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DESCRIGAO

CANAIS DE SODIO ESPECIFICOS DO SISTEMA NERVOSO PERIFERICO,
ADN QUE OS CODIFICAM, RASTREIO DE MEDICAMENTOS E METODOS PARA
A SUA PRODUGAO E UTILIZAGAO

Referéncias Cruzadas a Pedidos Relacionados

O presente pedido de patente é em parte uma continuacdo do
pedido de patente U.S. No. 08/482,401, depositado a 7 de
Junho de 1995, o qual é& em parte uma continuacdo do pedido de
patente U.S. No. 08/334,029, depositado a 2 de Novembro de
1994, sendo as apresentacdes de ambos aqui inteiramente

incorporadas por referéncia.

Declaracédo Relativamente a Direitos Sobre Inveng¢ébes

Realizadas Com Apoio e Desenvolvimento Federal

A presente invencdo foi realizada com apoio do governo dos
E.U.A. Deste modo, o governo dos E.U.A. tem determinados

direitos sobre a invencéo.

Campo de Invengdo

A presente invencdo situa-se no campo da biotecnologia,
purificacdo e cristalizacdo de proteinas, andlise por
difraccdo de raios-X, modelacdo molecular computacional a
trés dimensdes, e desenho racional de féarmacos (RDD). A
invencdo refere-se a proteinas de canais de sdédio (PCSs)
isoladas especificas do sistema nervoso periférico (SNP) e ao
adcido nucleico que as codifica. Também se apresentam

compostos, composicdes e métodos para seleccionar, produzir e
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utilizar agentes diagndésticos ou terapéuticos com actividade
de modulacdo dos canais de sdédio. Também se apresenta a
modulacdo computacional a trés dimensdes das PCS do SNP e
para RDD, com base na utilizacdo de dados de raios-X e/ou
dados de sequéncia de aminodcidos em suporte que possa ser

lido informaticamente.

Antecedentes da Invencédo

Os canais idénicos sensiveis a voltagem s&do uma classe de
proteinas transmembranares que proporcionam uma base para a
excitabilidade celular, pela capacidade em transmitir
informacdo através de potenciais de membrana gerados por
ides. Em resposta a alteracgdes nos potenciais de membrana,
estas moléculas modulam um fluxo idnico réapido através de
poros altamente selectivos numa membrana de uma célula
nervosa. Se a densidade do canal for suficientemente elevada,
resulta uma despolarizacdo regenerativa adequada, denominada

o0 potencial de accéo.

O canal de sdédio sensivel a voltagem é o canal idénico mais
frequentemente responsdvel pela geracdo do potencial de accéo
em células excitéveis. Apesar dos potenciais de accgédo
baseados no sdédio em diferentes tecidos excitdveis parecerem
semelhantes (Hille, B., Em: Ionic Channels of Excitable
Membranes, B. Hille, ed. Sinauer, Sunderland, MA, (1984), pp.
70-71) estudos electrofisioldgicos recentes indicam que os
canais de sdédio em células diferentes diferem tanto nas suas
propriedades estruturais como funcionais, e foram agora
identificados muitos canais de sdédio com estruturas primarias
distintas. Ver por exemplo, Mandel. J. Membrans Biol. 125:
193-205 (1992).



Foram descritos canais de sdédio funcionalmente distintos em
diversos tipos de c¢élulas neuronais (Llinas et al., J.
Physiol. 305: 197-213 (1980); Kostyuk et al., Neurascience 6:
2423-2430 (1981). Bossu et al., Neurosci. Lett. 51l: 241-246
(1984) 1981; Gilly et al., Nature 309: 488-450 (1984); French
et al., Neurosci. Lett. 56: 289-294 (1985); Ikeda et al., J.
Neurophysiol. 55: 527-539 (1986); Jones et al., J. Physiol.
389: 605-627 (1987); Alonso & Llinas, 1989; Gilly et al., J.
Neurosci. 9: 1362-1374 (1989)) e em musculo esquelético
(Gonoi et al., J. Neurosci. b: 2559-2564 (1985); Weiss et
al., Science 233: 361-364 (1986)). A cinética das correntes
de sdédio em células da glia e neurdnios também pode ser

distinguida (Barres et al., Neuron 2: 1375-1388 (1989)).

0Os genes de tipo II e tipo III, largamente expressos no
sistema nervoso central (SNC), sdo expressos em niveis muito
baixos nalgumas células do SNP (Beckh. S., FEBS Lett. 262:
317-322 (1990)) Os mARNs de tipo II e III praticamente né&o
eram detectdveis, por andlise “Northern blot”, em gdnglios
das raizes dorsais (DRG), nervos cranianos e nervos cléatico.
Por outro lado, o mARN de tipo I estava presente em
quantidades moderadamente elevadas em DRG e nos nervos
cranianos, mas em baixos niveis no nervo cidtico. Uma
comparacdo da quantidade dos trés mARN do cérebro, em relacéo
ao mARN total de canais de sdédio detectado com uma sonda de
cADN conservado, sugeriu a presenca de tipos de canais de
sédio adicionais, apesar de ainda né&o identificados, em
neurdénios DRG. Em concordédncia com o0s estudos de mARN,
estudos imunoquimicos mostraram que nenhuma das subunidades

alfa dos canais de sédio do tipo I ou do tipo II constituia



um componente significativo dos canais de sdédio totais no
ganglio cervical superior ou no nervo cidtico (Gordon

et al., Proc. Natl. Acad. Sel. USA 84: 8682-8686 (1987)).

Foi identificada electrofisiologicamente uma populacdo de
neurdénios em DRG de vertebrados que contém, além dos canais
mais convencionais, um tipo de canal de sdéddio distinto; este
canal DRG tem um kp para TTX aproximadamente dez vezes mais
elevado que o kp de canais de sbédio no misculo esquelético ou

no coracdo (Jones et al., J. Physiol. 389: 605-627 (1987)).

A localizacdo de diferentes canais de sdédio em regides
especificas no Sistema nervoso central suporta a
possibilidade da regulacdo especifica para o tipo de célula
desta familia de genes ser realizada a nivel da transcricgéo.
Por analogia com outros genes eucaridticos, podem estar
presentes distintos elementos de ADN gue medeiam a regulacéo
temporal e especifica para o tipo de célula de genes de

canals de sdédio individuais.

Os estudos da regulacdo dos genes dos canais de sdédio foram
facilitados pela utilizacédo de linhas celulares bem
caracterizadas, tais como células de feocromocitoma (PCl2),
um modelo celular popular para diferenciacdo neuronal (Green
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73: 2424-2428 (1970);
Halegous et al., Curr. Top. Microbiol. Immunol. 165: 119-170
(1991)). Além da extensdo das neurites e da iniciacdo da
sintese de determinados neurotransmissores, as células PC1l2
tratadas com NGF adquirem a capacidade de gerar potenciais de
accdo baseados em sdédio (Dichter et al., Nature 268: 501-504
(1977)). Esta capacidade ¢é conferida por um aumento na

densidade de canalis de sb6édio funcionais nas membranas das



células tratadas com NGF (Rudy et al., J. Neurosci. 7: 1613-
1625 (1987); Mandel et al., Proc. Matl. Acad. Sci. USA 85:
924-928 (1988): O’'Lague et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
77: 1701-1705 (1980)). A anédlise por “Northern blot” revelou
que as células PCl2 indiferenciadas continham um nivel basal
de mARN de canal de sédio que aumentava em simultédneo com um
aumento da actividade do canal observada apds tratamento com
NGF (Mandel et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 35: 924-928
(1988)) .

H& J4& bastante tempo existe uma necessidade de se
diagnosticar e/ou tratar patologias relacionadas com a
conducdo imitada nos nervos do sistema nervoso periférico
(SNP) associadas com lesdes no SNP ou com estados de doenca
genética ou outros, tais como aqueles que envolvem a falta
de, ou defeitos nos, canais de sdédio (CSs) do SNP. Em vista
da possibilidade de existirem canais de sdbédio especificos
para um tipo de célula ou tecido, a descoberta e utilizacéo
de CSs do SNP isolados e de é&acido nucleico que os codifica
proporcionaria uma oportunidade para diagnosticar ou tratar
tais patologias ou através do rastreio de farmacos adequados
para a modulacdo de CSs do SNP para terapia génica in situ ou
in vivo para substituir ou suplementar CSs do ANP em pelo
menos uma porcdo do sistema nervoso periférico de um paciente
mamifero que sofre de uma patologia relacionada com os CS do

SNP.

OH Y. ET AL: '"The beta 1 subunit mRNA of the rat brain Nasup
+ channel 1is expressed in glial cells’ PROCEEDINGS OF THE
NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES OF THE UNITED STATES OF AMERICA
(PROC. NATL. ACAD. SCI. U.S.A), 1994, 91/21 (9985-9989)



discute a expressdo de mARN para a subunidade Rl do canal de

Na+ cérebro de rato em células gliais.

OH Y. ET AL: ’'Rat brain Nasup + channel mRNAs in non-
excitable Schwann cells’ FEBS LETTERS (FEBS LETT.), 1994,
350/2-3 (342-346) discute a expressdo de mARN para o0s
subtipos II e II (mas ndo subtipo I) do canal de Na+ cérebro

de rato em células de Schwann de nervos cidticos.

BECKH S.: ’'Differential expression of sodium channel mRNAs in
rat peripheral nervous system and innervated tissues’ FEBS
LETTERS (FEBS LETT.), 1990, 262/2 (317-322) descreve anélises
de hibridacdo de “ARN blot” utilizando sondas para os canais
de sédio I, IT e III em tecidos do sistema nervosa

periférico.

GAUTRON S. ET AL: ’'The glial voltage-gated sodium channel:
Cell- and tissue-specific mRNA expression’ PROCEEDINGS OF THE
NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES AND THE UNITED STATES OF AMERICA
(PROC. NATL. ACAD. SCI. U.S.A.), 1992, 89/15 (7272-7276)
descreve o isolamento de um cADN que codifica para uma porcgéo
C-terminal de uma subunidade o de um canal de sdédio putativo

glial.

US4500530 descreve a utilizacdo de lidoflazina na inibicdo de

influxo extracelular de Ca++ em gldébulos vermelhos.

Resumo da Invencgédo

A  presente invencéao (dagqui para diante, “invencdo”)
proporciona péptidos de canais de sdédio (PCSs) especificos

para o sistema nervoso periférico (SNP), &cidos nucleicos que
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0os codificam, vectores, células hospedeiras e anticorpos,
assim como métodos para a sua produgdo e utilizacéo,
incluindo expressdo recombinante, purificacdo e rastreio de
fadrmacos com base em células. Também se apresenta terapia
génica, cristalizacdo, anédlise por difraccdo de raios-X,
assim como determinacdo estrutural computorizada e desenho de
fadrmacos racional utilizando pelo menos uma sequéncia de
aminoacidos de PCS de SNP e/ou dados de difraccdo de raios-X

disponibilizados num suporte de leitura informética.

A presente invencé&o proporciona polipéptidos e
polinucledtidos de canais de sdédio do sistema nervoso
periférico tal como definido nas reivindicagdes em anexo. A
invencdo inclui também sondas oligonucleotidicas especificas
para seguéncias que codificam para PCS do SNP, assim como
métodos para a deteccdo numa amostra, nos gquais a sonda é
marcada. A invencdo inclui ainda métodos para a producdo de
uma PCS do SNP, compreendendo a cultura de um hospedeiro num
meio de cultura, compreendendo um &cido nucleico de PCS do
SNP; e o isolamento da PCS do SNP do referido hospedeiro ou

do referido meio de cultura.

A invencdo inclui ainda um anticorpo que se liga a um epitopo
egpecifico para a PCS do SNP, assim como células hospedeiras
que expressam o anticorpo. S&o também apresentados métodos de

diagnéstico ou terapéuticos.

A invencédo inclui ainda vectores de administracdo de terapia
génica que compreendem &acidos nucleicos que codificam, ou que
sdo complementares, a pelo menos uma PCS do SNP, e suas

composicdes farmaceuticamente aceitéaveis.



Também se apresentam métodos de terapia génica que
administram um &4cido nucleico de PCS do SNP a um animal numa
quantidade eficaz para proporcionar um efeito de modulacédo

dos CS do SNP, tal como um efeito analgésico.

Também se apresentam métodos para a purificacdo e a
cristalizacdo de uma PCS do SNP que podem ser analisados para
obter padrdes de difraccéao de raios-X de resolucédo
suficientemente elevada para serem Uteis na modelacéo
molecular tridimensional da proteina, coordenadas atdédmicas,
e/ou sequéncias de aminodcidos fornecidas num suporte
informdtico e modelados em sistemas informéticos, utilizando
métodos da invencdo, para gerar estruturas secundérias,
tercidria e/ou quaterndria de uma PCS do SNP, estruturas
essas que contribuem para a respectiva estrutura
tridimensional global, assim como para os locais activos e

locais de ligacdo das PCS do SNP.

Sdo também apresentados métodos de modelacdo molecular e
sistemas informadticos para o desenho racional de férmacos
(RDD) . Estes métodos de desenho de fédrmacos wutilizam
programas de modelacdo por computador para encontrar agentes
ou ligandos potenciais que s&o calculados para se ligar a
locais sim ou dominios na PCS do SNP. S&o entdo submetidos a
rastreio potenciais agentes ou ligandos relativamente a
actividade de ligacdo ou modulacdo. Tais métodos de rastreio
podem ser seleccionados de testes para pelo menos uma
actividade bioldgica da proteina, como associada com uma
patologia ou trauma relacionada com PCS e SNP, de acordo com
testes para canais de sbédio conhecidos. Os ligandos
resultantes proporcionados por métodos da presente invencéo

sd0 sintetizados e s&o Uteis para tratar, inibir ou prevenir
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pelo menos um trauma ou patologia relacionada com PCS e SCP
em mamiferos.

Outros objectos, caracteristicas, utilidades, realizacgdes ou
vantagens da presente invencdo serdo aparentes da descricédo

adicional aqui fornecida.

Breve Descrigcdo dos Desenhos

Figura 1 representa uma sequéncia de 323 aminoacidos e a
correspondente sequéncia de 969 nuclebdétidos de uma PCS do SNP
como aminoacidos 233-555 da SEQ ID NO:2 e nucledtidos 699-
1665 da SEQ ID NO:1, como a estrutura primdria do Dominio III
da subunidade alfa do canal de sdédio do Nervo Periférico do
tipo I (NPI) tanto para as sequéncias de aminoadcido e de ADN.
O cbédigo simples de aminodcidos é utilizado para denotar os
aminoacidos deduzidos. YJI e YOIC referem-se aos iniciadores
de oligonucledétidos utilizados para obter o fragmento inicial

de PCR de cADN de INP.

Figura 2A-B mostra uma analise de “Northern blot” de um mARN
de uma subunidade o de canais de sbédio em células de
feocromocitoma de rato (PCl2) tratadas com o Factor de
Crescimento do Nervo (NGF). Na Figura 2(A), a sonda utilizada
¢ ©pRB211 qgue codifica para o quarto dominio repetido
altamente conservado do cana de sdédio do tipo II de rato.
Ambos os mARN do tipo H e PNl sé&do detectados com esta sonda.
Na Figura 2(B), a sonde utilizada contém sequéncias
especificas para PN1l. Os niveis do mARN de canal de sdédio sé&o
quantificados em referéncia a quantidade de mARN de
ciclofilina, tal como indicado. As células controlo séo

células PC 12 cultivadas na auséncia de NGF.



Figura 3A-B apresenta um exemplo de uma distribuicdo de mARN
de PNl especifica para os tecidos. A Figura 3(A) apresenta
uma andlise de “Northern blot” utilizando quantidades iguais
de ARN dos tecidos. O mARN de PN1 ¢ indicado pelo traco. 2883
refere-se ao rARN 28S. A sonda contém sequéncias especificas
para o gene PNl. Note-se a auséncia de mARN de PN1 no muasculo
esquelético, muisculo cardiaco e 0s baixos niveis de mARN de
PN1 na corda espinal. A Figura 3(B) ilustra a analise de
proteccdo contra RNase do mARN de PN1. PHl1 refere-se a sonda
PN1 protegida por mARN das diferentes amostras de tecidos.
Actina refere-se as sequéncias de sonda de actina protegidas

pelo mesmo mARN.

Figura 4A-F apresenta a localizagcdo de mARN de PN1 nos
tecidos do Ganglio Cervical Superior (SCG) e do Ganglio da
Raiz Dorsal (DRO) por analise de hibridacdo in situ. As
Figuras 4A-4B representam neurdénios hibridados com uma sonda
de ARN antisenso especifica para PN1l. As Figuras 4C-4D
representam neurdénios hibridados com uma sonda especifica
para PNl marcada radioactivamente na presenca de ADN
competidor de PNl n&do marcado. As Figuras 4E-4F representam
seccdes de tecidos hibridados com uma sonda antisenso do tipo

IT.

Figura 5 mostra uma andlise de “blot” gque compara o0s niveis
de PN1 e de mARN de subunidade o do tipo I do cérebro em SCG.
A sonda pRB11 conservada para canais de sdédio detecta todos

os tipos de transcritos PN1 E do tipo II/IIA.

Figura 6A-B apresenta uma anadlise por “Northern Dblot” que
revela uma expressdo diferencial de PN1 e mARNs de canais de

sédio do tipo 1 durante o desenvolvimento pbds-natal em ratos.
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A Figura 6(A) apresenta um auto-radiograma representativo de
uma andlise por “Northern Dblot” utilizando como sonda ARN
PRB211 antisenso marcada radioactivamente. Apresentam-se oS
dias pbs-natal 7 (P7) a 42 (P42). A Figura 6(B) apresenta um
grafico da quantificacdo ao longo do tempo apds o nascimento
dos “Northern blot” que apresentam um decréscimo do mARN do

tipo I.

Figura 7A-D apresenta a estrutura primédria deduzida da porcgédo
clonada de cADN de uma subunidade o de PN1 na forma de uma
sequéncia parcial de 3033 nucledtidos (SEQ ID NO:1) e uma
sequéncia de 1011 aminoédcidos (SEQ ID NO:2).

Figura 8A-D apresenta uma comparacdo de sequéncias de
aminodcidos primdrias deduzidas de PN1 (1-988 de SEQ ID NO:2)
e da subunidade o do tipo II/IIA do cérebro (SEQ ID NO:7). E

também apresentada uma sequéncia consenso (SEQ ID NO:8).

Figura 9A-9D apresenta a totalidade da sequéncia de ADN para
a PCS do SNP PN1 (SEQ ID NO:9).

Figura 10 apresenta a totalidade da sequéncia de aminoacidos

para a PCS do SNP PN1 (SEQ ID NO:10).

Figura 11A-11E apresenta sequéncias de aminoacidos para PN1
de rato (“PATPN1”) (SEQ ID NO:10) e duas sequéncias humanas
PN1 esperadas “HUMPN1A” (SEQ ID NO:11) “HUMPNIB” (SEQ 1ID
NO:16) HUMPNIC (SEQ ID NO:15) e HUMPN1ID (SEQ ID NO:12). As
sequéncias alternativas incluem aquelas nas quais “X” & 0, 1,
2, ou 3 dos mesmos aminodcidos ou de aminoédcidos diferentes,
que podem ser opcionalmente seleccionados da Tabela 1 ou da

Tabela 2.
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Figura 12 apresenta um sistema informatico adequado para a
determinacdo da estrutura tridimensional e/ou o desenho

racional de farmacos.

Figura 13A-B apresenta uma sequéncia de ADN representativa
que codifica para uma PN1 humana (HUM PN1A) (SEQ ID NO:12)
Figura 14A-B apresenta uma sequéncia de ADN representativa

que codifica para uma PN1 humana (HUM PN1B) (SEQ ID NO:14)

Descrigdo Detalhada da Invengdo

Existe a necessidade de se modular a actividade de pelo menos
um canal de sédio (CSs) especifico do sistema nervoso
periférico (SNP) . Tal modulacdo ©poderia potencialmente
proporcionar agentes de diagndéstico ou analgésicos para dor

ou patologias associadas com a conducdo nervosa no SNP.

Descobriu-se agora que certos canais de sédio -
correspondendo  as PCSs do SNP da invencdo - seria
preferencialmente ou selectivamente expressos no sistema
nervoso periférico (SNP). Estes canais de sédio modulam a
conducdo de impulsos nos nervos periféricos preferencialmente
no SNP. A presente invencdo proporciona péptidos de canais de
sédio (PCSs) especificos do sistema nervoso periférico (SNP),
dcidos nucleicos que 0s codificam, vectores, células
hospedeiras e anticorpos, assim como métodos de os produzir e
utilizar, incluindo expressdo recombinante, purificacdo e
rastreio de farmacos com base em células. Também se apresenta
terapia génica, cristalizacdo, anédlise por difraccédo de
raios-X, assim como determinacdo estrutural computorizada e

desenho de féarmacos racional wutilizando pelo menos uma
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sequéncia de aminodcidos de PCS de SNP e/ou dados de
difraccédo de raios-X disponibilizados num suporte de leitura

informética.

Os PCSs de SNP da invencdo sdo tal como definidos nas
reivindicacdes anexas. Também se apresentam agqui péptidos de
canais de sédio do SNP (PCS SNP), por exemplo um conjunto de
canais de sdédio (CS) do SNP com actividade de SC, na forma de
um fragmento, sequéncia de consenso ou unidade de repeticéo.

Um PCS do SNP da invencédo pode ser preparado por.

(a) métodos de ADN recombinante;

(b) digestdo proteolitica da molécula intacta ou de um seu
fragmento;

(c) métodos de sintese quimica de péptidos bem conhecidos na
técnica; e/ou

(d) qualgquer outro método capaz de produzir um PCS do SNP e
com uma conformacdo semelhante a uma porgdo activa de um PCS
do SNP com uma actividade de CS. A actividade de CS pode ser
detectada através de um rastreio wutilizando testes de
rastreio conhecidos para a actividade de canal de sdédio, in
vitro, in situ ou 1in vivo. Tal como aqui apresentado, a
sequéncia peptidica minima para gque se tenha actividade
baseia-se na unidade mais pequena que contenha ou que
compreende uma regido particular, dominio, sequéncia de
consenso, ou unidade de repeticdo daquela, de pelo menos um

PCS do SNP.

Tal como aqui utilizado, um PCS do SNP inclui uma associacéo
de dois ou mais dominios polipeptidicos, tais como dominios
transmembranares, de revestimento de poros, ou seus

fragmentos, correspondendo a um PCS do SNP, tais como 1-40
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dominios ou gqualquer gama ou valor nesse intervalo. Os
dominios transmembranares, de revestimento de poros
citoplasméticos ou outros dominios de wum PCS do SNP da
apresentacdo podem ter pelo menos 74% de homologia, tais como
74-100% de homologia ou identidade global, ou qualquer gama
ou valor nesse intervalo a um ou mais dominios CS
correspondentes tais como aqui descritos (por exemplo, tal
como apresentado nas Figuras 1, 7, 8, 10 ou 11). Tal como
pode ser entendido por qualguer perito na técnica, a
configuracdo acima dos dominios é fornecida como uma parte de
um PCS de SNP da invencdo, de modo gque um PCS do SNP
funcional, quando expresso numa célula adequada, seja capaz
de transportar ides de sbédio através de uma Dbicamada
lipidica, uma membrana celular ou uma membrana modelo. Em
células intactas com canais de sdédio suficientes, a célula
pode ser capaz de gerar alguma forma de potencial de accéo,
tal como numa célula gque expressa pelo menos um PCS do SNP da
presente invencdo. Tal transporte, tal como medido por testes
de actividade CS adequados, estabelece a actividade CS de um

ou mais PCSs do SNP da invencéo.

Um PCS do SNP da invencdo tem pelo menos 90% de identidade
relativamente a Figura 7 (sequéncia de aminodcidos). O PCS do
SNP da invencdo pode ter 90-99, 91-99, 92-99, 93-99, 94-99,
95-99, 96-99, 97-99, ou 98-99% de identidade. Também se
apresentam aqui péptidos com uma porcdo de uma sequéncia de
aminodcido CS que correspondem substancialmente a pelo menos
um fragmento de 20 a 2005 aminodcidos e/ou uma sequéncia de
consenso de um PCS do SNP ou grupo de PCSs do SNP, em que o
PCS do SNP tem homologia ou identidade de pelo menos 74-99%,
tal como 88-99% (ou qualgquer gama ou valor nesse intervalo,

por exemplo, 87-99, 88-99, 89-99) de homologia relativamente
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a pelo menos uma sequéncia ou sequéncia de consenso das
Figuras 1, 7, 8, 10 ou 11. Os PCSs do SNP da invencdo mantém
a actividade bioldgica de CS. Prefere-se que o PCS do SNP da
inven¢do ndo seja um gue ocorra naturalmente ou no caso de
ocorrer naturalmente esteja numa forma purificada ou isolada
que nédo ocorre na natureza. Um PCS do SNP tal como aqui
apresentado corresponde substancialmente a um conjunto de
dominios de PN1, com pelo menos 10 aminodcidos contiguos das

Figuras 1, 7, 8, 10 e 11, ou com pelo menos 74% de homologia.

Também se apresenta aqui um PCS de SNP que pode compreender
pelo menos um dominio correspondente a dominios de canais de
sbébdio conhecidos, tais como dominios CS da corda espinal ou
de cérebro de rato, tais como IIs6 (por exemplo, 1-3 a 14-17
(IIs6), 18-23 a 210-214 (citoplasmatico), 229-236 a 254-258
(IT1IS1), 268-272 a 293-297 (IIIs2), 300-304 a 321-325
(ITIs3), 326-330 a 347-351 (IIIs4), 368-374 a 389-393
(ITIs5), 474-478 a 500-504 (IIIs6), 553-559 a 577-583 (IVsl),
589-593 a 611-615 (IVs2), 619-623 a 642-646 (IVs3), 654-658 a
678-682 (IVs4), 690-694 a 711-715 (IVsb), 779-783 a 801-805
(IVs6), 348-352 a 368-372, 501-505 a 550-554, 233-553, 676-
678 a 689-693, 554-557 a 941-945, ou gqualquer gama ou valor
nesses intervalos, correspondendo a SEQ ID NO:2 tal como
apresentado na Figura 7A-7D, ou suas variantes tais como
substituic¢des apresentadas na Tabela 1 ou na Tabela 2, com
74-100% de homologia geral ou qualgquer gama de valores no
intervalo. Pelo menos um destes dominios estd presente nos
PCSs do SNP apresentado pela Figura 11A-E, ou fragmentos
destes. Dominios alternativos s&do também codificados por ADN
que hibrida sob condig¢des restringentes a pelo menos 30
nucledétidos contiguos das Figuras 1, 7, 9, 13 ou 14, ou tendo

coddes substituidos para esse fim que codificam para o mesmo
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aminoacido que um coddo particular. Adicionalmente, também se
consideram dominios de fosforilacdo (por exemplo PKA e PKC),
tal como seria reconhecido pelos peritos na técnica, gquando
proporcionando um PCS do SNP ou um &cido nucleico codificante

tal como aqui apresentado.

A percentagem de homologia ou de identidade pode ser
determinada, por exemplo, através da comparacdo da informacédo
sobre a sequéncia wutilizando o programa informético GAP,
versdo 6.0, disponivel através do Genetics Computer Group da
Universidade do Wisconsin (UWGCG). O programa GAP utiliza o
método de alinhamento de Needleman e Wunsch (J. Mol Biol. 48:
443 (1970), tal como revisto por Smith e Waterman (Adv. Appl.
Math. 2: 482 (1981). Resumidamente, o programa GAP define a
semelhanca como o numero de simbolos alinhados (ou seja,
nucledétidos ou aminodcidos) que s&do iguais, dividido pelo
numero total de simbolos na sequéncia mais curta das duas. 0s
pardmetros por defeito ©preferidos para o programa GAP
incluem: (1) uma matriz de comparacdo unitédria (contendo o
valor 1 para as identidades e 0 para as n&do identidades) e a
matriz de comparacdo ponderada de Gribskov e Burgess, Nucl.
Acids Res. 14: 6745 (1986), tal como descrito por Schwartz e
Dayhoff, eds., ATLAS OF PROTEIN SEQUENCE AND STRUCTURE,
National Biomedical Research Foundation, pp. 353-358 (1979);
(2) uma penalidade de 3,0 para cada intervalo e uma
penalidade adicional de 0,10 para cada simbolo em cada
intervalo; e (3) uma penalidade para intervalos nas pontas.
Noutro exemplo, o péptido apresentado corresponde a uma
porcdo da SEQ ID NO:2 biologicamente activa como CS, ou uma

sua variante, por exemplo, como apresentado na Figura 11A-D.
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Assim, qualquer perito na técnica, dadas as técnicas e os
procedimentos apresentados na presente especificacdo, saberé
como adicionar, remover ou substituir outros residuos
aminodcidos noutras posicdes de um CS de modo a obter um pCS
do SNP, incluindo variantes modificadas por substituicdo ou
delecdo ou adicédo, por exemplo, com uma substituicdo tal como

apresentada nas Tabelas 1 ou 2 abaixo.

Um PCS do SNP aqui apresentado também inclui uma variante em
que pelo menos um residuo aminodcido no péptido foi
conservativamente substituido, adicionado ou deletado por
pelo menos um aminodcido diferente. Para uma descrigdo total

da quimica e estrutura de proteinas, ver, por exemplo,

Schulz, et al., Principles of Protein Structure, Springer-
Verlag, Nova Iorque, 1978, e Creighton, T.E., Proteins:
Structure and Molecular Properties, W.H. Freeman & Co., Sé&o

Francisco, 1983, que sdo aqui incorporados por referéncia.
Para uma apresentacdo de substituic®es na sequéncia de
nucledétidos, tais como preferéncias de coddes, ver Ausubel el
al., eds, Current Protocols in Molecular Riology, Greene
Publishing Assoc., Nova Iorque, NY, (1987, 1992, 1993, 1994,
1995) em S§ A.1.1-A.1.24, e Sambrook et al, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicdo, Cold Spring
Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY (1989), nos Apéndices C
e D.

As substituicdes conservativas de um PCS do SNP da invencéo
inclui wuma variante na qual pelo menos um residuo de
aminoadcido no péptido foi conservativamente substituido,
adicionado ou deletado por pelo menos um aminodcido
diferente. Tais substituicdes sdo preferentemente realizadas

de acordo com a seguinte lista tal como apresentada na Tabela
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1, substituicdes essas que podem ser determinadas por
experimentacdo de rotina para proporcionar propriedades
estruturais e funcionais modificadas de uma molécula de
péptido sintetizada, mantendo a actividade bioldégica de CS,
tal como determinada por testes de actividade de CS

conhecidos. No contexto da invencdo, o termo PCS do SNP ou

“substancialmente correspondendo a” inclui tais
substituicodes.
Tabela 1

Residuo Original Substituigdo Exemplificativa
Ala Gly; Ser

Arg Lys

Asn Gln; His

Asp Glu

Cys Ser

Gln Asn

Glu Asp

Gly Ala; Pro

His Asn; Gln

Ile Leu; Val

Leu Ile; Val

Lys Arg; Gln; Glu
Met Leu; Tyr, Ile
Phe Met; Leu; Tyr
Ser Thr

Thr Ser

Trp Tyr

Tyr Trp; Phe

Val Ile; Leu

Alternativamente, outro grupo de substituicdes de PCSs de SNP
da invencdo ¢é aquele em gque pelo menos um residuo de
aminodcido na molécula de proteina foi removido e um residuo
diferente adicionado no seu lugar de acordo com a Tabela 2
seguinte. 0Os tipos de substituicdes que podem ser realizadas
na molécula de proteina ou de péptido da invencdo podem ser
baseados na anédlise das frequéncias de alteracdes de

aminodcidos entre uma proteina homdéloga de espécie diferente,
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tais como aquelas apresentadas na Tabela 1-2 de Schulz et al.
infra. Com base em tal analise, as substituicdes
conservativas alternativas sdo aqui definidas como permutas

num dos seguintes cinco grupos:

TABELA 2
1. Residuos alifédticos pequenos, ndo polares ou ligeiramente
polares: Ala, Ser, Thr (Pro, Gly):
2. Residuos polares, negativamente carregados e as suas
amidas: Asp, Asn, Glu, Gln;
3. Residuos polares, positivamente carregados:
His, Arg, Lys;
4., Residuos alifédticos grandes, ndo polares:
Met, Leu, Ile, val (Cys); e

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

A maioria das delecbes e das adicdes e substituicdes de
acordo coma invencdo sdo aquelas gue ndo produzem alteracdes
radicais nas caracteristicas da molécula de proteina ou de
péptido. Define-se “caracteristicas” de um modo n&o inclusivo
para definir tanto alteragcdes na estrutura secundaria, por
exemplo hélice o ou folha (, assim como alteracdes na
actividade fisioldgica, por exemplo, em testes de ligacdo a

receptores.

Deste modo, com base nos exemplos acima, de substituicdes
especificas, podem ser realizadas substituicdes alternativas
por experimentacdo de rotina, para proporcionar PCSs do SNP
alternativas da invencdo, por exemplo, realizando uma ou mais
substituicdes conservativas de fragmentos CS gue podem
proporcionar actividade CS. No entanto, gquando se pretende

confirmar o efeito exacto da substituicdo, delecdo, ou
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adicdo, o perito na técnica entenderd que o efeito e pelo
menos uma substituicdo, adicdo ou delecdo serd avaliado por
pelo menos um teste de rastreio da actividade de canal de
sédio, tal como, mas ndo limitado a, testes imunoldgicos ou
biolégicos, para confirmar a actividade bioldgica, tal como,

mas ndo limitado a, actividade de canal de sdédio.

As variantes da sequéncia de aminocdcidos de um PCS do SNP da
invencdo podem também ser preparadas por mutacdes no ADN.
Tais variantes incluem, por exemplo, delecgdes, ou adicdes, ou
substituicdes de, residuos na sequéncia de aminodcidos.
Qualquer combinacdo de delecdo, adicdo e substituicdo pode
também ser levada a cabo para se chegar a construcdo final,
desde que a construcdo final possua alguma actividade CS.
Preferentemente, encontra-se actividade CS melhorada em
relacdo aquela do péptido ndo variante. Obviamente, as
mutacdes que serdo realizadas no ADN qgue codifica para a
variante né&do devem colocar a sequéncia fora da grelha de
leitura aberta e preferentemente nao criaréo regiodes
complementares que poderiam produzir uma estrutura secundaria
de mARN (ver, por exemplo, Publicacdo do Pedido de Patente EP
No. 75,444; Ausubel, infra; Sambrook, infra). Ao nivel
genético, estas variantes sdo normalmente preparadas por
mutagénese dirigida de nucledtidos no ADN que codifica para
um PCS do SNP, produzindo assim ADN que codifica para a
variante, e depois expressando o ADN numa cultura de células
recombinantes. Os variantes tipicamente apresentam a mesma
actividade Dbioldgica qualitativa que o CS gue ocorre
naturalmente (ver, por exemplo, Ausubel, infra; Sambrook,

infra).
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Uma vez determinadas a estrutura ou as caracteristicas de um
canal de sdédio do SNP, os PCSs do SNP podem ser produzidos
por via recombinante ou por via sintética, e opcionalmente
purificados, para proporcionar quantidades comercialmente
Uteis de PCSs do SNP para utilizacdo em aplicacdes de
diagndéstico ou investigacdo, de acordo com passos do método
conhecidos (ver, por exemplo, Ausubel, infra; Sambrook,
infra, cujas referéncias sdo aqui totalmente incorporadas por

referéncia).

Pode-se utilizar uma variedade de metodologias conhecidas na
técnica para se obter uma PCS do SNP da invencdo isolado.
Numa realizacdo, o péptido é purificado a partir de tecidos
ou células que produzem naturalmente o) péptido.
Alternativamente, os fragmentos dos &cidos nucleicos acima
descritos poderiam ser utilizados para expressar a proteina
PCS do SNP em gqualquer organismo. As amostras da invencéo
incluem células, extractos de proteinas ou extractos de
membranas de células, ou fluidos bioldgicos. A amostra iré
variar dependendo do formato do teste, o método de deteccédo e
a natureza dos tecidos, células ou extractos utilizados como

amostra.

As células e/ou o tecido pode incluir, células ou tecidos de
animais normais ou patoldgicos, tais como do sistema nervoso
periférico, e seus extractos ou culturas celulares,
proporcionadas in vivo, in situ ou in vitro, na forma de
tecidos e/ou células cultivadas, passajadas, ndo passajadas,

transformadas, recombinantes ou isoladas.

Qualguer organismo eucaridtico superior pode ser utilizado

como uma fonte de pelo menos um ICS do SNP ou PCS do SNP da
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invencéo, desde que o) organismo de origem contenha
naturalmente tal péptido. Tal como aqui utilizado, “organismo
de origem” refere-se ao organismo original do gqual se deriva
a sequéncia de aminodcidos do péptido, independentemente do
organismo no qual o péptido ¢é expresso e/ou finalmente
isolado. Os organismos de origem preferidos se pelo menos um
ISC do SNP ou um &cido nucleico codificante pode ser qualqguer
animal vertebrado, tais como mamiferos, aves, peixes &sseos,
enguias eléctricas, rds e sapos. Entre os mamiferos, os
receptores preferidos sdo mamiferos das Ordens Primata
(incluindo humanos, macacos), Artiodactilos (incluindo
cavalos, cabras, vacas, ovelhas, porcos), Roedores (incluindo
ratinhos, ratos, coelhos, e hamsters), e Carnivoros
(incluindo gatos, e cdes). O0s organismos de origem mais

preferidos sdo humanos.

O perito na técnica pode facilmente seguir métodos conhecidos
para isolar proteinas de modo a obter o péptido livre de
contaminantes naturais. Estes incluem, mas ndo se limitam a:
imunocromatografia, cromatografia de exclusdo molecular,
HPLC, cromatografia de permuta idnica, e cromatografia de
imunoafinidade. Ver, por exemplo, Ausubel, infra; Sambrook,

infra; Colligan, infra.

Moléculas de Acidos Nucleicos Isoladas que Codificam para
Péptidos PCS do SNP Numa realizacdo, a presente invencédo
refere-se a uma molécula de &cido nucleico isolada que
codifica para um péptido com uma sequéncia de aminodcidos
correspondente a novos PCSs do SNP tais como definidos nas
reivindicacdes anexas. Também se apresenta uma molécula de
dcido nucleico isolada compreendendo uma segquéncia de

nucledétidos de PCS do SNP com uma homologia ou identidade
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global superior a 70% em relacdo a uma sequéncia de pelo
menos 60 nucledtidos presente em SEQ ID NO:1 (preferentemente
superior a 80%; mais preferentemente superior a 90%, tal como
70-99% e qualguer gama ou valor nesse intervalo). Noutra
realizacdo preferida, a molécula isolada de &cido nucleico
compreende uma sequéncia de nucledétidos de PCS do SNP
correspondente a Figura 7. Também se revela aqui sequéncias
de nucledtidos que codificam para pelo menos um dominio das

figuras 1, 7, 8, 10 e 11.

Também se incluem no admbito desta invencdo o0s equivalentes
funcionais das moléculas de &cidos nucleicos isoladas aqui
descritas e seus derivados desde que sejam abrangidas pelas
reivindicacdes em anexo. Por exemplo, tal como apresentado
acima para as sequéncias de aminoadcidos PCS do SNP, as
sequéncias de acidos nucleicos apresentadas em SEQ ID NO 1
podem ser alteradas por substituicdes, adicdes ou delecdes
que originam moléculas funcionalmente equivalente. Devido a
degenerescéncia das sequéncias codificantes de nucledétidos,
podem ser utilizadas outras sequéncias de ADN que codificam
para substancialmente a mesma sequéncia de aminoacidos do uma
PCS do SNP na préatica da invencdo. Apresentam-se aqui
sequéncias de 4acidos nucleicos que codificam para a
totalidade ou para porgdes das sequéncias de aminoédcidos do
PCS do SNP de Figuras 1, 8, 10 e 11, as quais sdo alteradas
pela substituicdo de coddes diferentes que codificam para um
residuo de aminoadcidos funcionalmente equivalente no interior

da sequéncia, produzindo deste modo uma alteracdo silenciosa.

Tais alteracdes funcionais de uma dada sequéncia de 4&cidos
nucleicos oferecem uma oportunidade para promover a Secrecio

e/ou o processamento de proteinas heterdlogas codificadas por
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sequéncias de é&cidos nucleicos estranhas a elas fundidas.
Todas as variacgdes da sequéncia nucleotidica do gene de PCS
do SNP permitido pelo cdéddigo genético sdo, deste modo,
incluidas nesta invencdo desde qgque sejam abrangidas pelas
reivindicacdes em anexo. Ver, por exemplo, Ausubel, infra;
Sambrook, infra. Os fragmentos do PCS do SNP sdo também

apresentados.

Além disso, a sequéncia de &acido nucleico pode compreender
uma sequéncia de nucledtidos que resulta da adicdo, delecédo
ou substituicdo de pelo menos um nucledétido a na extremidade
57 e/ou 37 de uma sequéncia de um Acido nucleico
correspondente a Figura 7. Também se apresentam aqui
sequéncias de &acidos nucleicos que codificam para pelo menos
uma porcdo das Figuras 1, 8, 20 ou 11, ou uma sua variante.
Qualquer nucledétido ou polinucledtido pode ser utilizado a
este respeito, desde que a sua adicéo, delecdo ou
substituicdo ndo remova a actividade de canal de sdédio que é
codificada pela sequéncia de nucledtidos. Além disso, a
molécula de 4&cido nucleico da invencdo pode, conforme
necesséario, conter locais de reconhecimento de endonucleases
de restricdo gue ndo removem a actividade do PCS do SNP

codificado.

Além disso, ¢é possivel deletar coddes ou substituir um ou
mais coddes por coddes diferentes de coddes degenerados para
produzir um péptido estruturalmente modificado, mas um que
tenha substancialmente a mesma utilidade ou actividade
daquela do péptido produzido pela molécula de &cido nucleico
ndo modificada. Tal como reconhecido na técnica, os dois
péptidos sdo funcionalmente equivalentes, assim como o s&o as

duas moléculas de 4cidos nucleicos que conduzem a sua
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producdo, mesmo se as diferencas entre as moléculas de é&cido
nucleico ndo se relacionam com a degenerescéncia do cbédigo
genético. Ver, por exemplo, Ausubel, infra; Sambrook, infra.

Isolamento de Acidos Nucleicos Noutro aspecto da presente
invencéo, proporcionam-se moléculas de acido nucleico
isoladas que codificam para péptidos com sequéncias de
aminodcidos correspondentes aos PCS do SNP. Em particular, a
molécula de &cido nucleico pode ser isolada de uma amostra
bioldégica contendo &cido nucleico de mamifero, tal como
correspondente a uma sonda especifica para um CS do SNP

obtido de um organismo eucaridtico superior.

A molécula de 4cido nucleico pode ser isolada de uma amostra
bioldgica contendo dcido nucleico utilizando técnicas
conhecidas, tais como mas sem limitacdo a, amplificacdo de

iniciadores ou clonagem de cADN.

A molécula de &cido nucleico pode ser isolada de uma amostra
biolébgica contendo ADN gendémico ou de uma biblioteca
gendmica. Amostras bioldgicas adequadas incluem, mas nao se

limitam a, células ou tecidos animais normais ou patoldgicos,

tais como fluido cerebroespinhal (SNC), sistema nervoso
periférico (neurdnios, gadnglios) e porcgdes, células do
coracdo, musculo 1liso, esquelético ou cardiaco, sistema

nervoso autdnomo, e extractos de culturas celulares destes,
proporcionadas in vivo, 1in situ ou in vitro, na forma de
tecidos e/ou células cultivadas, passajadas, ndo passajadas,
transformadas, recombinantes ou isoladas. 0O método de
obtencdo da amostra bioldégica iréd variar dependendo da

natureza da amostra.
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Um perito na técnica reconhecerd que o genoma de mamiferos
pode ser sujeito a ligeiras variacbes alélicas, desde que a
sequéncia codifique para um PCS do SNP de acordo com as
reivindicacdes anexas. Quando um alelo de PCS do SNP néo
codifica para a sequéncia de aminoécidos idéntica aquela
encontrada na Figura 8, pode ser isolado e identificado como
um PCS do SNP utilizando as mesmas técnicas aqui utilizadas,
e especialmente técnicas de amplificacdo de &cidos nucleicos
para amplificar o gene apropriado com iniciadores baseados
nas sequéncias aqui apresentadas. Tais variacodes séo

apresentadas, por exemplo, na Figura 11 e nas Tabelas 1 e 2.

A clonagem de cADNs de grandes dimens®es ¢ idéntica (por
exemplo, PNl como um PCS do SNP da invencdo inclui clones
sobreponiveis de cerca de 13 kDa) mas exige maior
experimentacdo de rotina, do gque o0os CcADNs de menores
dimensdes. Um método Util baseia-se no rastreio de cADN de
uma biblioteca de bacteridéfagos (ver, por exemplo, Sambrook,
infra, ou Ausubel, infra). As sondas para o rastreio sé&o
marcadas, por exemplo, com hexdmeros aleatdrios e a enzima de
Klenow (kit da Pharmacia). Se os cADNs 5’ ndo s&do obtidos com
estas abordagens, pode ser preparada uma biblioteca de sub-
cADN na qual se utilizam iniciadores PN1 especificos para
iniciar a reaccdo da transcriptase reversa em vez de oligos
dT ou de iniciadores aleatdérios. A sub-biblioteca de cADN é&
entdo clonada em vectores convencionais tais como lambda =zap
e rastreada utilizando técnicas convencionais. Esta
estratégia foi utilizada anteriormente (Noda et al. Nature
320: 188-192 (1986); Noda et al., Nature 322: 826-828 (1986))
para clonar os sADNs dos canais de sédio do tipo I e II do
cérebro. A construcdo de um cADN de comprimento total ¢é

levada a cabo através da subclonagem de fragmentos que se
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sobrepdem num vector de expressdo (seja procaridtico ou
eucaridético). Esta tarefa é mais dificil com cADNs de grandes
dimensdes dada a escassez de localis de restricdo Unicos, mas
se utilizam restricdo, clonagem ou PCR rotineiras para unir

os fragmentos.

Sintese do Acido Nucleico Pretende-se também que as moléculas
de 4cido nucleico isoladas da presente invencdo incluam
aquelas sintetizadas qguimicamente. Por exemplo, pode-se
desenhar wuma molécula de 4&cido nucleico com a sequéncia
nucleotidica que codifica para o produto de expressdo de um
gene PCS do SNP e, se necessario, pode ser dividida em
fragmentos mais pequenos apropriados. Assim, um oligdbmero que
corresponde a uma molécula de &cido nucleico, ou a cada um
dos fragmentos divididos, pode ser sintetizado (por exemplo,
de 10-6015 nuclebdétidos ou qualgquer gama ou valor nesse
intervalo, tal como 10-100 nucledtidos) . Tais
oligonucledtidos sintéticos podem ser preparados, por
exemplo, através de técnicas conhecidas (Ver, por exemplo,
Ausubel, infra, ou Sambrook, infra), ou através da utilizacé&o

de um equipamento de sintese de ADN automatizado.

Uma sonda oligonucleotidica marcada pode ser obtida
sinteticamente ou por clonagem. Se necesséario, as
extremidades 5’ dos oligbmeros ©podem ser fosforiladas
utilizando a polinucledtido cinase T4. A utilizacdo de
cinases em cadeias simples antes do emparelhamento ou para a
marcacido pode ser conseguida utilizando um excesso de enzima.
Se a utilizacdo da cinase for para a marcacdo da sonda, o ATP
pode conter radioisbdétopos com elevada actividade especifica.
Depois, o oligémero de ADN pode ser submetido a

emparelhamento e ligacdo com a ligase T4 ou semelhantes.
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Uma Sonda de Acido Nucleico para a Deteccdo Especifica de PCS
do SNP Noutra realizacdo, a presente invencdo refere-se a uma
sonda de 4cido nucleico de 15-6000 nucledtidos para a
deteccdo especifica da presenca de PCS do SNP numa amostra
que compreende as moléculas de &acido nucleico acima descritas
ou pelo menos um fragmento destas que se liga sob condicdes
restringentes a um &cido nucleico que codifica para pelo

menos uma PCS do SNP.

A sonda do &cido nucleico pode ser utilizada para o rastreio
numa biblioteca apropriada de ADN cromossdémico ou de cADN
através de passos de métodos de hibridacdo conhecidos de modo
a obter uma molécula de &acido nucleico que codifique para a
PCS do SNP da invencdo. Uma biblioteca de ADN cromossdémico ou
de cADN pode ser preparada a partir de células apropriadas de
acordo com métodos reconhecidos na técnica (ver, por exemplo,

Ausubel, infra; Sambrook, infra).

Em alternativa, leva-se a cabo sintese quimica orgdnica de
modo a obter sondas de 4cido nucleico com sequéncias
nucleotidicas que <correspondem a porcgdes adequadas da
sequéncia de aminoédcidos da PCS do SNP. Assim, as sondas de
dcido nucleico sintetizadas podem ser utilizadas como
iniciadores nos passos de métodos de amplificacdo de &cidos

nucleicos.

A invencéo pode assim  proporcionar métodos para a
amplificagcdo de ADN ou de ARN utilizando iniciadores
nucleotidicos reticulados estdveis ao calor, que se reticulam
aos iniciadores da invencdo para originar &cido nucleico que

codifica para PCSs do SNP de acordo com a invencéo.
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Sdo bem conhecidos na técnica métodos para a amplificacdo de
ARN ou ADN e podem ser utilizados de acordo com a invencéo
sem experimentacdo desnecessdria, com base nos ensinamentos e
nas metodologias agqui apresentadas. De acordo com a invencéo,
a utilizacdo de &cidos nucleicos que codificam para porcgdes
dos PCSs do SNP de acordo com a invencéo, tals como
iniciadores de amplificacdo, permite vantagens em relacdo a
iniciadores de amplificacdo conhecidos, devido ao aumento da

sensibilidade, selectividade e/ou velocidade de amplificacéo.

Métodos conhecidos de amplificacdo de ADN ou de ARN incluem,
mas nado se limitam a reaccdo em cadeia da polimerase (PCR) e
processos de amplificacdo relacionados (ver, por exemplo,
Patentes U.s. Nos. 4,683,195, 4,683,202, 4,800,159,
4,965,188, de Mullis et al.; 4,795,699 e 4,921,794 de Tabor
et al.; 5,142,033 de 1Innis; 5,122,464 de Wilson et al.;
5,091,310 de Innis; 5,066,584 de Gyllensten et al.; 4,889,818
de Gelfand et al.; 4,994,370 de Silver et al.; 4,766,067 de
Biswas; 4,656,134 de Ringold; 5,340,728 de Grosz et al.;
5,322,770 de Gelfand et al.; 5,338,671 de Scalice et al.; PCT
WO 92/06200 de Cetus Corp.; PCT WO 94/14978 de Strack et al.,
cujas revelagcdes sdo agqui inteiramente incorporadas por
referéncia) e amplificacdo mediada por ARN a qual utiliza ARN
antisenso relativamente a sequéncia-alvo como um molde para a
sintese de ADN de cadeia dupla (Patente U.S. No. 5,130,238 de
Malek et al., com a designacdo comercial NASBRA), sendo o0
contetido total destas patentes aqui inteiramente incorporadas
por referéncia. Revisdes da técnica de PCR sdo apresentadas
por Mullis (Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 51: 263-273
(1986)); Saiki et al. (Bio/Technology 3: 1008-1012 (1985)); e
Mullis et al (Meth. Enzymol. 155: 335-350 (1987)). Um perito
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na técnica pode facilmente desenhar tais sondas com base na
sequéncia aqui apresentada wutilizando métodos tais como
programas informédticos de alinhamento e andlise de sequéncias
conhecidos na técnica. Ver, por exemplo, Ausubel, infra;

Sambrook, infra.

As sondas de hibridacdo da invencdo podem ser marcadas por
técnicas convencionais de marcacdo tais como com uma marcacao
radioactiva, enzimédtica, fluorescente, de biotina-avidina,
quimioluminescente, e qualquer outra marcacdo adequada. Apds
a hibridacdo, as sondas podem ser visualizadas utilizando
métodos conhecidos. As sondas de Acidos nucleicos da invencéao
incluem sondas de ARN, assim como de ADN, tais como sondas
geradas utilizando metodologias conhecidas na técnica (Ver,
por exemplo, Ausubel, infra; Sambrook, infra). Numa
realizacdo do método acima descrito, wuma sonda de 4&cido
nucleico ¢ imobilizada num suporte sdélido. Exemplos de tais
suportes sdlidos incluem, mas ndo se limitam a, plésticos
tais como policarbonato, hidratos de carbono complexos tais
como agarose e SEPHAROSE, e resinas acrilicas, tais como
esferas de poliacrilamida e de 1latex. As técnicas para o
acoplamento de sondas de ADN a tais suportes sbélidos s&do bem
conhecidas na técnica (Ver, por exemplo, Ausubel, infra;

Sambrook, infra).

As amostras de teste adequadas para métodos de utilizacdo de
sondas de &cidos nucleicos da invencdo incluem, por exemplo,
células ou extractos de &cidos nucleicos de células, ou
fluidos biolbgicos. A amostra utilizada nos métodos acima
descritos iréd variar com base no formato do teste, no método
de deteccdo e na natureza dos tecidos, células ou extractos a

serem testados. 0Os métodos para a preparacdo de extractos de
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dcidos nucleicos de células s&do bem conhecidos na técnica e
podem ser facilmente adaptados de modo a obter uma amostra
que seja compativel com o método utilizado.

Métodos para a Deteccdo da Presenca de um Acido Nucleico que
Codifica para um PCS do SNP numa Amostra Bioldgica. Noutra
realizacdo, a presente invencdo refere-se a métodos para a
deteccdo da presenca de Aacido nucleico que codifica para um
PCS do SNP numa amostra. Tais métodos podem compreender (a)
colocar em contacto a amostra com a sonda de &cido nucleico
acima descrita, em condig¢des tais que ocorra hibridacdo, e
(b) detectar a presenca de uma sonda marcada ligada ao &cido
nucleico de PCS do SNP. Um perito na técnica pode seleccionar
uma sonda de &acido nucleico marcada adequada de acordo com
metodologias conhecidas na técnica, tais como descritas
acima. As amostras a serem testadas incluem, mas ndo se

limitam a, amostras de ARN de tecido de mamifero.

Verificou-se que o PSC do SNP era expresso e€m nervos
periféricos e nas células de géanglios das raizes dorsais.
Deste modo, podem usar-se sondas do PCS do SNP para detectar
a presenca de ARN de células NP em tal tipo de amostra
bioldégica. Além disso, a identificacdo de niveis de expresséo
alterados do ARN de PCS do SNP num individuo, em comparacéao
com 0s niveis normais, pode indicar a presenca de doenca. As
sondas de PCS do SNP podem ainda ser utilizadas para testar
actividade celular em geral e egpecificamente em tecidos do

sistema nervoso periférico.

Um Kit para a Detecg¢do da Presenca de PCS do SNP nua Amostra.
Também se descreve um kit para a deteccdo da presenca de PCS
do SNP numa amostra compreendendo pelo menos um recipiente

contendo a sonda de &4cido nucleico acima mencionadas. O kit
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pode ainda compreender outros recipientes contendo um ou mais
dos seguintes: reagentes de lavagem e reagentes capazes de
detectar a presenca de uma sonda de &4cido nucleico de
ligacdo. Exemplos de reagentes de deteccdo incluem, mas néo
se limitam, a sondas marcadas radioactivamente, sondas

marcadas enzimaticamente (peroxidase de rédbano, fosfatase

alcalina), e sondas de afinidade (biotina, avidina, ou
estreptavidina) (Ver, por exemplo, Ausubel, infra; Sambrook,
infra).

Um kit com compartimentos inclui qualquer kit no gqual os
reagentes sdo contidos em recipientes separados. Tais
recipientes incluem pequenos recipientes de vidro,
recipientes de pléstico ou tiras de pléstico ou papel. Tais
recipientes permitem a transferéncia eficiente de reagentes
de um compartimento para outro compartimento de tal modo que
as amostras e reagentes ndo sofram de contaminacdo cruzada e
0s agentes ou solucdes de cada recipiente podem ser
adicionados de um modo quantitativo de um compartimento para
outro. Tais recipientes incluirdo um recipiente que aceitaré
a amostra a testar, um recipiente que contém a sonda ou oS
iniciadores wutilizados no teste, recipientes que contém
reagentes de lavagem (tais como tampdo fosfato salino,
tampdes TRIS, e semelhantes), e recipientes que contém os
reagentes utilizados para detectar a sonda hibridada, o

anticorpo ligado, o produto amplificado, ou semelhantes.

O perito na técnica reconhecerd facilmente gue as sondas de
adcidos nucleicos descritas na invencdo podem ser facilmente
incorporadas num dos formatos de kit estabelecidos que séo

bem conhecidos na técnica.

32



Construgées de ADN Compreendendo uma Molécula de Acido
Nucleico PCS do SNP e Hospedeiros Contendo estas Construgédes.
Uma sequéncia de &cido nucleico que codifica para um PCS do
SNP da invencdo pode ser recombinada com um vector de ADN de
acordo com técnicas convencionais, 1incluindo extremidades
lisas ou coesivas para ligacdo, digestdo com enzimas de
restricdo para proporcionar as extremidades apropriadas,
preenchendo as extremidades coesivas como apropriado,
tratamento com fosfatase alcalina para evitar juncdes
indesejaveis, e ligacdo com ligases apropriadas. S&o
apresentadas técnicas para tais manipulacgdes, por exemplo,

por Ausubel et al., infra, e s&do bem conhecidas na técnica.

Uma molécula de &cido nucleico, tal como ADN, ¢é dita ser
“capaz de expressar” um polipéptido se contém sequéncias
nucleotidicas que contenham informacdo de regulacdo para a
transcricdo e a traducdo e tais se sequéncias estéo
“operavelamente ligadas” a sequéncias nucleotidicas que
codificam para o polipéptido. Uma ligacdo operavel €& uma
ligagcdo na gqual as sequéncias de ADN de regulacdo e a
sequéncia de ADN que se pretende expressar estdo ligadas de
tal modo a permitir a expressdo genética na forma de PCSs do
SNP ou fragmentos Ab em gquantidades recuperdveis. A natureza
precisa das regides reguladoras necessarias para a expresséo
genética pode variar de organismo para organismo, tal como é
bem conhecido em técnica andloga. Ver, por exemplo, Sambrook,

infra e Ausubel infra.
A invencdo deste modo engloba a expressdo de um PCS do SNP,

quer em células procaridticas, quer em células eucaridticas,

apesar de ser preferida a expressédo eucaridtica.
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Os hospedeiros preferidos s&do hospedeiros Dbacterianos ou
eucaridticos, incluindo células de Dbactérias, leveduras,
insectos, fungos, aves e de mamiferos quer in vivo, ou in
situ, ou células hospedeiras de mamifero, insectos, aves ou
de leveduras. Prefere-se que a célula ou tecido de mamifero
seja de origem humana, de primata, hamster, coelho, roedor,
vaca, porcos, ovelhas, cavalos, cabras, cdes ou de gatos, mas

pode ser utilizada qualgquer outra célula de mamifero.

Os hospedeiros eucaridticos podem incluir células de
leveduras, insectos, fungos e de mamifero quer in vivo, ou
numa cultura de  tecidos. Os  hospedeiros eucaridticos
preferidos podem também incluir, mas nédo se limitam a células
de insecto, células de mamifero quer in vivo, ou em cultura
de tecidos. As células de mamifero preferidas incluem
ovbébcitos de Xenopus, células Hela, células de origem
fibroblastica tais como células VERO ou CHO-K1, ou células de

origem linféide e os seus derivados.

As células de mamifero proporcionam modificacdes pds-traducéo
as moléculas de proteina incluindo o enrolamento correcto ou
a glicosilacdo nos locais correctos. As células de mamifero
que podem ser uUteis como hospedeiros incluem células de
origem fibroblédstica, tais como, mas sem limitacdo, NIH 3T3,
VERO ou CHO, ou células de origem linfbéide, tais como, mas
sem limitacdo, ao hibridoma SP2/0Agl4 ou um mieloma murino
P3-X63Ag8, linhas celulares de hamster (por exemplo, CHO-K1 e
progenitoras, por exemplo, CHO-DUXB1ll) e os seus derivados.
Um tipo preferido de células de mamiferos s&do células que se
pretende substituirem a funcdo das células geneticamente
deficientes in vivo. Células derivadas de neurdnios séo

preferidas para a terapia génica de disturbios do sistema
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nervoso. Para wuma célula hospedeira de mamifero, estéo
disponiveis diversos sistemas de vectores para a expressdo de
pelo menos um PCS do SNP. Pode ser utilizada uma grande
variedade de sequéncias de regulacdo da transcricdo e da
traducdo, dependendo da natureza do hospedeiro. 0Os sinais de
regulacdo da transcricdo e da traducdo podem ser derivados de
fontes wvirais, tais como, mas sem limitacdo, adenovirus,
virus do papiloma bovino, wvirus Simio, ou semelhantes, nos
quais os sinais de regulacdo estdo associados a um gene
particular gque tem um nivel de expressdo muito elevado.
Alternativamente, promotores de produtos de expressdo de
mamiferos, tais como, mas ndo limitados a, actina, colagénio,
miosina, producdo de proteina. Ver, Ausubel, infra; Sambrook,

infra.

Quando se pretende utilizar insectos wvivos, o0s hospedeiros
presentemente preferidos para a producdo em larga escala de
PCS do SNP de acordo com a invencdo sdo o0s vectores
baculovirais e bichos-da-seda. A producdo de PCSs do SNP em
insectos pode ser conseguida, ©por exemplo, através da
infeccdo do hospedeiro insecto com um baculovirus modificado
para expressar pelo menos um PCS do SNP através de métodos
conhecidos pelos peritos nas técnicas relacionadas. Ver
Ausubel et al, eds. Current Protocols in Molecular Biology,

Wiley Interscience, §§ 16.8-16.11 (1987, 1992, 1993, 1994).

Numa realizacéo preferida, a sequéncia nucleotidica
introduzida serd incorporada num plasmideo ou vector viral
capaz de replicacdo autdénoma no hospedeiro receptor. Qualquer
de uma grande variedade de vectores pode ser utilizado para
este efeito. Ver, por exemplo, Ausubel et al., infra, §S 1.5,

1.10, 7.1, 7.3, 8.1, 9.6, 9.7, 13.4, 16.2, 16.6, e 16.8-
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16.11. Factores de importédncia quando se selecciona um
plasmideo ou vector viral particular incluem: a facilidade
com que as células receptoras que contém o vector podem ser
reconhecidas e seleccionadas daquelas células receptoras que
ndo contém o vector; o numero de cdédépias do vector que se
deseja num hospedeiro particular; e se é desejavel ser capaz
o vector “wiajar” entre células hospedeiras de diferentes

espécies.

Células hospedeiras diferentes tém caracteristicas e
mecanismos especificos para o processamento e a modificacéo
na traducdo e na pdbds-traducdo (por exemplo, glicosilacgéo,
clivagem) de proteinas. Podem ser escolhidos sistemas
hospedeiros ou linhas celulares para assegurar a modificacéo
desejada e o processamento da proteina estranha expressa. Por
exemplo, a expressdo num sistema bacteriano pode ser usada
para produzir um produto proteico central ndo glicosilado. A
expressdo em levedura produzirid um produto glicosilado. A
expressdo em células de mamifero pode ser utilizada para
assegurar a glicosilacgdo “nativa” da proteina PCS do SNP.
Além disso, diferentes sistemas de expresséao
vector/hospedeiro podem conduzir a reaccgdes de processamento

tais como clivagens proteoliticas em graus diferentes.

Tal como discutido acima, a expressdo de PCS do SNP em
hospedeiros eucaridticos requer a utilizacdo de regides de
regulacdo eucaridticas. Tais regides incluirdo, em geral, uma
regido promotora suficiente para comandar a iniciacdo da
sintese de ARN. Ver, por exemplo, Ausubel, infra; Sambrook,

infra.
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Uma vez preparado para expressdo o vector ou molécula de
dcido nucleico contendo as construcgdes, as construcdes de ADN
podem ser introduzidas numa célula hospedeira apropriada por
qualquer um de uma variedade de métodos adequados, por
exemplo, transformacdo, transfeccdo, conjugacdo, fusdo de
protoplastos, electroporacdo, tecnologia de bombardeamento
com microprojécteis, ©precipitacdo com fosfato de calcio,
microinjeccdo directa, e semelhantes. Apbds a introducdo do
vector, as células receptoras sdo crescidas num meio
selectivo, que selecciona para o crescimento de células
contendo o vector. A expressdo da(s) molécula(s) do gene
clonado resulta na producdo de pelo menos um PCS do SNP. Tal
pode ter lugar nas células transformadas como tal, ou apds a
inducdo destas células para diferenciar (por exemplo, através
da administracéo de bromodesoxiuracilo a células de

neuroblastoma ou semelhantes).

Isolamento de PCS do SNP. As proteinas ou fragmentos de PCS
do SNP desta invencdo podem ser obtidos por expressdo de ADN
recombinante tal como descrito acima. Alternativamente, um
PCS do SNP pode ser purificado de material bioldgico. Se
desejado, o pelo menos um PCS do SNP expresso pode ser
isolado ou purificado de acordo com passos de metodologias
convencionais, tais como extraccéo, precipitacéo,
cromatografia, cromatografia de afinidade, electroforese, ou
semelhantes. Por exemplo, as células que expressam pelo menos
um PCS do SNP em niveis adequados podem ser recolhidas por
centrifugacéao, ou com tampdes adequados, lisadas, e a
proteina isolada por cromatografia em coluna, por exemplo, em
DEAE-celulose, fosfocelulose, dcido polirribocitidilico-
agarose, hidroxiapatite ou por electroforese ou

imunoprecipitacdo. Alternativamente, os PCSs do SNP podem ser
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isolados através da utilizacdo de anticorpos especificos tais
como, mas ndo limitados, a um PCS do SNP ou anticorpo CS.
Tais anticorpos podem ser obtidos por passos de metodologias
conhecidas (ver, por exemplo, Colligan, infra; Ausubel,

infra).

Para os efeitos da invencdo, um método de purificacdo que é
ilustrativos, sem ser limitante, consiste nos seguintes
passos. Um primeiro passo na purificacdo de um PCS do SNP
inclui a extraccdo da fraccdo do PCS do SNP de uma amostra
bioldégica, tal com um tecido de nervo periférico ou de
ganglio de raiz dorsal (DRG), em tampdes, com ou sem agentes
de solubilizacdo tais como ureia, &cido fdérmico, detergente,
ou tiocianato. Um segundo passo inclui sujeitar o material
solubilizado a cromatografia de permita idénica em colunas
Mono-Q ou Mono-S (Pharmacia LKB Biotechnology, Inc;
Piscataway, NJ). Do mesmo modo, o0 material solubilizado pode
ser separado por qualquer outro processo no qual as moléculas
podem ser separadas de acordo com, por exemplo, densidade de
carga, distribuicdo de carga e peso molecular. A eluicdo do
PCS do SNP da resina de permuta idnica € monitorizada através
de um teste imunoldégico, tal com M-IRMA, em cada fraccdo. Os
picos de imunorreaccdo seriam entdo submetidos a dialise,
liofilizacdo, e a cromatografia de exclusdo molecular ou de
filtracdo em gel. Num terceiro passo, a cromatografia de
exclusdo molecular ou de filtracdo em gel é um tipo de
cromatografia de particdo na qual a separacdo se baseia no
tamanho molecular. Sdo0 normalmente utilizados geles de
dextrano, ©poli-acrilamida e agarose para este tipo de
separacdo. Um gel 10til para a invencdo ¢é SEPHAROSE 12
(Pharmacia LKB Biotechnology, Inc.). No entanto, podem ser

utilizados outros métodos, conhecidos pelos ©peritos na
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técnica, ©para separar eficazmente moléculas com base no
tamanho. Um quarto passo no protocolo de purificacdo para um
PCS do SNP pode incluir a anédlise dos picos com imunorreaccéo
com electroforese em gel de dodecil-sulfato/poliacrilamida
(SDS-PAGE) , ainda outro passo de purificacéo por
cromatografia em gel, e coloracdo, tal com, por exemplo, com
prata. Um guinto passo num método de purificacdo pode incluir
sujeitar o PCS do SNP obtido apbdés SDS-PAGE a cromatografia
por afinidade, ou qualgquer outro procedimento Dbaseado na
afinidade entre uma substdncia a ser isolada e uma molécula a
qual se pode ligar especificamente. Para a purificacéo
suplementar do PCS do SNP, pode-se utilizar cromatografia de
afinidade em SEPHAROSE conjugada com anticorpos monoclonais
anti-PCS do SNP (anticorpos monoclonais gerados contra PCS do
SNP substancialmente puro). S&o0 Uteis métodos alternativos,
tais como HPLC de fase reversa, ou qualgquer outro método
caracterizado pela separacdo rapida com boa resolucdo de

picos.

Serd reconhecido que outros passos de purificacdo podem ser
substituidos pelo método preferido descrito acima. Os peritos
na técnica serdo capazes de desenhar esquemas de purificacéo

alternativos sem experimentacdo desnecessaria.

Um Anticorpo com Afinidade de Ligag¢do a um Péptido PCS do SNP
e um Hibridoma Contendo o Anticorpo. Noutra realizacdo, a
invencdo refere-se a um anticorpo com afinidade de ligacéo
egpecifica a um péptido PCS do SNP tal como descrito acima ou
de um seu fragmento. Aqueles que se ligam selectivamente ao
PCS do SNP seriam escolhidos para utilizacdo em métodos que
incluiriam, mas que sem limitacdo, a anédlise da expresséo

alterada de PCS do SNP em tecidos contendo PCS do SNP.
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As proteinas PCS do SNP da invencdo podem ser utilizadas em
diversos procedimentos e métodos, tais como para a geracdo de
anticorpos, para utilizacdo na identificacdo de composicdes

farmacéuticas, e para o estudo de interacc¢des ADN/proteina.

O péptido PCS do SNP da invencdo pode ser utilizado para
produzir anticorpos ou hibridomas. Um perito na técnica
reconhecerd que se um anticorpo for desejado, tal péptido
seria gerado tal como aqui descrito e utilizado como um

imunogénio.

Os anticorpos da invencdo incluem anticorpos monoclonais e
policlonais, assim como fragmentos destes anticorpos. A
invencdo inclui ainda anticorpos de cadeia simples. Os
fragmentos de anticorpos que contém o idiotipo da molécula

podem ser gerados através de técnicas conhecidas.

O termo “anticorpo” pretende incluir anticorpos policlonais,
anticorpos monoclonais (mAbs), anticorpos quiméricos,
anticorpos anti-idiotipicos (anti-Id) a anticorpos que podem
ser marcados na forma soluvel ou ligada, assim como
fragmentos destes obtidos por qualquer técnica conhecida,
tais como, mas sem limitacdo a clivagem enzimdtica, a sintese
de péptidos ou técnicas recombinantes. Anticorpos policlonais
sdo populacdes heterogéneas de moléculas de anticorpos
derivadas de soro de animais imunizados com um antigénio. Um
anticorpo monoclonal contém uma populacdo substancialmente
homogénea de anticorpos especificos a antigénios, cuja
populacéio contém locais de ligacéo a epitopos
substancialmente semelhantes. Os MAbs podem ser obtidos por

métodos conhecidos pelos peritos na técnica. Ver, por
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exemplo, Kohler and Milstein, Nature 256: 495-497 (1975);
Patente U.S. No. 4,376,110; Ausubel et al, eds., CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Greene Publishing Assoc. e
Wiley Interscience, N.Y., (1987, 1992); e Harlow e Lane
ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor
Laboratory (1988); Colligan et al., eds., Current Protocols
in Immunology, Greene Publishing Assoc. e Wiley Interscience,
N.Y., (1992, 1993), sendo os conteudos destas referéncias
aqui inteiramente incorporados por referéncia. Tais
anticorpos podem ser de qualquer classe de imunoglobulina
incluindo IgG, IgM, IgE, IgA, GILD e de qualguer subclasse
destas. Um hibridoma gque produza um anticorpo da invencgéo
pode ser cultivado in vitro, in situ ou in vivo. A producéo
de elevados teores de mAbs in vivo ou 1in situ torna este o

método de producdo presentemente preferido.

Anticorpos qguiméricos sdo moléculas com diferentes porcdes
que s&o derivadas de diferentes espécies animais, tais como
aqueles com uma regido varidvel derivada de um mAb murino e
uma regido de imunoglobulina humana constante, o0s gquais sé&o
principalmente utilizados para reduzir a imunogenicidade na
aplicacdo e aumentar os rendimentos na producdo, por exemplo,
gquando o0s mAbs murinos tém rendimentos superiores aos
rendimentos de hibridomas mas com maior imunogenicidade em
humanos, de tal modo gue sdo usados mAbs quiméricos
humano/murino. Anticorpos quiméricos e os métodos para a sua
producdo sdo conhecidos na técnica (Cabilly et al, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 81: 3273-3277 (1984); Morrison et al.,
Proc. Natl. Acad Sci. USA 81: 6851-6855 (1984); Boulianne et
al., Nature 312: 643-646 (1984); Cabilly et al., Pedido de
Patente Europeia 125023; Neuberger et al., Nature 314: 268-
270 (1985); Taniguchi et al., Pedido de Patente Europeia 171
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496; Morrison et al., Pedido de Patente Europeia 173 494;
Neuberger et al., Pedido de Patente PCT WO 86/01533; Kudo et
al., Pedido de Patente Europeia 184 187; Morrison et al.,
Pedido de Patente Europeia 173 494; Sahagan et al., J.
Immunol. 137: 1066-1074 (1986); Robinson et al., Publicacéo
de Patente Internacional No. PCT/US86/02269; Liu et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 3439-3443 (1987); Sun et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 214-218 (1987); Better et al.,
Science 240: 1041-1043 (1988) ; e Harlow, infra. Estas
referéncias séo aqui inteiramente incorporadas por

referéncia.

Um anticorpo anti-idiotipico (anti-Id) ¢é um anticorpo que
reconhece determinantes Unicos geralmente associados com o©
local de ligacdo ao antigénio de um anticorpo. Um anticorpo
Id pode ser preparado através da imunizacdo de um animal da
mesma espécie e tipo genético (por exemplo, estirpe de rato)
como fonte do mAd que o mAB para o qual estd a ser preparado
um anti-Id. O animal imunizado reconhecerd e responderd aos
determinantes idiotipicos do anticorpo de imunizacdo através
da producdo de um anticorpo para estes determinantes
idiotipicos (o anticorpo anti-Id). Ver, por exemplo, Patente
U.S. No. 4,699,880, que é agqui inteiramente incorporada por

referéncia.

O anticorpo anti-Id pode também ser utilizado como um
“imunogénio” para induzir ma resposta imunitédria ainda noutro
animal, produzindo um denominado anticorpo anti-anti-Id. O
anti-anti-Id pode ter os mesmos epitopos que o mAb original
que induziu o anti-Id. Assim, através da wutilizacdo de

anticorpos para os determinantes idiotipicos de um mAB, ¢é
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possivel identificar outros clones que expressam anticorpos

de especificidade idéntica.

Deste modo, mAbs gerados contra um PCS do SNP da invencgédo
podem ser wutilizados para induzir anticorpos anti-Id em
animais adequados, tais como ratinhos BALB/c. Células de baco
de tais ratinhos imunizados s&o wutilizadas para produzir
hibridomas anti-Id que secretam mAbs anti-Id. Além disso, o0s
mAbs anti-Id podem ser ligados a um veiculo tal como
hemocianina da lapa (KLH) e utilizados para imunizar ratinhos
BALB/c adicionais. O soro destes ratinhos ir& conter
anticorpos anti-anti-Id que tém as propriedades de ligacdo do
mAb origina especifico para um epitopo especifico de PCS do
SNP. Os mAbs anti-Id tém assim os seus préprios epitopos
idiotipicos, ou “idiotopos” estruturalmente semelhantes ao

epitopo em avaliacgéo.

O termo “anticorpo” também pretende incluir tanto moléculas
intactas como fragmentos destas, tais como, por exemplo, Fab
e F(ab’), que sdo capazes de se ligar ao antigénio. Os
fragmentos Fab e F(ab’), ndo tém o fragmento Fc do anticorpo
intacto, sdo mais rapidamente removidos da circulacédo, e
podem apresentar uma ligacdo aos tecidos menos especifica do
que um anticorpo intacto (Wahl et al., J. Nucl. Med. 24: 316-
325 (1983)). Seréd reconhecido que Fab e F(ab’), e outros
fragmentos dos anticorpos TUteis na invencdo podem ser
utilizados para a deteccdo e/ou quantificacido de um PCS do
SNP de acordo com os métodos agqui apresentados para moléculas
de anticorpo intactas. Tais fragmentos sdo tipicamente
produzidos por clivagem proteolitica, utilizando enzimas tais
como papaina (para produzir fragmentos Fab) ou pepsina (para

produzir fragmentos F(ab’);). Um anticorpo ¢é dito como sendo

43



“capaz de se ligar” a uma molécula se for capaz de reagir
egpecificamente com a molécula para assim ligar a molécula ao
anticorpo. O termo “epitopo” pretende referir-se a porcdo de
qualquer molécula capaz de ser ligada por um anticorpo gue
pode também ser reconhecida pelo anticorpo. Epitopos ou
“determinantes antigénicos” geralmente consistem em grupos de
superficie quimicamente activos de moléculas tais como
cadeias laterais de aminodcidos ou de aclcares e tém
caracteristicas tridimensionais estruturais especificas assim

como caracteristicas de carga especificas.

Um “antigénio” é uma molécula ou uma porcdo de uma molécula
capaz de se ser ligada por um anticorpo que é adicionalmente
capaz de induzir um animal a produzir um anticorpo capaz de
se ligar a um epitopo de tal antigénio. Um antigénio pode ter
um ou mais epitopos. A reaccdo especifica referida acima
pretende indicar gque o antigénio reagird, de um modo
altamente selectivo, co o0 seu anticorpo correspondente e néo
com o sem-numero de outros anticorpos que podem ser evocados

por outros antigénios.

Testes 1imunoldégicos. Os anticorpos da invencdo, dirigidos
contra um PCS do SNP, podem ser utilizados para detectar ou
diagnosticar um CS do SNP ou patologias relacionadas com CS
do SNP. S&o proporcionados pela invencdo métodos de rastreio
que podem incluir, por exemplo, testes imunoldgicos
utilizando metodologias de testes réadio-imunoldgicos (RIA) ou
testes de ensaio imunossorvente ligado a enzima (ELISA), com
base na producdo de anticorpos especificos (monoclonais ou
policlonais) para um PCS do SNP. Para estes testes, obtém-se
amostras Dbioldgicas através de Dbiopsia de nervos, ou

amostragem de outros tecidos do sistema nervoso periférico.

44



Por exemplo, numa forma de RIA, a substédncia a ser testada ¢é
misturada com anti-soro diluido na presenca de um antigénio
marcado radioactivamente. Neste método, a concentracdo da
substdncia a ser testada serd inversamente proporcional a
quantidade do antigénio marcado ligado ao anticorpo
egpecifico e directamente relacionada com a gquantidade de
antigénio marcado livre. Outros métodos de rastreio adequados

serdo facilmente aparentes aos peritos na técnica.

Além disso, um perito na técnica pode facilmente adaptar
procedimentos disponiveis actualmente, assim como as
técnicas, métodos e kits apresentados acima relativamente a
anticorpos, para gerar péptidos capazes de se ligarem a uma
Unica sequéncia peptidica para gerar péptidos anti-péptido
racionalmente desenhados, por exemplo ver Hurby et al.,
"Application of Synthetic Peptides: Antisense Peptides"™, 1In:
Synthetic Peptides, A User’s Guide, W.H. Freeman, NY, pp.
289-307 (1992), e Kaspczek et al., Biochemistry 28: 9230-8
(1989) .

Uma realizacdo para levar a cabo o teste diagndéstico da
invencdo numa amostra bioldgica contendo um PCS do SNP,

compreende:

(a) contactar um anticorpo especifico para um PCS do SNP
marcado de forma detectdvel com um suporte sdédélido para
conseguir a imobilizacdo do referido anticorpo especifico
para um PCS do SNP ou de um seu fragmento.

(b) contactar a amostra que se suspeite conter um PCS do SNP
com o referido suporte sdélido;

(c) incubar o referido anticorpo especifico para um PCS do

SNP marcado de forma detectdvel com o referido suporte

45



durante um tempo suficiente para permitir a ligacdo do
anticorpo especifico para um PCS do SNP imobilizado ao PCS do
SNP;

(d) separar o suporte de fase sdéd6lida da mistura de incubacédo
obtida no passo (c); e

(e) detectar a marcacdo ligada e deste modo detectar e

quantificar o PCS do SNP.

As concentracdes especificas do anticorpo marcado de forma
detectédvel e de PCS do SNP, a temperatura e o tempo de
incubacdo, assim como outras condig¢cdes de teste podem ser
variadas, dependendo em varios factores, incluindo a
concentracdo de uma PCS do SNP na amostra, a natureza da
amostra, e semelhantes. A actividade de ligacdo de um dado
lote de um anticorpo anti-PCS do SNP pode ser determinado de
acordo com métodos bem conhecidos. 0Os peritos na técnica
serdo capazes de determinar condig¢des de operacdo e Optimas
para cada determinacdo utilizando experimentacdo de rotina.
Outros tais passos como lavagem, agitacdo, filtracdo e outros
semelhantes podem ser adicionados aos testes tal como

normalmente ou necessario para a situacdo particular.

A deteccédo pode ser levada a cabo utilizando uma variedade de
testes. Por exemplo, através da marcacdo radiocactiva dos
anticorpos especificos para PCS do SNP ou de fragmentos de
anticorpos, ¢é possivel detectar o PCS do SNP através da
utilizacdo de testes radioimunoldégicos. Uma boa descricdo de
um teste radioimunoldgico pode ser encontrada em Colligan,
infra, e Ausubel, infra, aqui inteiramente incorporados por
referéncia. Preferentemente, a deteccdo das células qgue
expressam um PCS do SNP pode ser conseguida através de

técnicas de imagiologia in vivo, nas dquais o0s anticorpos
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marcados (ou os seus fragmentos) s&do proporcionados a um
individuo, e a presenca de PCS do SNP ¢& detectada sem a
remocéao prévia de qualquer amostra de tecido. Tais
procedimentos de deteccdo in vivo tém a vantagem de ser menos
invasivos do gue outros métodos de deteccdo, e sdo, além
disso, capazes de detectar a presenca de PCS do SNP em
tecidos qgue nédo sdo facilmente removidos do paciente, tais

como tecido do cérebro.

Existem muitas marcacdes e métodos de marcacdo in VvVivo
diferentes conhecidos daqueles competentes na técnica.
Exemplos de tipos de marcagdes que podem ser utilizados na
invencé&o incluem isdtopos radioactivos e isdtopos
paramagnéticos. Aqueles competentes na técnica conheceréo
outras marcacdes adequadas para a ligacdo aos anticorpos
utilizados na invencdo ou serdo capazes de as reconhecer,
utilizando experimentacdo de rotina. Além disso, a ligacéo
destas marcacdes aos anticorpos pode ser levada a cabo
utilizando técnicas convencionais conhecidas daqueles

competentes na técnica.

Para diagndéstico por imagiologia in vivo, o tipo de
instrumento de deteccdo disponivel é& um factor principal para
a seleccdo de um dado radionuclido. O radionuclido escolhido
deve ter um tipo de decaimento que seja detectédvel para um
dado tipo de instrumento. Em geral, qualgquer método
convencional para a visualizacédo de imagiologia de
diagnéstico pode ser utilizado de acordo com esta invencéo.
Por exemplo, podem ser utilizados para visualizar a
imagiologia de diagndéstico detectores de tomografia de
emissdo de positrdes (PET), gama, beta e imagiologia de

ressondncia magnética (MRI).
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Os anticorpos Uteis na invencdo podem também ser marcados com
isbtopos paramagnéticos para efeitos de diagndéstico in vivo.
Elementos que sdo particularmente TUteis em Imagiologia de

162D

Ressonédncia magnética (MRI), incluindo °’Gd, °°Mn, y, €

e,

Os anticorpos (ou seus fragmentos) da invencdo s&do também
particularmente adequados para utilizacéo em testes
imunoldégicos in vitro, para detectar a presenca de um PCS do
SNP em tecidos corporais, fluidos (tais como FCS), ou
extractos celulares. Em tais testes imunoldgicos, os
anticorpos (ou fragmentos de anticorpos) podem ser utilizados
em fase ligquida ou, preferentemente, ligados a um veiculos de

fase sélida, tal como descrito acima.

A deteccdo in situ pode ser conseguida através da remocdo de
uma amostra histoldégica de um paciente, e proporcionando a
combinacdo de anticorpos marcados da invencdo a esta amostra.
O anticorpo (ou fragmento) ¢é preferentemente proporcionado
aplicando ou sobrepondo o anticorpo marcado (ou fragmento) a
uma amostra bioldbgica. Através da utilizacdo de tal
procedimento, ¢é possivel determinar ndo sbé a presenca de um
PCS do SNP, mas também a distribuicdo do PCS do SNP no tecido
examinado. Utilizando a invencédo, aqueles competentes na
técnica facilmente se aperceberdo que gqualquer um de uma
grande variedade de métodos histoldégicos (tais como
procedimentos de coloracdo) pode ser modificado de modo a

conseguir a referida deteccédo in situ.

Tal com aqui utilizado, uma quantidade eficaz de um reagente

de diagndéstico (tal como um anticorpo ou um fragmento de
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anticorpo) é uma quantidade capaz de conseguir a
discriminacdo de diagndéstico desejada e ird variar dependendo
de factores tais como a idade, o estado de saude, o sexo, a
progressdo da doenca do individuo, contra indicagdes, se
existentes, e outras varidveis a serem ajustadas pelo médico.
A guantidade de tais materiais que sdo tipicamente utilizados
num teste de diagndéstico é geralmente entre 0,1 e 5 mg, e

preferentemente entre 01, e 0,5 mg.

O teste da invencdo ¢ também idealmente adequado para a
preparacdo de um kit. Tal kit pode compreender um veiculo
separado em compartimentos para receber em reclusdo um ou
mais recipientes tais como frascos, tubos e outros
semelhantes, compreendendo cada um dos referidos recipientes

0s elementos separados do ensaio imunoldgico.

Por exemplo, pode existir um recipiente que contenha um
primeiro anticorpo imobilizado num suporte de fase sélida, e
ainda outro recipiente contendo um segundo anticorpo com
marcacdo detectédvel em solucdo. Outro recipiente pode conter
solucdes padrdo contendo diluicbes em série do PCS ao SNP a
ser detectado. As solucgdes padrdo de um PCS do SNP podem ser
utilizadas para preparar uma curva padrdo com a concentracédo
do PCS ao SNP registada na abcissa e o sinal de deteccdo na
ordenada. Os resultados obtidos de uma amostra contendo um
PCS ao SNP podem ser interpolados de tal grafico para

resultar na concentracdo do PCS ao SNP.

Rastreio de Diagnéstico e Tratamento. Deve entender-se que
apesar da seguinte discussdo ser especificamente dirigida a
pacientes humanos, o0s ensinamentos sdo também aplicaveis a

qualquer animal que expresse pelo menos um CS do PNS. Os
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métodos de diagndéstico e de rastreio aqui apresentados séo
egpecificamente Uteis para um paciente do qual se suspeite
ter o risco de desenvolver uma doenca associada com um nivel
de expressdo de PCS ao SNP alterado com base na histéria
familiar, ou um paciente no qual se deseje diagnosticar uma

doenca relacionada com o PCS ao SNP.

De acordo com esta apresentacdo, o rastreio pré-sintomético
de um individuo que necessite de tal rastreio ¢é agora
possivel utilizando ADN que codifica para a proteina PCS ao
SNP da invencdo. O método de rastreio da invencdo permite um
diagnéstico pré-sintomdtico, incluindo um diagndéstico pré-
natal, da presenca de um gene CS ao SNP em falta ou aberrante
em individuos, e assim uma opinido relativamente a
probabilidade desse individuo desenvolver ou tenha
desenvolvido uma doenca associada a CS do SNP. 1Isto ¢é
especialmente valioso para a identificacdo de veiculos de
genes C3S do SNP alterados ou em falta, por exemplo, de
individuos com um historial familiar de uma patologia
relacionada com CS do SNP. O diagndéstico precoce ¢é também
desejado de modo a maximizar a intervencdo atempada

apropriada.

Num exemplo preferido do método de rastreio, uma amostra de
tecido seria tomada de tal individuo, e proceder-se-ia ao
rastreio de (1) presenca do gene PCS do SNP “normal”; (2)
presenca do mARN do PCS do SNP e/ou (3) presenca da proteina
PCS ao SNP. O gene humano normal pode ser caracterizado com
base, por exemplo, na deteccdo de padrdes de digestdo de
restricdo em ADN “normal” em comparacgdo com aquele de
pacientes, incluindo anélise por RFLP, utilizando sondas de

ADN preparadas contra a sequéncia de PCS do SNP (ou um seu
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fragmento funcional) apresentada na invencéo. De modo
similar, o mARN do PCS do SNP pode ser caracterizado e
comparado aos (a) niveis e/ou (b) as dimensdes do mARN do PCS
do SNP normal tal como encontrado numa populacdo humana que
ndo esteja em risco de desenvolver uma doenca associada a PCS
do SNP utilizando sondas semelhantes. Por ultimo, a proteina
PCS do SNP pode ser (a) detectada e/ou (b) quantificada
utilizando um teste biolbdgico para actividade PCS do SNP ou
utilizando um teste imunoldgico e anticorpos PCS do SNP.
Quando se testa uma proteina PCS do SNP, o teste imunoldbgico
é preferido pela sua rapidez. Um (1) padrdo de dimensbdes de
ADN de PCS do SNP aberrante, e/ou (2) dimensdes ou niveis de
mARN do PCS do SNP aberrantes e/ou (3) niveis de proteina PCS
do SNP aberrantes indicaria que o paciente estd em risco de

desenvolver uma doenca associada a PCS do SNP.

Os métodos de rastreio e diagndéstico da invencdo néo
necessitam que a totalidade da sequéncia de ADN que codifica
para PCS do SNP seja utilizada para a sonda. Pelo contréario,
¢ apenas necessario utilizar um fragmento ou uma dimensdo de
dcido nucleico que seja suficiente para detectar a presenca
do gene PCS do SNP numa preparacdo de ADN de um individuo
normal ou afectado, a auséncia de tal (gene, ou uma
propriedade fisica alterada de tal gene (tal como uma

alteracdo no padrédo de migracdo electroforética).

O diagnéstico pré-natal pode ser levado a cabo quando
desejado, wutilizando qualquer método conhecido para obter
células fetais, incluindo amniocintese, amostragem das
vilosidades coridnicas (CVS), e fetoscopia. A  anélise

cromossbémica pré-natal pode ser utilizada para determinar se
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a porcdo do cromossoma que possui o gene PCS do SNP normal

estd presente num estado heterozigdtico.

Visdo Genérica dos Métodos de Purificacdo e Cristalizacdo de
PCS do SNP. Em geral, um PCS do SNP como uma proteina de
membrana, é purificada em forma soluvel utilizando
detergentes (por exemplo, octilglucdsidos) ou outras
moléculas anfifilicas adequadas. O PCS do SNP resultante esté
numa concentracéo e numa pureza insuficientes para
cristalizacdo. 1Isola-se entdo o PCS do SNP purificado e
testa-se a actividade bioldgica e a auséncia de agregacéo
(que interfere com a cristalizacdo). O PCS do SNP clivado e
purificado preferentemente corre na forma de uma banda
simples em electroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) em
condig¢des redutoras ou ndo redutoras (as condig¢des néo
redutoras sé&o utilizadas para avaliar a presenca de pontes de
cisteina). O PCS do SNP purificado ¢é ©preferentemente
cristalizado utilizando condig¢des variantes de pelo menos um
dos seguintes: pH, tipo de tampdo, concentracdo de tampéo,
tipo de sal, tipo de polimero, concentracdo de polimero,
outros ligandos que precipitam e concentracdo de PCS do SNP
purificado e clivado por métodos conhecidos. Ver, por
exemplo, Michel, Trends in Biochem. Sci. 8: 56-59 (1983);
Deisenhofer et al. J. Mol.Biol 180: 385-398 (1984); Weiss et
al. FEBS Lett. 267: 268-272 (1990). Blundell, et al. Protein
Crystallography Academic Press, Londres (1976); Oxender et
al. eds., Protein Engineering Liss, Nova Iorque (1986);
McPherson; The Preparation and Analysis of Protein Crystals
Wiley, N.I. (1982); ou os métodos proporcionados num KXkit
comercial, tal como CRYSTAL SCREEN (Hampton Research,
Riverside, CA). A proteina cristalizada é também testada para

prelo menos uma actividade de CS e cristais de dimensdes e de
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formas diferentes s&o ainda testados para adequacdo em
difraccdo de raios-X. Geralmente, cristalis de mailores
dimensdes permitem uma melhor cristalografia do que cristais
de menores dimensbes, € cristais mais largos permitem uma
melhor cristalografia do que cristais mais finos. Ver, por
exemplo, Blundell., infra; Oxender, infra; McPherson, infra;
Wyckoff et al, eds., Diffraction Methods for Biological
Macromolecules, Vols. 114-115: Methods in Enzymology,

Orlando, FL Academic Press (1985).

Métodos de Cristalizagcdo de Proteinas. O método da gota
suspensa ¢é preferencialmente utilizado para cristalizar uma
proteina PCS do SNP purificada solavel. Ver, por exemplo,
Taylor et al., J. Mol. Biol. 226: 1287-1290 (1992); Takimoto
et al. (1992), infra; CRYSTAL SCREEN, Hampton Research. Uma
mistura da proteina e do agente de precipitacdo pode incluir
0 seguinte: ® pH (por exemplo, 4-10); e tipo de tampdo (por
exemplo, trometamina (TRIZMA), azida de sdédio, fosfato, sdédio
ou cacodilato acetatos, imidazole, Tris, HCl, Thepes de
sédio); e concentracido do tampdo (por exemplo, 0,1-100 mM); e
tipo de sal (por exemplo, azida de sdédio, cloreto de célcio,
citrato de sdédio, cloreto de magnésio, acetato de amdnio,
sulfato de amdénio, fosfato de potéssio, acetato de magnésio,
acetato de zinco, acetato de célcio); e tipo e concentracédo
de polimero: (por exemplo, poletileno glicol (PEG) 1-50%,
tipp 6000-10000); e outros ligandos gue precipitam (sais:
potéssio, sdédio, tartarato, sulfato de aménio, acetato de
s6bdio, sulfato de litio, formato de sbédio, citrato de sdédio,
formato de magnésio, fosfato de sdédio, fosfato de potéssio;
orgéanicos: 2-propanol; ndo-volateis: 2-metil-2,4-
pentanodiol); e ® concentracdo de PCS do SNP purificado (por

exemplo, 0,1-100 mg/ml, com moléculas anfifilicas
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(detergentes tais como octilglucédsidos)). Ver, por exemplo,

CRYSTAL SCREEN, Hampton Research.

As misturas acima s&do utilizadas e rastreadas através da
variacdo de pelo menos um de pH, tipo de tampédo, concentracéo
de tampédo, tipo de sal precipitante ou concentracdo, tipo de
PEG, concentracdo de PEG e concentracdo da proteina clivada.
Formam-se em 1-14 dias cristais na gama de dimensdes de 0,1-
1,5 mm. Estes cristais difractam raios-X até pelo menos uma
resolucdo de 10 A, tal como 1,5-10 A, ou gqualguer gama ou
valor nesse intervalo, tal como, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,09,
2,0, 2,1, 2,2, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6, 2,7, 2,8, 2,9, 3,0, 3,1,
3,2, 3,3, 3,4, 3,5 ou 3, com 3,5 A ou menos sendo preferidas
para uma maior resolucdo. Além dos padrdes de difraccdo com
esta maior resolucdo, pode-se ainda utilizar uma resolucédo

mais baixa, tal como 25-3,5 A.

Cristais de Proteina. Os cristails aparecem apds 1-14 dias e
continuam a crescer em dias subsequentes. Alguns dos cristais
sdo removidos, lavados e testados para actividade bioldgica,
a qual ¢é preferida para utilizacdo em caracterizacdes
adicionais. Outros <cristais lavados sdo preferentemente
corridos num gel corado e aqueles gue migram na mesma pPOSiCao
que o PCS do SNP clivado purificado s&o preferentemente
utilizados. Observam-se desde dois a cem cristais numa gota e
podem ocorrer formas, tais como, mas sem limitacdo, bi-
piramidal, rombdéide, e clbica. Espera-se que as analises de
raios-X iniciais indiquem qgue tais cristais difractam a
resolucdo moderadamente elevada a elevada. Quando sdo
produzidos menos cristais numa gota, podem ter uma dimensé&o

muito superior, por exemplo, 0,2-1,5 mm.

54



Métodos de Cristalografia de Raios-X de PCS do SNP. Os
cristais assim produzidos para uma PCS do SNP s&do analisados
utilizando uma fonte de raios-X adequada. Obtém-se um numero
de padrodes de difraccéo adegquado. Os cristais séo
preferentemente estaveis durante pelo menos 10 horas no raio
de raios-X. S&do opcionalmente utilizados cristais congelados
(por exemplo, -220 a -50°C) para exposicdes aos raios-X mais
prolongadas (por exemplo, 4-72 horas), sendo os cristais
relativamente mais estéveis aos raios-X no estado congelado.
De modo a recolher o numero maximo de reflexdes uteis, sé&o
opcionalmente recolhidos multiplos enquadramentos a medida
que o cristal é rodado no raio de raios-X, por exemplo,
durante 12-96 horas. S&o preferidos c¢ristais de maiores
dimensdes (>0,2 mm), para aumentar a resolucdo da difraccéo
de raios-X. 0s cristais s&o preferentemente analisados
utilizando uma fonte de raios-X de elevada energia de um
sincrotrdo. Utilizando cristais congelados, os dados de
difraccédo de raios-X sdo recolhidos em cristais que difractam
a uma resolucdo de 10-1,5 A, sendo menores resolucdes
igualmente uteis, tais como 25-10 A, suficiente para resolver
a estrutura tridimensional de wum PCS do SNP em detalhe

consideréavel, tal como agqui apresentado.

Realiza¢bes Relativas a Meios Informaticos. Uma sequéncia de
aminoadcidos de um PCS do SNP e/ou dados de difraccdo de
raios-X, Uteis para a modelacdo computacional de um PCS do
SNP ou de uma sua fraccgdo, pode ser “proporcionada” numa
variedade de meios para facilitar a sua utilizacdo. Tal como
aqui utilizado, proporcionado refere-se a uma manufactura,
que contém uma sequéncia de aminodcidos de PCS do SNP e/ou
dados de difraccdo de raios-X da presente invencédo, por

exemplo, a sequéncia de aminoadcidos apresentada nas Figuras
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1, 8, 10 ou 11, um seu fragmento representativo, ou uma
sequéncia de aminoédcidos com pelo menos 80-100% de identidade
global a um fragmento de 5-2005 aminodcidos de uma sequéncia
de aminodcidos das Figuras 11A-D ou de uma sua variante. Tal
método proporciona a sequéncia de aminoacidos e/ou dados de
difracgcédo de raios-X numa forma que permite um perito na
técnica analisar e realizar a modelacdo molecular da
estrutura tridimensional de um PCS do SNP ou de um seu

subdominio.

Numa aplicacdo tal como aqui descrita, a sequéncia de
aminoacidos de PCS do SNP, ou pelo menos de um seu
subdominio, e/ou os dados de difraccdo de raios-X tal como
aqui descrito sd@o registados num meio legivel por computador.
Tal como aqui wutilizado, “meio legivel por computador”
refere-se a qualquer meio que possa ser lido e acedido
directamente por um computador. Tal meio inclui, mas n&o se
limita a: meios de armazenamento magnético, tal como
disquetes, discos rigidos ou fitas magnéticas; meios de
armazenamento ¢éptico tais como discos dpticos ou CD-ROM;
meios de armazenamento eléctrico, talis como RAM e ROM; e
hibridos destas categorias tais como meios de armazenamento
magnéticos/épticos. Um perito na técnica facilmente apreciaré
como qualgquer um dos presentemente meios de legiveis por
computador conhecidos pode ser utilizado para criar uma
manufactura compreendendo um meio legivel por computador
tendo nele registado uma sequéncia de aminodcidos e/ou dados

de difraccdo de raios-X aqui apresentados.

Tal como aqui utilizado “registado” refere-se a um processo
para o armazenamento de informacdo num meio legivel por

computador. Um perito na técnica pode facilmente adoptar
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qualquer dos métodos presentemente conhecidos para registar
informacdo em meio legivel por computador para gerar
manufacturas compreendendo informacdo de uma sequéncia de
aminodcidos e/ou dados de difraccdo de raios-X aqui

apresentados.

Estd disponivel ao perito na técnica uma variedade de
estruturas de armazenamento para a criacdo de um meio de
leitura em computador tendo gravado nesse meio uma sequéncia
de aminodcidos e/ou dados de difraccdo de raios-X tal como
aqui apresentado. A escolha da estrutura de armazenamento de
dados serd geralmente baseada nos meios escolhidos para
aceder a informacdo armazenada. Além disso, uma variedade de
programas de processamento de dados e de formatos pode ser
utilizada para armazenar a informacdo de sequéncia e dos
dados de raios-X aqui apresentada num meio legivel por
computador. A informacdo da sequéncia pode ser representada
num ficheiro de texto de um processador de texto, formatado
num programa informético comercialmente disponivel tal como
WordPerfect e Microsoft Word, ou representado na forma de um
ficheiro ASCII, armazenado numa aplicacdo de base de dados,
tal como DB2, Sybase, Oracle, ou semelhantes. Um perito na
técnica pode facilmente adaptar qualquer numero de formatos
de estruturacdo de ©processador de dados (por exemplo,
ficheiro de texto ou base de dados) de modo a obter um meio
legivel em computador tendo nele gravada a informacdo aqui

apresentada.

Proporcionando a sequéncia PCS do SNP e/ou dados de difraccéo
de raios-X num meio legivel por computador, um perito na
técnica pode aceder rotineiramente a sequéncia e aos dados de

difraccdo de raios-X para modelar uma PCS do SNP, um seu
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subdominio, ou um seu ligando. Estdo publicamente e
comercialmente disponiveis algoritmos de computador que
permitem a alguém competente na técnica aceder estes dados
proporcionados num meio legivel em computador e analisa-los

para modelacdo molecular e/ou RDD.

Também sdo0 apresentados sistemas, particularmente sistemas
baseados em computador, que contém a sequéncia e/ou os dados
de difraccdo aqui descritos. Tais sistemas s&do desenhados
para realizar modelacdo molecular e RDD para um PCS do SNP ou

pelo menos um seu subdominio.

Tal como agui utilizado, “um sistema baseado em computador”
refere-se aos meios em egquipamento, em meios de programas
informadticos, e em meios de armazenamento de dados utilizados
para analisar a sequéncia e/ou os dados de difraccdo de
raios-X aqui apresentados. Os meios minimos em equipamento do
sistema baseado em computador agqui referido compreendem uma
unidade de processamento central (CPU), meios de entrada de
dados, meios de saida de dados, e meios de armazenamento de
dados. Alguém competente na técnica pode facilmente apreciar
qual dos sistemas baseados em computador actualmente

disponiveis sdo adequados para a utilizacdo aqui apresentada.

Como referido acima, os sistemas com base em computador aqui
apresentados compreendem meios de armazenagem de dados tendo
neles armazenados uma sequéncia de PCS do SNP ou de um seu
fragmento e/ou dados de difraccdo de raios-X da presente
invencdo e os meios de equipamento necessadrios e meios de
programa informatico para suportar e implementar um meio de
andlise. Tal como aqui utilizado, “meio de armazenamento de

dados” refere-se a memdéria que pode armazenar dados de
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sequéncia ou de difraccdo de raios-X aqui apresentados ou um
meio de acesso a membdéria que pode aceder manufacturas que
tenham em si gravados os dados de sequéncia ou de raios-X

aqui apresentados.

Tal como aqui utilizado, “meios de procura” ou “meios de
andlise” refere-se a um ou mais programas que s&o
implementados no sistema com base em computador para comparar
a sequéncia alvo ou o padrdo estrutural alvo com a sequéncia
ou dados de raios-X armazenados nos meios de armazenamento de
dados. Os meios de procura sdo utilizados para identificar
fragmentos ou regides de um PCS do SNP que corresponda a uma
sequéncia alvo ou padrdo alvo particular. Estdo apresentados
publicamente diversos algoritmos conhecidos bem como diversos
programas informaticos comercialmente disponiveis para
conduzir meios de procuras e podem ser utilizados nos
sistemas com base em computador aqui apresentados. Alguém
competente na técnica pode facilmente reconhecer que qualquer
um dos algoritmos ou pacotes de programas informadticos de
implementacdo disponiveis para levar a cabo andlises por
computador podem ser adaptados para utilizacdo nos presentes

sistemas baseados em computador.

Tal como aqui utilizado, “um padrdo estrutura alvo”, ou
“padrdo alvo”, refere-se a qualquer sequéncia ou combinacéo
de sequéncias na gqual as sequéncias sdo escolhidas com base
numa configuracdo tridimensional ou mapa de densidade de
electrdes que se forma através do enrolamento do padrdo alvo.
Existe na técnica uma variedade de padrdes alvo conhecidos.
Os padrdes alvo de proteinas incluem, mas n&do se limitam a,
centros activos enzimaticos, subdominios estruturais,

epitopos, dominios funcionais e sequéncias de sinal. Podem
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ser utilizados diversos formatos estruturais para os meios de
entrada e de saida para receber e enviar a informacdo nos

sistemas baseados em computador aqui apresentados.

Pode-se utilizar uma variedade de meios de comparacido para
comparar a sequéncia alvo ou o padrdo alvo com o0s meios de
armazenamento de dados para identificar padrdes estruturais
de mapas de densidade de electrdes. Aqueles peritos na
técnica podem facilmente reconhecer que qualgquer um dos
programas de modelacdo computorizada publicamente disponiveis
pode ser utilizado como meio de procura para 0S8 sSistemas

baseados em computador aqui apresentados.

Uma aplicacdo aqui apresentada encontra-se na Figura 12. A
Figura 12 apresenta um diagrama de blocos de um sistema de
computador 102. O sistema de computador 102 inclui um
processador 106 ligado a um “bus” 104. Também se encontram
ligados ao “bus” 104 uma membria principal 108
(preferentemente implementada como uma memdéria de acesso
aleatdério, RAM) e uma variedade de memdrias de armazenamento
secundario 110, tais como um disco rigido 112 e um meio de
armazenamento amovivel 114. O dispositivo de meio de
armazenamento amovivel 114 representa, por exemplo, uma
unidade de disquete, uma unidade de CD-ROM, uma unidade de
fita magnética, etc. Um meio de armazenamento amovivel 116
(tal como uma disquete, um CD-ROM, uma fita magnética, etc)
contendo ldégica de controlo e/ou dados nela gravados pode ser
inserida na unidade de meio de armazenamento amovivel 114. O
sistema de computador 102 inclui um programa informético
apropriado para ler a ldégica de controlo e/ou os dados do
dispositivo de meio de armazenamento amovivel 114 uma vez

inserido no dispositivo de meio de armazenamento amovivel
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114. Um monitor 120 pode ser utilizado ligado ao “bus” 104

para visualizar os dados de determinacgédo de estrutura.

A sequéncia de aminoécidos, do &cido nucleico que para ela
codifica ou qualguer outra sequéncia e/ou dados de difraccéo
de raios-X aqui apresentados podem ser armazenados de um meio
bem conhecido na memdéria principal 108, e qualquer um dos
dispositivos secunddrios de armazenamento 110, e/ou um
dispositivo de  armazenamento amovivel 115. O programa
informdtico para aceder e processar a sequéncia de aminoéacido
e/ou os dados de difraccdo de raios-X (tal como ferramentas de
procura, ferramentas de comparacdo, etc.) reside na memdria

principal 108 durante a execucgéo.

Determinag¢do da Estrutura Tridimensional. Um ou mais passos de
modelacdo informatica e/ou algoritmos de computador s&o
utilizados para proporcionar um modelo molecular 3-D de uma
PCS do SNP clivada, utilizando dados de sequéncia de
aminodcidos das Figuras 1, 8, 10 ou 11 (ou suas variantes)
e/ou dados de difraccdo de raios-X. Se apenas se utiliza a
sequéncia de aminoacidos, pode-se entdo utilizar um programa
de modelacdo adequado para a determinacdo da estrutura
tridimensional, por exemplo, LINUS (Rose et. al. Proteins:
Structure, Function and Genetics (Junho, 1995) e as
referéncias ai citadas. Prefere-se que o PCS SNP ndo tenha
residuos ou residuos Ala-substituidos (para superficie) em
regides ndo permitidas do grafico de Ramachandran, e resulta
num perfil 3D-1D positivo (Luthy et al., Nature 356: 83-85
(1992)), sugerindo que todos os residuos se encontram em
ambientes aceitaveis (Kraulis (1991), infra).
Alternativamente, as regiodes ndo permitidas podem ser

corrigidas através da utilizacdo de algoritmos adequados, tais
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como o programa RAVE aqui descrito. A determinacédo de fase é
opcionalmente utilizada para resolver a estrutura
tridimensional de um PCS do SNP clivado. Esta estrutura pode
entdo ser utilizada para RDD de moduladores do PCS do SNP
neuraminidase, endotelina catepsina A ou outra actividade
biolbégica, por exemplo, que ¢é relevante para uma patologia

relacionada com PCS do SNP.

Modificagdo de Densidade e Interpretagdo do Mapa. Os mapas de
densidade de electrbdes podem ser calculados utilizando
programas tais como aqueles do pacote de informatico CCP4
(SERC (UK) Collaborative Computing Project 4, Daresbury
Laboratory, Reino Unido, 1979). Podem ainda ser utilizados
ciclos de média dupla, tais como com o programa RAVE (Kleywegt
& Jones, Bailey et al., eds., First Map to Final Model, SERC
Daresbury Laboratory, Reino Unido, pp 59-66 (1994)) e expansédo
gradual do modelo. Para a visualizacdo do mapa e construcdo do
modelo pode ser utilziado um programa tal como “0O” (Jones

(1991), infra).

Refinamento e Validagcdo do Modelo. Pode-se conseguir enrijecer
0o corpo da molécula e obter um refinamento posicional
utilizando um programa tal como X-PLOR (Briinger (1992),
infra), por exemplo, com 0s paradmetros estereoquimicos de Engh
e Huber (Acta Cryst. A47: 392-400 (1991)). Se o modelo nesta
fase nos mapas médios ainda tem falta de residuos (por
exemplo, pelo menos 5-10 por subunidade), alguns ou todos dos
residuos em falta podem ser incorporados no modelo durante
ciclos adicionais de refinamento posicional e construcdo do
modelo. O procedimento de refinamento pode iniciar-se
utilizando dados de menor resolucdo (por exemplo, 25-10 A a

10-3,0 A e entdo gradualmente ampliado para incluir dados de
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12-6 A a 3,0-1,5 A). Os valores p para &tomos individuais
podem ser refinados uma vez adicionados dados entre 2,9 e 1,5
A. Subsequentemente podem ser gradualmente adicionadas &guas.
Um programa tal como ARP (Lamzin e Wilson, Acta Cryst. D49:
129-147 (1993)) pode ser utilizado para adicionar &guas
cristalogrédficas e como ferramenta ©para verificar 4reas
incorrectas no modelo. Programas tais como PROCHECK (Lackowski
et al., J. Appl. Cryst. 26: 283-291 (1993)), WHATIF (Vriend,
J. Mol. Graph. 8: 52-56 (1990)) e PROFILE 3D (Lithy et al.,
Nature 356: 83-85 (1992)), assim como a andlise geométrica
gerada por X-PLOR podem ser utilizados para verificar a
existéncia de erros na estrutura. Para o ciclo final de
refinamento, 20-5% dos dados mais fracos podem ser rejeitados
utilizando wum limite de corte IFysI/0 e um escalamento
anisotrépico entre Fops € Foate aplicado apds avaliacdo cuidada

da gqualidade e abrangéncia dos dados.

Andlise Estrutural. Um programa tal como DSSP pode ser
utilizado para atribuir elementos de estrutura secundéaria
(Kabsch e Sander (1983), infra). Um programa tal como SUPPS
(do pacote de computacdo cristalogradfica BIOMOL) pode ser
utilizado para algumas ou todas as superposicdes de minimos
quadrados de varios modelos e de partes de modelos. As
superficies acessiveis a solventes e 0s potenciais
electrostaticos podem ser calculados utilizando tais programas

como GRASP (Nicholls et al. (1991), infra).

Determinagdo da Estrutura. A estrutura de um PCS do SNP pode
entdo ser resolvida com o ©procedimento de substituicéo
molecular tal como utilizando X-PLOR (Briinger (1992), infra).
Pode ser construido um modelo de procura parcial para o

mondémero utilizando wuma proteina relacionada, tal como a

63



estrutura da carboxipeptidase sérica de trigo (Liao et al.
(1992), infra). A funcdo de rotacdo e de translacdo pode ser
utilizada para resultar duas ou mais orientacdes e posicdes
para duas subunidades para formar um dimero fisioldgico tal
como determinado com base nas suas interaccgdes. Podem correr-
se ciclos de média dupla da densidade utilizando o programa
RAVE e a expansdo do modelo pode ser utilizada para adicionar
residuos em falta para cada mondmero, resultando num modelo
com 95-99,9% do numero total de residuos. O modelo pode ser
refinado num programa tal como X-PLOR (Nringer (1992), supra),
a um factor R cristalogrédfico adequado. 0Os dados do modelo sé&o
entdo gravados num meio legivel por computador para utilizacéo

em andlise suplementar, tal como desenho racional de farmacos.

Desenho Racional de Farmacos que Interagem com o PCS do SNP. A
determinacdo da estrutura tridimensional de um PCS do SNP
clivado, tal como agqui descrito, proporciona a base para o
desenho de ligandos novos e especificos para o diagndstico
e/ou o tratamento de pelo menos uma patologia relacionada com
o PCS do SNP. Podem ser tomadas varias abordagens para a
utilizacdo da estrutura cristalina de um PCS do SNP no desenho
racional de ligandos desta proteina. E opcionalmente realizado
um exame manual, assistido por computador, da estrutura do
centro activo. A utilizacdo de um programa informatico tal
como GRID (Goodford, J. Med. Chem. 28: 849-857 (1985)) um
programa que determina locais de interacg¢do provaveis entre
sondas e Vvarios grupos funcionais <caracteristicos e a
superficie do enzima, serve para analisar o centro activo para
determinar estruturas de compostos inibitdérios. 0Os célculos do
programa, com grupos e moléculas inibidores adequados (por
exemplo aminas primarias protonadas) como sonda, séo

utilizados para identificar hotspots potenciais na proximidade
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de posicdes acessiveis a niveis de isoenergéticos adequados.
Sdo entdo testados ligandos adequados, tais como compostos ou
composicdes inibidores ou estimuladores moduladores, para

actividade de modulacdo de pelo menos um PCS do SNP.

Um ligando de modulacdo de PCS do SNP de diagndstico ou
terapéutico tal como agui apresentado pode ser, mas nados e
limita a, pelo menos um seleccionado de um &cido nucleico, uma
proteina, um elemento, um lipido, um anticorpo, um sacarido,
um isdétopo, um hidrato de carbono, um agente de imagiologia,
uma lipoproteina, uma glicoproteina, um enzima, uma sonda
detectéavel, e anticorpo ou fragmento destes, ou qualquer
combinacdo destes, que pode ser marcado de forma detectéavel
tal como para a marcacdo de anticorpos. Tais marcacdes
incluem, mas ndo se limitam a, marcacdes enzimlAticas,
compostos ou elementos radioisotdépicos ou radioactivos,
compostos fluorescentes ou metais, compostos
quimioluminescentes e compostos bioluminescentes.
Alternativamente, pode ser utilizado qualgquer outro agente de

diagnéstico ou terapéutico conhecido.

Apds se realizarem experiéncias preliminares para determinar o
J& do substrato com cada actividade enzimadtica de um PCS do
SNP, é determinada a natureza dependente do tempo da modulacédo
dos valores K: do ligando (por exemplo, através do método de
Henderson (Biochem. J. 127: 321-333 (1972)). Por exemplo, ©
substrato (ou controlo negativo onde apropriado) e o enzima
sdo pré-incubados em tampdo. As reaccgdes sdo iniciadas através
da adicdo de substrato. Sdo recolhidas aliquotas ao longo de
um periodo de tempo adeguado e em cada uma a reaccdo é parada
através da adicdo nas aliquotas de uma solucdo de paragem

adequada (por exemplo hidréxido de sbdédio em etanol aquoso). A
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concentracdo do produto ¢ determinada, por exemplo, por
fluorimetria, utilizando um espectrémetro. Os graficos de
fluorescéncia em relacdo ao tempo podem ser praticamente
lineares ao longo o periodo do ensaio, e sdo utilizados para
obter wvalores para a velocidade inicial na presenca (Vi) ou
auséncia (Vo) de ligando. O erro estd presente em ambos o0s
eixos num grafico de Henderson, tornando-o inapropriado para
andlise de regressdo convencional (Lcatherbarrow. Trends
Biochem. Sci. 15: 455-458 (1990)). Deste modo, os valores de
K: s&o obtidos a partir dos dados através do ajuste a uma
versdo modificada da equacdo de Henderson para inibicé&o

competitiva:

g‘.l * t‘l’ -8 - j}; - S* -l

em que (utilizando a notacdo de Henderson (Biochem. J. 127:

321-333 (1972)):

-~ K . [ 3
Esta equacdo & resolvida para a raiz positiva com a restricgédo

que

Q» KAA + KRG

utilizando PROCNLIN de SAS (SAS Institute Inc., Cary, Carolina
do Norte, EUA) que realiza regressdo nédo linear utilizando
técnicas dos minimos quadrados. O método iterativo utilizado é
opcionalmente o método da secante multivariado, similar ao
método de Gauss-Newton, excepto que as derivadas na série de
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Taylor sdo estimadas a partir do histograma de iteracdes em
vez de fornecido analiticamente. E opcionalmente utilizado um
critério de convergéncia adequado, por exemplo, em que héd uma

alteracdo na funcdo de perda de menos que 107°.

Uma vez encontrados e isolados ou sintetizados ligandos de
modulacdo, realizam-se estudos cristalogrédficos dos compostos
complexados a um PCS do SNP. Como um exemplo ndo limitante, os
cristais do PCS do SNP sdo embebidos durante 2 dias em 0,01-
100 mM de ligando e s&do recolhidos dados de difraccdo de
raios-X num detector de &rea e/ou num detector de placa
fotografica (por exemplo, um detector de placa fotogréafica
Mar) wutilizando uma fonte de raios-X de &nodo rotativo. Os
dados sdo recolhidos com uma resolucdo a mais elevada
possivel, por exemplo, 1,5-3,5 A e agregados com um factor-R
em intensidades adequadas. Constrdéi-se um modelo atdmico do
inibidor no mapa de diferencas de Fourier (F-F). O modelo pode
ser refinado para uma solucdo num ciclo de emparelhamento
simulado (Bringer (1987), infra) envolvendo 10-500 ciclos de
refinamento de energia, 100-10000 passos I-FS de dinédmica a
temperatura ambiente e/ou 10-500 ciclos mais de refinamento de
energia. Sdo também utilizadas restrig¢des harmdénicas para o
refinamento atémico, excepto para Aatomos num raio de 10-15 A
relativamente ao inibidor. Um factor-R é seleccionado para o
modelo tanto para os desvios r.m.s. relativamente aos
comprimentos ideais das ligacgdes, assim como para os angulos,
respectivamente. As medicdes directas da inibicdo enzimética
proporcionam mais uma confirmacdo que os ligandos modelados
sdo moduladores de pelo menos uma actividade bioldgica de um

CS do SNP.
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Assim, sdo também apresentados ligandos de um PCS do SNP, com
base na estrutura cristalina desta enzima. E também importante
a demonstracdo de niveis clinicamente Uuteis, por exemplo, a
actividade in wvivo ¢é também importante. Na avaliacdo de
inibidores do PCS do SNP para a actividade bioldgica em
modelos animais (por exemplo, rato, ratinho, <coelho) sé&o
utilizadas varias vias orais e parenterais de administracéo.
Utilizando esta abordagem, espera-se que a modulacdo de um PCS
do SNP ocorra em modelos animais adequados, utilizando os
ligandos descobertos por modelacdo molecular e cristalografia
de raios-X. Aqui apresentado pode ser, mas ndo se limita a,
pelo menos um seleccionado de um &cido nucleico, uma proteina,
um elemento, um lipido, um anticorpo, um sacarido, um isdtopo,
um hidrato de carbono, um agente de imagiologia, uma
lipoproteina, uma glicoproteina, uma enzima, uma sonda
detectéavel, e anticorpo ou fragmento destes, ou qualquer
combinacdo destes, que pode ser marcado de forma detectéavel
tal como para a marcacdo de anticorpos, tal como aqui
descrito. Tails marcacdes incluem, mas ndo se limitam a,
marcacdes enzimédticas, compostos ou elementos radioisotdpicos
ou radioactivos, compostos fluorescentes ou metais, compostos
quimioluminescentes e compostos bioluminescentes.
Alternativamente, pode ser utilizado qualgquer outro agente de

diagnéstico ou terapéutico conhecido.

Um agente terapéutico tal como aqui apresentado pode ter um
efeito terapéutico na célula alvo como uma célula ou neurdnio
do sistema nervoso periférico, sendo o efeito seleccionado de,
mas sem limitacdo: correccdo de um gene ou de uma proteina
defeituosos, uma accdo como fArmaco, um efeito todéxico, um
efeito de estimulacdo do crescimento, um efeito de inibicdo do

crescimento, um efeito metabdlico, um efeito catabdlico, um
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efeito anabdlico, um efeito neuro-humoral, um efeito
estimulador da diferenciacdo celular, um efeito inibidor da
diferenciacdo celular, um efeito neuromodulador, um efeito
estimulador das células estaminais pluripotentes, e quaisquer
outros efeitos terapéuticos conhecidos que modulam pelo menos
um CS numa célula do sistema nervoso central podem ser
proporcionados por um agente terapéutico administrado a uma
célula alvo através da administracdo farmacéutica ou através

um vector de administracédo.

Um &cido nucleico terapéutico como um agente terapéutico pode
ter, mas ndo se limita a, pelo menos um dos seguintes efeitos
terapéuticos na célula alvo: inibicdo da transcricdo de uma
sequéncia de ADN; inibicdo da traducdo de uma sequéncia de
ARN; inibicdo da transcricdo reversa de uma sequéncia de ARN
ou de ADN; inibicdo da modificacdo pds-traducdo de uma
proteina; inducdo da transcricdo de uma sequéncia de ADN;
inducdo da traducdo de uma sequéncia de ARN; inducdo da
transcricdo reversa de uma sequéncia de ADN ou de ARN; inducéo
de uma modificacdo pds-traducdo de uma proteina; transcricéo
de um &cido nucleico como um ARN; traducdo do &cido nucleico
como uma proteina ou uma enzima; e incorporacdo do éacido
nucleico num cromossoma de uma célula alvo para expresséo

constitutiva ou transiente do &acido nucleico terapéutico.

Os efeitos terapéuticos dos 4&cidos nucleicos terapéuticos
podem incluir, mas nédo se limitam a: reprimir um gene
deficiente ou o processamento da sua expressido, tal como ARN
ou ADN antisenso; inibicdo da replicacdo ou sintese viral;
terapia génica por expressdo de um acido nucleico heterdlogo
que codifica para uma proteina terapéutica ou gque corrige uma

proteina defeituosa; modificacdo de um ARN defeituoso ou a sua
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sub-expressdo tal como um hnARN, um mARN, um tARN, ou um rARN;
codificar para um féarmaco ou pro-fadrmaco, ou para um enzima
que gera um composto como um farmaco ou um pro-fadrmaco em
células patoldgicas ou normais que expressam o receptor

quimérico; e quaisquer outros efeitos terapéuticos conhecidos.

Um 4cido nucleico que codifica, ou proporciona o efeito
terapéutico, de qualguer toxina, pro-fadrmaco ou férmaco
genético conhecidos para administracdo a células nervosas
patogénicas e pode também incluir genes sob o controlo de uma
sequéncia reguladora da transcricdo (TRSs) especifica de um
tecido, especifica para células patogénicas contendo CS. Tais
TRSs limitariam ainda a expressdo do agente terapéutico na

célula alvo, de acordo com métodos conhecidos.

Exemplos ndo limitativos de tais agentes ou ligandos
moduladores de PCS do SNP aqui apresentados e seus métodos
incluem compostos piperizina substituidos com
metilo/halofenilo, tais como lidoflazina (ver, por exemplo
Merck Index Monograph 5311 e patente U.S. No. 3,267,104, ambas
aqui inteiramente incorporadas por referéncia). Tais compostos
foram testados e verificou-se que inibiam a actividade de
canais de sédio de pelo menos um PCS do SNP da presente
invencdo em linhas celulares que expressavam pelo menos um PCS
do SNP, tais como PCl2, PKl-4 e outras células isoladas ou
recombinantes que expressam pelo menos um PCS do SNP da
presente invencéio. Deste modo, apresentam-se agentes ou
ligandos moduladores de PCS do SNP tais como piperizina
substituidos com metilo/halofenilo.As substituicdes podem

incluir piperizinas substituidas por alguilo e/ou halofenilo.
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Administragédo Farmacéutica/de Diagnéstico. Utilizando
compostos ou composicdes moduladores de PCS do SNP (incluindo
antagonistas e agonistas tal como descrito acima) apresenta-se
um método para modular a actividade da proteina PCS do SNP
numa célula. Em geral, agentes (antagonistas ou agonistas) que
tenham sido identificados inibir ou aumentar a actividade de
PCS do SNP podem ser formulados de modo que o agente possa ser
contactado com uma célula que expresse uma proteina PCS do SNP
in vivo. O cotacto de tal célula com tal agente resulta na
modulacdo 1in vivo da actividade das proteinas PCS do SNP.
Desde que ndo exista uma barreira de formulacdo ou uma
barreira de toxicidade, os agentes identificados nos testes

descritos acima serédo eficazes para a utilizacdo in vivo.

Também se apresenta um método para a administracdo de PCS do
SNP ou de um composto ou composicdo de modulacdo de PCS do SNP
(incluindo antagonistas e agonistas de PCS do SNP) a um animal
(preferentemente, um mamifero (especificamente, um humano))
numa quantidade suficiente para resultar num nivel alterado do
PCS do SNP no animal. O composto ou composicdo de modulacédo de
CS do SNP ou de PCS do SNP administrado poderia
especificamente afectar funcgdes associadas a PCS do SNP. Além
disso, uma vez que o PCS do SNP é expresso em tecidos do
sistema nervoso periférico, a administracdo do composto ou
composicdo de modulacdo de CS do SNP ou de PCS do SNP poderia
ser utilizada para alterar os niveis de PCS do SNP no sistema

nervoso periférico.

Os antagonistas do PCS do SNP podem ser utilizados para tratar
a dor devida a traumas ou patologias envolvendo o sistema
nervoso central ou periférico, ou patologias relacionadas com

niveis de expressdo anormalmente elevados de pelo menos um
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canal de sédio (CS) que ocorre naturalmente e especifico do
sistema nervoso (SN), em que um antagonista de PCS do SNP
também inibe pelo menos um CS do SN, ou em que a dor é mediada
em determinado grau por um CS do SN. Tais patologias, incluem,
mas ndo se limitam a; doencas inflamatdérias, neuropatias (por
exemplo, neuropatia diabética), distrofias (por exemplo,
distrofia reflexo-simpdtica, neuralgia pdbds-herpética); trauma
(danos nos tecidos devidos a qualquer causa); dor focal devida

a qualquer causa.

As doencas inflamatdérias podem incluir, mas ndo se limitam a,
patologias inflamatérias crdénicas e patologias inflamatdrias
vasculares. As patologias inflamatdérias crédénicas incluem, mas
ndo se limitam a sarcoidose, doenca inflamatdéria crénica do
intestino, colite ulcerosa, e doenca de Crohn e patologias
inflamatérias vasculares, talis como, mas ndo limitadas a,
coagulacdo intravascular disseminada, aterosclerose, e doenca

de Kawasaki.

Os agonistas de PCS do SNP podem ser utilizados para tratar
patologias que envolvem o sistema nervoso periférico ou
central, ou patologias relacionadas com o0s niveis de
expressdo anormalmente baixos de pelo menos um canal de sédio
(CS) que ocorre naturalmente e especifico do sistema nervoso
(SN), em que um agonista de PCS do SNP também aumenta ou
estimula pelo menos um CS do SN. Tais patologias incluem, mas
ndo se limitam a, doencas neurodegenerativas, doencas do
tracto gastrointestinal devidas a disfungdo do sistema
nervoso entérico (por exemplo, colite, ileite, sindroma do
intestino inflamado); doencas do sistema cardiovascular (por
exemplo, hipertensédo e falha cardiaca congestiva); doencas do

tracto genitourindrio envolvendo enervacgdo simpatica e
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parassimpatica (por exemplo, hiperplasia benigna da préstata,
impoténcia); doencas do sistema neuromuscular (por exemplo,

distrofia muscular, esclerose multipla, epilepsia).

As doencas neurodegenerativas podem incluir, mas ndo se
limitam a, doencas desmielisantes, tais como a esclerose
miltipla e a mielite transversa aguda; doencas hipercinéticas
do movimento, tais como a Coreia de Huntington e coreia
senil; doencas hipocinéticas do movimento, tais como a doenca
de Parkinson; supranucleoplasia progressiva; degeneracdes

espinocerebelares, tais como a ataxia espinhal, a ataxia de

Firederich, degeneracdes de sistemas multiplos (Mencel,
Dejerine-Thomas, Shi-Drager, and Machado-Joseph) ; e
disturbios sistémicos (doenca de Refsum,

abetalipoproteinemia, ataxia, telangiectasia, e disturbios
multi-sistémicos mitocondriais); distirbios nucleares
desmielisantes, tais como a esclerose multipla, a mielite
transversa aguda; disturbios da unidade motora, tais como
atrofias musculares neurogénicos (degeneracdo da célula do
corno anterior, tal como a esclerose lateral amiotrdfica, a
atrofia muscular espinhal infantil e a atrofia muscular

espinhal juvenil); ou qualgquer seu subconjunto.

A administracdo farmacéutica/de diagnéstico de um composto ou
composicdo farmacéutica/de diagndstico da invencgdo para uma
patologia relacionada com CS do SNP pode ser administrada por
quaisquer meios que atinjam o seu objectivo desejado, por
exemplo, para tratar ou prevenir um cancro ou um estado pré-

canceroso.

O termo “proteccdo”, como em “proteccdo de uma infeccdo ou

doenca”, tal como aqui utilizado, engloba “prevencédo”,
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“supressao” ou “tratamento”. “Prevencao” envolve a
administracdo de uma composicdo Farmacéutica prévia a indugdo
da doenca. “Supressdo” envolve a administracdo de uma
composicdo prévia ao aparecimento clinico da doenca.
“Tratamento” envolve a administracdo da composicdo protectora
apés o aparecimento da doenca. Serd entendido que em medicina
humana e veterinédria, ndo é sempre possivel distinguir entre
“prevencdo” e “supressdo” uma vez que pode ser desconhecido,
latente ou ndo ainda apercebidos pelo paciente o ou o0s
acontecimentos que de facto induzem a doenca, até bem depois
da ocorréncia do acontecimento ou acontecimentos. Deste modo,
¢ comum utilizar o termo “profilaxia” como distinto de
“tratamento” e englobando tanto Y“prevencido” como “supressdo”
tal como aqui definidos. O termo “proteccdo”, tal como aqui
utilizado, pretende incluir “profilaxia”. Ver, por exemplo,
Berker, infra, Goodman, infra, Avery, 1infra e Katamg, infra,
0s quais sdo aqui inteiramente incorporados por referéncia,
incluindo todas as referéncias neles citados. A “proteccdo”
proporcionada ndo tem de ser absoluta, ou seja, a doenca néo
necessita de ser totalmente prevenida ou erradicada, desde
que exista uma melhoria estatisticamente significativa em
relacdo a uma populacdo de controlo. A proteccdo pode ser
limitada a mitigacdo da gravidade ou da rapidez do inicio dos

sintomas da doenca.

Pelo menos um composto ou composicdo de modulacdo de CS do
SNP aqui apresentado pode ser administrado por qualguer meio
que permita atingir o objectivo desejado, wutilizando uma

composicdo farmacéutica tal como previamente descrito.

Por exemplo, a administracdo pode ser realizada através de

varias vias parentéricas tais como as vias subcuténea,
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intravenosa, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal,
intranasal, intracraniana, transdérmica, ou bucal.
Alternativamente, ou em simultédneo, a administracido pode ser
por via oral. A administracdo parenteral pode ser por

injeccdo de bolus ou por perfusdo gradual ao longo do tempo.

Um modo adicional de utilizacdo de um composto ou composicéo
apresentado aqui ¢é por aplicacdo tépica. Um composto ou
composicdo de diagndstico/farmacéutico da invencdo pode ser
incorporado em veiculos aplicados topicamente tais como

pomadas ou unguentos.

Para a aplicacdo tépica, ¢ preferido aplicar uma guantidade
eficaz de composto ou composicdo de diagndstico/farmacéutica
de acordo com a invencdo a Area alvo, por exemplo,
superficies da pele, membranas mucosas, e semelhantes, que
sdo adjacentes a neurdnios periféricos que se pretende
tratar. Esta quantidade situa-se normalmente na gama entre
cerca de 0,0001 mg a cerca de 1 g de composto de modulacdo da
CS do SNP por aplicacdo, dependendo da &rea a ser tratada, se
a utilizacdo é de diagndéstico, profildtica ou terapéutica, da
gravidade dos sintomas, e da natureza do veiculo tépico
utilizado. Uma preparacdo tdépica preferida € um unguento, em
que cerca de 0,001 a cerca de 50 mg de ingrediente activo é

utilizado por cc de base do unguento.

Um regime tipico para o tratamento ou profilaxia compreende a
administracdo de uma quantidade eficaz ao longo de um periodo
de um ou varios dias, até e 1incluindo entre uma semana e

cerca de seis meses.
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Entende-se que a dosagem de um composto ou composicdo de
diagndéstico/farmacéutico da invencdo administrada in vivo ou
in vitro serd dependente da idade, sexo, estado de salde, e
peso do receptor, do tipo de tratamento simultédneo, se
existente, da frequéncia do tratamento, e da natureza do
efeito de diagnéstico/farmacéutico desejado. As gamas doses
eficazes aqui proporcionadas nédo pretendem ser limitantes e
representam gamas de dosagem preferidas. ©No entanto, a
dosagem mais preferida serd a medida do individuo, tal como
entendido e passivel de ser determinado pelo perito na
técnica relevante. Ver, por exemplo, Berkow et al, eds., The
Merck Manual, 16% edicdo, Merck and Co., Rahway. N.J., 1992;
Goodman et al., eds., Goodman and Gilman’s The
Pharmacological Basis of Therapeutics, 8% edicdo. Pergamon
Press, Inc., Elmsford, N.Y., (1990); Avery’s Drug Treatment:
Principles and Practice of Clinical Pharmacology and
Therapeutics, 3% edicdo, ADIS Press, LTD., Williams E
Wilkins, Baltimore, MD. (1987), Ebadi, Pharmacology, Little,
Brown and Co., Boston, (1985); Osol et al., eds., Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 182 Edicdo. Mack Publishing Co.,
Easton, PA (1990); Katzung, Basic and Clinical Pharmacology,
Appleton and Lange, Norwalk, CT (1992). As moléculas da
invencdo tal como definidas nas reivindicacdes anexas podem
ser utilizadas em diagndéstico ou em terapia tal como aqui

discutido.

A dose total necessaria para cada tratamento pode ser
administrada através de doses multiplas ou através de uma
unica dose. 0 composto ou composicgédo de
diagndéstico/farmacéutico pode ser administrado isoladamente

ou em conjunto com outros agentes de diagnbstico e/ou
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farmacéuticos dirigidos a patologia, ou dirigidos a outros

sintomas da patologia.

Quantidades eficazes de um composto ou composicdo de
diagnéstico/farmacéutico da invencdo sdo desde cerca de 0,1
ng a cerca de 100mg/kg de peso corporal, administradas a
intervalos de 4-72 horas, durante um periodo de 2 horas a 1
ano, e/ou qualgquer valor nestes intervalos, tal como 0,0001-
1,0, 1-10, 10-50 e 50-100, ©0,0001-0,001, 0,001, ©O0,01-0,1,
o,1-1,0, 1,0-10, 5-10, 10-20, 20-30 e 50-100 mg/kg, a
intervalos de 1-4, 4-10, 10-16, 16-24, 24-36, 36-48, 48-72
horas, durante um periodo de 1-14, 14-28, ou 30-44 dias, ou

1-24 semanas, ou qualquer gama ou valor nestes intervalos.

Os receptores da administracdo de compostos e/ou composicdes
da invencdo podem ser quaisquer animais vertebrados, tais
como mamiferos, aves, peixes O&sseos, rds e sapos. Entre os
mamiferos, o0s receptores preferidos sdo mamiferos das Ordens
Primata (incluindo humanos, macacos), Artiodéctilos
(incluindo cavalos, cabras, vacas, ovelhas, porcos), Roedores
(incluindo ratinhos, ratos, coelhos, e hamsters), e
Carnivoros (incluindo gatos, e <cédes). Entre as aves, 08
receptores preferidos sé&o perus, galinhas e outros membros da

mesma ordem. Os receptores mais preferidos s&d&o humanos.

Terapia Génica. Um vector de administracdo da presente
invencdo pode ser, mas ndo se limita a, um vector viral, um
lipossoma, um anticorpo anti-PCS do SNP ou anti CS do SNP, ou
um ligando CS3, sendo um ou mals destes vectores de
administracéao associado com um agente diagndstico ou

terapéutico.

77



O vector de administracdo pode compreender qualguer agente
terapéutico ou de diagndstico que tenha um efeito terapéutico
ou de diagndéstico na célula alvo. A especificidade do vector
de administracdo relativamente a célula alvo ¢é assim
proporcionada pela utilizacdo de um vector de administracéo

egpecifico para a célula alvo.

O vector de administracdo pode também ser um vector viral
compreendendo pelo menos um dominio de ligacdo seleccionado
do grupo que consiste num anticorpo ou fragmento, anticorpo
ou fragmento de local de ligacdo quimérico, uma célula alvo
ou ligando especifico, um receptor que se liga a um ligando
da célula alvo, um anticorpo anti-idiotipico, um lipossoma ou
outro componente que seja especifico para a célula alvo. Um
PCS do SNP pode estar Jj& associado com a célula alvo, ou o
vector de administracdo pode ligar-se a célula alvo através

de um ligando do receptor da célula alvo e vice-versa.

Assim, o agente de diagndstico ou terapéutico tal como o
acido nucleico, proteina farmaco, composto, composicéo
terapéutico e de diagndéstico e semelhantes é preferentemente
administrado a célula alvo, por exemplo, em que o é&acido
nucleico ¢ ©preferentemente incorporado no cromossoma da
célula alvo, com exclusdo parcial ou completa das células néo

alvo.

A invencdo pretende deste modo proporcionar vectores de
administracdo, contendo um ou mais agentes terapéuticos e/ou
de diagnéstico, incluindo vectores adequados para terapia

génica.
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Num método de tratamento de uma doenca associada a PCS do SNP
num paciente gue necessite de tal tratamento, pode-se
proporcionar ADN funcional do PCS do SNP as células do SNP de
tal paciente de um modo e em quantidades que permitam a
expressdo da proteina PCS do SNP proporcionada por tal gene,
durante um tempo e numa quantidade suficiente para tratar tal
paciente, tal como um vector de administracdo adequado. Sé&o
conhecidos na técnica muitos sistemas de vector qgue
proporcionam tal administracdo a pacientes humanos que
necessitem de um gene ou proteina ausente da célula. Por
exemplo, podem ser utilizados sistemas de retrovirus e
especialmente sistemas de virus do herpes simplex. Tais
métodos s&o proporcionados, por exemplo, nos ensinamentos de
Breakefield, et al., The New Biologist 3: 203-218 (1991);
Huang, Q. et al., Experimental Neurology 115: 303-316 (1992),
W093/03743 e W090/09441. A administracdo de uma sequéncia de
ADN que codifique para uma proteina PCS do SNP funcional
substituird efectivamente o gene PCS do SNP em falta ou

mutado da invencéo.

Alternativamente, o composto ou a composicdo de modulacdo do
PCS do SNP ¢é expressa na forma de um gene recombinante numa
célula, de tal modo que as células possam ser transplantadas
num mamifero, preferentemente humano, que necessite de
terapia génica. Para proporcionar terapia génica a um
individuo, adiciona-se uma sequéncia genética que codifica
para o composto ou composicdo que modula o PCS do SNP ao
vector e introduz-se numa célula hospedeira. Exemplos de
doencas que podem ser adequadas para terapia génica incluem,
mas nao se limitam a, doencas ou disturbios
neurodegenerativos, doenca de Alzheimer, esquizofrenia,

neoplasias e cancro. Exemplos de vectores gque podem ser
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utilizados em terapia génica incluem, mas ndo se limitam,
vectores retrovirais, adenovirais deficientes ou outros
vectores virais (Mulligan, R.C., Science 260: 926-932
(1993)). Ver Anderson, Gene Therapy, 246 J. Amer. Med. Assn.
2737 (1980); Friedmann, Progress toward human gene therapy,
244 Science 1275 (1989); Anderson, 256 Science 808 (1992);
protocolos de terapia génica humana publicados em Human Gene
Therapy, Mary Ann Liebert Publishers, N.Y. (1990-1994); Bank
et al., 565 Ann. N.Y. Acad. Sci. 37 (1999); LTR-Vectors
(Patente U.S. No. 4,405,712); Ausubel , infra, §§S 9.10-9.17;
Jon A. Wolff., ed. Gene Therapeutics: methods and
applications of direct gene transfer, Birkh&user, Boston

(1994) .

Os meios pelos quais o vector contendo o gene pode ser
introduzido na célula inclui mas ndo estd limitado a,
microinjeccdo, electroporacdo, transducdo, ou transfeccéo
utilizando DEAE-Dextrano, lipofeccédo, fosfato de célcio ou
outros procedimentos conhecidos pelo perito na técnica

(Sambrook infra; Ausubel, infra).

Preparacdes para administracdo parenteral incluem solucdes,
suspensdes e emulsdes aquosas ou ndo-aquosas. Exemplos de
solventes ndo agquosos sdo o propileno glicol, o polietileno
glicol, &6leos vegetais tais como o azeite, e ésteres
orgadnicos injectéveis tais como o oleato de etilo. Veiculos
aquosos incluem &gua, solucdo alcodlica/aquosa, emulsdes ou
suspensdes, incluindo meio salino e tamponizado. Veiculos
parentéricos incluem solucdo de cloreto de sdédio, cloreto de
sédio e dextrose de Ringer, lactato de Ringer, ou &leos
fixados. Veiculos intravenosos incluem recarregadores de

fluidos e nutrientes, recarregadores de electrdlitos, tais
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como aqueles baseados na dextrose de Ringer e semelhantes.
Podem também estar presentes conservantes, tais como por
exemplo, anti-microbianos, antioxidantes, agentes quelantes,
gases inertes e semelhantes. Ver, em geral, Osol et al., ads.
Remington’s Pharmaceutical Science, 16th Ed., (1980).

Também se apresenta uma composicdo farmacéutica compreendendo
um composto ou uma composicdo que modula CS do SNP ou PCS do
SNP numa quantidade suficiente para alterar a actividade
associada a PCS do SNP, e um diluente, veiculo ou excipiente
farmaceuticamente aceitdvel. As concentracdes e tamanhos de
dose unitéria apropriados podem ser facilmente determinados
por um perito na técnica (Ver, por exemplo, Osol et at. ed.,
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 162 Ed., Mack, Easton PA

(1980) e WO 91/19008).

Também se apresentam agqui composicgdes farmacéuticas que
compreendem uma quantidade eficaz de prelo menos um
oligonucledétido de PCS do SNP, em combinacdo com um veiculo
farmaceuticamente eficaz. Tais oligonucledétidos antisenso
incluem, mas ndo se limitam a, pelo menos uma sequéncia
nucleotidica de 12-500 bases de comprimento que é
complementar a sequéncia de ADN da SEQ ID NO:1, ou a uma
sequéncia de ADN que codifique pelo menos 4 aminoacidos de

SEQ ID NO:2 da Figura 11A-11E.

Alternativamente, o 4&cido nucleico de PCS do SNP pode ser
combinado com um veiculo lipofilico tal como gqualquer um de
um numero de esterdis, incluindo colesterol, colato e &cido

desoxicdlico. Um esterol preferido é o colesterol.

Os A4cidos nucleicos de terapia génica PCS do SNP e as

composicgdes farmacéuticas da invencdo podem ser administradas
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por qualquer meio gue permitam conseguir o seu objectivo
pretendido. Por exemplo, a administracdo pode ser pelas vias
parenterais, subcuténesa, intravenosa, intramuscular,
intraperitoneal ou transdérmica. A dosagem administrada seréd
dependente da idade, saude e peso do receptor, tipo de
tratamento simulténeo, se existente, frequéncia do

tratamento, e natureza do efeito desejado.

As composigdes no é&ambito desta invencdo incluem todas as
composicdes em que o acido nucleico do PCS do SNP (tal como
definido nas reivindicacdes anexas) € contido numa quantidade
eficaz para atingir a expressdo aumentada de pelo menos um
PCS do SNP num neurdénio ou génglio do sistema nervoso
periférico. Apesar das necessidades individuais variarem, a
determinacdo das gamas Optimas de quantidades eficazes de
cada componente estd no Aambito da pericia na técnica.
Tipicamente, 0o 4cido nucleico PCS do SNP pode ser
administrado a mamiferos, por exemplo humanos, numa dose de
0,005 a 1 mg/kg/dia, ou numa gquantidade equivalente do seu
sal farmaceuticamente aceitdvel, por dia do peso corporal do

mamifero a ser tratado.

Formulacdes adequadas para a administracdo parenteral incluem
solugdes aquosas do é&acido nucleico PCS do SNP numa forma
soltvel em &gua, por exemplo, sais sollveis em Aagua. Além
disso, podem ser administradas suspensdes dos compostos
activos na forma de suspensdes para injeccdo de base oleosa
apropriadas. Veiculos ou solventes lipofilicos adegquados
incluem 6leos gordos, por exemplo, 6leo de sésamo, ou ésteres
de &acidos gordos sintéticos, por exemplo, oleato de etilo ou
triglicéridos. As suspensdes para 1injeccdo aguosas podem

conter substidncias que aumentam a viscosidade da suspenséo
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incluindo, por exemplo, carboximetil celulose de sdédio,
sorbitol, e/ou dextrano. Opcionalmente, a suspensdo pode

ainda conter estabilizantes.

Alternativamente, pelo menos um PCS do SNP pode ser
codificado por construcdes de ADN que sdo administradas na
forma de virides, o0s quais sdo preferentemente incapazes de
se replicar in vivo (ver, por exemplo, Taylor, WO 92/06693).
Por exemplo, tais construcdes de ADN podem ser administradas
utilizando virus baseados no herpes (Gage et al., Patente
U.S. No. 5,082,670). Alternativamente, segquéncias de ARN
antisenso PCS do SNP, ribozimas PCS do SNP, e EGS PCS do SNP
podem ser codificados por construcdes ARN que sdo
administrados na forma de virides, tails como retrovirus e
adenovirus recombinantes deficientes em replicacéo. A
preparacdo de vectores retrovirais é bem conhecida na técnica
(ver, por exemplo, Brown et al., "Retroviral Vectors," em DNA
Cloning: A Proctical Approach, Volume 3, IRL Press,
Washington, D.C. (1987)).

A especificidade para a expressdo genética no sistema nervoso
periférico pode ser conferida utilizando sequéncias
reguladoras especificas de determinadas células apropriadas,
tais como promotores ou “enhancers” especificos de
determinadas células. Uma vez gque a fosforilacdo das
proteinas ¢é critica para a regulacdo neuronal (Kennedy,
"Second Messengers and Neurenal Function," em An Introduction
to Molecular Neurobiology, Hall, Ed., Sinauer Associates,
Inc. (1992)), as sequéncias de promotores de proteinas
cinases podem ser utilizadas para conseguir niveis

suficientes de expressdo genética PCS do SNP.
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Assim a terapia génica pode ser wutilizada para aliviar
patologias relacionadas com canais e sdédio através da
inibicdo da expressdo inapropriada de uma forma particular de
CS do SNP. Além disso, a terapia génica pode ser usada para
aliviar tais patologias proporcionando o nivel de expresséo
apropriado de uma forma particular de PCS do SNP. Neste caso,
as sequéncias de 4cido nucleico PCS do SNP particulares podem
ser codificadas por construcdes de ADN ou ARN qgue sé&o

administradas na forma de virus, tailis como descrito acima.

Tendo agora descrito de forma geral a invencdo, a mesma vai
ser mais facilmente percebida através de referéncia aos
seqguintes Exemplos que sdo proporcionados a titulo de
ilustracdo, e ndo se pretende que limitem a invencédo, excepto

se especificado.

Exemplo 1:

Clonagem e Sequenciagdo de um Acido Nucleico que Codifica

para um CS do SNP

Materiais e Métodos

Cultura Celular. Células Cl2 e subclones PKI-4 PCl2 foram
crescidos como descrito anteriormente (Mandel et al. 1988).
Adicionou-se NGF (subunidade 2,5 S, gentilmente fornecida
pelo Dr. S. Halegous, SUNY em Stony Brook), ao meio de
cultura a uma concentracdo final de 110 ng/ml. O subclone
PKI-4 PCl2 que expressa uma proteina cinase inibidora
dependente de cAMP (PKI) foi também proporcionado pelo Dr. S.
Halegous (ver D’Areangeto et al. J. Cell Biol. 122: 915-921
(1993)) .
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Amplificagdo por PCR. O ARN celular total foi isolado, de
acordo com o método de Cathals et al. DNA 2: 329-335 (1983),
de um subclone PCl12 (PKI-4) que expressa elevados teores da
proteina cinase inibidora dependente de cAMP. Utilizou-se
dois ug do ARN total preparado das células PKI-4 tratadas com
NGEF para sintetizar a primeira cadeia de cADN utilizando
iniciadores hexé&meros aleatédrios para a reaccéao de
transcriptase <reversa. O CcADN serviu de molde para a
amplificacdo por PCR, utilizando um par de oligonucledtidos
iniciadores degenerados que especificavam uma regido de 400
pares de bases no interior do dominio de repeticdo III do
gene da subunidade o do canal de sbédio. O diniciador 5’
(designado YJl: GCGAAGCTT(TC)TIATTTT(TI)I (GATC)IAT (ATC)ATGGG
(SEQ ID NO:3), o sublinhado indica wum local de restricédo
HindIII), correspondeu aos aminoacidos FWLIFSIM (SEQ ID NO 4)
nas posicdes 1347-1354 no gene de canal de sédio do tipo U. O
iniciador 37 (designado YOIC:
GCAGGATCC (AG) TT (AG) AAA (AG) TT (AG) TC (AGT) AT (AGT) AT (AGCT) AC

(AGCT)CC (SEQ ID NO:5), o sublinhado indica um local de
restricdo BamHI), correspondeu aos aminodcidos GVIIDNEN (SEQ
ID NO:6) nas posicdes 1470-1447 no gene de tipo II. A mistura
de reaccdo de amplificacdo consistia em 5% do cADN, 1 mM de
MgCl,, 0,2 mM de dNTPSs, 0,5 uM de cada iniciador, Taqg
polimerase (Perkin-Elmer) num tampdo consistindo em 0,1 M
KCl, 0,1 M TRIS HC1l (pH 8,3) e gelatina (1 mg/ml). A reaccdo
foi levada a cabo num termociclador Perkin-Elmer como se
segue: 5 ciclos de desnaturacéao (94°cC, 1 min.),
emparelhamento (37°C, 1 min.), e extensdo (72°C, 1 min)
seguindo-se 25 ciclos de desnaturacéo (94°c, 1 min.),
emparelhamento (50°C, 1 min.) e extensdo (72°C, 1 min.). Os

produtos de PCR foram excisados de um gel de agarose de baixo
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ponto de fusdo (SEAPLAQUE GTG, FMC BIOPRODUCTS) e subclonados
num vector plasmidico BRluescript II SK previamente restrito
com HindIII e BamHI. Realizou-se um rastreio aos clones para
insercdes de cADN utilizando uma “miniprep” (Sambrook et al.,
infra) e seguenciou-se em ambas as direccgdes por terminacéo
de cadeia didesoxi (kit Sequenase 2.0, UNITED STATES
BIOCHEMICAL). Os dados da sequéncia foram compilados e
analisados utilizando 0 programa informatico GENWORKS

(INTELLIGENETICS, INC., Mountain View, CA).

Construg¢do e Rastreio de Biblioteca de cADN. Purificou-se
Poli (A)+ mARN do subclone PKI-4 PCl2 (kit de purificacdo de
mARN, PHARMACIA) e utilizou-se para construir uma biblioteca
de cADN Lambda ZAP II iniciada aleatoriamente ou com oligo
(dt) (STRATAGENE corp., La Jolla, CA). A biblioteca consistia
em 5,6x 10° clones independentes antes da amplificacdo. O
rastreio de aproximadamente 4x10° recombinantes utilizando o
produto de PCR c¢lonado pPCl2-1 marcado com iniciadores
aleatdérios (kit da PHARMACIA) resultou no isolamento de 5
CADNs com uma gama de dimensdes de 1-3 kb. A andlise de
sequéncias e a comparacéao com sequéncias publicadas
estabeleceu que dois dos cADNs juntos codificavam para 3033

pb da nova subunidade o do canal de sdédio, PNL.

Analise por ‘“Northern Blot” e testes de protecgcdo da
ribonuclease. Isolou-se ARN celular total de cérebro, de
corda espinhal, de génglio cervical superior, de génglio das
raizes dorsais, de muisculo esquelético, de musculo cardiaco,
e de glédnula adrenal de ratos Sprague-Dawley adultos
utilizando o método convencional de Chirgwin, Biochemistry
18: 5294-5299 (1979). Submeteu-se o ARN a electroforese e

transferiu-se para uma membrana de Nylon tal como previamente
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descrito (Cooperman et al., Proc. Nat’l Acad Sci. USA 84:
8721 (1987)) (DURALON-UV; STRATAGENE CORP.). As manchas de
ARN foram reticuladas ao Nylon utilizando o agente de
reticulacdo Stratalinker UV (STRATAGENE CORP.) e hibridadas
com sondas de ARN antisenso marcadas com °>?P-UTP geradas a
partir dos seguintes moldes linearizados: pPCl2-1, pRB211
(Cooperman, infra, 1987), plBl5 (ciclofilina; Danielson et
al., DNA 7: 261-267 (1988)), e cérebro de rato do tipo 1, que
contém 51 pb de uma sequéncia de intrdo 5’ ndo traduzida e
267 pb de sequéncia codificante do canal de sédio do tipo I.
As sondas de ARN foram transcritas ou com ARN polimerase T3
(pPC12-1), T7, (pNachl), ou SP6 (pRB211, plBl15) de acordo com
as instrucdes do fabricante (PROMEGA CORP, Madison, WI). As
manchas foram lavadas uma vez em 2 x SSC, 0,1% NaDodSO4
durante 15 min. a 68°C, seguindo-se duas lavagens em 0,2 X
ssc, 0,1% NaDodsSO; durante 15 min. a 68°C. Utilizou-se
autorradiografia com filme XAR-5 pré-exposto (EASTMAN KODAK
CO., Rochester, NY) para quantificacéo de mARN por

densitometria.

Os testes de proteccdo da ribonuclease foram levados a cabo
utilizando um kit (RPA IT, AMBION INC., Austin, TX) .
Hibridou-se ARN total com 107" cpm de sonda ARN gerada de
pPCl2-1. Para controlar as diferencas na quantidade total de
ARN entre amostras, incluiu-se uma sonda de ARN antisenso

para B actina, transcrita da pTRI-f-actina (AMBION, INC.).

Hibridacdo in situ. A preparacdo do tecido e a hibridacéo
foram levadas a cabo utilizando uma modificacéo do
procedimento descrito por Yokouchi et al., Develop. 113: 431-
444 (1991). Procedeu-se a disseccdo de SCG e DRG de ratos

Sprague-Dawley adultos e fixaram-se em 4% paraformaldeido (em
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0,1 M PBS) durante 2-6 horas a 4°C. 0O tecido foi entéo
enxaguado ~ 5 min. Em 0,1 M PBS (pH 7,3), crioprotegido em
30% de sacarose (em 0,1 M PBS) durante 2 horas a 4°C e
embebido em O.C.T. (TISSUETEK) . Recolheram-se seccgdes de
criostato (14 M) em lédminas SUPERFROST/Plus (FISHER
SCIENTIFIC), secas = 2 horas a temperatura ambiente, e depois

armazenadas a -80°C.

Imediatamente antes da pré-hibridacdo, as seccdes foram
trazidas a temperatura ambiente, e re-hidratadas em 0,1 M de
PBS (pH 7,3) contendo 0.3% Triton X-100 durante 5 min. As
seccdes foram entdo tratadas com 0,2 N de HCl1 durante 20
min., lavadas em 0,1 M PBS durante 5 min., e digeridas com
proteinase K (5 pg/ml em 0,1 M de PBS) durante 40 min. a
37°C. As seccdes foram entdo pds-fixadas com 4% de
paraformaldeido (em 0,1 M de PBS), enxaguadas com 0,1 M de
PRS contendo 0,1 M de glicina durante 15 min., e equilibradas
em 50% formamida, 2 x SSC durante 1 hora (temperatura

ambiente) .

As seccgdes foram hibridadas com sondas de ARN antisenso
marcadas com digoxigenina transcritas de pPC 12-1 ou pNach?2
(Cooperman et al. Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 84: 8721 (1997))
de acordo com as instrucdes do fabricante para marcacédo de
ARN com digoxigenina-UTP (BOEHRINGER MANNHEIM). As sondas néo
marcadas foram sintetizadas substituindo a digoxigenina-UTP
com rUTP. Cada seccdo foi coberta com = 100 pl de solucédo de
hibridacdo contendo 20 mM de TRIS HC1 (pH 8,0), 2,5 mM de
EDTA, 50% de formamida, 0,3 M de NaCl, 1x solucdo de
Denhardt, 10% de sulfato de dextrano, 1 mg/ml de tARN, e
sonda a uma concentracdo de 0,7 pg/ml. As seccgdes foram entédo

cobertas com coberturas PARAFIIM e incubadas numa cémara
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htimida durante uma noite a 45°C. Apds a hibridacdo, as
seccdes foram lavadas em 50% de formamida, 2 x SSC a 45°C
durante 1 hr., seguindo-se a digestdo por RNAse em 0,5M de
NaCl, 10 mM de TRIS HCl1 (pH 8,0), e 20 pg/ml de RNAse A
(BOEHRINGER MANNHEIM) . As secc¢bdes foram seguidamente lavadas
a 45°C em 50% de formamida, 2 x SSC durante 1 hora, e 50% de

formamida, 1 x SSC durante 1 hora.

A deteccdo imunoldégica fio levada a cabo utilizando um kit
(GENIUS 3 KIT, BOEHRINGER MANNHEIM), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Na maioria das experiéncias, as
seccdes foram incubadas na solucdo de coloracdo durante = 3-5
horas a temperatura ambiente. As seccdes foram entdo tapadas

com AQUA-MOUNT (Lerner Laboratories) e armazenadas no €scuro.

Densitometria. Os niveis de mARN de canal de sdédio foram
determinados através de analise de densitometria dos
autorradiogramas utilizando o programa informético Bio Image
(Millipore Corp., Ann Arbor, Michigan). Os niveis de ARN
foram normalizados para os niveis quantificados de mARN de

ciclofilina.

Resultados

Isolamento de um cADN expresso preferencialmente nos nervos
periféricos. D'’Arcangelo et al., J. Cell Biol. 122: 915-921
(1993) mostraram previamente que o tratamento de células PC12
com NGF aumenta o nivel de um transcrito genético de um canal
de sédio de ~ 11 kb que ndo hibrida a sondas especificas para
qualquer um dos genes de canais de sdédio conhecidos. Um
transcrito de dimensdo idéntica foi também detectado no mARN

de ganglios sensoriais e simpaticos de rato adulto, mas néo
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no mARN do cérebro. Estes resultados sugerem que o transcrito
codificava para um novo membro da familia de genes de canais

de sédio /denominado Nervo Periférico do tipo 1 (PN1)).

Para confirmar a identidade do gene PN1l, amplificaram-se
cADNs de um subclone PCl2 tratado com NGF que expressa
preferencialmente mARN de PN1 (células PKI-4) D’Arcangelo et
al. pela reaccdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando um
par de iniciadores oligonucleotidicos degenerados que
egpecificam uma regido de 400 pares de bases (pb) do gene da
subunidade o do canal de sédio (ver Métodos, Figura 1). Ambos
0s iniciadores especificaram regides putativas abrangendo a
membrana no interior do dominio de repeticdo III, as quais
sdo altamente conservadas entre os canais de sbédio sensiveis
a voltagem. As regides amplificadas entre os iniciadores
incluem os residuos de revestimento do poro, estritamente
conservados, assim como residuos que sdo divergentes entre as
diferentes subunidades o de mamiferos. A analise das
sequéncias dos produtos de PCR revelou um cADN, pPCl2-1, qgue
codificava para uma porcdo de uma nova subunidade o do canal
de sédio putativa (Figura 1). Foram isolados cADNs adicionais

que encapsulavam a totalidade da regido codificante para PNL1.

Para determinar se pPCl2-1 codifica para uma parte do gene
PN1, o cADN foi utilizado para gerar sondas de ARN antisenso
para anadlise por “Northern blot” de mARN a partir de células
PC12 controlo e tratadas com NGF (Figura 2B). Para comparacéo
um “blot” duplicado (Figura 2A) foi hibridado com uma sonda
antisenso pRB211, a qual codifica para uma regido altamente
conservada da subunidade o do canal de sdédio (Cooperman et
al., Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 84: 8721 (1987)) e que

apresenta hibridacdo cruzada com o transcrito PN1, e que, tal
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como ilustrado por D’Arcangelo et al., J. Cell Biol. 122:
915-921 (1993), o0s niveis do transcrito detectado deveria
aumentar rapidamente e de forma transiente apds tratamento
com NGF (maximo =~ 5 horas). A comparacdo das Figuras 2A e 2B
mostra que pPCl2-1 satisfez ambos os critérios. Ainda, de
forma consistente com D’Arcangelo et al. J. Cell Biol. 122:
915-921 (1993), wverificou-se que a inducdo por NGF do
transcrito detectada por pPCl2-1 é independente de actividade

de proteina cinase dependente de cAMP.

Para se isolar cADNs adicionais que codificam para PNI1,
preparou-se uma biblioteca de cADN Lambda ZAP II iniciada
aleatoriamente ou com oligo (dt) (STRATAGENE, 5,6 x 10°
clones independentes) a partir de poli(A) + mARN isolado do
mesmo subclone PCl2 do qual foi isolado pPCl2-1. O rastreio a
4 x 10° recombinantes com uma sonda gerada a partir de PCl2-1
resultou no isolamento de 2 cADNs adicionais sobrepostos que
sdo juntos para originar um cADN de 3033 pb (Figura 7). Foram
ainda isolados mais cADNs qgue encapsularam a totalidade da

regido codificante para PN1.

Anadlise da estrutura primdria deduzida de PN1. Tal como
ilustrado na Figura 8, a estrutura primdria deduzida de PN1
codifica para o dominio de repeticdo II do gene da subunidade
o do canal de sédio. A comparacdo com o canal de sdédio do
tipo II mostra que a sequéncia PNl contém todos os padrdes
estruturais caracteristicos de canais de sbédio sensiveis a
voltagem, incluindo seis dominios transmembranares putativos
(ITIS1-IIIS6). O dominio S4, apesar de servir como sensor de
voltagem, apresenta o padrdo altamente conservado de um
residuo carregado positivamente (lisina ou arginina) a cada

trés posicdes. Além disso, oS segmentos de revestimento de
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poros putativos (ITISS1-IIISS2) contém residuos que se
verificou estarem envolvidos na permeacdo selectiva do sdédio
(Heinemann et al., Nature 356: 441-443 (1992)) assim como
afinidade TTX (Terlaue et al., FEBS Lett. 293: 93-96 (1991)).
Além destas caracteristicas altamente conservadas, a
subunidade o do canal de sdédio sofre varias modificacdes pds-
traducédo caracteristicas. Todos 0s canais de soédio
sequenciados até a data apresentam um padrdo distintivo de
locais de glicosilacdo (N-ligados) ligados a asparagina, gque
sédo encontrados quase exclusivamente nas voltas
extracelulares que unem as hélices S5 e S6 transmembranares.
Os 1locais de glicosilacdo N-ligados de PNl estdo em boa
concordéncia com este padrdo; trés potenciais locais de
glicosilagédo extracelulares estédo localizados entre IIISLH e
ITIS6. Dois destes locais também se encontram nos canais de

sédio dos tipos I, II e III.

A subunidade o é fosforilada por uma proteina cinase C (PKC),
e a sequéncia PN1 deduzida contém o local de fosforliacdo PKC

de consenso altamente conservado na serina’’’®

(Figura 1).
Este residuo localiza-se na volta citoplasmdtico que junta os
dominios III e IV e que foi dimplicado na inactivacdo de
canal, e anédlise de mutacdo mostrou que esta serina ¢é

necesséaria para a modulacdo PKC da inactivacdo de canal (West

et al., 1991).

Determinaram-se a totalidade das sequéncias de ADN (Figura
9A-D) e de aminodcidos (Figura 10). A sequéncia de aminoécido
de PN1 de rato foi comparada com sequéncias humanas novas

(Figura 11A-E) apresentadas no Exemplo 2.
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Em suma, a estrutura primdria deduzida de PNl contém a
totalidade dos distintivos estruturais e funcionais
caracteristicos de uma subunidade o de um canal de sdédio

sensivel a voltagem.

O gene PNl ¢é expresso preferencialmente no SNP. Para
determinar se o gene PNl era expresso preferencialmente no
SNP, 1isolou-se ARN total de cérebro, corda espinhal, SCG,
DRG, musculo esquelético, e musculo cardiaco de rato adulto e
submeteu-se a analise por “Northern blot”. As manchas foram
hibridadas com a sonda antisenso especifica para PNl gerada a
partir de pPCl2-1. Tal como apresentado na Figura 33,
encontraram-se niveis elevados de hibridacdo a um transcrito
de ~ 11 kb tanto em SCG como em DRG. Foram observados niveis
de hibridacdo muito mais baixos mas detectédveis tanto na
corda espinhal como no cérebro. Ndo se observou qualquer
hibridacdo detectédvel no mARN de musculo esquelético, musculo

cardiaco ou figado.

Foram também preparadas andlises de protecgcdo a RNase.
Isolou-se ARN total dos mesmos tecidos utilizados na anéalise
por “Northern Dblot”, assim como da glédndula adrenal, e
hibridou-se a sonda antisenso especifica para PN1 (pPCl2-1).
O mARN de SCG, DRG, cérebro, corda espinhal, e gléndula
adrenal protegeu um fragmento de 343 da sonda PN1 (Figura
4B). As Dbases ndo protegidas representam sequéncias do
iniciador oligonucleotidico e de plasmideo. A sonda PNl né&o
foi protegida pelo mARN quer de musculo esquelético quer de

musculo cardiaco.

Para determinar as quantidades relativas de mARN de PNl nos

varios tecidos, analisaram-se por densitometria
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autorradiografias de trés experiéncias separadas de proteccgédo
a RNase. Para controlar pequenas diferencas na guantidade
total de ARN entre amostras, incluiu-se uma sonda de ARN
antisenso para B actina. Os niveis de mARN PNl tanto em SCG
como em DRG s&o aproximadamente 40 vezes superiores do que na

corda espinhal, glandula adrenal e cérebro.

O gene PNl é expresso em neurdénios simpdticos e sensoriais.
Para determinar se o gene PNl é expresso em neurdnios dos
génglios periféricos, utilizou-se hibridacdo in situ para
examinar a distribuicdo celular de mARN de PN1 em SCG e DRG
de rato adulto. Hibridaram-se seccgdes do criostato com uma
sonda de ARN especifica para PNl marcada com digoxigenina
(pPC12-1), a qual foi wvisualizada utilizando um anticorpo
anti-digoxigenina conjugado com fosfatase alcalina. Tal como
apresentado na Figura 4A, B a sonda antisenso PNl marcou a
maioria dos corpos celulares neuronais tanto em SCG como em
DRG. Para confirmar que o sinal de hibridag&o era devido a
ligacdo da sonda especificamente a mARN de PN, realizaram-se
dois controlos negativos diferentes: (1) Hibridaram-se
seccdes com a sonda marcada com digoxigenina na presenca de
um excesso de 100 vezes de sonda antisenso PNl ndo marcada.
(2) Experiéncias anteriores mostraram gque SCG e DRG contém
niveis extremamente baixo de mARN de canais de sdédio do tipo
IT (Beckh, S., FEBS Lett. 2062: 317-322 (1990)). Deste modo,
também foram hibridadas seccgdes com uma sonda antisenso
especifica para o tipo II. Tal como ilustrado, na Figura 4C-
F, ambas estas experiéncias de controlo reduziram grandemente
o sinal de hibridacé&o. Ainda, em consondncia com @ 0OS
resultados para as anadlises de “Northern blot” e de proteccgéo

a RNase, descobriu-se que a hibridacdo da sonda PNl marcada a
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seccdes do coédHrtex cerebral do rato adulto ndo resultou em

coloracdo detectével.

Apesar da sonda PNl ter corado a maioria dos corpos celulares
tanto em SCG como em DRG, descobriu-se que a variabilidade
célula a célula dos niveis de mARN de PNl diferia entre os
dois ganglios. Os neurdnios SCG eram relativamente
homogéneos, dado que a intensidade do produto de reaccdo era
relativamente constante entre as diferentes células. No
entanto, 0s neurdnios DRG eram significativamente
heterogéneos dado que a intensidade de coloracdo variava
consideravelmente de célula para célula. Por exemplo, na
Figura 4B, as setas indicam dois neurdénios DRG com
aproximadamente o mesmo didmetro que diferem marcadamente na

intensidade de coloracédo.

Finalmente, descobriu-se que a sonda PN2 ndo corava células
ndo neuronais tais como células satélite e células de
Schwann. No entanto, ¢é possivel que estas células contenham
niveis muito baixos de mARN de PN1 que ndo sejam detectéveis

através deste método.

Neurdénios SCG também expressam o gene do canal de sédio do
tipo I. A andlise de "“Northern blot” anterior mostrou que o©
mARN de SCG contém dois transcritos de canais de sédio
distintos. Tal como se mostrou, o transcrito maior, de 11 kb,
codifica para o canal de sédio PN1l. No entanto, o transcrito
mais pequeno ainda n&o foi identificado. Colocou-se a
hipdétese que este transcrito mais pequeno codificada para o
canal de sdédio do tipo I, uma vez que se encontraram niveis
moderados de mARN do tipo I noutros tecidos do SNP (Beckh,
S., FEBS Lett. 262: 317-322 (1990)). Para testar esta
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hipdétese, hibridaram-se “Northern Dblots” de mARN de SCG
isolados de ratos adultos com uma sonda antisenso especifica
para gene do canal de sédio do tipo I (pNachl, ver Métodos
acima). Tal como ilustrado na Figura 5, a sonda especifica
para o tipo I hibridou especificamente com o transcrito mais
pequeno. Além disso, descobriu-se que o mARN de SCG protege a

sonda de tipo I em ensaios de proteccdo a RNase.

Os genes da subunidade PNla putativa e da subunidade do tipo
I sdo regulados de forma distinta durante o desenvolvimento.
Diversos estudos mostraram que os genes dos canais de sdédio
dos tipos I, II e III sé&do regulados de forma diversa durante
o0 desenvolvimento em ambos os sistemas nervoso central e
periférico. Para determinar se os genes do PN1 e de tipo I
sdo também regulados independentemente durante o)
desenvolvimento, mediu-se 0s niveis de mARN relativos em SCG
isolado de ratos a diferentes idades apds o nascimento. Para
visualizar ambos o0s transcritos em simultédneo, hibridaram-se
“Northern blots” com a sonda pRH211 do gene conservado de
canal de gsdédio. Tal como apresentado na Figura 6A, em SCG
removido no dia 7 apds o nascimento (P7), os niveis de mARN
de PN1 e de tipo I sédo aproximadamente iguais. No entanto, a
P14, a sua abundéncia relativa desviou-se de tal modo que o
mMARN de PN1 excede o de tipo I por =* vezes. Este aumento na
razdo dos niveis de mARN de PNl em relacdo ao de tipo I
continua durante pelo menos as quatro semanas seguintes apds
0 nascimento. Em P42, PNl é o transcrito de gene de canal de
sédio predominante, sendo os niveis de mARN de PNl varias

vezes superior ao do tipo I.

Para se quantificar as alteracdes nos niveis de mARN ao longo

do desenvolvimento, analisaram-se autorradiografias de trés
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experiéncias diferentes por densitometria. Para controlar as
diferencas na quantidade de ARN total entre filas, os “blots”
foram subsequentemente “blots” hibridados com uma sonda para
0 controlo interno ciclofilina. Tal como ilustrado na Figura
6B, na qual a percentagem maxima de mARN é& representada em
funcdo da idade apbds o nascimento, o desvio na abundancia
relativa dos dois transcritos ¢é largamente devido a uma
diminuicdo durante o desenvolvimento no nivel de mARN do
canal de sdédio do tipo I. De P7 a P42, o nivel do mARN do

tipo I diminui em aproximadamente 80%.

Exemplo 2:

Rastreio de Farmacos para Antagonistas de PN-1

A capacidade de um ligando de PCS do SNP (por exemplo,
antagonistas ou agonistas) em inibir ou aumentar a actividade
de uma PCS do SNP é avaliada com células que expressam pelo
menos um PCS do SNP. Um teste para a actividade de PCS do SNP
em tais células é utilizado para determinar a funcionalidade
da proteina PCS do SNP na presenca de pelo menos um agente
que pode actuar como antagonista ou agonista, e assim, sé&o
identificados agentes que interferem ou aumentam a actividade
de PCS do SNP. S&o utilizadas duas ou mais linhas celulares
(cada uma expressando um PCS do SNP diferente), assim como
usando opcionalmente uma ou mais linhas celulares que

expressam um canal de sdédio especifico do SNC como controlo.

Estes agentes sdao seleccionados e rastreados (1)
aleatoriamente; (2) por selecgdo racional; e ou (3) por
desenho wutilizando, por exemplo, técnicas de modelacéo

computacional.
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Existem numerosas variacdes de testes que podem ser
utilizados pelo perito na técnica sem a necessidade de
desnecessiria experimentacdo de modo a isolar agentes de
modulacdo ou ligandos de um PCS do SNP. Os métodos de
determinacdo de agente incluem Desenho Molecular Assistido
por Computador (CADM), ligacdo agente-PCS do SNP, testes e
sinteses quimicas sofisticados, rastreio dirigido, tecnologia
de biblioteca combinatorial de péptidos, tecnologia antisenso
e/ou testes bioldgicos, de acordo com métodos conhecidos. Por
exemplo, Rapaka et al., eds., Medications Development: Drug
Discovery. Databases, and Computer-Aided Drug Design, NIDA
Research Monograph 134, NIH Publication No. 93-3638, U.S.
Dept. of Health and Human Services, Rockville, MD (1993);
Langone, Methods in Enzymology, Volume 203, Molecular Design
and Modeling: Concepts and Applications, Parte B, Antibodies
and Antigens, Nucleic Acids. Polysaccharides and Drugs,

Seccédo III, pp 587-702, Academic Press, Nova Iorque (1991)).

Alternativamente s&do utilizadas Dbibliotecas de expresséo
celular, ou outras células que foram seleccionadas ou
modificadas geneticamente para expressar e apresentar PCS do
SNP através da utilizacdo de &cidos nucleicos de PCS do SNP
da invencdo sdo preferidas em tais métodos, enquanto que as
linhas celulares hospedeiras podem ser escolhidas de modo a
ndo terem receptores relacionados. Rapaka, infra, (1993) nas

péginas 58-65.

Um agente PCS do SNP no contexto da presente invencdo refere-
se a qualguer molécula quimica ou bioldgica que se associa
com um PCS do SNP in vitro, in situ ou in vivo, e pode ser,

mas sem limitacéo, compostos quimicos ou composicdes
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sintéticos, recombinantes ou naturalmente obtidos, por
exemplo, 4&acidos nucleicos, péptidos, hidratos de carbono,
derivados de vitaminas, hormonas, neurotransmissores, virus
ou seus dominios de ligacéo a receptores, opsinas,
rodopsinas, nucledsidos, nucledtidos, factores da cascata de
coagulacdo, odorantes ou feromonas, toxinas, factores de
crescimento, factores activadores das plaquetas, péptidos
neuroactivos, neuro-humores, ou qualguer composto
biologicamente activo, tais como farmacos ou compostos que

ocorrem naturalmente.

0Os agentes sdo seleccionados e submetidos a rastreio
aleatoriamente ou seleccionados ou desenhados de forma
racional utilizando técnicas de modelacdo computacional. Para
0 rastreio aleatdrio, o0s agentes potenciais sdo seleccionados
e testados relativamente a sua capacidade de se ligarem a PCS
do SNP ou a um seu fragmento. Alternativamente, os agentes
podem ser seleccionados ou desenhados de forma racional. Tal
como aqui utilizado, um agente ¢é dito ser “seleccionado ou
desenhado de forma racional” gquando o agente é escolhido com
base na configuracdo de pelo menos um PCS do SNP (por
exemplo, tal como apresentado na Figura 11). Por exemplo, um
perito na técnica pode facilmente adaptar procedimentos
actualmente disponiveis para gerar agentes capazes de se
ligarem a uma sequéncia peptidica especifica de modo a gerar
compostos desenhados racionalmente, tais como compostos
quimicos, é&acidos nucleicos ou péptidos. Ver, por exemplo,
Rapaka, infra, (1993); Hurby et al., "Application of
Synthetic Peptides: Antisense Peptides, " em Synthetic
Peptides: A User’s Guide, W.H. Freeman, Nova Iorque (1992),
pp. 289-307; e Kaspczak et al., Biochemistry 28: 9230-2938
(1989) .

99



Um método para o rastreio de um agente que modula a
actividade de pelo menos um PCS do SNP compreendendo:

(a) incubar pelo menos uma linha celular que expressa pelo
menos um PCS do SNP com um agente a ser testado; e

(b) testar a pelo menos uma linha celular para a actividade
de pelo menos uma proteina PCS do SNP através da medicdo do
efeito do agente na ligacgdo de PCS do SNP ou na actividade
PCS do SNP distinguindo o teste preferentemente o efeito do
agente em PCS do SNP alternativos e determina gque o agente
tem pouco ou nenhum efeito nos canais de sbédio do SNC, ou tem

relativamente menos efeito nos canais de sdédio do SNC.

Qualquer célula pode ser utilizada no teste acima desde que
expresse para uma forma funcional de uma proteina PCS do SNP
e a actividade PCS do SNP possa ser medida. As células de
expresséo preferidas s&o as células ou organismos
eucaridéticos. Tais células podem ser modificadas para conter
sequéncias de ADN que codificam para a proteina PCS do SNP
utilizando procedimentos de <rotina conhecidos na técnica.
Alternativamente, um perito na técnica pode introduzir mARN
que codifica para a proteina PCS do SNP directamente na

célula.

Numa realizacdo alternativa, podem modificar-se geneticamente
populacdes de células estaminais para células neuronais ou
gliais para gue expressem um canal 1iénico PCS do SNP
funcional. Tais células gue expressem o canal idénico PCS do
SNP podem ser transplantadas para a regido doente ou lesada
do sistema neuroldgico do mamifero (Neural Transplantation. A
Practical Approach, Donnet & Djorklund, eds., Oxford

University Press, Nova Iorque, NY (1992)). Noutra realizacéo,
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pode-se modificar geneticamente o tecido embriondrio ou
neurdnios fetais para que expressem canais iénicos PCS do SNP
e transplantéd-los para a regido doente ou lesada do sistema
limbico do mamifero. A exequibilidade de transplantar
neurdénios dopaminérgicos fetais em pacientes com a doenca de
Parkinson j& foi demonstrada (Lindvall et al., Archives of

Neurology 46: 615-631 (1989)).

S&o actualmente utilizadas pelo menos dois tipos de
abordagens para expressar clones de canais de sédio
dependentes da voltagem de modo a gerar proteinas dos canais
funcionais. Numa abordagem, o mARN que codifica para o cADn é
expresso em ovdcitos de Xenopus. O cADN do canal de sdédio é
clonado nu vector de expressdo Dbacteriano tal como o
plasmideo recombinante pGEM (Melton, et al., 1984). A
transcricdo do cADN clonado ¢ levada a cabo utilizando uma
ARN polimerase tal como a polimerase SP6 ou a polimerase T7
com um andlogo de terminacdo tal como M'G(5’)ppp(5')G. O ARN
resultante (por exemplo, cerca de 50 nL, correspondendo a 2-5
ng) ¢é injectado em ovécitos da fase V e fase VI isolados de
Xenopus, que sdo incubados durante 3-5 dias a 19°C. Os
ovbébcitos sdo testados para expressdo do canal de sddio com
uma pinca de voltagem de dois microeléctrodos (Trimmer et al,

Neuron 3: 33-49 1989).

Numa abordagem alternativa, os cADNs que codificam para um
canal de sdédio dependente da voltagem sdo clonados em
qualquer um de um numero de vectores de expressido de
mamiferos, e transfectados para células de mamiferos qgque né&o
expressam canais de sbédio dependentes da voltagem enddgenos
(tais como linhas celulares de fibroblastos). 0s clones

transfectados sdo seleccionados que expressam o cADN clonado
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transfectado. A expressdo do canal de sédio é medida com uma
técnica de pinca de voltagem para célula inteira utilizando
um eléctrodo de adesivo (D’Arcangelo et al., J. Cell. Biol.

122: 915-921 (1993)).

Fontes de PCSs do SNP e Linhas Celulares Uteis para o
Rastreio de Farmacos. Qualgquer linha celular que expresse
(naturalmente, por inducdo ou devido a expressdo recombinante
de um PCS do SNP) pode ser utilizada para o rastreio de
farmacos. Como um exemplo ndo limitante, as células PCl2
expressam tanto os canais de sédio PNl como de Tipo II. As
células Al26-1B2 s&do mutantes deficientes na actividade de
Proteina Cinase A (PKA) e que expressam PNl, mas dque se
descobriu agora ndo expressarem canais de sdédio do Tipo II.
PKI-4 ¢é uma linha celular transfectada com um cADN qgue
codifica para um péptido inibidor de PKA. Cada uma destas
linhas celulares pode ser utilizada como uma fonte de PCS do
SNP da presente invencdo, ou como uma linha celular como tal
para utilizagcdo no rastreio de farmacos. O tratamento de
células PCl2 com NGF reduz ambos os canais de sédio PCS do
SNP (PN1) e do tipo II, enquanto que NGF induz apenas PNl em
células Al126-182. As células PKI-4 expressam um PCS do SNP
(PN1) sem tratamento com NGF (D’Arcangelo et al., J. Cell
Biol. 122: 913-921 (1993)).

Adicionalmente, ou alternativamente, podem também ser
utilizados sistemas de expressdo heterdloga nos quais linhas
celulares (tais como célula de Ovario de Hamster Chinés
(CHO)) s&o transfectadas de forma estdvel com cADN que
codifica para PN-1. Os passos de métodos para a transfeccdo e
expressdo estédvel de CcADN para formar linhas celulares

heterdlogas sdo bem conhecidos na técnica. Uma vantagem de
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utilizar células transfectadas é que sé&do obtidos clones que
expressam niveis muito elevados de uma PCS do SNP, tal como

PN-1.

Para fazer o rastreio de moduladores de PCS do SNP, como
antagonistas ou agonistas, os farmacos sdo examinados pela

sua capacidade de:

(a) inibir ou aumentar a ligacdo de radioligandos a PCS do
SNP (reaccdo de ligacdo do ligando marcado), e/ou
(b) inibir ou aumentar o fluxo idnico através do canal do PCS

do SNP numa linha celular que expressa um PCS do SNP.

Podem-se utilizar neurotoxinas marcadas dque se ligam aos
ligandos para caracterizar os canais de sdédio do SNP. Por
exemplo, estudos anteriores identificaram pelo menos seis
locais de 1ligacdo de neurotoxinas distintos em canais de
sédio n&do SNP previamente caracterizados (revistos em Lombert
et al., FEB 219 (2): 355-359 (1987)). Pensa-se que muitos
destes locais estdo alostericamente acoplados uns aos outros
(para uma revisdo, ver Strichartz et al., Ann Rev. Neurosci
10: 237-268 (1987), e referéncias al citadas). Noutras
palavras, a ligacdo de um farmaco ou toxina a um local de
neurotoxina particular pode ser sensivel a ligacdo ao farmaco
em ndo apenas naquele local, mas também noutros locais no
canal. Trata-se de uma vantagem para um programa de rastreio
de fédrmacos dado que para um dado ligando marcado, a
probabilidade de se identificarem agentes que se ligam

preferentemente a um PCS do SNP é acrescida.

As técnicas aqui descritas para medir a ligacdo do ligando

marcado a um PCS do SNP da invencdo em células intactas (por
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exemplo, linhas celulares heterdélogas que expressam PKI de
PCl2 ou PCS do SNP) em suspensdo sdo semelhantes aqgquelas
descritas previamente para a ligacdo de um radioligando a
outros canais de sdédio em preparacdes sinaptossomal do
cérebro (ver por exemplo, Catterall et al., J. Biol. Chem.
256 (17): 8922-8927 (1981)). No entanto, ¢ bem reconhecido
pelos peritos na técnica que estas técnicas sdo modificadas
do modo rotineiro para utilizacdo de células ligadas a
substrato ou preparacdes de células danificadas, com base nos

ensinamentos e metodologias aqui apresentadas.

Crescem-se células Al26-1B2, PC12, PK1-4 ou outras que
expressam um PCS do SNP utilizando técnicas convencionais, e
tratam-se opcionalmente com NGF durante 1-2 dias para induzir
a expressdo de PN-1. As células sé&do recolhidas e testadas
para a actividade de fluxo de i16es com agentes de potencial

alternativos.

Para ambos o0s radioligandos, as reaccdes de ligacdo sé&o
levadas a cabo, por exemplo, a 37°C e depois paradas. As
amostras sdo rapidamente filtradas sob véacuo, lavadas com
tampdo gelado, e a radioactividade 1ligada ¢ medida por

contagem de cintilacdes.

O Fluxo de 1Ides testa directamente a capacidade de um
potencial agente de PCS do SNP inibir ou aumentar a
actividade de uma funcdo PCS do SNP, através da sua
capacidade de inibir ou aumentar o influxo de marcadores

iénicos ao longo de um PCS do SNP.

A maioria dos estudos anteriores de canais de sdédio

utilizaram ??’Na como marcador (ver, por exemplo, Catterall et
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al., J. Biol. Chem. 256(17):8922-8927 (1981)). No entanto, a
elevada toxicidade de “*’Na pode ser uma desvantagem para a sua
utilizacdo em rastreio de farmacos de elevado débito. Uma
alternativa menos téxica ¢é o 1ido guanidinio (**C), cujo
influxo se demonstrou ser um indicador fiédvel da abertura do
canal de sdédio (Reith, Europ. J. Pharmacol. 188: 33-41
(1990)). Deste modo, podem ser utilizados métodos de rotina
para realizar o <rastreio de compostos ©para modular a
actividade de canal idénico de SCP do SNP. Adicionalmente,
estes métodos sdo bem conhecidos por serem facilmente
modificados para utilizacdo com “’Na. Do mesmo modo, estes
passos de métodos conhecidos podem ser modificados para
utilizacdo com células ligadas a substratos ou vesiculas
preparadas a partir de células danificadas, de acordo com

passos de métodos conhecidos.

Para o teste do fluxo de guanidinio os métodos para “’Na sdo
modificados daqueles de Reith (Europ. J. Pharmacol. 188: 33-
41 (1990) para sinaptossomas), por exemplo, tal como descrito
no Exemplo 2 abaixo. As aliquotas de uma suspensdo celular
contendo células heterdélogas que expressam pelo menos uma PCS
do SNP s&do incubadas durante 10 minutos a 37°C na presenca de
agentes que abrem canais (tipicamente, veratridina a 100 uM)
e de féarmacos em teste num volume total de 100 uM (0,20-0,25
mg de proteina). O fluxo idénico é iniciado através da adicéo
de solugdo HEPES/TRIS contendo 4 mM de guanidina HCL (final)
e 100 dpm/nmol ('*C) guanidina. A reaccdo e continuada durante
30 segundos e ¢é parada através da adicdo de tampido de
incubacdo gelado, seguida pela filtracdo rapida sob vacuo num
filtro Whatman GF/C. Os filtros sdo lavados rapidamente com
tampdo de incubacdo gelado e a radioactividade é determinada

por contagem de cintilag¢des. A assimilacdo ndo especifica é
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determinada em paralelo através da inclusdo de 1 mM de
terodotoxina tanto durante a pré-incubacdo como durante a

assimilacédo.

Utilizando o teste do fluxo de guanidinio foram testados
varios compostos substituidos metilo/halofenilo, tailis como a
lidoflazina (ver, por exemplo Merck Index Monograph 5311 e
patente U.S. No. 3,267,104, ambas aqui inteiramente
incorporadas por referéncia), verificando-se gque inibiam a
actividade de canais de sédio de pelo menos um PCS do SNP da
presente invencdo em linhas celulares gque expressavam pelo
menos um PCS do SNP, com um pIC50 de 6,51 para a lidoflazina
em células PKI-4. Deste modo, a presente invencdo proporciona
agentes moduladores de PCS do SNP como piperazinas

substituidas com metilo/halofenilo.

Exemplo 3:

Identificacdo da Sequéncia de PCS SNP Humana de uma

Biblioteca de cADN do Sistema Nervoso Periférico Humano

De modo similar aos procedimentos apresentados no Exemplo 1,
utilizou-se uma biblioteca de cADN do sistema nervoso
periférico humano (como uma biblioteca DRG humana) para a
amplificacdo por reaccdo em cadeia da polimerase (PCR). O PCR
utilizou um iniciador 5’ correspondente ao ADN que codifica
para oS 0604-0611 de SEQ ID NO:2, e um iniciador 37
correspondente que codifica para os aminodcidos 723-731 de

SEQ ID NO:2.

A mistura reaccional de PCR consistiu em 5% do cADN, 1 mM de

MgCl,, 0,2 mM de dNTPSs, 0,5 uM de cada iniciador, Tag
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polimerase (Perkin-Elmer) num tampdo consistindo em 0,1 M
KCl, 0,1 M TRIS HC1l (pH 8,3) e gelatina (1 mg/ml). A reaccdo
foi levada a cabo num termociclador Perkin-Elmer como se
segue: cinco ciclos de desnaturacéao (94°c, 1 min.),
emparelhamento (37°C, 1 min.), e extensdo (72°C, 1 min)
seguindo-se 25 ciclos de desnaturacéo (94°c, 1 min.),

emparelhamento (50°C, 1 min.) e extensdo (72°C, 1 min.).

Os produtos de PCR resultantes proporcionaram um CADN
amplificado humano que codificava para os aminoadcidos 646.658

de SEQ ID NO:2, tal como apresentados na Figura 11A-E.

Exemplo 4:

Clonagem e Sequenciag¢do de uma Sequéncia PN-1 Humana de uma

Biblioteca de cADN do Ganglios das Raizes Dorsais Humanas

Tal como nos exemplos 1 e 3 acima, s&o utilizados iniciadores
adicionais de PCR correspondentes a SEQ ID NO:1 para isolar
clones da Dbiblioteca de <cADN DRG humana gque engloba a
totalidade da regido codificante de um ou mais PCS do SNP da
presente invencdo. Um iniciador 5’ inclui a sequéncia 5’
TTTGTGCCCCACAGACCCCAG 3’ (SEQ ID NO: 17) e um iniciador 3’
inclui a sequéncia 5’ ACACAAATTCTTGATCTGGAATTGCT 3’ (SEQ 1ID
NO: 18) ou 5’ CAACCTCAGACAGAGAGCAATGA 3’ (SEQ ID NO: 19), que
sdo utilizados para PCR “nested”. De acordo com os Exemplos 1
e 3 acima, o PCR ¢ executado para obter cADNs que codificam

para um SCP do SNP humano.

Realiza-se PCR adicional “andando” 5’ ou 3’ da sequéncia

correspondente ao produto de PCR acima. Deste modo, séo
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proporcionados os cADNs que englobam a totalidade da regiédo

codificante de um ou mais PCSs do SNP humanos.

Os clones cADN ou produtos de PCR adicionais, que codificam
para a totalidade de PCS do SNP, sdo subclonados num vector
plasmidico anteriormente restringido com locais de restricgéo
adequados. 0s clones sdo rastreados para insercgdes de cADN
através de uma “miniprep” (Sambrook et al., infra) e
sequencia-se em ambas as direccgdes por terminacdo de cadeia
didesoxi (kit Sequenase 2.0, United States Biochemical). Os
dados da sequéncia foram compilados e analisados utilizando o
programa informatico Genworks (Intelligenetics, Inc.,
Mountain View, CA). As sequéncias alternativas de aminoécidos
esperadas para uma sequéncia PNl humana sdo apresentadas na
Figura 11 A-D e nas SEQ ID NOS:7, 11 e 12, em que Xaa

representa 0, 1, 2, ou 3 aminoacidos.

Os transcritos da dimensdo do resultante PCS do SNP sdo entédo
confirmados com o presente para mARN ou cADN de SNP humano
(codificando para uma sequéncia de 1970-1990 aminocécidos da
Figura 11A-E). No entanto, tal como no Exemplo 1, nédo se
espera que tais transcritos sejam detectados em mARN do
cérebro. Este resultado esperado confirma novos membros
humanos da familia de genes de canais de sdédio (denominados
Nervo Periférico Humano do tipo I (HUMPN1A e HUMPNIB da
Figura 11A-E, em que X é 0, 1, 2 ou 3 do mesmo ou de

aminoacidos diferentes).
As sequéncias completas de ADN e de aminoédcidos de PNls

humanos inéditos sdo entdo confirmadas e espera-se que

contenham todas as caracteristicas de dominio estruturais e
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funcionais de uma subunidade o de um canal de sbédio sensivel

a voltagem de mamifero.
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REIVINDICAGOES

1. Um polipéptido isolado de um canal de sddio especifico

do sistema nervoso periférico (SNP), polipéptido esse que:

(1) compreende uma sequéncia de aminocdcidos que tem pelo
menos 90% de identidade com a FIGURA 7 (sequéncia de
aminoacidos); e

(i1) forma um canal de sdédio sensivel a voltagem do tipo I
do SNP capaz de transportar 1d0es de sdédio quando o

polipéptido é expresso em ovécitos de Xenopus.

2. O polipéptido da Reivindicacdo 1, compreendendo uma

sequéncia de aminodcidos que tem pelo menos 90% de

identidade em relacao a FIGURA 7 (sequéncia de
aminoacidos) .
3. O polipéptido da Reivindicacdo 1, compreendendo uma
sequéncia de aminodcidos da FIGURA 7 (sequéncia de
aminoacidos) .
4. Um anticorpo que se liga a um epitopo especifico para

um péptido de acordo com a Reivindicagado 2.

5. O anticorpo de acordo com a Reivindicacao 4, em que o
referido anticorpo é um anticorpo detectdvel que tem uma
marcagcao que pode ser detectada ou que se liga a uma

marcagao que pode ser detectada.

6. Uma célula hospedeira que produz um anticorpo de

acordo com a Reivindicacao 4.

Uma molécula de &acido nucleico isolada compreendendo:



(A) uma sequéncia polinucleotidica que codifica para uma
sequéncia de aminodcidos, gque tem pelo menos 90% de
identidade com a FIGURA 7 e que forma um canal de sdédio do
tipo I sensivel a voltagem do sistema nervoso periférico
(SNP) capaz de transportar ides sédio quando o)
polinucledtido é expresso em ovdcitos de Xenopus; ou

(B) uma molécula de &cido nucleico isolada compreendendo
uma sequéncia polinucleotidica que codifica para um
polipéptido de canal de sédio do sistema nervoso periférico

da FIGURA 7 (sequéncia de aminodacidos).

8. Uma molécula de &cido nucleico compreendendo a
sequéncia complementar a sequéncia polinucleotidica de

comprimento total apresentada na Reivindicacao 7(B).

9. Uma molécula de acido nucleico isolada de acordo com a
Reivindicacgao 7 compreendendo uma sequéncia

polinucleotidica da FIGURA 7 (sequéncia de acido nucleico).

10. Um método para a produgao de um vector recombinante
compreendendo a insercao de um  Aacido nucleico da

Reivindicacado 7 num vector.

11. Um vector recombinante compreendendo o &cido nucleico

da Reivindicacao 7,

12. Um método para a producdo de uma célula hospedeira
recombinante cultivada introduzindo o vector recombinante

da Reivindicagdo 11 numa célula hospedeira cultivada.

13. Uma célula hospedeira cultivada compreendendo o vector
da Reivindicacgao 11.
14. Um virido recombinante compreendendo o &acido nucleico

da Reivindicacgao 7.



15. Um método para a produgao recombinante de um

polipéptido, compreendendo os passos de:

(i) introducgdo do vector da Reivindicagdo 11 numa célula
hospedeira;

(ii) cultura da célula hospedeira sob condigdes qgue
permitam a expressao do polipéptido do vector; e

(1ii) isolamento do polipéptido.

16. Um ensaio bioldgico para aferir candidato a agente de
modulacao de um polipéptido de canal de sdédio (PCS) do

sistema nervoso periférico, compreendendo:

(A) contactar o agente candidato com uma linha celular que
expresse na membrana celular da referida célula o referido
PCS do sistema nervoso periférico, em que o referido PCS
compreende uma sequéncia de aminodcido da FIGURA 7
(sequéncia de aminodacido); e

(B) avaliar a modulagao da actividade bioldgica do CS da
referida célula mediada pelo referido contactar do referido

agente candidato.

17. O teste bioldgico de acordo com a Reivindicagédo 16, em
que a referida linha celular ¢é escolhida de células do
feocromocitoma (PCl2) ou uma forma recombinante destes,
compreendendo um acido nucleico de acordo com a

Reivindicagao 7.

18. Uma composicdo farmacéutica compreendendo um A&acido
nucleico de acordo com a Reivindicacdo 7, ou um &acido
nucleico antisenso complementar ao comprimento total deste

e um veiculo farmaceuticamente aceitdavel.
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CAEPHITRA COUTTRWCT GOAGARSGRS RAGMAGCAGA GRUTEARCCT
ATOARITODS ATGARCCARA. GUCUTUTETC ACRGRTGETT GIGTROGGRG
STTOPCATSS TOCCRARTTA ADATARASTC AGGGAARIGA ARARTURRST
CRARCATORG GARRACCTHC TACAAGATTG TTHARCBCRE TTGOTTIGAA
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RIGTGOGATE GRARARRCDTS RAAAGTGARCT TIURTARIGY CORRCTTUGT
TRCCTATETS WECTTCAMST TEURACTTTYT BALGGATULR CORTTATTAY
GTIATRCAGEN QTCGATICNG TTAATUTRGR CARGLAGCLC RRATRTGAAT
AERSCOTCTA CRISERYATT THRTTTTEITS POTTIRTOAT CRITGLETER
T?CT?S&ETT TEARCTTEYTT? CATIEIRTT ATCATAGRYA ATTTURALCR
AAG AAGUITGRAG GTURAGACRT CTITTYATGALR GRRAEARTNGR
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TIETTARIUTT CODRCTTRAG AAAOTAOIGR ACCTUTGAGYT BALEISROY
TUCAGARGTY CTRTGRGETT THOGAGHALT FIUATCCOER TEOEROCLAE
TURATAGRET TOTCTAAACT CITTGRTTTT SURGITHICT TERATRUICS
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ACARRGUGTE TTIDGOOTGN GAGTOOGRIM ATUGRTTCTE TIOUTTCALK
GATCOEARAGAR AGSTTORTOT CTUCABATOD TICUAMASTU TCOTATIAAD
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PAMAMGATAT GOUTTTTEAT ARTGTTHATE AGRASTUARE TOOREARRMA
CRCMNINTOCCA. OTTOATRCRS CADCTOTCCR COUTTTATATE ATADTGTARD
ARAGOCAZAL AMAGARRARY ATGARCAAGA CASARCANAA RAGGAMIACE
AAGDEARRAA TAGUARSGAA RGCAMRARAT AGRGCTTCAT TITIGATATA
TTEITIACRS COTUTGAMSG TURTTIATTT STOTTARTAR AACTOTITIG
ASGRAGTITA TECCARARYYC TTTTTIATCA ABATATITIC GARGGIMITS:
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Europiisches European Patent Office

Patentamt Postbus 5818
European 2280 HV RIJSWIJK
Patent Office NETHER(L?NDS

S " Tel. +31 (0)70 340-2040
gglf’er :vue'tospee" Fax +31 (0)70 340-3016

this communication:

Naylor, Kathryn May Tel.:+31 (0)70 340 45 00
Mathys & Squire LLP

120 Holborn

London

EC1N 2SQ

GRANDE BRETAGNE

Date

07.08.08

Reference Application No./Patent No.

P19793EP-PCTKMN 95939723.3 - 1212 /0789575

Applicant/Proprietor
TROPHIX PHARMACEUTICALS, INC., et al

Decision to grant a European patent pursuant to Article 97(1) EPC

Following examination of European patent application No. 95939723.3 a European patent with the title
and the supporting documents indicated in the communication pursuant to Rule 71(3) EPC dated
18.02.08 is hereby granted in respect of the desighated Contracting States.

The request for amendments received at the EPO on 30.06.08 and any subsequent modifications agreed
with the applicant have been taken into account.

Patent No. . 0789575

Date of filing 0 02.11.95

Priority claimed : 02.11.94/USA 334029
07.06.95/USA 482401

Designated Contracting States

and Proprietor(s) : AT BE CH DE DK ES FR GB GR IE IT LI LU MC NL PT SE
TROPHIX PHARMACEUTICALS, INC.
40 Cragwood Road
South Plainfield, NJ 07080/US

ATBE CHDEDKES FRGB GR IE IT LI LU MC NL PT SE
THE RESEARCH FOUNDATION OF

STATE UNIVERSITY OF NEW YORK

State University of New York at Stony Brook,

Stony Brook, NY 11794-3366/US

This decision will take effect on the date on which the European Patent Bulletin mentions the grant
(Art. 97(3) EPC).

The mention of the grant will be published in European Patent Bulletin 08/36 of 03.09.08.

Registered letter to EPO postal service: 01.08.08
EPO Form 2006A 12.07 01.08.08
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Patentamt

European
Patent Office

Office européen
des brevets

Naylor, Kathryn May
Mathys & Squire LLP
120 Holborn

London

EC1N 28Q

GRANDE BRETAGNE

European Patent Office
Postbus 5818

2280 HV RIJSWIJK
NETHERLANDS

Tel. +31 (0)70 340-2040
Fax +31 (0)70 340-3016

For any questions about
this communication:

Tel.:+31 (0)70 340 45 00

Date

07.11.08

Reference Application No./Patent No.
P19793EP-PCTKMN 95939723.3 - 1212/ 0789575

Applicant/Proprietor
NPS PHARMACEUTICALS, INC_, et al

Communication

concerning the registration of amendments relating to

M atransfer (R. 22 and 85 EPC)

[0 entries pertaining to the applicant / the proprietor (R. 143(1)(f) EPC)

As requested, the entries pertaining to the applicant of the above-mentioned European patent application /
to the proprietor of the above-mentioned European patent have been amended to the following:

AT BECHDE DKES FR GB GRIE IT LI LU MC NL PT SE

NPS PHARMACEUTICALS, INC.
550 Hills Drive, 3rd Floor
Bedminster, NJ 07921/US

ATBECHDEDKESFR GB GR IEIT LI LU MC NL PT SE

THE RESEARCH FOUNDATION OF
STATE UNIVERSITY OF NEW YORK

State University of New York at Stony Brook,
Stony Brook, NY 11794-3366/US

The registration of the changes has taken effect on 29.08.08.

In the case of a published application / a patent, the change will be recorded in the Register of European

Patents and published in the European Patent Bulletin (Section 1.12 /11.12).

Your attention is drawn to the fact that, in the case of the registration of a transfer, any automatic debit order
only ceases to be effective from the date of its express revocation (cf. point 14(c) of the Arrangements for

the automatic debiting procedure, Supplement to OJ EPO 10/2007).

EPO Form 2544 12.07 04.11.08
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