a taxa metabdlica sugerindo que a expressdo de ARNm
de UCP4 diminuiria ©para ratinhos gque estavam em Jjejum
comparativamente com ratinhos que foram alimentados sem
restrigdes. Contudo a figura 8B n&o apresenta uma diminuicédo
da expressdo de ARNm de UCP4 em tecido de cérebro para os
ratinhos que foram mantidos em Jjejum comparativamente com os
ratinhos que foram alimentados sem restrigdes tal como
apresentado na figura 8A.
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Efeito do consumo de gordura sobre a expressdo do ARNm de UCP4

Num segundo estudo, estudaram-se ratinhos macho de quatro
semanas de idade (A/J ou C57BL/6J; Jackson Labs, Bar Harbor,
Maine) para avaliar o efeito de dietas ricas e pobres em
gordura Sobre a producdo de ARNm de UCP4 nos ratinhos
estudados. Demonstrou-se anteriormente que ratinhos A/J eram
“resistentes a obesidade” quando submetidos a uma dieta rica
em gorduras comparativamente com OS ratinhos C57BL6/J
“propensos a obesidade” (consultar Surwit et al., supra). Tal
pode dever-se a uma menor eficédcia metabdlica da estirpe A/J,
ou seja, aparentemente os ratinhos absorvem menos calorias do

que as calorias ingeridas.

Obtiveram-se os ratinhos as gquatro semanas de idade e
colocaram-se imediatamente quer com uma dieta pobre em gordura
quer com uma dieta rica em gordura (Research Diets, Inc., New
Brunswick, New Jersey) estabelecida de acordo com as
formulagbes de Surwit et al., Metabolism, 44(5): 645-651
(1995), contendo 11% ou 58% de gordura (%5 de calorias),
respectivamente. Alimentaram-se o0s animais sem restrigdes
durante aproximadamente trés semanas (dias 22-23 da dieta).
Seguidamente os animais foram sacrificados e recolheram-se os
seus tecidos como descrito acima. Efectuou-se RT-PCR
quantitativo para o tecido de cérebro de acordo com os métodos
descritos acima e quantificou-se a gquantidade de ARNm de UCP4
produzido no tecido de cérebro. Determinaram-se diferencas
estatisticas ao longo dos grupos utilizando anédlise de
diferenca menos significativa protegida de Fisher (L. Ott, An
Introduction to Statistical Methods and Data Analysis, 3% Ed.,
Boston: PWS-Kent Publishing Co., 1988). 0Os dados apresentados
nas figuras 9A a 9D representam médias +/- EPM.

A figura 9A ilustra a abundéncia de ARNm de UCP4 em
tecido de cérebro de ratinhos A/J alimentados com uma dieta
pobre em gordura e a figura 9B ilustra a abundédncia de ARNm de
UCP4 em tecido de cérebro de ratinhos A/J alimentados com uma
dieta rica em gordura. A figura 9C ilustra a abundéncia de
ARNm de UCP4 em tecido de cérebro de ratinhos C57BL6/J
alimentados com uma dieta pobre em gordura e a figura 9D
ilustra a abundancia de ARNm de UCP4 em tecido de cérebro de
ratinhos C57BL6/J alimentados com uma dieta rica em gordura.
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Efeito do stress de temperatura sobre UCP4

Num terceiro estudo, estudaram-se ratinhos macho (FVB-N;
Taconic, Germantown, New York) para avaliar o efeito da
exposicdo dos ratinhos a stress de temperatura. Tipicamente, a
exposicdo ao frio de roedores desencadeia um aumento da taxa
metabdlica. Este aumento metabdlico pode ser desencadeado para
manter uma temperatura corporal estavel. No entanto, a
aclimatacdo ao calor definida como a exposicdo crdnica a
temperaturas compreendidas na zona termo-neutra murina (aprox.
30-35°C) leva ao abaixamento da taxa metabdlica [Klaus et al.,
Am. J. Physiol., 274:R287-R293 (1998)].

Os ratinhos deste estudo foram mantidos em gaiolas em
conjuntos de dois e foram atribuidos aleatoriamente aos
seguintes grupos: um grupo de controlo (mantido a 22°C durante
3 semanas), um grupo aclimatado ao calor (mantido a 33°C
durante 3 semanas), um Jgrupo com restricdo de alimentos
(mantido a 22°C durante 3 semanas mas ao qual foi dado acesso
diariamente a quantidade média de alimento ingerido pelo grupo
de ratinhos aclimatados ao calor no dia anterior), um grupo
provocado com frio (mantido a 22°C durante 3 semanas antes do
inicio da exposicdo a 4°C). Para os ratinhos provocados com
frio, este eram inicialmente exposto, de manhd, a 4°C ao serem
colocados numa sala a 4°C durante 1, 6, 24 ou 48 horas antes
do sacrificio dos ratinhos e recolha de tecido.

Sacrificaram-se os ratinhos e recolheram-se os tecidos as
seis semanas de idade como descrito acima. Efectuou-se RT-PCR
quantitativo para o tecido de cérebro de acordo com os métodos
descritos acima e quantificou-se a gquantidade de ARNm de UCP4
produzida no cérebro. Determinaram-se diferencas estatisticas
ao longo dos grupos utilizando anédlise de diferenca menos
significativa protegida de Fisher (L. Ott, An Introduction to
Statistical Methods and Data Analysis, 3% Ed., Boston: PWS-
Kent Publishing Co., 1988). 0Os dados apresentados nas figuras
10A a 10G representam +/- EPM. Um asterisco indica uma
diferenca estatistica de pelo menos p < 0,05.

A figura 10A ilustra a abundéncia de ARNm de UCP4 no
grupo de ratinhos de controlo. As figuras 10B a 10E ilustram a
abundadncia de ARNm de UCP4 no grupo de ratinhos que foram
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provocados com frio durante 1, 6, 24 e 483 horas,
respectivamente. A figura 10F ilustra a abundéncia de ARNm de
UCP4 no grupo de ratinhos com alimentacdo restrita e a figura
10G ilustra a abundancia de ARNm de UCP4 no grupo de ratinhos
aclimatado a calor.

As figuras de 10B a 10E indicam todas um aumento de
expressdo de ARNm de UCP4 nos ratinhos provocados com frio
comparativamente com o grupo de controlo apresentado na
figura 10A. As figuras 10F e 10G ndo apresentam um aumento
semelhante de expressdo de ARNm de UCP4 para ratinhos com
alimentacdo restrita e ratinhos aclimatados ao calor,
respectivamente, comparativamente com o grupo de controlo
apresentado na figura 10A.

Depdsito de material

Os seguintes materiais foram depositados em American Type
Culture Collection, 10801 University Blvd., Manassas, Virginia
20110-2209, EUA (ATCC):

Material N.° de depdsito ATCC Data do depdsito

DNA77568-1626 203134 18 de Agosto de 1998

Este depdésito foi efectuado ao abrigo do Tratado de
Budapeste sobre o Reconhecimento Internacional do Depdsito de
Microorganismos para Efeitos do Procedimento em Matéria de
Patente e seus Regulamentos (Tratado de Budapeste). Tal
assegura manutencdo de uma cultura viavel do depdsito durante
30 anos desde a data do depdbsito. O depdsito seré
disponibilizado pela ATCC ao abrigo do Tratado de Budapeste e
dependendo de acordo entre Genentech, Inc. e ATCC gue assegura
disponibilidade permanente e sem restricgcdes da descendéncia da
cultura do depdsito ao publico apds emissdo da patente U.S.
pertinente ou apds disponibilizacdo ao publico de gualquer
pedido de patente U.S. ou estrangeira, a que avancar primeiro
e assegura disponibilidade da descendéncia ao sujeito
considerado competente pelo U.S. Commissioner of Patents and
Trademarks de acordo com 35 USC’122 e com os regulamentos
pertinentes do Commissioner (incluindo 37 CFR’1.14 com
referéncia em particular a 886 0G 638).
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O cessionadrio do presente pedido concordou gue Se uma
cultura dos materiais em depdsito morrer ou se perder ou for
destruida quando cultivada sob condic¢des adequadas, 0s
materiais serdo rapidamente substituidos por outra igqual apds
notificacdo. A disponibilidade do material depositado ndo deve
ser entendida como uma autorizacdo para levar o invento a
pratica em contravengdo dos direitos garantidos sob @ a
autoridade de qualquer governo de acordo com as suas leis de
patentes.

Listagem de Sequéncias
<110> Genentech, Inc.
<120> UCP4

<130> P1626R1PCT

<150> US 60/101,279
<151> 1998-09-22

<150> US 60/114,223
<151> 1998-12-30

<150> US 60/129,674
<151> 1999-04-16

<160> 18

<210> 1

<211> 323

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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Trp
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Trp
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<210>
<211>
<212>
<213>

2

<400> 2

1039
ADN
Homo sapiens

ccgagetegg
ggaggaggag
gcaaattcct
tttcecetgg
tcttgctegg
tggtgcgcac
tggcaaggag
tcgaatggtce
aagatgagca
ggtgttattg
gatgcaaatg
gtggtgtaca
gggctttggg
tatgggagat

atacaccact

atccecgttat
gagaggcttt
actgteceggce
atctcacaaa
ttgggagacg
agccctaggyg
tgacacccgce
acatatgaac
ttatccectt
gccagttttt
gaaggaaaaa
tcatgcattt
caggctgggt
ttaaccactt

tgaggacaat

cgtettgege
tgcegetgac
tgcgcggcecta
aactcgactc
gtgcaagaga
atcattgaag
catttacaga
atcteccgaga
tggaaatcag
agccaatcca
ggaaactgga
gcaaaaatct
acccaatata
atgatacagt

atcatgactc

70

tactgctgaa
ccagagatgg
ccgtggccga
caaatgcaag
atctgcccee
aggaaggctt
cacgtagtgt
ggttgtgttt
tcattggagg
actgacctag
aggaaaacca
tagctgaagg
caaagagcag
gaaacactac

acggtttatc

tgtecegteee
cceccgagcga
gctagcaacc
gagaagcagc
tataggggaa
tctaaagctt
attctggagg
ggcaaaagtg
gatgatggct
tgaaggttca
ttgcgatttc
aggaatacga
cactggtgaa
ttggtattga

aagtttatgt

S0

100

150

200

250

300

350

400

450

500

550

600

650

700

750

tctggactgg tagcttctat tctgggaaca ccagccgatg tcaﬁcaaaag 800

cagaataétg
aatcatcgac
agtctatata
aatggtgttc

gtccatttta

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

3
31
ADN

<220>
<223>

<400> 3

aatcaaccac
tgactgcttg
aaggcttttt
tggcttactt

agaattctgce

Artificial

gagataaaca
attcaggctg
accatcttgg
atgaaaaaat

agatatccat

aggaagggga cttttgtata 850

ttcaaggtga aggattcatg
ctgagaatga ccccttggtce

cagagagatg agtggagtca

cacactggc

Sequéncia Artificial 1-31

cgceggatcee gttategtet tgegetactg ¢ 31

1039

900

950

1000
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<210> 4
<211> 34
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 4

ADN
Artificial

71

Sequéncia Artificial 1-34

gcggaattct taaaatggac tgactccact catc 34

<210> 5
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 5

1248
ADN
Artificial

cgttatecgtc
ggcttttgec
tccggcetgeg
cacaaaaact
gagacggtgc
ctagggatca

acccgecatt

desconhecida
1231
base desconhecida

ttgcgctact
gctgacccag
cggctaccgt
cgactccaaa
aagagaatct
ttgaagagga

tacagacacg

gctgaatgtce
agatggccee
ggccgagcta
tgcaaggaga
gccecetata
aggctttcta

tagttatttc

Sequéncia Artificial 1-1248

cgtccecggag
gagcgagcaa
gcaaccttte
agcagctctt
ggggaatggt
aagctttgge

tggaggtcga

gaggaggaga
attcctactg
ccctggatet
gctcggttgg
gcgcacagce
aaggagtgac

atggtcacat

50

100

150

200

250

300

350



atgaacatct
ccectttgga
gtttttagcc
gaaaaaggaa
gcatttgcaa
ctgggtaccc
ccacttatga
gacaatatca
ttctattctg
aaccacgaga
tgcttgattc
ctttttacca
ttacttatga
cctaaagatg
ggcatctgca
ctattccaca
aaacccaagt

gatctcacaa
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ccgagaggtt
aatcagtcat
aatccaactg
actggaagga
aaatcttagc
aatatacaaa
tacagtgaaa
tgactcacgg
ggaacaccag
taaacaagga
aggctgttca
tcttggctga
aaaaatcaga
caacccttaa
acacataccc
gagactgatt
tctctttgac

ggccatccaa

gtgtttggca
tggagggatg
acctagtgaa
aaaccattgc
tgaaggagga
gagcagcact
cactacttgg
tttatcaagt
ccgatgtcat
aggggacttt
aggtgaagga
gaatgaccce
gagatgagtg
agatacagtg
cctattattt
tatagggggc
tcctetttet

tgagaccccg

72

aaagtgaaga
atggctggtg
ggttcagatg
gatttcgtgg
atacgaaggc
ggtgaatatg
tattgaatac
ttatgttctyg
caaaagcaga
tgtataaatc
ttcatgagtc
ttggtcaatg
gagtcagtcc
ttcagtatta
ctacctcttt
agcactttat
gtccaaaagt

nacagcattt

<210> 6

<211> 58

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sequéncia Artificial 1-58

<400> ©

tgagéatt§t
ttattggcca
caaatggaag
tgtacatcat
tttgggcagg
ggagatttaa
accacttgag
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s0o

950

1000

1050

1100
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1200

tctaaaga 1248

cgcggatccg aaatggacta caaggacgac gatgacaagt cecgteccgga 50

ggaggagg 58

<210> 7

<211> 35

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Sequéncia Artificial 1-35
<400> 7

gcgaagcttg ccatggttgg actgaagcct tcaga

35
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<210> 8

<211> 33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Sequéncia Artificial 1-33

<400> 8
cgcgaattet caaaacggtg attcccgtaa cat 33

<210> 9

<211> o6l

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Sequéncia Artificial 1-61

<400> 9
gcgaagcttg ccatggacta caaggacgac gatgacaagg ttggactgaa 50

gccttcagac ¢ 61

<210> 10

<211> 19

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Sequéncia Artificial 1-19

<400> 10
aatgcctatce gccgaggag 19

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Sequéncia Artificial 1-20

<400> 11
gtaggaactt gctcgtceegg 20

<210> 12

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial
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<220>
<223>

<400>

Sequéncia Artificial 1-22

12

tgctegeget cacgcagaga tg 22

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

<220>
<223>

<400>

13

24

ADN
Artificial

Sequéncia Artificial 1-24

13

gaaatcgtge gtgacatcaa agag 24

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

<220>
<223>

<400>

14

23

ADN
Artificial

Sequéncia Artificial 1-23

14

ctcecttetge atcectgtcag caa 23

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

<220>
<223>

<400>

15

22

ADN
Artificial

Sequéncia Artificial 1-22

15

cggttcegat gecctgagge tc 22

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

16

307

PRT

Homo sapiens
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Lys
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Phe
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Val
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Ile
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Ile
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165
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180
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Asp
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<400> 17
Met Val Gly Phe Lys Ala Thr Asp Val Pro Pro Thr Ala Thr Val
1 5 10 15
Lys Phe Leu Gly Ala Gly Thr Ala Ala Cys Ile Ala Asp Leu Ile
20 25 30
Thr Phe Pro Leu Asp Thr Ala Lys Val Arg Leu Gln Ile Gln Gly
35 40 45
Glu Ser Gln Gly Pro Val Arg Ala Thr val Ser Ala Gln Tyr Arg
50 55 60
Gly Val Met Gly Thr Ile Leu Thr Met Val Arg Thr Glu Gly Pro
65 70 75
Arg Ser Leu Tyr Asn Gly Leu Val Ala Gly Leu Gln Arg Gln Met
80 85 90
Ser Phe Ala Ser Val Arg Ile Gly Leu Tyr Asp Ser Val Lys Gln
95 100 105
Phe Tyr Thr Lys Gly Ser Glu His Ala Ser Ile Gly Ser Axg Leu
110 115 120
Leu Ala Gly Ser Thr Thr Gly Ala Leu Ala Val Ala Vval Ala Gln
125 130 135
Pro Thr Asp Val Val Lys Val Arg Phe Gln Ala Gln Ala Arg Ala
140 145 150
Gly GlyrGly Arg Arg Tyr Gln Ser Thr Val Asn Ala Tyr Lys Thr
155 160 165
Ile Ala Arg Glu Glu Gly Phe Arg Gly Leu Trp Lys Gly Thr Ser
170 175 180
Pro Asn Val Ala Arg Asn Ala Ile Val Asn Cys Ala Glu Leu Val
185 190 195
Thr Tyr Asp Leu Ile Lys Asp Ala Leu Leu Lys Ala Asn Leu Met
200 205 210
Thr Asp Asp Leu Pro Cys His Phe Thr Ser Ala Phe Gly Ala Gly
215 220 2285
Phe Cys Thr Thr val Ile Ala Ser Pro Val Asp Val Val Lys Thr
230 235 240
Axg Tyr Met Asn Ser Ala Leu Gly Gln Tyr Ser Ser Ala Gly His
245 250 255
Cys Ala Leu Thr Met Leu Gln Lys Glu Gly Pro Arg Ala Phe Tyr
260 265 270
Lys Giy éhe Met Pro Ser Phe Leu Arg Leu Gly Ser Trp Asn Val
275 280 288
Val Met Phe Val Thr Tyr Glu Gln Leu Lys Arg Ala Leu Met Ala
290 295 300
Ala Cys Thr Ser Arg Glu Ala Pro Phe
305 309
<210> 18
<211> 300
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400>
Met

1

Asp
Ile
Tyr
Gly

Gln

Lys

Thr

Cys

Ile

Met

Leu

Asn

Leu

Ser

val

Tyr

Gly

Leu

Lys

Lisboa,

18

Ala Val Lys Phe Leu Gly Ala

5

Leu Val Thr Phe Pro Leu Asp

20

Gln Gly Glu Asn Gln Ala

35

Arg Gly Val Leu Gly Thr

S0

Pro Cys Ser Pro Tyr Asn

65

Met Ser Phe Ala Ser Ile

80

Gln val Tyr Thr Pro Lys

Axrg Ile

Ala Gln

His Leu

Asp Ala

Trp Lys

Cys Ala

Asp Tyr

Ala Phe

Asp Val

Phe Ser

Pro Thr

Gly Ser

Arg Ala

95

val

Ile

Gly

Arg

Gly

Gly

Thr

Gln

Leu

Leu

Ile

Ala

Leu Ala Gly Cys Thr Thr

110

Pro Thr Asp Val
125

Gly Pro Ser Arg
140

Tyr Arg Thr Ile
155

Gly Thr Leu Pro
170

Glu val val Thr
185

His Leu Leu Thr
200

Gly Ala Gly Phe
215

val Lys Thr Arg
230

Pro Leu Asp Cys
245

Ala Phe Tyr Lys
260

Trp Asn Val Val
275

Leu Met Lys Val
290
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Val

Ser

Ala
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Tyr

Asp

Cys

Tyr

Met

Gly

Met

Gln

Lys

Asp

Arg

Ile

Asp

Asn

Ala

Met

Ile

Phe

Phe

Met

77

Thr Ala Ala Cys Phe Ala
10 15

Ala Lys Val Arg Leu Gln
25 30

Thr Ala Arg Leu Val Gln
40 45

Thr Met Val Arg Thr Glu
S5 60

val Ala Gly Leu Gln Arg
70 75

Gly Leu Tyr Asp Ser Val
85 90

Asp Asn Ser Ser Leu Thr
100 105

Gly Ala Met Ala Val Thr
118 120

val Aig Phe Gln Ala Ser
130 135

Arg Lys Tyr Ser Gly Thr
145 150

Glu Glu Gly Val Arg Gly
160 165

Met Arg Asn Ala Ile Val
175 180

Ile Leu Lys Glu Lys Leu
190 195

Phe Pro Cys His Phe Val
205 210

Thr Val Val Ala Ser Pro
220 225

Asn Ser Pro Pro Gly Gln
235 240

Lys Met Val Ala Gln Glu
250 255

Thr Pro Ser Phe Leu Arg
265 270

val Thr Tyr Glu Gln Leu
280 285

Leu Arg Glu Ser Pro Phe
295 300
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REIVINDICACOES

1. Molécula de &cido nucleico isolada incluindo:

(a) ADN que codifica um polipéptido UCP4 e gue possui uma
identidade de sequéncia de pelo menos 80% com uma
molécula de &cido nucleico qgue codifica a sequéncia de
residuos de aminoadcido de 1 a 323 da figura 1 (SEQ 1ID
NO:1);

(b) o complementar da molécula de ADN de (a);

(c) ADN que codifica um polipéptido UCP4 com uma identidade
de sequéncia de pelo menos 80% com a sequéncia de
residuos de aminodcidos de 1 a 323 da figura 1 (SEQ 1ID
NO:1) ; ou

(d) o complementar do ADN de (c).

2. Molécula de &cido nucleico 1isolada de acordo com a
reivindicacdo 1 incluindo a sequéncia de nucledtidos de 40 a
1011 da figura 2 (SEQ ID NO:2).

3. Molécula de &cido nucleico 1isolada de acordo com a
reivindicacdo 1 incluindo a sequéncia de nucledtidos da
figura 2 (SEQ ID NO:2).

4., Molécula de é&cido nucleico isolada de acordo com a
reivindicacdo 1, em que a referida molécula de &acido nucleico
inclui ADN gque codifica um polipéptido UCP4 e hibrida com o
complementar do &cido nucleico incluindo os nucledtidos de 40
a 1011 da figura 2 (SEQ ID NO:2) sob condig¢des incluindo
formamida a 50%, SSC 5x (NaCl 0,75 M, citrato de sdédio
0,075 M), fosfato de sédio 50 mM (pH 6,8), pirofosfato de
sédio a 0,1%, solucdo de Denhardt 5x, ADN de esperma de salmio
tratado com ultra-sons (50 g/ml), SDS a 0,1% e sulfato de
dextrano a 10%, a 42°C, com lavagens a 42°C com SSC 0,2x
(cloreto de sdédio/citrato de sbédio) e formamida a 50%, a 55°C,
seguidas de uma lavagem de condicdes altamente rigorosas
consistindo em SSC 0,1x contendo EDTA a 55°C.

5. Molécula de é&cido nucleico isolada de acordo com a
reivindicacdo 1 incluindo ADN apresentando uma identidade de
sequéncia de pelo menos 80% com (a) uma molécula de ADN qgue
codifica o mesmo polipéptido maduro codificado pelo ADNc do
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depdsito ATCC n.° 203134 (DNA77568-1626) ou (b) o complementar
da molécula de ADN de (a).

6. Molécula de &cido nucleico isolada de acordo com a
reivindicacdo 5 incluindo ADN que codifica o mesmo polipéptido
maduro codificado pelo ADNc do depdsito ATCC n.° 203134
(DNA77568-162G) .

7. Molécula de éacido nucleico isolada de acordo com a
reivindicacdo 1 incluindo (a) ADN que codifica um polipéptido
incluindo a sequéncia de residuos de aminocdcido de 1 até 323
da figura 1 (SEQ ID NO:1) ou (b) o complementar do ADN de (a).

8. Vector incluindo o &cido nucleico de acordo com a
reivindicacédo 1.

9. Vector de acordo <com a reivindicacdo 8 ligado
operativamente a sequéncias de controlo reconhecidas por uma

célula hospedeira transformada com o vector.

10. Célula hospedeira incluindo o vector de acordo com a
reivindicac&do 9.

11. Célula hospedeira de acordo com a reivindicacédo 10,
em que a referida célula é uma célula CHO.

12. Célula hospedeira de acordo com a reivindicacédo 10,
em que a referida célula é uma E. coli.

13. Célula hospedeira de acordo com a reivindicacdo 10,
em que a referida célula é uma célula de levedura.

14. Processo para produzir um polipéptido UCP4 incluindo
a cultura da célula hospedeira de acordo com a
reivindicacdo 10 sob condig¢des adequadas para expressdo do
referido polipéptido UCP4 e a recuperacdo do referido
polipéptido UCP4 da cultura de células.

15. Processo de acordo com a reivindicacdo 14, em que o
processo inclui (i) hibridacdo de uma molécula de ADN de teste
sob condic¢des incluindo formamida a 50%, SSC 5x (NaCl 0,75 M,
citrato de sédio 0,075 M), fosfato de sédio 50 mM (pH 6,8),
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pirofosfato de sdédio a 0,1%, solugcdo de Denhardt 5x, ADN de
esperma de salmdo tratado com ultra-sons (50 g/ml), SDS a
0,1% e sulfato de dextrano a 10%, a 42°C, com lavagens a 42°C
com SSC 0,2x (cloreto de sédio/citrato de sbédio) e formamida
a 50% a 55°C, seguidas de uma lavagem com condic¢des altamente
rigorosas consistindo em SSC 0,1x contendo EDTA a 55°C com (a)
uma molécula de ADN que codifica um polipéptido UCP4 incluindo
a sequéncia de residuos de aminodcido de 1 a 323 da figura 1
(SEQ ID NO:1) ou (b) o complementar da molécula de ADN de (a)
e, se a referida molécula de ADN de teste tiver pelo menos
cerca de 80% de identidade de segquéncia com (a) ou (b), (ii)
cultura de uma célula hospedeira incluindo a referida molécula
de ADN de teste sob condicdes adequadas para a expressdo do
referido polipéptido e (1id) recuperacgéao do referido
polipéptido da cultura de células.

16. Polipéptido UCP4 isolado <codificado pelo ADN de
acordo com a reivindicacédo 1.

17. Polipéptido UCP4 isolado incluindo um polipéptido
apresentando uma identidade de sequéncia de pelo menos 80% com
a sequéncia de residuos de aminodcido de 1 a 323 da figura 1
(SEQ ID NO:1).

18. Polipéptido isolado de acordo com a reivindicagédo 17
incluindo os residuos de aminodcido de 1 a 323 da figura 1
(SEQ ID NO:1).

19. Polipéptido UCP4 isolado de acordo com a
reivindicacdo 17, em que o polipéptido UCP4 é codificado pela
insercdo de ADNc do vector depositado como depdsito ATCC
n.° 203134 (DNA77568-1626).

20. Polipéptido UCP4 isolado de acordo com a
reivindicacdo 17 consistindo essencialmente nos residuos de
aminodcido de 1 a 323 da figura 1 (SEQ ID NO:1).

21. Polipéptido UCP4 isolado de acordo com a
reivindicacdo 17 consistindo nos residuos de aminoacidos de 1
a 323 da figura 1 (SEQ ID NO:1).
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22. Molécula quimérica incluindo um polipéptido UCP4 tal
como reivindicado na reivindicacdo 16 e fundida com uma
sequéncia de aminodcidos heterdloga.

23. Molécula quimérica de acordo com a reivindicacdo 22,
em que a referida segquéncia de aminoédcidos heterdloga é uma
sequéncia marcadora epitdpica.

24. Molécula quimérica de acordo com a reivindicacdo 22,
em que a referida sequéncia de aminocacidos heteréloga é uma
regido Fc de uma imunoglobulina.

25. Anticorpo que se liga especificamente a um
polipéptido UCP4 apresentado uma identidade de sequéncia de
prelo menos 80% com a sequéncia de residuos de aminocacido de 1
a 323 da figura 1 (SEQ ID NO:1).

26. Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 25, em que o

referido anticorpo é um anticorpo monoclonal.

27. Método para modular a taxa metabdlica numa célula de
mamifero in vitro, incluindo a etapa de regular positiva ou
negativamente a actividade do polipéptido UCP4 na célula de
mamifero, apresentando o polipéptido UCP4 uma identidade de
sequéncia de pelo menos 80% com a sequéncia de residuos de
aminodcido de 1 a 323 da figura 1 (SEQ ID NO:1).

28. Método de acordo com a reivindicacdo 27, em que a
referida regulacédo positiva da actividade do polipéptido UCP4
estimula um aumento da taxa metabdlica num mamifero obeso.

29. Método para conduzir um ensaio de rastreio in vitro
para identificar uma molécula que aumenta ou regula
positivamente ou diminui ou regula negativamente a expressao
de um polipéptido UCP4, apresentando uma identidade de
sequéncia de pelo menos 80% com a sequéncia de residuos de
aminodcido de 1 a 323 da figura 1 (SEQ ID NO:1), incluindo as
etapas de expor uma célula de mamifero ou amostra de tecido
que se pensa conter UCP4 a uma molécula candidata e
subsequentemente analisar a expressdo de UCP4 na referida
amostra.
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30. Método de acordo com a reivindicacdo 29, incluindo
adicionalmente a etapa de analisar o potencial de membrana
mitocondrial na referida amostra.

31. Método de acordo com a reivindicacdo 29, em gque o0
referido polipéptido UCP4 inclui os residuos de aminoacido de
1 a 323 da figura 1 (SEQ ID NO:1).

32. Método de acordo com a reivindicacdo 29, em que a
referida amostra inclui tecido de cérebro humano.

33. Método de acordo com a reivindicacdo 29, em que a
referida molécula candidata é uma molécula pequena incluindo

um composto sintético orgédnico ou inorgénico.

34. Método de deteccdo da expressédo in vitro de
polipéptido UCP4 apresentando uma identidade de sequéncia de
pelo menos 80% com a sequéncia de residuos de aminodcido de 1
a 323 da figura 1 (SEQ ID NO:1) numa célula de mamifero ou
amostra de tecido, incluindo pdr em contacto uma célula de
mamifero ou amostra de tecido com uma sonda de ADN e analisar
a expressdo do transcrito de ARNm de UCP4 na referida amostra.

35. Método de acordo com a reivindicacdo 34, em que a

2.

referida amostra é tecido de cérebro humano.

Lisboa, 2008-02-26
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