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(57) Resumo: SONDAS PEPTIDICAS PARA FINS
DIAGNOSTICOS E TERAPEUTICOS. Sio apresentados agentes e
métodos que podem ser usados para diagnosticar e tratar a diversas
doencas associadas a proteinas conformacionalmente alteradas. OS
agentes e métodos podem ser usados para identificar e liberar
farmacos Uteis para o tratamento de doencas associadas a proteinas
conformacionalmente alteradas.
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A. Prions e doengas associadas a prions

Prions sdo patdégenos de infecgdes que causam

encefalopatias espongiformes de sistema nervoso central em

seres humanos e animais. Prions sao diferentes de
bactérias, virus e virdides. Um precursor de prion
potencial & uma proteina denominada PrP 27-30, uma

glicoproteina hidrofébica de 28 quilodaltons que se
polimeriza (agrega) em filamentos em forma de bastao
encontrados como placas em cérebros infectados. O homdlogo
normal da proteina difere de prions pelo fato de que &
facilmente degradavel, enquanto prions sdo altamente
resistentes &as proteases. Fol sugerido que prions possam
conter quantidades extremamente pequenas de &acido nucléico
altamente infeccioso, indetectaveis por métodos de ensaio
convencionais. Veja, por exemplo, Benjamin Lewin, “Genes
IV”, Oxford Univ. Press, Nova York, 1990, na pagina 1.080.
No entanto, a hipdétese predominante atualmente é que ndo é
necessario um componente de &cido nucléico para a
infectividade da proteina de prion.

Os genes que codificam a proteina de prion completa
foram clonados, sequenciados e expressos em animais

P

transaénicos. A proteina de vrion celular normal, PrP¢ &
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amostra liquefeita de tecido cerebral, que & submetida a um
anticorpo usando Western Blot. Embora os resultados sejam
obtidos em seis a sete horas, o teste nao considera o
intervalo de tempo de seis meses entre o acGmulo de Prp*°
no cérebro e o surgimento de sintomas clinicos. A coleta de
bibdpsia de amidala e de sangue e ligquido cefalorraquidiano,
embora precisa, pode exigir uma interveng¢do cirurgica e
leva semanas até que sejam obtidos os resultados. A
espectroscopia de massa por ionizagdo por eletrospray (ESI-
MS) , ressondncia magnética nuclear (RMN) , dicroismo
circular (CD) e outras técnicas estruturais nao
amplificadas exigem grandes quantidades de amostras e
equipamento caros gque tipicamente se localizam a uma
dist8ncia substancial da fonte da amostra. Outras doeng¢as
associadas as proteinas conformacionalmente alteradas
apresentam dificuldades similares.
B. Encefalopatias transmissiveis espongiformes (TSEs)
Encefalopatias transmissiveis espongiformes ou "“TSEs”
sdo doengas neurodegenerativas fatais que incluem
distirbios humanos como, por exemplo, CID e kuru. Formas
animais de TSE incluem scrapie em carneiros, CWD em veados
e alces e BSE no gado. Essas doengas sdo caracterizadas
pela formagdo e aclimulo no cérebro de uma isoforma anormal
resistente & proteinase K (PrP-res) de uma proteina de
prion normal sensivel & protease codificada pelo hospedeiro
(PrP-sen). PrP-res é formada a partir de PrP-sen por um
processo pds-tradu¢do que envolve mudangas conformacionais
que convertem o PrP-sen em um agregado molecular e PrP-res
que possuili um teor maior de folha B. A formagdo desses

agregados macromoleculares de PrP-res estd intimamente
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associada a patologia cerebral mediada por TSE, na qual sé&o
formados depdsitos amildéides de PrP-res no cérebro, o qual,
eventualmente, se torna ‘“espongiforme” (preenchido com
orificios).

A PrP-sen proteina celular é uma sialoglicoproteina
codificada por um gene gue, em seres humanos, esta
localizado no cromossomo 20. O gene de PrP é expresso tanto
em tecidos neurais quanto ndo neurais, com a maior
concentracdo de seu mRNA sendo encontrada em neurdnios. O
produto da tradugdo do gene de PrP consiste em 253
aminoadcidos em seres humanos, 254 aminoacidos em hamsters e
camundongos, 264 aminodcidos em vacas e 256 aminodcidos em
carneiros (todas essas seqUéncias sao reveladas na Patente
U.S. N° 5.565.186, que descreve métodos de produgdo de
camundongos transgénicos que expressam PrP espécie-
especifico e é aqui incorporada por referéncia). Em
encefalopatias relacionadas a proteina de prion, o PrP-sen
celular é convertido no PrP-res alterado. PrP-res se
distingue de PrP-sen pelo fato de gque PrP-res se agrega
(veja, por exemplo, Caughey e Chesebro, Trends Cell. Biol.
7: 56-62, 1997); ele é& pelo menos parcialmente resistente a
digestdo por proteinase K (somente aproximadamente os 67
aminodcidos do terminal N sdo removidos por digestdo por

ntotrteinace 76 aob condicdes nas aquails PrP-sen é
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Veja, por exemplo, Kaneko e cols., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 92: 11.160-11.164, 1995; Kaneko e cols., J. Mol. Biol.
270: 574-586, 1997.
C. Proteinas amildides e doengas associadas

Na AD, CAA e CVD, o principal componente amildide & a
proteina amildide beta (AB). A proteina AP, que é gerada a
partir da proteina amildide beta precursora (APP) pela agao
de duas supostas secretases, estd presente em niveis baixos
no SNC e sangue normais. Como a APP pode ser clivada em
varios locais, a proteina AP de ocorréncia natural ndo &€ um
produto homogéneo. Duas formas abundantes encontradas em
placas amildéides sdo AP;..o (também denominada AB40) e APi a2
(também denominada AB42), que sdo produzidas por
truncamento alternativo do terminal carbdédxi de APP. Veja,
por exemplo, Selkoe e cols., PNAS USA 85: 7.341-7.345,
1988; Selkoe, Trends Neurosci. 16: 403-409, 1993. Af40 e
AB42 possuem seqiéncias de aminodcidos idénticas, com AB42
tendo dois residuos adicionais (Ile e Ala) em seu terminal
C. Embora AP40 seja mais abundante, AB42 €é a mais
fibrilogénica e é o componente principal das duas em
depdsitos amildides tanto de AD gquanto de CAA. Veja, por
exemplo, Wurth e cols., J. Mol. Biol. 319: 1.279-90 (2002).

Niveis plasmaticos elevados de AB42 foram associados a
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monoclonais.

Além dos depdsitos amildides em casos de AD descritos
acima, a maioria dos casos de AD estad associada a depdsito
amildéide nas paredes vasculares. Veja, por exemplo, Hardy,
1997, supra; Haan e cols., 1990, supra; Terry e cols.,
supra; Vinters H.V., Cerebral amyloid angiopathy, Stroke
Mar-Abr; 18(2): 311-324, 1987; Itoh Y., e cols. “Subpial
beta/A4 peptide deposits are closely associated with
amyloid angiopathy in the elderly”, Neurosci. Lett. 155(2):
144-147, Jun. 11, 1993; Yamada M., e cols., "“Subarachnoid
haemorrhage in the elderly: a necropsy study of the
association with cerebral amyloid angiopathy”, J. Neurol.

Neurosurg. Psychiatry 56(5): 543-547, Maio, 1993; Greenberg

S.M., e cols., “The clinical spectrum of cerebral amyloid
angiopathy: presentations without lobar hemorrhage”,
Neurology 43(10): 2.073-2.079, outubro de 1993. Essas

lesdes vasculares foram as caracteristicas principais da
CAA, que podem existir na auséncia de AD.

Embora a base molecular da AD ainda ndo tenha sido
estabelecida, a doencga estéa associada a montagens
neurotéxicas de AP42. Pessoas normais possuem proteina Af
solivel circulando no plasma e no liquido cefalorraquidiano
(LCR) . Alguns estudos in vitro indicam que a
neurotoxicidade estd correlacionada com a presenga de
montagens fibrilares de AB42 e com a conformagdo de folha B
de APB42. Foi relatado gque algumas moléculas presentes no
LCR inibem a formacdo de fibrila de Af42 como, por exemplo,
apolipoproteina E (ApOE) , apolipoproteina J (ApoJd) ,
componente amildéide sérico P (SAP), transtiretina (TTR),

antiquimotripsina (ACT) e a2-macroglobulina (a2M), embora
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também haja relatos de que apoE e ACT promovem a montagem
de AB42 em filamentos in vitro. Também foi demonstrado que
anticorpos anti-Af humanos bloqueiam a formagdo de fibrila
de AB42 e evitam a neurotoxicidade induzida por AP42 in
vitro. Veja, por exemplo, Ono e cols., Neurobiol. Disease
20: 233-40 (2005).

O mecanismo de formagdo de fibrila de AP in vitro foi
explicado por um modelo dependente de nucleagdac, com duas
fases. A primeira fase, formag¢do do naGcleo, envolve a
associacdo de monbmeros, e acredita-se gue seja uma etapa
limitante da taxa, termodinamicamente desfavoravel na
formacdo de fibrila. A fase seguinte, extensdo, envolve a
adicdo de mondémeros as extremidades de fibrilas existentes,
e & mails termodinamicamente favoravel. Veja, por exemplo,
Ono e cols., supra.

Outra forma patogénica da proteina AP consiste em
oligébmeros AP solGveis (também conhecidos como 1ligantes
oligoméricos AP, ou ADDLs). A atividade neurotdxica de
ADDLs foi estabelecida em varios modelos in vitro, e
verificou-se que os niveis no cérebro humano de ADDL estdo
acentuadamente elevados em pacientes com AD. Veja, por
exemplo, Gong e cols., PNAS 100: 10.417-22 (2003).

A transtiretina humana (TTR) & uma proteina plasmatica
normal composta por quatro unidades estruturadas idénticas,
predominantemente de folha B, e ela serve como um
transportador do horménio tiroxina. A automontagem anormal
de TTR em fibrilas amildides causa duas formas de doenga
humana, especificamente amiloidose sistémica senil (SSA) e
polineuropatia amildéide familiar (FAP). Veja, por exemplo,

Kelly, Curr. Opin. Struct. Biol. 6(1): 11-17, 1996. A causa
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da formagdo de amildéide na FAP consiste em mutagdes
pontuais no gene de TTR; a causa de SSA & desconhecida. O
diagnéstico clinico é estabelecido histologicamente pela
deteccdo de depdsitos de amildide in situ em material de
bidépsia.

Até hoje, sabe-se pouco sobre o mecanismo da conversédo
de TTR em amildide in viyo. No entanto, varios laboratdrios
demonstraram que a conversdo de amildéide pode ser simulada
in vitro por desnaturagdo parcial de TTR humana normal.
Veja, por exemplo, McCutchen e cols., Biochemistry 32(45):
12.119-12.127, 1993; McCutchen e Kelly, Biochem. Biophys.
Res. Comm. 197(2): 415-421, 1993. O mecanismo de transigado
conformacional envolve um intermedidrio conformacional
monomérico  due se polimeriza em fibrilas amildides
estruturadas lineares em folha B. Lai e cols., Biochemistry
35(20): 6.470-6.482, 1996. O processo pode ser atenuado por
ligacd3o com moléculas estabilizantes como, por exemplo,
tiroxina ou triiodofenol. Miroy e cols., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 93(26): 15.051-15.056, 1996.

O mecanismo preciso pelo qual as placas neuriticas sao
formadas e o relacionamento da formag¢do de placa com oOs
processos neurodegeneratiVos associados a doenga ndo estdo
bem definidos. As fibrilas amildides nos cérebros de
pacientes com doenga de Alzheimer e doenga de prion sdo
conhecidas por resultarem na ativagdo inflamatdria de
certas células. Por exemplo, culturas microgliais primarias
e a linhagem de células monociticas THP-1 s&o estimuladas
por PB-amildéide fibrilar e peptideos de prion para ativar
cascatas 1idénticas de transducdo de sinal inflamatdrias

dependentes de tirosina quinase. A resposta de sinalizagdo
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despertada por p-amildéide e fibrilas de prion leva a
produgao de produtos neurotdxicos, que sdao em parte
responsaveis pela neurodegeneragdo. Veja, por exemplo,
Combs e cols., J. Neurosci. 19: 928-939, 1999.

Os métodos de deteccao para proteinas
conformacionalmente alteradas associadas aos disturbios
mencionados anteriormente como, por exemplo, AD, CAA e CVD,
também sdo inadequados pelo fato de que, da mesma forma que
as técnicas de detecc¢do de prion mencionadas previamente,
eles freqglilentemente necessitam de coleta de tecido post-
mortem. Além disso, ensaios baseados em anticorpos podem
nio ser eficazes, pois anticorpos podem ndo distinguir as
formas da proteina causadoras de doenga da proteina normal.

SUMARIO DA INVENGAO

A presente inveng¢do fornece métodos, sondas, agentes e
kits que podem ser usados para diagnosticar e tratar
diversas doencas associadas as proteinas em um estado
estrutural especifico. Os agentes e métodos também podem
ser usados para identificar outros agentes uUteis para o
tratamento ou prevengao dessas doengas.

De acordo com uma modalidade, é fornecido um método
para a identificag¢do de uma proteina-alvo presente em um
estado especifico de auto-agregagdo em uma amostra, que
compreende: (a) o contato da amostra com uma sonda
peptidica para a proteina-alvo, em que a sonda peptidica se
liga preferencialmente a proteina-alvo em um estado
especifico de auto-agregagdo; e (b) a detecgdo de gqualquer
ligacdo entre a sonda peptidica e qualquer proteina-alvo
presente no estado especifico de auto-agregagao,

identificando, dessa forma, qualquer proteina-alvo presente
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no estado especifico de auto-agregagao. Em algumas
modalidades, a sonda peptidica se liga preferencialmente a
proteina-alvo em um estado especifico de auto-agregagdo
selecionado do grupo que consiste em monémeros, oligdmeros
solliveis e auto-agregados insolGveis. Em algumas
modalidades, a sonda peptidica se liga preferencialmente a
proteina-alvo em um estado especifico de auto-agregagao
selecionado do grupo que consiste em auto-agregados amorfos
insolGveis, protofibrilas e fibrilas.

Em algumas modalidades, a proteina-alvo & selecionada
do grupo que consiste na proteina precursora do
polipeptideoc amildide da ilhota, proteina amildide beta ou
peptideo AP, amiléide sérico A, insulina, amilina,
componente nao beta-amildide, prions, hemoglobina,
imunoglobulinas ou fragmentos microglobulina-f, destas, oa-
sinucleina, rodopsina, oal-antiquimotripsina, cistalinas,
tau, p53, presenilinas, receptor de lipoproteina de baixa
densidade, apolipoproteinas, superdxido dismutase,
proteinas do neurofilamento, transtiretina, procalcitonina
ou calcitonina, fator natriurético atrial, gelsolina,
regulador transmembrana da fibrose cistica, proteina da
doenga de Huntington, cadeia alfa de fibrinogénio,
fenilalanina hidroxilase, colageno, beta-hexosaminidase e
proteina cistatina C.

Em algumas modalidades, a sonda peptidica ainda
compreende um marcador detectavel. Em algumas modalidades,
a sonda peptidica é imobilizada em um suporte sdlido.

Em modalidades especificas, a sonda peptidica
compreende uma seqiéncia de aminodcidos selecionada de ID.

DE SEQ. N°: 36 e ID. DE SEQ. N°: 45.
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De acordo com outra modalidade, €& fornecido um método
in vivo para a identificacdo de uma proteina-alvo presente
em um paciente em um estado especifico de auto-agregagao,
que compreende: (a) a administragdo ao paciente de uma
sonda peptidica para a vproteina—alvo, em gque a sonda
peptidica se 1liga preferencialmente & proteina-alvo no
estado especifico de auto-agregagdo e em dque a sonda
peptidica é marcada com um marcador detectavel; e (b) a
avaliagio do individuo quanto a sonda peptidica marcada
localizada na proteina-alvo presente no paciente,
identificando, dessa forma, proteina-alvo presente no
paciente no estado especifico de auto-agregagdo. Em algumas
modalidades, a sonda peptidica se liga preferencialmente a
proteina-alvo em um estado especifico de auto-agregacgdo
selecionado do grupo que consiste em mondmeros, oligdmeros
soliveis e auto-agregados insoltGveis.

Em algumas modalidades, a proteina-alvo €& selecionada
do grupo que consiste na proteina precursora do
polipeptideo amildéide da ilhota, proteina beta ou peptideo
AR amildéide, amildéide sérico A, insulina, amilina,
componente nao beta-amildide, prions, hemoglobina,
imunoglobulinas ou fragmentos destas f;-microglobulina, o-
sinucleina, rodopsina, al-antiguimotripsina, cistalinas,
tau, p53, presenilinas, receptor de lipoproteina de baixa
densidade, apolipoproteinas, superdxido dismutase,
proteinas do neurofilamento, transtiretina, procalcitonina
ou calcitonina, fator natriurético atrial, gelsolina,
regulador transmembrana da fibrose cistica, proteina da
doenga de Huntington, cadeia alfa de fibrinogénio,

fenilalanina hidroxilase, coldgeno, beta-hexosaminidase e
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proteina cistatina C.

De acordo com outra modalidade, é fornecido um método
para evitar a formagdo de agregados protéicos de uma
proteina-alvo, gque compreende o contato da proteina-alvo
com uma sonda peptidica para a proteina-alvo, em que a
sonda peptidica se liga preferencialmente a proteina-alvo
em um estado especifico de auto-agregagdo, evitando, dessa
forma, a formacdo de agregados protéicos de ordem superior
da proteina-alvo. Em algumas modalidades, a sonda peptidica
se 1liga preferencialmente a proteina-alvo em um estado
especifico de auto-agregag¢do selecionado do grupo que
consiste em mondmeros, oligbmeros soluveis e auto-agregados
insoldveis.

Em algumas modalidades, a proteina-alvo é selecionada
do grupo que consiste na proteina precursora do
polipeptideo amildide da ilhota, proteina beta ou peptideo
AR amildéide, amildide sérico A, insulina, amilina,
componente nao beta-amildide, prions, hemoglobina,
imunoglobulinas ou fragmentos microglobulina-f, destas, a-
sinucleina, rodopsina, oal-antiquimotripsina, cistalinas,
tau, p53, presenilinas, receptor de lipoproteina de baixa
densidade, apolipoproteinas, superdxido dismutase,
proteinas do neurofilamento, transtiretina, procalcitonina
ou calcitonina, fator natriurético atrial, gelsolina,
regulador transmembrana da fibrose cistica, proteina da
doenca de Huntington, cadeia alfa de fibrinogénio,
fenilalanina hidroxilase, coladgeno, beta-hexosaminidase e
proteina cistatina C.

De acordo com outra modalidade, é fornecido um método

de liberagdo de um agente terapéutico a uma proteina-alvo,
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que compreende a combinag¢doc do agente terapéutico com uma
sonda peptidica para a proteina-alvo e administragdo da
combinagdo de sonda peptidica-agente terapéutico a um
paciente gque dela necessite. Em algumas modalidades, a
sonda peptidica compreende uma seqUéncia de aminodcidos que
corresponde a uma regiéo~da proteina-alvo que passa por uma
mudan¢a conformacional de uma conformagdao alfa-helicoidal
para uma conformacaoc de folha beta, e a sonda peptidica
passa por uma mudan¢a conformacional de uma conformagado
alfa-helicoidal para uma conformagdo de folha beta e a
sonda peptidica ndo compreende a sequéncia de comprimento
total da proteina-alvo. Em algumas modalidades, a sonda
peptidica se liga preferencialmente & proteina-alvo em um
estado especifico de auto-agregagdo como, por exemplo,
mondmeros, oligbmeros solaveis e agregados insolGveis. Em
algumas modalidades, o agente terapéutico possuil atividade
anti-amildide.

De acordo com outra modalidade, é fornecido um método
de avaliacdo da capacidade de um agente para inibir a
agregagcdo de uma proteina-alvo, que compreende: (A) o
contato de uma proteina de fusdo e de um agente de teste, a
proteina de fusdo compreendendo: (i) uma sonda peptidica
para a proteina-alvo, em que: (a) a sonda peptidica
compreende uma sequéncia de aminodcidos que corresponde a
uma regido da proteina;alvo gque passa por uma mudanga
conformacional de uma conformagdo alfa-helicoidal para uma
conformagdao de folha beta, (b) a sonda peptidica passa por
uma mudanga conformacional de uma conformagao alfa-
helicoidal para uma conformagdo de folha beta, e (c) a

sonda peptidica ndo compreende a sequéncia de comprimento
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total da proteina-alvo; e (ii) um marcador Jue gera um
sinal dependente do estado de agregagdo da proteina de
fusdo; (B) a detec¢do de um sinal gerado pelo marcador; e
(C) a correlacdo do sinal com a capacidade do agente para
inibir a agrega¢do da proteina-alvo.

De acordo com outra modalidade, é fornecido um método
de avaliacdo da capacidade de um agente para inibir a
agregacdo de uma proteina-alvo, dque compreende: (A) o
contato da proteina-alvo, uma proteina de fusdo, e um
agente de teste, a proteina de fusdo compreendendo: (i) uma
sonda peptidica para a proteina-alvo, em que: (a) a sonda
peptidica compreende uma seqléncia de aminoadcidos que
corresponde a uma regido da proteina-alvo que passa por uma
mudanca conformacional de uma conformagdo alfa-helicoidal
para uma conformag¢do de folha beta, (b) a sonda peptidica
passa por uma mudanga conformacional de uma conformagao
alfa-helicoidal para uma conformagdo de folha beta, e (c) a
sonda peptidica ndo compreende a seqUéncia de comprimento
total da proteina-alvo; e (ii) um marcador gue gera um
sinal dependente do estado de agregagdo da proteina de
fusdo; (B) a detecgdo de um sinal gerado pelo marcador; e
(C) a correlacdo do sinal com a capacidade do agente para
inibir a agregag¢do da proteina-alvo.

De acordo com outra modalidade, é fornecido um método
de avaliacdo da capacidade de um agente para inibir a
agregagdo de uma proteina-alvo, que compreende: (A) a
submissdo de uma proteina de fusdo as condigdes Jue
promovem agrega¢do, a proteina de fusdo compreendendo: (1)
uma sonda peptidica para a proteina-alvo, em que: (a) a

sonda peptidica compreende uma seqléncia de aminoacidos que
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corresponde a uma regiéomda proteina-alvo que passa por uma
mudanga conformacional de uma conformagdo alfa-helicoidal
para uma conformagdo de folha beta, (b) a sonda peptidica
passa por uma mudanga conformacional de uma conformagdo
alfa-helicoidal para uma_conformacéo de folha beta, e (c) a
sonda peptidica ndo compreende a sequUéncia de comprimento
total da proteina-alvo; e (ii) um marcador gue gera um
sinal dependente do estado de agregag¢do da proteina de
fusdo; (B) a detecgdo de um primeiro sinal gerado pelo
marcador; (C) a submissdo da proteina de fusdo as condig¢des
gue promovem agregagao na presenga de um agente de teste, e
a deteccdo de um segundo sinal gerado pelo marcador; e (D)
a avaliag¢d3o das intensidades relativas do primeiro e
segundo sinais, identificando, dessa forma, um agente que
inibe a agregag¢do da proteina-alvo.

De acordo com outra modalidade, é fornecido um método
de avaliacdo da capacidade de um agente para inibir a
agregagdo de uma proteina-alvo, que compreende: (A) o
contato de uma proteina de fusdo e a proteina-alvo, em que
a proteina de fusdo compreende (i) uma sonda peptidica para
a proteina-alvo, em que: (a) a sonda peptidica compreende
uma sequéncia de aminodcidos que corresponde a uma regido
da proteina-alvo que passa por uma mudanga conformacional
de uma conformagdo alfa-helicoidal para uma conformag¢dao de
folha beta, (b) a sonda peptidica passa por uma mudanga
conformacional de uma conformagdo alfa-helicoidal para uma
conformacdo de folha beta, e (¢) a sonda peptidica néo
compreende a seguéncia de comprimento total da proteina-
alvo; e (ii) um marcador que gera um sinal dependente do

estado de agregacdo da proteina de fusdo; (B) a detecgado de
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um primeiro sinal gerado pelo marcador; (C) o contato da
proteina de fusdo, da proteina-alvo e de um agente de
teste, e a detecgdo de um segundo sinal gerado pelo
marcador; e (D) a avaliagdo das intensidades relativas do
primeiro e segundo sinais, identificando, dessa forma, um
agente que inibe a agrega¢ao da proteina-alvo.

De acordo com outra modalidade, é fornecido um método
de identificag¢do de uma sonda peptidica para uma proteina-
alvo que exibe uma tendéncia aumentada ou diminuida para
formar agregados em relagdo a uma sonda peptidica de
referéncia, que compreende: (A) a detec¢do de um primeiro
sinal gerado por uma proteina de fusdo de referéncia que
compreende (i) uma sonda peptidica de referéncia que
compreende (a) uma sequéncia de aminodcidos que corresponde
a uma regido da proteina-alvo que passa por uma mudanga
conformacional de uma conformag¢do alfa-helicoidal para uma
conformacdo de folha beta, (b) em que a sonda peptidica
passa por uma mudanga conformacional de uma conformagao
alfa-helicoidal para uma conformacdo de folha beta, e (c) a
sonda peptidica de referéncia ndo compreende a sequéncia de
comprimento total da proteina-alvo; e (i1) proteina
fluorescente verde; (B) a detecgdo de um segundo sinal
gerado por uma proteina de fusdo de teste que compreende
uma sonda peptidica de teste e proteina fluorescente verde,
em que a sonda peptidica de teste €& um mutante da sonda
peptidica de referéncia gque compreende uma insergao,
eliminag¢do ou substituigdo de aminodcidos em relagdo a
seqiiéncia de aminodcidos da sonda peptidica de referéncia;
e (C) a correlacdo da intensidade do segundo sinal em

relagdo ao primeiro sinal, identificando, dessa forma, uma
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sonda peptidica para uma proteina-alvo que exibe uma
tendéncia aumentada ou diminuida para formar agregados em
relacdo a sonda peptidica de referéncia.

De acordo com outra modalidade, & fornecido um método
de identificag¢do de uma sonda peptidica especifica para uma
proteina-alvo em um estado estrutural especifico que se
enquadra em um espectro de estados estruturais que varia de
um limite inferior de mondmeros solGveis a um limite
superior de auto-agregados insoluveils, que compreende: (A)
a submissdo de uma proteina de fusdo as condigdes que
promovem auto-agregag¢ao, a proteina de fusdo compreendendo:
(i) uma sonda peptidica para a proteina-alvo, em que: (a) a
sonda peptidica compreende uma sequéncia de aminoacidos que
corresponde a uma regido da proteina-alvo que passa por uma
mudanca conformacional de uma conformagdo alfa-helicoidal
para uma conformagdo de folha beta, (b) a sonda peptidica
passa por uma mudanga conformacional de wuma conformagdo
alfa-helicoidal para uma conformagdo de folha beta, e (c) a
sonda peptidica ndo compreende a sequéncia de comprimento
total da proteina-alvo; e (ii) proteina fluorescente verde;
(B) a deteccdoc de um sinal gerado pela proteina de fusdo; e
(C) a correlacgao da intensidade do sinal com a
especificidade da sonda peptidica para uma proteina-alvo em
um estado estrutural especifico, identificando, dessa
forma, uma sonda peptidica especifica para uma proteina-
alvo em um estado estrutural especifico.

De acordo com outra modalidade, & fornecido um método
para o tratamento de uma doenga associada a uma proteina-
alvo, que compreende o contato da proteina-alvo com uma

proteina de fusdo que compreende: (i) uma sonda peptidica
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para a proteina-alvo, em que a sonda peptidica se 1liga
preferencialmente & proteina-alvo e (1i) um agente
terapéutico.

BREVE DESCRIQKO DOS DESENHOS

A FIG. 1 ilustra o mondémero o-helicoidal e dimero de
folha B de um conformador de TSE, Jjuntamente com varias
modalidades das sondas reveladas. A forma normal do tipo
selvagem (wt) da proteina de prion (PrP®) prefere um estado
monomérico, enquanto a forma anormal, dque causa doenga
(PrP), prefere o estado multimérico (dimérico ou maior) .

A PFPIG. 2 ilustra uma analise diagndstica de uma
amostra gue contém proteina de TSE composta por folhas B. A
reagcdao de cima indica o processo na presenga de uma
proteina incorretamente enovelada em uma amostra, enquanto
a reagdo de baixo indica o processo na auséncia de uma
proteina incorretamente enovelada em uma amostra.

A FIG. 3 ilustra wuma sonda palindrbmica para a
proteina de prion.

A FIG. 4 ilustra a medida de fluorescéncia de fusdo de
sonda peptidica de Alzheimer-GFP (Alz) e fusdo de sonda
peptidica de Prion-GFP (Pri). Foram feitas medidas apds
indug¢do de expressdo e incubagao das células por 3 horas a
37°C (grafico da esquerda) ou 5 horas a 30°C (grafico da
direita) .

A FIG. 5 ilustra a fluorescéncia caracteristica de
mondmeros (medida a 378 nm) e dimeros (medida a 495 nm) de
sondas peptidicas marcadas com pireno.

A FIG. 6 ilustra a reatividade de uma sonda peptidica
especifica para proteina PrP°® com PrP°° presente em trinta

fracgdes obtidas de amostras de cérebro de hamster infectado
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por scrapie. O eixo y mostra as proporgdes relativas de
Ip/Iv de cada fragdo. O tamanho dos agregados de Prp°c
presentes em cada fracéo.aumenta ao longo do eixo X.

A FIG. 7 ilustra a reatividade de uma sonda peptidica
especifica para PrP*°® com PrP°° em soros de carneiros
infectados, e sua auséncia de reatividade com soros de
carneiros normais. Na Figura, “HP 1” designa uma amostra de
pool de soros de carneiros saudaveis com 3 meses de idade;
“HP 2” designa uma amostra de pool de soros de carneiros
saudaveis com 2 anos de idade; “1lnl” a “1n4” designam soro
de carneiros com scrapie com 18-24 meses de idade, e “1n5”
designa soro de um carneiro terminal.

A FIG. 8 ilustra a melhora na proporgdo sinal/ruido
obtida por sonificagdo das amostras antes da analise da
reatividade de uma sonda peptidica especifica para Prp°°
com PrP°® em soros de carneiros infectados e carneiros
normais. Na Figura, “HP 1” designa uma amostra de pool de
soros de carneiros saudaveis com 3 meses de idade; “HP 2”
designa uma amostra de pool de soros de carneiros saudaveis
com 2 anos de idade; “1nl” a “1ln4” designam soro de
carneiros com scrapie com 18-24 meses de idade, e “1nb5”
designa soro de um carneiro terminal.

A FIG. 9 ilustra a reatividade de uma sonda peptidica
especifica para PrP°® com PrP°° presente nos componentes
sanguineos de carneiro (camada de células brancas, soro e
plasma) .

A FIG. 10 ilustra a fluorescéncia, em um ensaio de GFP
baseado em células de proteinas de fusdo gque compreendem
GFP e uma sonda peptidica especifica para AB (ID. DE SEQ.

N°: 36); AB42 (ID. DE SEQ. N°: 42), ou para o clone mutante
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de APB42 GM6 (ID. DE SEQ. N°: 44).

A FIG. 11 ilustra a reatividade de uma sonda peptidica
especifica para Al (ID. DE SEQ. N°: 36) com diferentes
formas estruturais de AB40 e AB42. A Fig. 1llA mostra a
reatividade com fibras de AB40 e AP42 e ndo reatividade com
mondmeros de AB40. A Fig. 11B mostra a reatividade com
oligdmeros de AB40 e AB42.

A FIG. 12 ilustra a habilidade de uma sonda peptidica
especifica para AB (ID. DE SEQ. N°: 36) para detectar AB40
e AB42 em amostras de 1liguido cefalorraquidiano humano
(LCR) obtidas de pacientes com Alzheimer. A sonda peptidica
é capaz de estratificar pacientes com Alzheimer (preto) de
pacientes saudaveis com idades combinadas (branco) com um
valor p = 0,0005. A Fig. 12A apresenta os dados para cada
paciente, enquanto a Fig.1l2B apresenta os dados médios para
cada grupo de pacientes.

A FIG. 13 ilustra a habilidade de uma sonda peptidica
imobilizada especifica para AB3 (ID. DE SEQ. N°: 36) para
detectar AB40 e AP42 em amostras de soro humano de
pacientes com Alzheimer. A sonda peptidica & capaz de
estratificar pacientes com Alzheimer (preto) de pacientes
saudaveis com idades combinadas (branco) com um valor p =
0,045.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGCAO

A presente invengdo fornece sondas e métodos para a
deteccdo de proteinas em um estado estrutural especifico,
incluindo proteinas incorretamente enoveladas e proteinas
auto-agregadas, tais como aquelas associadas a estados de
doenca, e sondas e métodoé para o tratamento desses estados

de doenga. Mais particularmente, a presente invengao
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fornece métodos, sondas e kits para a detecgdo de proteinas
em um estado estrutural especifico em uma amostra ou in
vivo. Em algumas modalidades, as proteinas estdo associadas
as doencas amiloidogénicas. A invengdo também fornece
métodos, agentes e kits para o tratamento de doengas
associadas a essas proteinas, e para a identificagdo de
outros agentes Uteis para o tratamento dessas doengas.

Alguns aspectos da invengdo estdo relacionados ao
diagndéstico e tratamento de doengas e condigdes associadas
a um estado estrutural especifico de uma proteina, por
exemplo, uma conformagdo especifica ou um estado de auto-
agregacdo de uma proteina. Proteinas que estdo associadas a
doenca humana quando adotam um estado conformacional ou
auto-agregado especifico sdo conhecidas na técnica.
Exemplos de tais doeng¢as incluem doengas amiloidogénicas.

As referéncias aqui citadas, incluindo patentes e
pedidos de patente, sd3o incorporadas por referéncia, em sua
totalidade.

Os termos técnicos e cientificos aqui utilizados
possuem os significados comumente entendidos por aqueles
habilitados na técnica & qual a presente invengdo pertence,
a menos que definido de forma diferente. Neste, pedido é
feita referéncia a Vvarias metodologias conhecidas por
aqueles habilitados na técnica. Publicagdes e outros
materiais que apresentem essas metodologias conhecidas aos
quais é feita referéncia s8o aqui incorporados por
referéncia em suas totalidades, como se fossem apresentados
em sua totalidade. Trabalhos de referéncia gque apresentam
os principios gerais de tecnologia de DNA recombinante

incluem Sambrook, J., e cols. (1989) “Molecular Cloning: A
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Laboratory Manual”, 2* Ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Planview, N.Y.; McPherson, M.J. Ed. (1991) “Directed
Mutagenesis: A Practical Approach”, IRL Press, Oxford;
Jones, J. (1992) “Amino Acid and Peptide Synthesis”, Oxford
Science Publications, Oxford; Austen, B.M. e Westwood,
O.M.R. (1991) “Protein Targeting and Secretion”, IRL Press,
Oxford. Quaisquer materiais adequados e/ou métodos
conhecidos por aqueles habilitados na técnica podem ser
utilizados na pratica da presente invengdo. No entanto, sao
descritos materiais e métodos preferidos. Materiais,
reagentes e semelhantes aos quais se faz referéncia na
descric3o e nos exemplos seguintes podem ser obtidos de
fontes comerciais, a menos que observado de forma
diferente.

A. Definigdes

Como aqui usadas, as formas no singular “um”, “uma”,
“o” e “a” designam tanto o singular gquanto o plural, a
menos gque expressamente definido para designar somente o
singular.

Como aqui usado, o termo “cerca de” serd entendido por
agqueles habilitados na técnica e ira variar em algum grau
dentro do contexto no qual for usado. Caso haja usos do
termo gue ndo sejam claros para aqueles habilitados na
técnica considerando o contexto no qual é usado, “cerca de”
significaria mais ou menos 10% do termo especifico.

Como aqui usada, a frase “quantidade terapeuticamente
eficaz” significa aquela dosagem do farmaco que fornece a
resposta farmacolégica especifica para a gqual o farmaco é
administrado em um numero significativo de individuos que

necessitam desse tratamento. Deve-se enfatizar dque uma
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conformacional” refere-se a presenga de uma conformag¢do de
proteina em particular, por exemplo, uma hélice a, fitas f3
paralelas e antiparalelas, um ziper de leucina, um dedo de

zinco etc. Além disso, limitag¢des conformacionais podem

incluir informagdes de seqtiéncia de aminodcidos, sem
informa¢des estruturais adicionais. Como exemplo, “-C-X-X-
C-” & uma 1limitag¢do conformacional que indica gque dois

residuos de cisteina devem ser separados por dois outros

residuos de aminodcidos, cujas identidades sdo irrelevantes

no contexto dessa restrigdo especifica. Uma “mudanga
conformacional” €& uma mudanga de uma conformagdo para
outra.

“Prion” é uma contragdo das palavras “proteina” e
“infecgdo”. As expressdes “proteina Prp”, “Prp” e
semelhantes sdo aqui usadas de forma intercambiavel para
significar tanto a forma de particula de infecgdes (“PrP”)
conhecidas por causar doengas (por exemplo, encefalopatias
espongiformes) em seres humanos e animais, quanto a forma
ndo infecciosa (“PrP®”) que, sob condi¢des adequadas, &
convertida na forma infecciosa, PrP°¢. Os termos “prion”,

Sen e gemelhantes sdo

“proteina de prion”, “proteina PrP
agqui usados de forma intercambidvel para se referirem a
forma infecciosa PrP® de uma proteina PrP. Particulas de
prion sdo compostas, em grande parte, e ndo exclusivamente,
por moléculas de PrP°® codificadas por um gene de PrP.
Prions sd3o diferentes de Dbactérias, virus e virdides.
Prions conhecidos infectam animais e causam scrapie, uma
doenca degenerativa, transmissivel, do sistema nervoso de

carneiros e cabras, bem como BSE (ou doenga da vaca louca)

e encefalopatia espongiforme transmissivel felina de gatos.
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As quatro doengas de prion conhecidas por afetarem seres
humanos s&o: (1) kuru, (é) CcJD, (3) GSS e (4) FFI. Como
aqui usado, o termo ‘“prion” inclui todas as formas de
prions que causam todas ou qualquer uma dessas doengas ou
outras em quaisquer animais usados e, em particular, em
seres humanos e animais de criag¢do domesticados.

O termo “gene de PrP” é aqui usado para descrever
material genético que expressa proteinas gque incluem
polimorfismos e mutagdes patogénicas conhecidas. O termo
“gene de PrP” refere-se geralmente a dgqualquer gene de
qualgquer espécie que codifique qualquer forma de uma
proteina de prion. O gene de PrP pode ser de qualquer
animal, e inclui todos polimorfismos e mutagdes deste,
sendo reconhecido que os termos incluem outros desses genes
de PrP que ainda serdo descobertos. A proteina expressa poxr
esse gene pode assumir uma forma PrP° (n3o doenga) ou Prp*®°©
(doenca) .

O termo proteina ABR” é aqui usado para se referir a
todas as formas da proteina AP, incluindo AB40 e AB42.

“Proteinas ou polipeptideos recombinantes” referem-se
as proteinas ou aos polipeptideos produzidos por técnicas
de DNA recombinante, ou seja, produzidos por células,
micrébios ou mamiferos, transformados por uma construgdo de
expressdo de DNA recombinante exdgeno que codifica a
proteina ou polipeptideo desejado. Proteinas ou
polipeptideos expressos na maioria das culturas bacterianas
tipicamente serado livres de glicano. Proteinas ou
polipeptideos expressos em leveduras podem ter um padrdao de

glicosilagdo diferente dagquele expresso em células de

mamiferos.
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Proteinas ou polipeptideos “nativos” ou “de ocorréncia
natural” referem-se as proteinas ou aos polipeptideos
recuperados de uma fonte que ocorre na natureza. Uma
proteina ou polipeptideo nativo incluiria modificagdes pds-
traducgao, incluindo, sem limitacgdo, acetilagao,
carboxilacao, glicosilagao, fosforilacao, lipidagéao,
acilagdo e clivagem.

Uma “sequéncia codificadora” de DNA ou de
polinucleotideo é uma sequéncia de DNA ou de
polinucleotideos que é transcrita em mRNA e traduzida em um
polipeptideo em uma célula hospedeira quando colocada sob o
controle de sequéncias reguladoras apropriadas. Os limites
da sequiéncia codificadora sdo o cddon de inicio no terminal
N 5’ e o cbédon de parada de tradugdo no terminal C 3’. Uma
sequéncia codificadora pode incluir sequéncias
procaridticas, c¢DNA de mRNA eucaridético, sequéncias de DNA
genémico de DNA eucaridtico, e seqiéncias de DNA sintético.
Uma sequéncia de terminagdo de transcrigdo normalmente
estard localizada 3’ em relagdo a sequéncia codificadora.

“Seqiiéncia de DNA ou de polinucleotideos” €& um
heteropolimero de desoxirribonucleotideos (bases adenina,
guanina, timina, citosina) . Sequéncias de DNA ou de
polinucleotideos que codificam as proteinas ou os
polipeptideos desta invengdo podem ser montadas a partir de
fragmentos de DNA  derivados de cDNA sintético e
vinculadores de oligonucleotideo curtos para fornecer um
gene sintético que seja capaz de ser expresso em um vetor
de expressdo de DNA recombinante. Na discuss3o da estrutura
de moléculas de DNA de fita dupla em particular, as

sequéncias podem ser aqui descritas de acordo com a
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compreendem um dominio estrutural comum que seja pelo menos
cerca de 45%, pelo menos cerca de 50%, pelo menos cerca de
55%, pelo menos cerca de.60%, pelo menos cerca de 65%, pelo
menos cerca de 70%, pelo menos cerca de 75%, pelo menocs
cerca de 80%, pelo menos cerca de 85%, pelo menos cerca de
90%, pelo menos cerca de 91%, pelo menos cerca de 92%, pelo
menos cerca de 93%, pelo menos cerca de 94%, pelo menos
cerca de 95%, pelo menos cerca de 96%, pelo menos cerca de
97%, pelo menos cerca de 98%, pelo menos cerca de 99% ou
pelo menos cerca de 100% idéntico sdo aqui definidas como
suficientemente similares. De preferéncia, variantes serdo
suficientemente similares & seqUéncia de aminoacidos dos
polipeptideos preferidos desta invengdo. Variantes incluem
variantes de polipeptideos codificados por um
polinucleotideo que hibridiza para um polinucleotideo desta
invencdo, ou um complemento deste, sob condigdes de alto
rigor. Tais variantes geralmente retém a atividade
funcional dos polipeptideos desta invengdo. Variantes
incluem polipeptideos que diferem em termos de seqiiéncia de
aminodcidos em conseqUéncia de mutagénese.

Os termos “atividade funcional substancialmente
similar” e ‘“substancialmente a mesma fungdao ou atividade
bioldégica” significam que o grau de atividade bioldgica
estd dentro de cerca de 50% a 100% ou mais, dentro de 80% a
100% ou mais, ou dentro de cerca de 90% a 100% ou mais,
daquela atividade bioldgica demonstrada pelo polipeptideo
ao qual esta sendo comparado quando a atividade bioldgica
de cada polipeptideo for determinada pelo mesmo
procedimento ou ensaio.

A “similaridade” entre dois polipeptideos é
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determinada por comparagido da sequéncia de aminodcidos de
um polipeptideo com a sequéncia de um segundo polipeptideo.
Um aminodcido de um polipeptideo é similar ao aminoacido
correspondente de um segundo polipeptideo caso seja
idéntico ou uma substitui¢do de aminodcido conservadora.
Substituig¢des conservadoras incluem aquelas descritas em
Dayhoff, M.O0., ed., "“The Atlas of Protein Sequence and
Structure 5”, “National Biomedical Research Foundation”,
Washington, D.C. (1978), e em Argos, P. (1989) EMBO J. 8:
779-785. Por exemplo, aminoacidos que pertencem a um dos
seguintes grupos representam altera¢des ou substituigdes
conservadoras:

-Ala, Pro, Gly, Gln, Asn, Ser, Thr:

-Cys, Ser, Tyr, Thr;

-val, Ile, Leu, Met, Ala, Phe;

-Lys, Arg, His;

-Phe, Tyr, Trp, His; e

-Asp, Glu.

O termo “paciente”, como agqui usado, significa
qualquer mamifero, incluindo seres humanos e animais
domesticados como, por exemplo, gatos, cachorros, suinos,
gado, carneiros, cabras, cavalos, coelhos, e semelhantes.
Um paciente tipico pode estar em risco de uma doencga
associada a uma proteina incorretamente enovelada, pode ser
suspeito de sofrer dessa doenga, ou pode necessitar da
determinagao do risco ou estado em rela¢do a uma doenga
associada a uma proteina incorretamente enovelada.

B. Estados estruturais-alvos
O mecanismo exato pelo gqual a seqgléncia de uma

proteina dirige a formagdao de uma conformagéo
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tridimensional especifica & desconhecido. Para se obter o
estado conformacional nativo, a molécula de proteina deve
adotar uma conformagdo Unica entre muitas alternativas.
Proteinas funcionais sdo tipicamente solGveis e podem
adotar diversas estruturas, incluindo elementos helicoidais
e ordenados. Elementos ordenados incluem a hélice a
predominante em proteinas como, por exemplo, mioglobina e
hemoglobina.

Durante o processo de envelhecimento humano, algumas
proteinas exibem uma alterag¢do estrutural em relagdo a sua
estrutura solavel (que compreende, por exemplo,
conforma¢des predominantemente em hélice o ou helicoidal
aleatdria) para estruturas mais insolaveis (que
compreendem, por exemplo, conformagdes de folha pB) que
forma auto-agregados associados a perda de fungdao. Além
disso, algumas doengas estdo associadas a formas insolaveis
de proteinas gque nao sdo prejudiciais em suas formas
soldveis.

Dessa forma, um aspecto da presente inveng¢do fornece
métodos e sondas para a detecgdo de proteinas em um estado
estrutural especifico (um “estado estrutural-alvo”) como,
por exemplo, uma conformagdo ou estado especifico de auto-
agregagdao. Um estado estrutural-alvo inclui qualquer
estrutura tridimensional de uma proteina, incluindo uma
conformagdo de proteina e/ou um estado de auto-agregagdo da
proteina. Freqlentemente, o estado estrutural-alvo estéa
associado a uma doenga, enquanto um estado estrutural
diferente ndo estd associado a uma doenga. O estado
estrutural-alvo pode causar a doenga, pode ser um fator em

um sintoma da doen¢a, pode aparecer em uma amostra ou In
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vivo em conseqUéncia de outros fatores, ou pode de algum
outro modo estar associado a doenga. Em uma modalidade, a
proteina possui a mesma sequéncia de aminoacidos,
independentemente de seu estado estrutural, e pode adotar
pelo menos dois estados estruturais diferentes como, por
exemplo, um estado associado a doenga e um estado nao
associado a doenca.

Diversas doengas estdo associadas a proteinas em uma
conformagdo de folha . Para muitas dessas doencas, as
mesmas proteinas em uma conformagdo em hélice o e/ou
helicoidal aleatdéria nao estdo associadas a doenca. Dessa
forma, para essas condi¢des, uma conformagdo de folha P
poderia ser um estado estrutural-alvo para detecg¢do da
doenga, enquanto uma conformagcdo em hélice a e/ou
helicoidal aleatdria poderia ser um estado estrutural-alvo
para confirmar a auséncia da doenga, ou para identificar
auséncia de um estado avangado da doenca. Por exemplo, a
FIG. 1 ilustra tanto as formas de mondmero a-helicoidal
quanto de dimero de folha B de um conformador de TSE. A
forma normal do tipo selvagem (wt) da proteina de prion
(PrP°) prefere um estado monomérico, enquanto a forma
anormal, que causa doenga (PrP), assume mais facilmente um
estado multimérico.

A seguir, sera apresentada uma lista ndo limitante de
doengas associadas a estados estruturais especificos de
proteina, seguida (entre parénteses) pela proteina
envolvida: doenga de Alzheimer (APP, peptideo AB, al-
antiquimotripsina, tau, componente ndo-Afl, presenilina 1,
presenilina 2, apoE); doengas de prion, CJD, scrapie e BSE

(PrP°%) ; ALS (SOD e neurofilamento); doenca de Pick (corpo
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de Pick); doenga de Parkinson (o-sinucleina em corpos de
Lewy) ; deméncia frontotemporal (tau em fibrilas); diabetes
do tipo II (amilina); mieloma miltiplo-discrasias de
células plasmaticas (cadeia IgGL) ; polineuropatia
amiloiddética familiar (transtiretina); carcinoma medular da
tiredide (procalcitonina) ; insuficiéncia renal <crbnica
(microglobulina-B2) ; insuficiéncia cardiaca congestiva
(fator natriurético atrial) ; amiloidose cardiaca e
sistémica senil (transtiretina) ; inflamacao crdnica
(amildéide sérico A); aterosclerose (ApoAl); amiloidose
familiar (gelsolina); e doenga de Huntington (Huntingtina) .

Como discutido acima, diversas doengas estdo

associadas a proteinas aﬁto—agregadas, tais como agregados
insoltveis protéicos ou fibrilas de proteina. Para essas
condic¢des, a proteina auto-agregada e/ou fibrilas de
proteina poderiam ser um estado estrutural-alvo para
deteccdo da doenca, enquanto a proteina solGvel e/ou ndo
agregada poderia ser um estado estrutural-alvo para
confirmar auséncia da doenga, ou auséncia de um estagio
avancado da doenga. Muitas das proteinas identificadas no
paragrafo precedente formam auto-agregados e/ou fibrilas de
proteina que estdo associadas a estados de doenga. Outras
proteinas desse tipo incluem proteina precursora do
polipeptideo amildéide da ilhota, proteina amildide beta ou
peptideo AB (por exemplo, AP42 e AP40), amildide sérico A,
insulina (por exemplo, gque forma amildide relacionado a
insulina), amilina, componente nd3o beta-amildide, prions,
hemoglobina (por exemplo, variante da anemia falciforme),
imunoglobulinas ou fragmentos destas (por exemplo, cadeia

IgG L), microglobulina-B,, «a-sinucleina, rodopsina, al-
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antiquimotripsina, cistaiinas, tau, p53, presenilinas (por
exemplo, presenilina 1 e presenilina 2), receptor de
lipoproteina de baixa densidade, apolipoproteinas (por
exemplo, apoA e apo E), superdxido dismutase, proteinas do
neurofilamento, transpiretina, procalcitonina ou
calcitonina, fator natriurético atrial, gelsolina,
regulador transmembrana da fibrose cistica, proteina da
doenca de Huntington (ou seja, Huntingtina), cadeia alfa do
fibrinogénio, fenilalanina hidroxilase, colageno, beta-
hexosaminidase e proteina cistatina C. Proteinas insolaveis
geralmente exibem a formagdo de folha B no agregado.

Para AD, a proteina AB40 ou APB42 poderia ser uma
proteina-alvo, e qualquer um desses estados poderia ser um
estado estrutural-alvo como, por exemplo, um estado de
auto-agregacdo, tais como mondmeros sollGveils, oligdmeros
solGveis, agregados/ADDLs, agregados amorfos insoldveis,
protofibrilas e fibrilas. O pensamento atual sobre a
significdncia desses diferentes estados estruturais em
relacdo ao risco da doenga, diagndéstico da doenga e
progressdo e etiologia da doenga € revisado na segdao de
fundamentos acima.

Para proteinas de prion, a forma PrP°¢ da proteina PrP
poderia ser um estado estrutural-alvo para detecgdo da
doenca, enquanto a forma PrP° da proteina PrP poderia ser
um estado estrutural-alvo para confirmar auséncia da
doenca, ou auséncia de um estagio avangado da doenga.
Adicionalmente, auto-agregados da forma Prps°© poderiam ser
um estado estrutural-alvo para detecgao da doenga. Por
exemplo, a forma mais infecciosa de PrP°° pode ser um

pequeno agregado solGvel, em vez das fibrilas maduras
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formadas no cérebro em estdgios tardios da doenga. Veja,
por exemplo, Silveira e cols., Nature 437: 257-61 (1005)
(que identifica particulas de PrP°° com um peso molecular
aproximado de 300-600 khDa e um formato ligeiramente
esférico a eliptico, com um dif@metro de 17-27 nm como tendo
a maior infectividade e atividade de conversdo). Dessa
forma, essa forma de agregado solGvel de PrP°° poderia ser
um estado estrutural-alvo.
C. Sondas peptidicas

Um aspecto da invengdo esta relacionado as sondas
peptidicas Uteis para a detecgdo de um estado estrutural
especifico de uma proteina-alvo em uma amostra ou in vivo,
ou seja, uUteis para a detecgdo de proteina em um estado
estrutural-alvo. Tipicamente, a sonda peptidica inclui uma
seqUiéncia de aminodcidos que corresponde a uma regido da
proteina-alvo que passa por uma mudanc¢a conformacional de
uma conformagdao alfa-helicoidal para uma conformagdo de
folha beta, e a prdpria sonda peptidica passa por uma
mudanca conformacional de uma conformag¢do alfa-helicoidal
para uma conformagdo de folha beta. Por exemplo, a sonda
peptidica pode passar por uma mudanga conformacional gquando
colocada em contato com uma proteina-alvo gque esta na
conformacdo de folha beta. Como discutido com mais detalhe
abaixo, em algumas modalidades, as sondas peptidicas também
sdo Uteils para a identificag¢do de agentes terapéuticos e
como os prdprios agentes terapéuticos.
1. Homologia

Em uma modalidade, a sonda compreende uma sequéncia de
aminodcidos que & homdloga ou idéntica a uma proteina-alvo,

ou a uma regido da proteina-alvo. Os termos “homologia”,
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“homélogos de”, “homélogo”, “identidade” ou “similaridade”
referem-se a similaridade de sequéncia entre dois
polipeptideos, com a identidade sendo uma comparagdo mais
estrita. Homologia e identidade podem ser determinadas por
comparagao de uma posi¢do em cada seqUéncia gue pode ser
alinhada para fins de comparagdo. Quando uma posigdo na
seqUéncia comparada for ocupada pelo mesmo aminodcido, as
moléculas serdo idénticas naquela posigdao. Um grau de
identidade de seqUéncias de amincacidos é uma fungao do
namero de aminodcidos idénticos nas posig¢des compartilhadas
pelas seqUéncias de aminocacidos. Um grau de homologia ou
similaridade de sequUéncias de aminoacidos é uma fungdo do
nimero de aminoacidos, ou seja, estruturalmente
relacionados, em posi¢des compartilhadas pelas sequéncias
de aminodcidos. Uma segléncia “ndo relacionada” ou “nao
homéloga” compartilha 10% ou menos de identidade, com uma
das sequéncias aqui descritas. SeqUéncias relacionadas
compartilham mais de 10% de identidade de sequéncia como,

por exemplo, pelo menos cerca de 15% de identidade de

sequéncia, pelo menos .cerca de 20% de identidade de
sequéncia, pelo menos cerca de 30% de identidade de
sequéncia, pelo menos cerca de 40% de identidade de
sequéncia, pelo menos cerca de 50% de identidade de
sequéncia, pelo menos cerca de 60% de identidade de
sequéncia, pelo menos cerca de 70% de identidade de
sequéncia, pelo menos cerca de 80% de identidade de
sequéncia, pelo menos cerca de 90% de identidade de
sequéncia, pelo menos cerca de 95% de identidade de

sequiéncia ou pelo menos cerca de 99% de identidade de

seqguéncia.
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O termo “identidade percentual” refere-se a identidade
de seqUéncia entre duas sequéncias de aminodcidos. A
identidade pode ser determinada por comparagdao de uma
posigdo em cada seqUéncia que esteja alinhada para fins de
comparagdo. Quando uma posigdo equivalente em uma seqiéncia
comparada for ocupada pelco mesmo aminodcido na outra na
mesma posigao, as moléculas serdo idénticas naquela
posigdo; quando o local equivalente ocupado pelo mesmo

residuo de aminocdcido ou por um residuo de aminoacido

similar (por exemplo, similar em termos de natureza
estérica e/ou eletrdnica), as moléculas poderao ser
denominadas homdélogas (similares) naquela posigao. A

expressdo como percentagem de homologia, similaridade ou
identidade refere-se a uma funcdo do nimero de aminoacidos
idénticos ou similares em posig¢gdes compartilhadas pelas
sequéncias comparadas. Podem ser usados vAarios algoritmos
e/ou programas de alinhamento, incluindo FASTA, BLAST ou
ENTREZ. FASTA e BLAST estdo disponiveis como parte do
pacote de analise de seqliéncias GCG (“University of
Wisconsin”, Madison, Wis.), e podem ser usados, por
exemplo, com os ajustes-padrdo. ENTREZ estd disponivel por
meio do “National Center for Biotechnology Information”,
“National Library of Medicine”, NIH, Bethesda, Md.. Em uma
modalidade, a identidade percentual de duas seqUéncias pode
ser determinada pelo programa GCG com uma ponderagdo de
lacuna (gap) de 1, por exemplo, cada lacuna de aminoacido é
ponderada como se fosse uma ndo combinagdo de um aminoacido
Gnico entre as duas sequéncias. Outras metodologias para a
determinacdo da identidade de seqUéncia s3do bem conhecidas

e descritas na técnica.
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O termo “hombélogo de uma proteina insolivel” inclui
todas as seqiiéncias de aminodcidos que sdo codificadas por
um homélogo de um gene da proteina insollvel, e todas as
sequéncias de aminodcidos que sdo equivalentes ou homdlogas
a essa sequéncia. Portanto, “homélogo de uma proteina
insolavel” inclui proteinas que sdo pontuadas como hits na
familia Pfam. Para identificar a presenga de um dominio de
“proteina insoltvel” em uma sequéncia de proteina e fazer a
determinagdo de que um polipeptideo ou proteina de
interesse possui um perfil em particular, a seqguéncia de
aminodcidos da proteina pode ser pesquisada contra uma de
varias bases de dados (SwissProt, PIR, por exemplo) com a
utilizagcdo de varios parametros padronizados. Por exemplo,
o programa hmmsf, que estd disponivel como parte do pacote
de programas de pesquisa HM MER, é um programa padronizado
com especificidade de familia para MILPAT0063 e uma
pontuagao de 15 é a pontuagao limiar-padrdao para
determinacd3o de um hit. Alternativamente, a pontuagdo
limiar para determina¢do de um hit pode ser reduzida (por
exemplo, para 8 bits). Uma descrigdo da base de dados Pfam
pode ser encontrada em Sonham e cols., Proteins 28(3): 405-
420, 1997, e uma descrig¢do detalhada de HMMs pode ser
encontrada, por exemplo, em Gribskov e cols., Meth.
Enzymol. 183: 146-159, 1990; Gribskov e cols., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 84: 4.355-4.358, 1987; Krogh e cols., J.
Mol. Biol. 234: 1.501-1.531, 1994; e Stultz e cols.,
Protein Sci. 2: 305-314, 1993, cujos contelGdos sdo aqui
incorporados por referéncia.

2. Design da sonda

As sondas aqui reveladas podem ser usadas para
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detectar proteina presente em um estado estrutural
especifico em uma amostra ou in vivo, por exemplo, um
estado estrutural-alvo. Em uma modalidade, as sondas
compreendem seqUéncias de aminodcidos que sdo baseadas em
(por exemplo, homdlogas ou idénticas a) pelo menos uma
regido da seqUéncia de aminodcidos da proteina-alvo. Tais
sondas também sdo denominadas “correspondentes” a uma
regido da sequiéncia de aminodcidos da proteina-alvo. Dessa
forma, a sequéncia de aminoadcidos da sonda pode ser
projetada a partir da proteina-alvo com base em informagdes
existentes em bases de dados de sequéncias ou,
alternativamente, pode ser facilmente determinada
experimentalmente. Embora a sonda possa compreender uma
seqiiéncia com base em qualquer regido da proteina-alvo, em
uma modalidade, a seqiéncia é baseada em uma regiao da
proteina-alvo que estd envolvida no estado estrutural-alvo.
Por exemplo, em uma modalidade, as sondas compreendem
sequéncias de aminodcidos que sdo similares a (por exemplo,
homdlogas a), ou idénticas a, uma regido da seqiéncia de
aminodcidos da proteina-alvo gque passa por uma mudanga
estrutural, por exemplo, uma mudang¢a de uma conformagdo em
hélice a/helicoidal aleatdria para uma conformagdo de folha
B.

Uma sonda pode compreender um numero minimo de
aminodcidos contiguos da proteina-alvo como, por exemplo,
pelo menos cerca de 5, pelo menos cerca de 6, pelo menos
cerca de 7, pelo menos cerca de 8, pelo menos cerca de 9,
pelo menos cerca de 10, pelo menos cerca de 11, pelo menos
cerca de 12, pelo menos cerca de 13, pelo menos cerca de

14, pelo menos cerca de 15, pelo menos cerca de 16, pelo
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Em uma modalidade, as sondas passam por uma alteragdo
estrutural similar aquela da proteina-alvo e, por exemplo,
podem existir em uma conformacdo em hélice a/helicoidal
aleatéria ou em uma conformagao de folha B. Em uma
modalidade especifica, as sondas existem em uma conformagdo
em hélice o/helicoidal aleatdria em solugdo, e passam por
uma mudanga conformacional para uma conformag¢do de folha B3,
quando colocadas em contato com a proteina-alvo em
conformacdo de folha pP. Por exemplo, em uma modalidade, a
sonda compreende um peptideo ou peptidomimético de pelo
menos cinco, ou dez, ou mals, residuos de aminoacidos gque
exibem uma conformacdo helicoidal aleatdria ou a-helicoidal
em solucao. Um solvente de sonda de peptideo ou
peptidomimético pode ser aquoso e ter um pH entre cerca de
4 e cerca de 10 como, por exemplo, entre cerca de 5 e cerca
de 8, e pode ter uma forga idnica entre cerca de 0,05 e
cerca de 0,5 (quando tipicamente preparado com um sal de
cloreto, por exemplo, cloreto de sbédio ou cloreto de
potéassio) . o) solvente também  pode compreender uma
percentagem de um material orgdnico miscivel em agua como,
por exemplo, trifluoretanol, em quantidades entre cerca de
30% e cerca de 70% por volume como, por exemplo, entre
cerca de 45% e cerca de 60%. O solvente pode ser preparado
com um sistema tampdo adequado como, por exemplo, acetato/
dcido acético, Tris ou fosfato.

As sondas podem ser projetadas sob as seguintes
restri¢des: uma diferenc¢a de apenas poucos kcal separa uma
populagdo de uma sonda em um estado de conformagdo inicial
(por exemplo, alfa-hélice) de uma populagdo da sonda

predominantemente no estado conformacional transformado
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(por exemplo, folha beta). A transformagdo de um estado
conformacional para o outro é fornecida pela forga
impulsora em fung¢do da Kd de associagdo entre a molécula da
sonda e seu associado natural para formar complexo de folha
B, ou de alterag¢des nas interac¢des eletrostaticas entre as
moléculas (por exemplo, alterag¢des causadas por redugdo da
forga idnica da solugdo). Caso ions de metal, por exemplo,
Al ou a ligag¢do de outro ligante estejam envolvidos, outros
efeitos eletrostaticos ou estedricos poderdo contribuir. O
tamanho do peptideo da sonda pode variar, mas deve ter
comprimento suficiente para ter uma estrutura secundaria
“razoavelmente” bem definida sob condig¢des de detecgdo e
para ter especificidade de reconhecimento suficiente para o
alvo selecionado como, por exemplo, uma proteina de prion.
O peptideo da sonda também deve acomodar mutag¢gdes de sitio
Gnico a serem geralmente aplicaveis as proteinas ou cepas
mutadas, reconhecendo que essas alteragdes e/ou
heterogeneidades afetam a estabilidade termodindmica da
molécula. Além disso, a sonda deve ser ndo contagiosa para
a populagdo de pacientes, seja essa populagdo uma populagao
de pacientes humanos, uma populag¢do de animais domesticados
ou uma populagdo de outros mamiferos.

Em uma modalidade, uma sonda possui uma estrutura
palindrSmica com duas sequéncias de aminoacidos
correspondentes a sequéncia amino da proteina-alvo. O termo
“palindrdmica” refere-se a organizagdo de certa seqUéncia
da sonda, de tal forma que ela compreenda primeira e
segunda sequéncias peptidicas que correspondem a uma pPoOrgao
da proteina-alvo envolvida na mudanga estrutural, cujas

sequéncias peptidicas sd3o apresentadas de uma forma
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palindrémica, ou seja, da extremidade carbdxi para a
extremidade amino (ou da extremidade amino para a
extremidade carbdéxi) na primeira sequéncia peptidica, e da
extremidade amino para a extremidade carbdxi (ou da
extremidade carbdéxi para a extremidade amino) na segunda
seqiéncia peptidica. A primeira e a segunda sequéncias
peptidicas na sonda palindrémica ndo precisam ter um
comprimento idéntico. Em algumas modalidades, a primeira e
a segunda sequéncias peptidicas possuem comprimentos pelo
menos aproximadamente equivalentes. Em algumas modalidades,
A primeira e a segunda seqUéncias peptidicas compreendem a
mesma sequéncia de aminodcidos. Em algumas modalidades, as
duas sequéncias peptidicas (os “bragos” da sonda
palindrémica) possuem um comprimento de, no maximo, 15, no
maximo 10, ou no maximo 5 aminoacidos. Em outras
modalidades, cada brago compreende de cerca de 10 a cerca
de 25 aminodcidos como, por exemplo, de cerca de 14 a cerca
de 20 aminodcidos. Em algumas modalidades, a primeira e a
segunda seqguéncias peptidicas dentro de uma sonda
palindrémica sdo separadas por um vinculador como, Ppor
exemplo, um vinculador peptidico que compreende entre cerca
de 1 e cerca de 5 aminodcidos, ou entre cerca de 1 e cerca
de 3 aminodcidos, e gque pode compreender pelo menos um
aminodcido  prolina, ou pode <compreender basicamente
aminoacidos prolina. Sondas peptidicas adequadas sdo
descritas na U.S. 2006-057671, gque & aqui incorporada por
referéncia em sua totalidade. A FIG. 3 apresenta uma sonda
palindrémica exemplar de 33-mer. Sondas palindrdmicas podem
ser particularmente ﬁteié para a detecgdo de proteinas de

prion.
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Em algumas modalidades, as sondas podem compreender
uma seqiéncia de aminodcidos hidrofdbicos gque se baseia na
porgdo da seqléncia de aminodcidos da proteina-alvo (por
exemplo, a porgdo da seqléncia de aminocacidos-alvo que
passa por uma mudanga estrutural), gque pode variar em
termos de comprimento de cerca de 1 aminodcido a cerca de
20 ou mais aminoacidos como, por exemplo, de cerca de 2 a
cerca de 10 aminoécidos-de comprimento, e gue aparece em
uma extremidade ou prdximo a uma das duas extremidades da
sonda. No caso de sondas palindrdmicas, sequéncias de
aminodcidos hidrofdébicos podem aparecer nas extremidades de
cada um dos dois bragos peptidicos da sonda. Opcionalmente,
a sonda também pode incluir uma sequUéncia de aminocacidos
hidrofdébicos sintéticos (ou seja, ndo naturais para a
sequéncia peptidica da proteina-alvo) em pelo menos uma
extremidade da sonda e, no caso de sondas palindrdmicas, em
uma ou préximo a uma das extremidades da sonda, gque pode
variar em termos de comprimento de cerca de somente 1
aminoacido a cerca de 20 ou mais aminoacidos como, por
exemplo, de cerca de 2 a cerca de 10 aminocacidos de
comprimento. As sondas podem incluir residuos de
aminodcidos do terminal N, residuos de aminodcidos do
terminal C, ou ambos, gque sejam adequados para uso na
ligagdo de um marcador a sonda (por exemplo, Lys, dgue
inclui um grupo amino livre).

Como forma de exemplo e sem limitagdo, caso uma

sequéncia peptidica desejada em uma proteina-alvo
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aminocacidos hidrofébicos), o palindromo podera compreender
uma primeira seqgiiéncia peptidica que & VAAAKLRAVVTSRQ (ID.
DE SEQ. N°: 31) e uma segunda sequéncia peptidica que &
QRSTVVARLKAAAV (ID. DE SEQ. N°: 15) (ou uma variagao
proxima aquela seqUéncia), com as duas seqUéncias separadas
por um vinculador que compreende de cerca de 1 a cerca de 5
aminocdcidos, com pelo menos um desses aminoacidos e, de
preferéncia, a maioria, se ndo todos, esses aminoacidos,
sendo aminocdcidos prolina. Portanto, uma sonda adequada
para essa proteina-alvo poderia ser:
VAAAKLRAVVTSRQPPPPQRSTVVARLICAAAV (ID. DE SEQ. N°: 28)
(sonda palindrdémica hipotética).

Uma sonda pode ser especifica para qualquer proteina-
alvo. Por exemplo, a proteina-alvo pode ser uma proteina de
prion, por exemplo, PrPQ PrP°®, ou uma mistura destes.
Consequientemente, a proteina-alvo pode incluir uma proteina
do ID. DE SEQ. N°: 13 (“Proteina de Prion Humana”, Acesso
PO4156) ou um fragmento deste. Em algumas modalidades, um
“fragmento deste” pode incluir pelo menos cerca de 5
aminodcidos contiguos até o comprimento total da seqiéncia
polipeptidica, ou qualguer nimero de aminodcidos contiguos
na faixa entre cerca de 5 até a proteina de comprimento
total. Em algumas modalidades, a sonda compreende a
proteina de comprimento total; em outras modalidades, a
sonda ndo compreende a proteina de comprimento total. Em
algumas modalidades, a sonda pode ser pelo menos cerca de
10 aminod&cidos contiguos ou pelo menos cerca de 15
aminodcidos da seqiéncia de comprimento total, ou pode
incluir uma sequéncia com pelo menos cerca de 15%, pelo

menos cerca de 20%, pelo menos cerca de 25%, pelo menos
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cerca de 30%, pelo menos cerca de 35%, pelo menos cerca de
40%, pelo menos cerca de 45%, pelo menos cerca de 50%, pelo
menos cerca de 55%, pelo menos cerca de 60%, pelo menos
cerca de 65%, pelo menos Eerca de 70%, pelo menos cerca de
75%, pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de 85%, pelo
menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 91%, pelo menos
cerca de 92%, pelo menos cerca de 93%, pelo menos cerca de
94%, pelo menos cerca de 95%, pelo menos cerca de 96%, pelo
menos cerca de 97%, pelo menos cerca de 98%, ou pelo menos
cerca de 99% de identidade de seqléncia para aqgqueles
residuos contiguos.

Uma proteina-alvo também pode ser uma proteina
amildide beta, por exemplo, Af42 (ID. DE SEQ. N°: 32) ou
AB40 (ID. DE SEQ. N°: 4). Uma sonda peptidica da proteina
de fusdo pode incluir uma seqliéncia gue possui pelo menos
cerca de 15% de identidade de seqiiéncia para o ID. DE SEQ.
N°: 32 ou ID. DE SEQ. N°: 4, ou fragmentos destes. Por
exemplo, a sonda peptidica pode incluir pelo menos cerca de
5 aminodcidos contiguos até o comprimento total da proteina
(ID. DE SEQ. N°: 32 ou ID. DE SEQ. N°: 4), ou qualquer
nimero de aminodcidos contiguos do ID. DE SEQ. N°: 32 ou
ID. DE SEQ. N°: 4 entre essas faixas de tamanho. Em outras
modalidades da invengdo, a sonda pode ser pelo menos cerca
de 10 ou pelo menos cerca de 15 residuos de aminoacidos
contiguos do ID. DE SEQ. N°: 32 ou ID. DE SEQ. N°: 4, ou
pode incluir uma sequUéncia com pelo menos cerca de 15%,
pelo menos cerca de 20%, pelo menos cerca de 25%, pelo
menos cerca de 30%, pelo menos cerca de 35%, pelo menos
cerca de 40%, pelo menos cerca de 45%, pelo menos cerca de

50%, pelo menos cerca de 55%, pelo menos cerca de 60%, pelo
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menos cerca de 65%, pelo menos cerca de 70%, pelo menos
cerca de 75%, pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de
85%, pelo menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 91%, pelo
menos cerca de 92%, pelo menos cerca de 93%, pelo menos
cerca de 94%, pelo menos cerca de 95%, pelo menos cerca de
96%, pelo menos cerca de 97%, pelo menos cerca de 98%, ou
pelo menos cerca de 99% de identidade de sequéncia para
aqueles residuos contiguos.

Em algumas modalidades, a sonda peptidica pode incluir
mutagdes em AB42 (ID. DE SEQ. N°: 32) ou AP40 (ID. DE SEQ.
N°: 4), como revelado na técnica (Wurth e cols., J. Molec.
Biol. 319: 1.279-1.290 (2002); Kim e cols., J. Biol. Chem.
41: 35.069-35.076 (2005), gque sdo agquil incorporados por
referéncia em suas totalidades). Em algumas modalidades, a
sonda peptidica é especifica para um de AB42 ou APB40. Ou
seja, a sonda se liga preferencialmente a um de AB42 ou
AB40 e, dessa forma, é Gtil para distinguir amostras que
compreendem AB42 daquelas que compreendem Af40, ou para
avaliar gqualitativamente as quantidades relativas de AB42 e
AB40 em uma amostra, ou para a quantificagdo daf(s)
quantidade(s) de AB42 e/ou AB40 em uma amostra. Tais sondas
peptidicas podem ser usadas em métodos similares in vivo,
para detectar e/ou distinguir AP42 e AB40 in vivo.

Uma proteina-alvo também pode ser a proteina
precursora do polipeptideo amildéide da ilhota. A sonda
peptidica para uma proteina-alvo desse tipo pode incluir o
ID. DE SEQ. N°: 11, uma sequéncia que possui pelo menos
cerca de 15%, pelo menos cerca de 20%, pelo menos cerca de
25%, pelo menos cerca de 30%, pelo menos cerca de 35%, pelo

menos cerca de 40%, pelo menos cerca de 45%, pelo menos
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cerca de 50%, pelo menos cerca de 55%, pelo menos cerca de
60%, pelo menos cerca de 65%, pelo menos cerca de 70%, pelo
menos cerca de 75%, pelo menos cerca de 80%, pelo menos
cerca de 85%, pelo menos cerca de 90%, pelo menos cerca de
91%, pelo menos cerca de 92%, pelo menos cerca de 93%, pelo
menos cerca de 94%, pelo menos cerca de 95%, pelo menos
cerca de 96%, pelo menos cerca de 97%, pelo menos cerca de
98%, ou pelo menos cerca de 99% de identidade de seqUéncia
para o ID. DE SEQ. N°: 11, ou fragmentos destes. Por
exemplo, a sonda peptidica da proteina de fusdo pode
compreender pelo menos cerca de 5 residuos de aminoacidos
contiguos até o comprimento total do ID. DE SEQ. N°: 11, ou
qualgquer namero de aminodcidos contiguos entre essas duas
faixas. Em outras modalidades da invengao, a sonda
peptidica da proteina de fusdo pode compreender pelo menos
cerca de 10 ou pelo menos cerca de 15 residuos de
aminodcidos contiguos do ID. DE SEQ. N°: 11, ou pode
compreender uma sequéncia com pelo menos cerca de 15%, pelo
menos cerca de 20%, pelo menos cerca de 25%, pelo menos
cerca de 30%, pelo menos cerca de 35%, pelo menos cerca de
40%, pelo menos cerca de 45%, pelo menos cerca de 50%, pelo
menos cerca de 55%, pelo menos cerca de 60%, pelo menos
cerca de 65%, pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca de
75%, pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de 85%, pelo
menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 91%, pelo menos
cerca de 92%, pelo menos cerca de 93%, pelo menos cerca de
94%, pelo menos cerca de 95%, pelo menos cerca de 96%, pelo
menos cerca de 97%, pelo menos cerca de 98%, ou pelo menos
cerca de 99% de identidade de sequéncia para aqueles

residuos contiguos.
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Uma proteina-alvo também pode ser a proteina
transtiretina. Uma sonda peptidica para uma proteina-alvo
desse tipo pode incluir o ID. DE SEQ. N°: 26, uma seqiéncia
gue possuil pelo menos cerca de 15%, pelo menos cerca de
20%, pelo menos cerca de 25%, pelo menos cerca de 30%, pelo
menos cerca de 35%, pelo menos cerca de 40%, pelo menos
cerca de 45%, pelo menos cerca de 50%, pelo menos cerca de
55%, pelo menos cerca de 60%, pelo menos cerca de 65%, pelo
menos cerca de 70%, pelo menos cerca de 75%, pelo menos
cerca de 80%, pelo menos cerca de 85%, pelo menos cerca de
90%, pelo menos cerca de 91%, pelo menos cerca de 92%, pelo
menos cerca dé 93%, pelo menos cerca de 94%, pelo menos
cerca de 95%, pelo menos cerca de 96%, pelo menos cerca de
97%, pelo menos cerca de 98%, ou pelo menos cerca de 99% de
identidade de sequUéncia para o ID. DE SEQ. N°: 26, ou
fragmentos destes. Por exemplo, a sonda peptidica da
proteina de fusdo pode compreender pelo menos cerca de 5
residuos de aminodcidos contiguos até o comprimento total
do ID. DE SEQ. N°: 26, ou qualquer nimero de aminodcidos
contiguos entre essas duas faixas. Em outras modalidades da
invencdo, a sonda peptidica pode compreender pelo menos
cerca de 10 ou pelo menos cerca de 15 residuos de
aminodcidos contiguos do ID. DE SEQ. N°: 26, ou pelo menos
cerca de 5 ou pelo menos cerca de 10 aminoacidos de
residuos de aminodcidos 11-19 do ID. DE SEQ. N°: 26, ou
pode incluir uma sequéncia com pelo menos cerca de 15%,
pelo menos cerca de 20%, pelo menos cerca de 25%, pelo
menos cerca de 30%, pelo menos cerca de 35%, pelo menos
cerca de 40%, pelo menos cerca de 45%, pelo menos cerca de

50%, pelo menos cerca de 55%, pelo menos cerca de 60%, pelo
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menos cerca de 65%, pelo menos cerca de 70%, pelo menos
cerca de 75%, pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de
85%, pelo menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 91%, pelo
menos cerca de 92%, pelo menos cerca de 93%, pelo menos
cerca de 94%, pelo menos cerca de 95%, pelo menos cerca de
96%, pelo menos cerca de 97%, pelo menos cerca de 98%, ou
pelo menos cerca de 99% de identidade de seqUéncia para
aqueles residuos contiguos.

Uma proteina-alvo também pode ser a proteina cistatina
C. Uma sonda peptidica para uma proteina-alvo desse tipo
pode incluir o ID. DE SEQ. N°: 17, uma seqiéncia que possuil
pelo menos cerca de 15%, pelo menos cerca de 20%, pelo
menos cerca de 25%, pelo menos cerca de 30%, pelo menos
cerca de 35%, pelo menos cerca de 40%, pelo menos cerca de
45%, pelo menos cerca de 50%, pelo menos cerca de 55%, pelo
menos cerca de 60%, pelo menos cerca de 65%, pelo menos
cerca de 70%, pelo menos cerca de 75%, pelo menos cerca de
80%, pelo menos cerca de 85%, pelo menos cerca de 90%, pelo
menos cerca de 91%, pelo menos cerca de 92%, pelo menos
cerca de 93%, pelo menos cerca de 94%, pelo menos cerca de
95%, pelo menos cerca de 96%, pelo menos cerca de 97%, pelo
menos cerca de 98%, ou pelo menos cerca de 99% de
identidade de seqUéncia para o ID. DE SEQ. N°: 17, ou
fragmentos destes. Por exemplo, a sonda peptidica da
proteina de fusdo pode compreender pelo menos cerca de 5
residuos de aminodcidos contiguos até o comprimento total
do ID. DE SEQ. N°: 17, ou qualquer nimero de aminodcidos
contiguos entre essas duas faixas. Em outras modalidades da
invencdo, a sonda peptidica compreende pelo menos cerca de

10 ou pelo menos cerca de 15 residuos de aminoacidos
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contiguos do ID. DE SEQ. N°: 17, ou a sonda peptidica pode
compreender uma seqﬁéncié com pelo menos cerca de 15%, pelo
menos cerca de 20%, pelo menos cerca de 25%, pelo menos
cerca de 30%, pelo menos cerca de 35%, pelo menos cerca de
40%, pelo menos cerca de 45%, pelo menos cerca de 50%, pelo
menos cerca de 55%, pelo menos cerca de 60%, pelo menos
cerca de 65%, pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca de
75%, pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de 85%, pelo
menos a cerca de 90%, pelo menos cerca de 91%, pelo menos
cerca de 92%, pelo menos cerca de 93%, pelo menos cerca de
94%, pelo menos cerca de 95%, pelo menos cerca de 96%, pelo
menos cerca de 97%, pelo menos cerca de 98%, ou pelo menos
cerca de 99% de identidade de seqUéncia para aqueles
residuos contiguos.

Uma proteina-alvo pode ser a proteina da doenga de
Huntington ou “Huntingtina”. Uma sonda peptidica para uma
proteina-alvo desse tipo pode incluir o ID. DE SEQ. N°: 19,
uma sequéncia que possuli pelo menos cerca de 15%, pelo
menos cerca de 20%, pelo menos cerca de 25%, pelo menos
cerca de 30%, pelo menos cerca de 35%, pelo menos cerca de
40%, pelo menos cerca de 45%, pelo menos cerca de 50%, pelo
menos cerca de 55%, pelo menos cerca de 60%, pelo menos
cerca de 65%, pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca de
75%, pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de 85%, pelo
menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 91%, pelo menos
cerca de 92%, pelo menos cerca de 93%, pelo menos cerca de
94%, pelo menos cerca de 95%, pelo menos cerca de 96%, pelo
menos cerca de 97%, pelo menos cerca de 98%, ou pelo menos
cerca de 99% de identidade de seqUéncia para o ID. DE SEQ.

N°: 19, ou fragmentos destes. Por exemplo, a sonda
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peptidica da proteina de fusdo pode compreender pelo menos
cerca de 5 residuos de aminodcidos contiguos até o
comprimento total do ID. DE SEQ. N°: 19, ou qualgquer nimero
de aminodcidos contiguos entre essas duas faixas. Em outras
modalidades da inveng¢do, a sonda peptidica compreende pelo
menos cerca de 10 ou pelo menos cerca de 15 residuos de
aminodcidos contiguos do ID. DE SEQ. N°: 19, ou pode
incluir uma seqUéncia com pelo menos cerca de 15%, pelo
menos cerca de 20%, pelo menos cerca de 25%, pelo menos
cerca de 30%, pelo menos cerca de 35%, pelo menos cerca de
40%, pelo menos cerca de 45%, pelo menos cerca de 50%, pelo
menos cerca de 55%, pelo menos cerca de 60%, pelo menos
cerca de 65%, pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca de
75%, pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de 85%, pelo
menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 91%, pelo menos
cerca de 92%, pelo menos cerca de 93%, pelo menos cerca de
94%, pelo menos cerca de 95%, pelo menos cerca de 96%, pelo
menos cerca de 97%, pelo menos cerca de 98%, ou pelo menos
cerca de 99% de identidade de seqUéncia para aqueles
residuos contiguos.

Uma sonda peptidica pode ter uma sequéncia de
aminodcidos que seja equivalente a seqiéncia de aminodcidos
de uma proteina-alvo, ou fragmento desta. “Equivalente”
refere-se a uma proteina gque possui uma sequéncia de
aminodcidos que é similar a sequéncia de aminoacidos da
proteina a ser analisada. Em algumas modalidades, um
“equivalente” possul pelo menos uma, mas menos de cerca de
5 (por exemplo, 3 ou menos) diferencas na seguéncia de
aminodcidos, por exemplo, por meio de substituigdes,

adic¢des ou eliminacgdes. Em outras modalidades, um
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“equivalente” possuli pelo menos cerca de 60%, pelo menos
cerca de 65%, pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca de
75%, pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de 85%, pelo
menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 91%, pelo menos
cerca de 92%, pelo menos cerca de 93%, pelo menos cerca de
94%, pelo menos cerca de 95%, pelo menos cerca de 96%, pelo
menos cerca de 97%, pelo-menos cerca de 98%, ou pelo menos
cerca de 99% de identidade de sequéncia para a seqgUéncia da
proteina-alvo ou fragmento desta. A substituigdo de um ou
mais aminoacidos em certa seqgléncia nao altera
substancialmente a fung¢ao basica da sonda. Em algumas
modalidades, um ‘“equivalente” pode incluir uma ou mais
“substituig¢des conservadoras de aminoacidos” que sdo
substitui¢des nas quais o residuo de aminoacido &
substituido por um residuo de aminodcido que possui uma
cadeia lateral similar. Familias de residuos de aminoacidos
que possuem cadeias laterais similares incluem aquelas com
cadeias laterais béasicas (por exemplo, 1lisina, arginina,
histidina), cadeias laterais &cidas (por exemplo, &cido
aspartico, acido glutédmico), cadeias laterais polares nao
carregadas (por exemplo, glicina, asparagina, glutamina,
serina, treonina, tirosina, cisteina), cadeias laterais nao
polares (por exemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina,
prolina, fenilalanina, metionina, triptofano), cadeias
laterais beta-ramificadas (por exemplo, treonina, valina,
isoleucina) e cadeias 1laterais aromaticas (por exemplo,
tirosina, fenilalanina, triptofano, histidina) .
3. Sintese

As sondas peptidicas podem ser sintetizadas

guimicamente ou pela utilizagdo de metodologia de DNA
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recombinante.

Por exemplo, uma sonda peptidica pode ser sintetizada
quimicamente pela realizagdo de varias técnicas de fase
sdlida (Roberge e cols., Science 269: 202 204 (1995)) e a
sintese automatizada pode ser obtida, por exemplo, com ©
uso de sintetizadores de peptideos conhecidos na técnica
(por exemplo, ABI 431A Peptide Synthesizer, Perkin Elmer,
Palo Alto, Calif.). Um peptideo recém sintetizado pode ser
substancialmente purificado por cromatografia ligquida
preparativa de alta performance (por exemplo, Creighton,
“Proteins, Structures and Molecular Principles” (1983)) ou
por outras técnicas comparaveis disponiveis na técnica. A
composigdo dos peptideos sintéticos pode ser confirmada por
andlise ou seqUenciamento de aminocdcidos (por exemplo, o©
procedimento de degradagdo de Edman). Um marcador ou
repdbrter pode ser acoplado quimicamente a sonda peptidica
sintetizada, como discutido como mais detalhe abaixo.

Para expressar um polipeptideo desejado em uma célula
hospedeira, as sequéncias de nucleotideos que codificam o
polipeptideo, ou equivalentes funcionais, podem ser
inseridas no vetor de expressdo apropriado, ou seja, um
vetor que contém oOs elementos necessarios para a
transcricdo e tradugdo da sequéncia codificadora inserida.
Métodos que sdo bem conhecidos por aqueles habilitados na
técnica podem ser usados para a construgdo de vetores de
expressao que contém sequéncias que codificam um
polipeptideo de interesse e elementos apropriados de
controle da transcrigcdo e tradugdo. Esses métodos incluem
técnicas in vitro de DNA recombinante, técnicas sintéticas

de recombinagdo genética in vivo. Tais técnicas sao
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descritas em Sambrook e cols., “Molecular Cloning, A
Laboratory Manual” (1989), e Ausubel e cols., "“Current
Protocols in Molecular Biology” (1989).

Diversos sistemas de vetor de expressdo/hospedeiro
podem ser utilizados para conter e expressar sequéncias de
polinucleotideos. Esses incluemn, sem limitacgao,
microorganismos como, por exemplo, bactérias transformadas
com bacteridéfago recombinante, vetores de expressdo de DNA
de plasmideo ou cosmideo; leveduras transformadas com
vetores de expressdo de levedura; sistemas de células de
inseto infectadas com vetores de expressdo de virus (por
exemplo, baculovirus); sistemas de células de plantas
transformadas com vetores de expressdo de virus (por
exemplo, virus do mosaico da couve-flor, CaMV; virus do
mosaico do tabaco, TMV) ou com vetores de expressao
bacteriana (por exemplo, plasmideos Ti ou PpBR322); ou
sistemas de células animais.

Para expressar uma sonda peptidica em uma célula
hospedeira, um procedimento como, por exemplo, o seguinte,
pode ser usado. Um fragmento de restrigdo gque contém uma
seqiiéncia de DNA gque codifica a sonda peptidica pode ser
clonado em um plasmideo recombinante apropriado contendo
uma origem de replicagdo que funciona na célula hospedeira,
e um marcador selecionadvel adequado. O plasmideo pode
incluir um promotor para expressdo indutivel da sonda
peptidica (por exemplo, pTrc (Amann e cols., (1988) Gene
69: 301-315) e pET11d (studier e cols., “Gene Expression
Technology: Methods in Enzymology” 185, Academic Press, San
Diego, Calif. (1990) 60 89)). O plasmideo recombinante pode

ser introduzido na célula hospedeira, por exemplo, por
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eletroporagado, e células que contém o plasmideo
recombinante podem ser identificadas por selegdo gquanto ao
marcador no plasmideo. A expressdo da sonda peptidica pode
ser 1induzida e detectada na célula hospedeira com a
utilizagdo de um ensaio especifico para a sonda peptidica.
Uma célula hospedeira adequada para expressao de uma
sonda peptidica pode ser qualquer célula procaridtica ou

eucaridtica (por exemplo, células bacterianas como, por

exemplo, E. coli ou B. subtilis, células de inseto
(baculovirus), de leveduras ou células de mamiferos como,
por exemplo, células de ovario de hamster chinés (CHO)). Em

algumas modalidades, o DNA que codifica o peptideo pode ser
otimizado para a expressdo na célula hospedeira. Por
exemplo, o DNA pode incluir c¢bédons para um ou mais
aminodcidos que sdo predominantes na c¢élula hospedeira em
relacdo a outros cddons para o mesmo aminodcido.
4. Sondas exemplares

Sondas de alfa-hélice ou helicoidais aleatdrias (ou
seja, sondas que exibem conformagdo em hélice o ou
helicoidal aleatodria em solucdo) Gteis nos métodos
revelados podem incluir as seguintes:

a. Sondas de PrP

Um 33-mer palindrdmico que compreende sequéncias de
aminodcidos que sdo idénticos aos aminodcidos 122-104 e
109-122 da proteina PrP° (ID. DE SEQ. N°: 13 e 14)
(SwissProt P04156; Prion ID. Pfam Pf00377 e 03991):
VVAGAAAAGAVHKLNTKPKLKHVAGAAAAGAVV (ID. DE SEQ. N°: 29)
(muridea) ;
VVAGAAAAGAMHKNINTKPKMKHMAGAAAAGAVV (ID. DE SEQ. N°: 1)

(humana) . Em algumas modalidades, uma lisina do terminal C
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pode ser adicionada ao 33-mer palindrdmico para formar um
34 -mer

(por exemplo: VVAGAAAAGAMHKIVINTKPKIVIKHMAGAAAAGAVVK (ID.
DE SEQ. N°: 33) e VVAGAAAAGAVHKLNTKPKLKHVAGAAAAGAVVK (ID.
DE SEQ. N°: 34)). A lisina do terminal C pode ser adequada
para uso na ligagdo da sonda a um marcador adequado (por
exemplo, pireno).

Um 33-mer palindrdmico gque compreende sequUéncias de
aminodcidos que sdo equivalentes aos aminodcidos 122-104 e
109-122 da proteina PrP°® (ID. DE SEQ. N°: 13 e 14)
(SwissProt P0O4156; Prion ID. Pfam P£00377 e 03991).

Um 33-mer palindrdmico gque compreende seqUéncias de
aminodcidos que sao entre cerca de 70% a cerca de 90%
idénticos aos aminoacidos 122-104 e 109-122 da proteina
PrpP°¢ (ID. DE SEQ. N°: 13 e 14) (SwissProt P04156; Prion
ID. Pfam P£f00377 e 03991).

Uma sonda que compreende seqUéncias de aminoacidos que
incluem pelo menos 10 residuos de amincacidos contiguos dos
aminodcidos 104-122 da proteina PrP°° humana ou aminodcidos
103-121 da proteina PrP°° muridea (ID. DE SEQ. N°: 13 e 14)
(SwissProt P0O4156; Prion ID. Pfam PF00377 e 03991) Proteina
de Prion Humana (Acesso P04156).

Uma sonda que compreende a seqléncia de aminoacidos
KPKTNMKHMAGAAAAGAVV (ID. DE SEQ. N°: 39).

Um 33-mer palindrdmico que compreende a sequéncia de
aminodcidos VVAGAAAAGAMHKMNTKPKMKHMAGAAAAGAVV (ID. DE SEQ.
N°: 40) (seqléncia vinculadora para os dois bragos do
palindromo sublinhada) .

Um 33-mer palindrdmico que compreende a sequéncia de

amino&cidos VVAGAAAAGAMHKMKPKTNMKHMAGAAAAGAVV (ID. DE SEQ.
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N°: 41) (sequéncia vinéﬁladora para os dois bragos do
palindromo sublinhada) .

Um 33-mer palindrdmico que compreende a seqiéncia de
aminodcidos VVAGAAAAGAVHKMKPKTNMKHVAGAAAAGAVV (ID. DE SEQ.
N°: 42) (sequiéncia vinculadora para os dois bragos do
palindromo sublinhada) .

b. Sondas de AP

Uma sonda que compreende sequUéncias de aminoacidos que
sdo idénticos aos aminoacidos 1-40 do peptideo AP
(Nref00111747; humano) :
DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV (ID. DE SEQ. N°:
4) .

Uma sonda que compreende sequéncias de aminodcidos que
sdo equivalentes aos aminoacidos 1-40 do peptideo AP
(Nref00111747; humano) (ID. DE SEQ. N°: 4).

Uma sonda que compreende seqUéncias de aminodcidos que
sdo entre cerca de 70% a cerca de 90% idénticos aos
aminodcidos 1-40 do peptideo AB (Nref00111747; humano) (ID.
DE SEQ. N°: 4).

Uma sonda que compreénde sequéncias de aminodcidos que
s3o idénticos aos aminodcidos 11-34 do peptideo AP
(NreM0111747; humano) : EVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGL (ID. DE
SEQ. N°: 5).

Uma sonda que compreende sequéncias de aminodcidos que
sdo idénticos aos aminodcidos 11-34 do peptideo AP
(Nref00111747; humano), mas com residuo H13 substituido com
R para reduzir interag¢des de ion metalico e para aumentar a
solubilidade do peptideo: EVRHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGL (ID. DE
SEQ. N°: 6).

Uma sonda que compreende seqiéncias de aminoacidos que
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sdo 1dénticos aos aminodcidos 25-35 do peptideo A
(Nref0011747; humano): GSNKGAIIGLM (ID. DE SEQ. N°: 7).

Uma sonda que compreende seqléncias de aminoacidos que
sdo idénticos aos aminodcidos 17-35 do peptideo A
(Nref0011747; humano): LVFFAEDVGSNKGAIIGLM (ID. DE SEQ. N°:
35) . Opcionalmente, a sonda pode incluir uma lisina (K) do
terminal N adicional KLVFFAEDVGSNKGAIIGLM (ID. DE SEQ. N°:
36), uma lisina (K) do terminal C LVFFAEDVGSNKGAIIGLMK (ID.
DE SEQ. N°: 37), ou ambas KLVFFAEDVGSNKGAIIGLMK (ID. DE
SEQ. N°: 38).

c. Sondas de TSE

Uma sonda que compreende seqUéncias de aminodcidos que
sdo homdélogos aos aminoacidos 104-122 ou TSE do tipo
selvagem (wt) (Nref00130350 humano) :

KPKTNLKHVAGAAAAGAVV (ID. DE SEQ. N°: 10).

Uma sonda que compreende seqUéncias de aminoacidos que
sdo equivalentes aos aminodcidos 104-122 de TSE do tipo
selvagem (wt) (Nref00130350 humano) (ID. DE SEQ. N°: 10).

Uma sonda que compreende seqUéncias de aminoacidos que
s3o entre cerca de 70% a cerca de 90% idénticas as
sequiéncias de aminodcidos 104-122 de TSE do tipo selvagem
(wt) (Nref00130350 humano) (ID. DE SEQ. N°: 10).

Uma sonda que compreende uma sequéncia de aminoacidos
que: (a) é& uma seqUéncia de TSE mutada seletivamente; (b) é
desestabilizada e ndo infecciosa; e (c) possui uma
seqiiéncia de aminodcidos gque & homdloga as seqiéncias de
aminoacidos 104-122 ou TSE do tipo selvagem (wt)
(Nref00130350 humano) (ID. DE SEQ. N°: 10).

Uma sonda que compreende uma sequéncia de aminoacidos

que: (a) & uma sequéncia de TSE mutada seletivamente; (b) &
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desestabilizada e ndo infecciosa; e (c) possui uma
sequiéncia de aminoécidos;que é equivalente as seqUéncias de
aminoacidos 104-122 ou TSE do tipo selvagem (wt)
(Nref00130350 humano) (ID. DE SEQ. N°: 10).

Uma sonda que compreende uma seqUéncia de aminoacidos
que: (a) & uma sequéncia de TSE mutada seletivamente; (b) &
desestabilizada e nd3o infecciosa; e (c) possui uma
seqiéncia de aminocdcidos que & entre cerca de 70% e cerca
de 90% idéntica as seqUéncias de aminodcidos 104-122 ou TSE
do tipo selvagem (wt) (Nref00130350 humano) (ID. DE SEQ.
N°: 10).

d. Sondas de amilina

Uma sonda que compreende sequUéncias de aminoacidos que
sdo idénticos aos aminocacidos 1-38 da proteina precursora
do polipeptideo amildéide da ilhota (amilina) (N° de Acesso
NP _000406; humana) implicada no diabetes humano:
MGILKLQVFLIVLSVALNHLKATPIESHQVEKRKCNTA (ID. DE SEQ. N°:
11).

Uma sonda que compreende sequéncias de aminoacidos que
sdo idénticos a pelo menos 10 residuos de aminoacidos
contiguos na seqUéncia qﬁe correspondem aos aminoacidos 1-
38 da proteina precursora do polipeptideo amildide da
ilhota (amilina) (N° de Acesso NP 000406; humana) (ID. DE
SEQ. N°: 11).

e. Outras sondas

Uma sonda que possui uma conformagdo hélice-alga-
hélice encontrada em polilisina e uma sequéncia de
aminodcidos que possui comprimento de pelo menos 10

residuos de aminodcidos e é equivalente ou hombéloga a

KKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKKK (27-mer) (ID. DE SEQ. N°: 8).
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Uma sonda dgque possui uma conformagdo encontrada em
poliglutamina e uma sequéncia de aminodcidos que seja
equivalente ou homéloga a QQQQOQOQOOQQOQOQOQQQQQQQ (23 -mer)
(ID. DE SEQ. N°: 9).

Uma sonda que compreende seqUéncias de aminoacidos que
sdo idénticos aos aminodcidos 1-25 da proteina surfactante
pulmonar humana (N° de Acesso NCBI AAH32785; humana)
implicada na Sindrome da Morte Subita Infantil (SIDS)
humana:

MAESHLLOQWLLLLLPTLCGPGTAAW (ID. DE SEQ. N°: 12)

Uma sonda que compreende sequéncias de aminoacidos
que incluem pelo menos 10 residuos de aminoacidos contiguos
dos aminodcidos 235-269 (enfatizados abaixo por sublinhado
duplo) da gelsolina plasmatica humana (P06396; Muary e

cols., FEBS Lett. 260(1): 85-87, 1990):

MAPHRPAPALLCALSLALCALSLPVRAATASRGASQAGAPQGRVPEARPNSM
VVEHPEFLKAGKEPGLQIWRVEKFDLVPVPTNLYGDFFTGDAYVILKTVQLR

NGNLQYDLHYWLGNECSQDESGAAAIFTVQLDDYLNGRAVQHREVQGFESA
TFLGYFKSGLKYKKGGVASGFKHVVPNEVVVQRLFQVKGRRVVRATEVPVS

MSVSLVADENPFAQGALKSEDCFILDHGKDGKIFVWKGKQANTEERKAALK
TASDFITKMDYPKQTQVSVLPEGGETPLFKQFFKNWRDPDQTDGLGLSYLSS
HIANVERVPFDAATLHTSTAMAAQHGMDDDGTGQKQIWRIEGSNKVPVDPA
TYGQFYGGDSYILYNYRHGGRQGQIITYNW QGAQSTQDEVAASAILTAQLDE
ELGGTPVQSRVVQGKEPAHLMSLFGGKPMIIYKGGTSREGGQTAPASTRLFQ
VRANSAGATRAVEVLPKAGALNSNDAFVLKTPSAAYLWVGTGASEAEKTGA
QELLRVLRAQPVQVAEGSEPDGFWEALGGKAAYRTSPRLKDKKMDAHPPRL
FACSNKIGRFVIEEVPGELMQEDLATDDVMLLDTWDQVFVWVGKDSQEEEK

TEALTSAKRYIETDPANRDRRTPITVVKQGFEPPSFVGWFLGWDDDYWSVDP
LDRAMAELAAYERLKATQVSKGIRDNERSGRARVHVSEEGTEPEAM
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(ID. DE SEQ. N°: 16).

Uma sonda que compreende sequéncias de aminoacidos que
incluem pelo menos 10 residuos de aminodcidos contiguos da
regido de formagdo de amilédide (aminocdcidos 26-147;
enfatizados por sublinhado duplo abaixo) da seqiéncia da
proteina cistatina C, como revelado abaixo e relatado por
Levy e cols., Exp. Med. 169(5): 1.771-1.778, 1989 (P01034).
Uma sonda apropriada & qualquer porgdo desta de pelo menos
10 aminocdcidos. VAarias sondas podem ser posicionadas de

acordo.

(ID. DE SEQ. N°: 17).

Uma sonda palindrdmica da proteina cistatina C tomada
dos aminoacidos 39-47 da sequéncia acima, com um vinculador
de quatro unidades de prolina; por exemplo:
EEEVSADMPPPPMDASVEEE (ID. DE SEQ. N°: 18)

Uma sonda que compreende sequéncias de aminodcidos que
incluem entre 10 e 23, inclusive, residuos contiguos de
glutamina de ©&ligo- ou poliglutamina dos residuos 18-40
(enfatizados por sublinhado duplo abaixo) da seqiéncia de
proteina da proteina Huntingtina (proteina da doenga de
Huntington) revelada abaixo:

MATLEKLMKAFESLKSFQQQQQQQ000Q00000000Q000Q0QQPPPPPPPPPP

PQLPQPPPQAQPLLPQPQPPPPPPPPPPGPAVAEEPLHRPKKELSATKKD
RVNHCLTICENIVAQSVRNSPEFQKLLGIMELFLLCSDDAESDVRMVADE
CLNKVIKALMDSNLPRLQLELYKEIKKNGAPRSLRAA LWRFAELAHLVRP
QKCRPYLVNLLPCLTRTSKRPEESVQETLAAAVPKIMASFGNF ANDNEIK
VLLKAFIANLKSSSPTIRRTAAGSAVS ICQHSRRTQYFYSWLLNVLLGLL

VPVEDEHSTLLILG
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(ID. DE SEQ. N°: 19) (P42858; gi:1170192).

Uma sonda exemplar: QQQOQQ000Q00Q0Q0Q0QQ (ID. DE SEQ. N°:
20) .

Uma sonda que compreende seqUéncias de aminoacidos que
incluem pelo menos 6 residuos de aminodcidos contiguos dos
residuos de aminodcidos 45-50 e 48-53 (enfatizados abaixo)
do polipeptideo amildéide da ilhota humano envolvido em
fibrilogénese, sequéncia revelada abaixo, NP.sub.--000406
[gi:4557655] Scrocchi e cols., J. Struct. Biol. 141(3):
218-227, 2003:

MGILKLQVFLIVLSVALN HLKATPIESHQVEKRKCNTATCATQRLANFLYV
H,§§NNFGAILSSTNVGSNTYGKRNAVEVLKRBPLNYLPL
(ID. DE SEQ. N°: 21).

Sondas exemplares m podem conter as seguintes
seqiéncias, que sdo seqguéncias dentro da sequéncia 45-53 da
seqliéncia peptidica acima do ID. DE SEQ. N°: 21, que pode
ser usada sem modificagdo ou pode ser usada para formar
sondas palindrémicas aqui descritas:

LANFV (ID. DE SEQ. N°: 22)

VFNALPPPPLAKFV (ID. DE SEQ. N°: 23) (sonda palindrdmica)
FLVHSS (ID. DE SEQ. N°: 24)

SSHVLFPPPPFLVHSS (ID. DE SEQ. N°: 25) (sonda palindrdmica) .

Uma sonda que compreende sequéncias de aminodcidos que
incluem pelo menos 5 residuos de aminodcidos contiguos dos
residuos de aminodcidos 11-19 (enfatizados abaixo por
sublinhado duplo) do fragmento do peptideo de transtiretina
(AAH20791 [gi: 18089145); MacPhee e Dobson, J. Mol. Biol.,

279(5): 1.203-1.215, 2000):
MASHRLLLLCLAGLVEVS EAGPTGTGESKCPLMVKVLDAVRGSPAINVAYV
HVFRKAADDTWEPFASGKTSE SGELHGLTTEEEFVEGIYKVEIDTKSYWK

ALGISPFHEHAEVVF I'ANDSGPRRYTIAALLSPYSYSTTAVVTNPKE
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(ID. DE SEQ. N°: 26)

Uma sonda palindrémica com base na seqgténcia de
referéncia enfatizada acima do ID. DE SEQ. N°: 26 (residuos
de aminoacidos 11-19); por exemplo, ESVFVLGALPPPPLAGLVFVSE.
(ID. DE SEQ. N°: 27).

Sondas gue possuem pelo menos 15%, pelo menos 20%,
pelo menos 30%, pelo menos 40%, pelo menos 50%, pelo menos
60%, pelo menos 70%, pelo menos 80%, pelo menos 90%, pelo
menos 99% para aquelas exemplificadas acima, e sondas que
possuem sequéncias equivalentes, também estdo incluidas na
invengdo. Também estdo incluidas sondas gue englobam a
seqUéncia de aminoacidos das sondas citadas acima e possuem
um residuo de aminoacido adicional no terminal N, um
residuo de aminodcido no terminal C, ou ambos, gque sédo
adequadas para uso na liga¢do de um marcador a sonda (por
exemplo, Lys, que fornece um grupo amino livre para ligagéao
de um marcador a sonda) .

VArias outras sondas podem ser facilmente produzidas
sem experimentag¢do desnecessaria com o uso de técnicas
laboratoriais padronizadas e uma sintese gquimica de
peptideo relacionada. Outras sondas e métodos para o
projeto dessas sondas que podem ser usados nos métodos
presentemente apresentados ou modificados para uso nos
métodos presentemente apresentados podem ser facilmente
obtidos, e sd3o descritos na U.S. 2006-0057671; Wurth e
cols., J. Mol. Biol. 319: 1.279-1.290 (2002); e Kime cols.,
J. Biol. Chem. 280: 35.059-35.076 (2005), que sdo adqui
incorporados por referéncia em suas totalidades.

5. Marcadores

As sondas aqui reveladas podem compreender um
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marcador. Por exemplo, a sonda pode consistir em uma sonda
peptidica que & acoplada ou fundida, de forma covalente ou
ndo covalente, a um marcador. Em uma modalidade, a sonda
peptidica €& coberta na extremidade (em uma ou em ambas as
extremidades do peptideo) com uma porgdo ou entidade
quimica que pode facilitar a anadlise da sonda peptidica,
incluindo a detecgdo da sonda per se e a deteccdo do estado
estrutural da sonda.

O marcador especifico escolhido pode variar
amplamente, dependendo da técnica analitica a ser usada
para andlise. O marcador pode estar em complexo ou ligado
covalentemente na extremidade amino ou carbdxi, ou prdximo
a ela, do peptideo, que pode ter sua extremidade coberta
com uma seqUéncia de peptideos hidrofdbicos curtos. Em
alguns aspectos da invengdo, tanto a extremidade amino
quanto a extremidade carbdxi dos peptideos da sonda sdo
cobertos com pequenos peptideos hidrofdébicos que variam em
termos de tamanho de cerca de 1 a cerca de 5 aminoacidos.
Esses peptideos podem ser naturais ou sintéticos, mas sdo
preferivelmente naturais (ou seja, derivados da proteina-
alvo). Um marcador pode ser anexado na extremidade amino
e/ou carbdxi da sonda, ou préximo a ela.

Como aqui usado, um “marcador” & uma porgdo gquimica ou
bioguimica atil para » marcagdo da sonda, e que,
opcionalmente, pode ser utilizado para avaliar o estado
estrutural especifico da sonda. Por exemplo, um marcador
pode emitir um primeiro sinal com base em um primeiro
estado estrutural e um segundo sinal com base em um segundo
estado estrutural. O primeiro sinal e o segundo sinal podem

diferir em intensidade. Em algumas modalidades, gquando o
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sinal incluir emissdo de luz, o primeiro sinal e o segundo
sinal podem diferir no comprimento de onda de excitagdo
e/ou no comprimento de oﬁda de emissido.

“Marcadores” podem incluir agentes fluorescentes (por
exemplo, fluordforos, proteinas fluorescentes, nanocristais
semicondutores fluorescentes), agentes fosforescentes,
agentes guimioluminescentes, agentes cromogénicos, agentes
quelantes, corantes, radionuclideos, ions metalicos,

sé6lidos metalicos, ligantes (por exemplo, biotina, haptenos

de estreptavidina, e semelhantes), enzimas (por exemplo,
beta-galactosidase, peroxidase de raiz-forte, glicose
oxidase, fosfatase alcalina, e semelhantes), substratos de
enzimas, co-fatores de enzimas (por exemplo, NADPH) ,

inibidores de enzimas, agentes de cintilagdo, inibidores,
particulas magnéticas, oligonucleotideos, e outras porgdes
conhecidas na técnica. Quando o marcador for um fluordforo,
uma ou mails caracteristicas do fluordforo poderdo ser
usadas para avaliar o estado estrutural da sonda marcada.
Por exemplo, o comprimento de onda de excitag¢do do
fluoréforo pode diferir com base no estado estrutural da
sonda marcada. Em algumas modalidades, o comprimento de
onda de emissao, intensidade ou polarizagdo de
fluorescéncia pode variar com base no estado estrutural da
sonda marcada.

Como aqui usado, um “fluordéforo” é um grupo quimico
gue pode ser excitado pela luz para emitir fluorescéncia ou
fogsforescéncia. Um ‘“extintor” é um agente que €& capaz de
extinguir um sinal fluorescente de um doador fluorescente.
Um primeiro fluordéforo pode emitir um sinal fluorescente

que excita um segundo fluordéforo. Um primeiro fluordforo
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(Bisaminofeniloxadiazol) ; Berberina Sulfato; Beta
Lactamase; Azul BFP shifted GFP (Y66H) ; Proteina

Fluorescente Azul; BFP/GFP FRET; Bimana; Bisbenzamida;
Bisbenzimida (Hoechst) ; Blancofor FFG; Blancofor SV;
BOBO™-1; BOBO™-3; Bodipy 492/515; Bodipy 493/503; Bodipy
500/510; Bodipy 505/515; Bodipy 530/550; Bodipy 542/563;
Bodipy 558/568; Bodipy ©564/570; Bodipy 576/589; Bodipy
581/591; Bodipy 630/650-X; Bodipy 650/665-X; Bodipy
665/676; Bodipy FL; Bodipy FL ATP; Bodipy Fl-Ceramida;
Bodipy R6G SE; Bodipy TMR; Bodipy TMR-X conjugado; Bodipy
TMR-X, SE; Bodipy TR; Bodipy TR ATP; Bodipy TR-X SE; BO-

PRO™-1; BO-PRO-3; Sulfoflavina Brilhante FF; Calceina;

Calceina Azul; Calcio Crimson™; Calcio Verde; Calcio
Laranja; Calcofldor Branco; Carbéxi-X-rodamina (5-ROX) ;
Cascade Blue™,; Cascade Yellow; Catecolamina; CCF2
(GeneBlazer); CFDA; Proteina Fluorescente CFP - Ciano;

CFP/YFP FRET; Clorofila; Cromomicina A; CL-NERF (Ratio Dye,
pH) ; CMFDA; Celenterazina £; Celenterazina fcp;
Celenterazina h; Celenterazina hcp; Celenterazina 1ip;
Celenterazina n; Celenterazina O; Cumarina Faloidina; C-
ficocianina; CPM Metilcumarina; CTC; CTC Formazan; Cyznﬁ
Cy3.1 8; Cy3.5™; cy3™; cys.1 8; Cys.5™; cys™; cy7™; ciano
GFP; Fluorosensor de AMP ciclico (FiCRhR); Dabcil; Dansil;
Dansil Amina; Dansil Cadaverina; Cloreto de dansila; Dansil
DHPE; Fluoreto de dansila; DAPI; Dapoxil; Dapoxil 2;
Dapoxil 3; DCFDA; DCFH (Diacetato de
Diclorodiidrofluoresceina) ; DDAO; DHR (Diidro-rodamina
123); Di-4-ANEPPS; Di-8-ANEPPS (ndo proporg¢do); DiA (4-Di-
16 -ASP); Diacetato de Diclorodiidrofluoresceina (DCFH); DiD

- Tracador Lipofilico; DiD (DiIC18(5)); DIDS; Diidorodamina
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123 (DHR); DiI (DiIC18(3)); Dinitrofenol; DiO (DiOC18(3));
DiR; DiR (DiIC18(7)); DNP; Dopamina; DsRed; DTAF; DY-630-
NHS; DY-635-NHS; EBFP; ECFP; EGFP; ELF 97; Eosina;
Eritrosina; Eritrosina ITC; Brometo de Etidio; Homodimero
de Etidio-1 (EthD-1); Eucrisina; EukoLight; Cloreto de
Eurdpio (III) ; EYFP; Fast Blue; FDA; Feulgen
(Pararosanilina); FITC; Flazo Laranja; Fluo-3; Fluo-4;
Fluoresceina (FITC); Diacetato de Fluoresceina; Fluor-
Esmeralda; Fldor-Ouro (Hidroxiestilbamidina); Flaor-Rubi;
FlGdor X; FM 143™; FM 4-46; Fura Red™; Fura Red™ /FlGor-3;
Fura-2; Fura-2/BCECF; Genacril Vermelho Brilhante B;
Genacril Brilhante Amarelo 100F; Genacril Rosa 3G; Genacril
Amarelo 5GF; GeneBlazer (CCF2); uma proteina fluorescente
(por exemplo, GFP (S65T); vermelho GFP shifted (rsGFP); GFP
do tipo selvagem, excitagdo ndo UV (wtGFP); GFP do tipo
selvagem, excitagdo UV (wtGFP); e GFPuv); Acido Glox&alico;
Azul Granular; Hematoporfirina; Hoechst 33258; Hoechst
33342; Hoechst 34580; HPTS; Hidroxicumarina;
Hidroxiestilbamidina (FlGor-Ouro); Hidroxitriptamina; Indo-
1; Indodicarbocianina (DiD) ; Indotricarbocianina (DiR) ;
Intrawhite Cf; JC-1; JO-JO-1; JO-PRO-1; Laurodan; LDS 751
(DNA) ; LDS 751 (RNA); Leucofor PAF; Leucofor SF; Leucofor
WS; Lissamina Rodamina; Lissamina Rodamina B; Homodimero de
Calceina/Etidio; LOLO-1; LO-PRO-1; Amarelo Lacifer;
luminol, Lyso Tracker Azul; Lyso Tracker Azul-Branco; Lyso
Tracker Verde; Lyso Tracker Vermelho; Lyso Tracker Amarelo;
LysoSensor Azul; LysoSensor Verde; LysoSensor Amarelo/Azul;
Mag Verde; Magdala Vermelho (Floxina B); Mag-Fura Vermelho;
Mag-Fura-2; Mag-Fura-5; Mag-Indo-1; Magnésio Verde;

Magnésio Laranja; Verde Malaquita; Marina Azul; Maxilon
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Flavina Brilhante 10 GFF; Flavina Brilhante Maxilon 8 GFF;

Merocianina; Metoxicumarina; Mitotracker Verde FM;
Mitotracker Laranja; Mitotracker Vermelho; Mitramicina;
Monobromobimano; Monobromobimano (mBBr -GSH) ;

Monoclorobimano; MPS (Metil Verde Pironina Estilbeno); NBD;
NBD Amina; Vermelho do Nilo; NED™; Nitrobenzoxadidol;
Noradrenalina; Vermelho Fast Nuclear; Amarelo Nuclear;
Nylosan Brilhante Iavin E8G; Oregon Verde; Oregon Verde
488-X; Oregon Verde™; Oregon Verde™ 488; Oregon Verde™
500; Oregon Verde™ ©514; Azul Pacifico; Pararosanilina
(Feulgen); PBFI; PE-CyS5; PE-Cy7; PerCP; PerCP-Cy5.5; PE-
Vermelho Texas [Vermelho 613] ; Floxina B (Magdala
Vermelho) ; Phorwite AR; Phorwite BKL; Phorwite Rev;
Phorwite RPA; Fosfina 3R; Ficoeritrina B [PE]; Ficoeritrina
R [PE]; PKH26 (Sigma); PKH67; PMIA; Pontocromo Azul Preto;
POPO-1; ©POPO-3; PO-PRO-1; PO-PRO-3; Primulina; Procion
Amarelo; Iodeto de Propidio (PI); PyMPO; Pireno; Pironina;
Pironina B; Pirozal Brilhante Flavin 7GF; QSY 7; Quinacrina
Mostarda; Vermelho 613 [PE-Vermelho Texas]; Resorufina; RH
414; Rhod-2; Rodamina; Rodamina 110; Rodamina 123; Rodamina
5 GLD; Rodamina 6G; Rodamina B; Rodamina B 200; Rodamina B
extra; Rodamina BB; Rodamina BG; Rodamina Verde; Rodamina
Falicidina; Rodamina Faloidina; Rodamina Vermelho; Rodamina
WT; Rosa Bengala; R-ficocianina; R-ficoeritrina (PE) ;
RsGFP; S65A; S65C; S65L; S65T; Safira GFP; SBFI;
Serotonina; Sevron Vermelho Brilhante 2B; Sevron Vermelho
Brilhante 4G; Sevron Vermelho Brilhante B; Sevron Laranja;
Sevron Amarelo L; sgBFP™; sgBFP™ (BFP super brilho);
sgGFP™; sgGFP™ (GFP super brilho); SITS; SITS (Primulina);

SITS (Acido Estilbeno Isotiossulfénico); SNAFL calceina;
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imagens in vivo. Por exemplo, podem ser usados marcadores
OUteis para exames de ressondncia magnética como, Ppor
exemplo, flGor-18, bem como marcadores quimioluminescentes.
Em outra modalidade, a sonda é marcada com um marcador
radioativo. Por exemplo, o marcador pode fornecer emissdo
de pdsitron de uma energia suficiente para ser detectada
pelas maguinas empregadaé atualmente para essa finalidade.
Um exemplo de um elemento desse tipo compreende oxigénio-15
(um isdétopo de oxigénio que decai por emissdo de pdsitron)
ou outro radionuclideo. Outro exemplo é o carbono-11.
Sondas marcadas com marcadores desse tipo podem ser
administradas a um paciente, elas se localizam na proteina-
alvo, e pode ser feito o exame de imagem do paciente (por
varredura) para detectar a sonda localizada, identificando,
dessa forma, locais de proteina-alvo localizada. As sondas
marcadas podem ser administradas por qualquer meio adequado
que permita a localizag¢do em locais da proteina-alvo, por
exemplo, por injegdo direta, por via intranasal ou oral. Em
algumas modalidades, sondas marcadas radioativamente podem
ser injetadas em um paciente, e a ligagdo da sonda a
proteina-alvo monitorada externamente.

Marcadores podem incluir oligonucleotideos. Por
exemplo, as sondas peptidicas podem ser acopladas e um tag
de oligonucleotideo que pode ser detectado por métodos
conhecidos na técnica (por exemplo, ensaios de amplificagdo
como, por exemplo, PCR, TMA, b-DNA, NASBA, e semelhantes) .
6. Sondas imobilizadas e seus usos

Em algumas modalidades, as sondas peptidicas sdo
imobilizadas em um suporte sélido. Isso pode ser obtido por

métodos conhecidos na técnica como, por exemplo, métodos
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que compreendem a exposi¢do de uma sonda a um suporte
s6lido por um periodo de tempo suficiente para permitir a
imobilizagdo da sonda no suporte sdlido. Os métodos podem
ainda compreender a remogdo de sonda ndo 1ligada, o
entrecruzamento da sonda com o suporte sdélido (por exemplo,
gquimicamente e/ou por exposigdo a radiagdo UV) e a secagem
do suporte sdélido e da sonda. Métodos de imobilizagao de
peptideos em suportes sélidos sdo conhecidos na técnica. Em

uma modalidade, as sondas s8o imobilizadas em um estado

estrutural especifico, por exemplo, em uma conformagao
especifica (por exemplo, predominantemente hélice
a/helicoidal aleatdria ou predominantemente folha ), como

descrito na U.S. 2006-0057671], que é aqui incorporada por
referéncia em sua totalidade.

As sondas imobilizadas a um suporte sbélido podem ser
usadas para detectar rapida e eficientemente a presenga de
proteina-alvo em uma amostra. Sondas imobilizadas também
sdo Uteis para ligar uma parte, basicamente toda ou toda
uma proteina-alvo presente em uma amostra, e depois a
proteina-alvo pode ser separada do resto da amostra, por
exemplo, para fornecer uma amostra purificada que possua um
teor reduzido de proteina-alvo, que seja essencialmente
livre de proteina-alvo, ou que seja completamente livre de
proteina-alvo. Dessa forma, por exemplo, podem ser
preparadas composi¢des bioldgicas, wmédicas ou consumiveis
gue possuem um teor reduzido de proteina-alvo.

O suporte sélido pode ser qualquer substdncia sdélida
conhecida que seja adequada a ligagdo de peptideos e
adequada ao uso com materiais bioldégicos. Muitos desses

suportes sélidos sd@o conhecidos por aqueles habilitados na
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400 mM de sal), e pouco ou sem detergentes, emulsificantes
ou outras substdncias acessdrias que possam inibir
intera¢des proteina-proteina. As dquantidades de sonda
imobilizada e de amostra a serem utilizadas irdo variar,
dependendo da quantidade de amostra disponivel, de a
quantidade de proteina-alvo suspeita de estar presente na
amostra, da quantidade de tempo a gual o usuario deseja
expor a amostra a sonda imobilizada, e de outras
consideracgdes.

Em geral, um método de redugao do teor de proteina-
alvo de uma amostra compreende o fornecimento de uma sonda
imobilizada, o fornecimento de uma amostra que contém ou
suspeita de conter uma proteina-alvo, a exposigdao da
amostra a sonda imobilizada sob condig¢des e por um periodo
de tempo suficiente para que a sonda imobilizada se ligue a
pelo menos algumas das proteinas-alvo na amostra (se
presente) , e a separagdo da sonda imobilizada e de
complexos de sonda imobilizada-proteina-alvo da amostra. Em
algumas modalidades, o ‘método reduz a quantidade de
proteina-alvo na amostra por uma quantidade que é
detectavel. Em outras modalidades, o método reduz a
quantidade de proteina-alvo na amostra a uma gquantidade
abaixo dos limites de detecgdo. Em outras modalidades, o
método elimina completamente proteinas-alvo de uma amostra.

Métodos de reducdo do teor de proteina-alvo de uma
amostra podem ser efetuados sob condigdes similares aquelas
descritas acima para a detecgdo de proteina-alvo. A
separagdo da sonda imobilizada e de complexos de sonda
imobilizada-proteina-alvo da amostra pode ser feita por

qualgquer técnica adequada como, por exemplo, vertendo-se a
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amostra, por remogdo fisica da sonda imobilizada e de
complexos da amostra etc. Aqueles habilitados na técnica
conhecem varias formas de remogdo de glébulos, membranas e
outros suportes sdlidos de solugdes aquosas, e qualquer uma
dessas formas pode ser wusada para separar a sonda
imobilizada e os complexos imobilizados da amostra. Em
algumas modalidades, a sonda imobilizada & uma sonda ligada
a uma membrana gque €& permeavel a amostra, por exemplo,
sangue ou produtos sanglUineos como, por exemplo, plasma.
Nessas modalidades, a amostra é filtrada através da
membrana ligada a sonda para remover uma parte ou todas as
proteinas-alvo da amostra, por exemplo, do sangue ou do
produto sanglineo. A passagem do fim da amostra através da
membrana causa a separagao da membrana ligada a sonda da
amostra. Apdés a amostra ter sido filtrada, a membrana
ligada & sonda pode ser testada gquanto & presenga de
proteinas-alvo.

Como fica evidente a partir do que foi apresentado
acima, a inveng¢do também inclui a detecgao da presenga de
proteina-alvo ligada a sonda imobilizada. A detecgdo pode
ser feita por meio de qualquer técnica conhecida, como
discutido e detalhado acima. Da mesma forma, vAarias etapas
adicionais podem ser incluidas nos métodos, desde que essas
etapas ndo fagam com que os métodos fiquem incapazes de
remover uma parte ou todas as proteinas de prion presentes
em uma amostra.

D. Detecg¢do de proteinas e de estruturas de proteina

Como observado acima, um aspecto da invencaoc fornece

sondas para a deteccdo de proteinas em uma amostra ou in

vivo, e para a detecgdao de proteinas em um estado
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estrutural especifico (por exemplo, um estado estrutural-
alvo) . Por exemplo, uma sonda peptidica pode ser marcada de
forma que apresente fluorescéncia quando a sonda peptidica
estiver em uma conformagdo em alfa-hélice ou helicoidal
aleatdria (ou em estado soldavel), e nao apresente
fluorescéncia gquando a sonda peptidica estiver em uma
conformagao de folha beta (ou em estado agregado
insoltvel). Da mesma forma, uma sonda peptidica pode ser
marcada de tal forma que ndo forme excimeros quando a sonda
peptidica estiver em uma conformagdo em alfa-hélice ou
helicoidal aleatdria (ou em estado solavel), mas forme

excimeros dquando a sonda peptidica estiver em uma

conformagao de folha beta (ou em estado agregado
insolavel) . Marcadores exemplares incluem fluordéforos ou
proteinas fluorescentes como, por exemplo, pireno,

triptofano, fluoresceina, rodamina, GFP e varios outros,
como aqui descrito.

Tradicionalmente, as estruturas de proteinas tém sido
determinadas por diversos métodos experimentais ou
computacionais descritos na técnica. Veja, por exemplo,
U.S. 2006-0057671; U.S. 6.448.087; Waldo e cols., Nat.
Biotech. 17: 691-695 (1999); Wurth e cols., J. Mol. Biol.
319: 1.279-1.290 (2002); Kim e cols., J. Biol. Chem. 280:
35.069-35.076 (2005), gque sao aqui incorporados por
referéncia em suas totalidades. Por exemplo, a estrutura da
proteina pode ser avaliada experimentalmente por dqualgquer
método capaz de produzir pelo menos estruturas de baixa
resolug¢do. Tais métodos atualmente incluem cristalografia
por raios X e espectroscopia por ressondncia magnética

nuclear (RMN). A cristalografia por raios X & um método
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para avaliagdo estrutural de proteinas, e se baseia na
difragcdo de radiagdo de raios X de um comprimento de onda
caracteristico por nuvens de elétrons gque circundam oS
nicleos atdmicos no cristal. A cristalografia por raios X
usa cristais de biomoléculas purificadas (mas essas
frequentemente incluem componentes solventes, co-fatores,
substratos ou outros ligantes) para determinar a resolugdo
quase atbmica dos &atomos que constituem a biomolécula em
particular. Metodologias para o crescimento de cristal sao
conhecidas na técnica, e tipicamente variam de biomolécula
para biomolécula. Técnicas automatizadas de crescimento de
cristal também sdo conhecidas.

A ressonidncia magnética nuclear (RMN) atualmente
permite a determinag¢ao da conformagdo da solugdo (em vez da
estrutura cristal) de biomoléculas. Tipicamente, somente
pequenas moléculas, por exemplo, proteinas de menos de
cerca de 100-150 aminoacidos, podem ser usadas com essa
técnica. No entanto, avang¢os recentes levaram a elucidacgao
experimental das estruturas da solugdo de proteinas raia,
com o uso de técnicas como, por exemplo, marcagao
isotdépica. A vantagem da espectroscopia por RMN sobre a
cristalografia por raios X é que a estrutura é determinada
em solug¢do, e nao em uma rede cristalina, em gue as
intera¢des vizinhas a rede podem alterar a estrutura da
proteina. A desvantagem da espectroscopia por RMN & que a
estrutura por RMN ndo é tdo detalhada ou tdo precisa quanto
uma estrutura cristal. Geralmente, estruturas de
biomoléculas determinadas por espectroscopia por RMN sdo de
resolugdo moderada, comparadas com aquelas determinadas por

cristalografia.
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covalente e que é formado entre uma entidade molecular que
foi excitada por um féton e uma entidade molecular nao
excitada idéntica. O aduto possui natureza transitdria, e
existe até gque fluoresga por emissdo de um £féton. Um
excimero representa a interagdo de dois fluordforos, os
quais, mediante excitag¢do com uma luz de um comprimento de
onda especifico, emitem 1luz em um comprimento de onda
diferente, que & também diferente em magnitude daquela
emitida por qualquer um dos fluordforos atuando
isoladamente. E possivel reconhecer um excimero (ou a
formagdo de um excimero) pela produgdo de uma nova banda
fluorescente em um comprimento de onda que seja mais longo
do que aquele do espectro de emissdo usual. Um excimero
pode ser distinguido da transferéncia de energia por
ressondncia fluorescente, ja que o espectro de excitagdo é
idéntico aquele do mondmero.

A formagdo do excimero é dependente do alinhamento
geométrico dos fluordforos, e é fortemente influenciada
pela distdncia entre eles. Em uma modalidade, fluordéforos
estdo presentes em cada terminal da sonda, e a formagdo de
excimero entre fluordforos é desprezivel, desde dque a
conformacdo global da sonda seja de hélice a ou helicoidal
aleatdria. Isso é facilmente determinado por medida do
comportamento da fluorescéncia da sonda no solvente a ser
usado para andlise na auséncia da proteina-alvo. Em algumas
modalidades, a interagdo da sonda com a proteina-alvo causa
uma alteragao estrutural (por exemplo, uma mudanga
conformacional) na sonda, de tal modo que ocorra a formagao
de excimero. Isso é& facilmente medido pelos procedimentos

aqui descritos. Por exemplo, a conversdo da estrutura da
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sonda em relagao aquela exibida na auséncia de analito
(hélice a ou helicoidal aleatéria) em uma estrutura de
folha B pode permitir que fluordédforos anexados as sondas
formem excimeros gque podem ser facilmente identificados.
Além disso, a magnitude da formagido de excimero esta
diretamente relacionada a quantidade de analito protéico
presente.

Dessa forma, de acordo com um aspecto da invengao,
sondas marcadas formam excimeros gquando adotam um estado
estrutural especifico, por exemplo, um estado estrutural-
alvo, como pode ocorrer quando as sondas interagem com a
proteina-alvo no estado estrutural-alvo. A formagdo de
excimeros pode ser detectada por uma mudanga das
propriedades Opticas. Essas mudangas podem ser medidas por
técnicas fluorimétricas conhecidas, qgque incluem UV, IR, CD,
RMN ou fluorescéncia, dentre varias outras, dependendo do
fluordéforo anexado a sonda. A magnitude dessas mudangas das
propriedades Spticas esta diretamente relacionada a
quantidade de sonda que adotou o estado estrutural
associado a mudanga, o que estd diretamente relacionado a
gquantidade de proteina-alvo presente.

2. Dicroismo circular

“Dicroismo circular” (“CD”) é observado quando matéria
opticamente ativa absorve luz polarizada circular L e R de
forma ligeiramente diferente, como medido por um
espectropolarimetro CD. As diferengas sdo muito pequenas e
representam fragdes de graus em elipticidade. Os espectros
de CD para tipos distintos de estruturas secundarias
presentes em peptideos e proteinas sdo distintos. A medida

e a comparag¢do de curvas de CD de proteina em complexo vs.
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gque ndo estdo em complexo representa um meio de medigdo
preciso para os métodos aqui revelados.
3. O sistema GFP

Em uma modalidade, um sistema de proteina de fusdo de
GFP & usado para determinar o estado estrutural especifico
da sonda ou de uma proteina de teste. Foram descritas
proteinas de fusdao que incluem uma proteina de teste e
proteina fluorescente verde (GFP) para determinar a
solubilidade da proteina de teste. Veja, por exemplo, Waldo
e cols., Nat. Biotech. 17: 691-695 (1999); Patente U.S. N°
6.448.087, Wurth e cols., J. Mol. Biol. 319: 1.279-1.290
(2002); Kim e cols., J. Biol. Chem. 280: 35.059-35.076
(2005), cada um deles aqui incorporado por referéncia em
suas totalidades. Como se acredita que o enovelamento de
GFP em sua estrutura fluorescente nativa ocorra lentamente
(Cubitt e cols., Trends Biochem. Sci. 20: 448-455 (1995)),
a fluorescéncia de uma proteina de fusdo de GFP pode
depender da solubilidade da proteina de teste. Caso a
proteina de teste seja insolivel, a porgdo GFP da proteina
de fusdo poderd ser retirada da solugdo com a proteina de
teste, evitando, dessa forma o enovelamento em sua
estrutura fluorescente.

No contexto da presente inveng¢do, proteinas de fusdo
de GFP s3o UGteis para a identificagdo de uma sonda ou
proteina de teste em um estado estrutural especifico, para
a identificac3o de uma sonda especifica para uma proteina
de teste em um estado estrutural especifico, e para a
identificag¢do de agentes‘que afetam o estado estrutural da
proteina-alvo. Por exemplo, a fluorescéncia de uma fusdo de

P

GFP-sonda ou fusdo de GFP-proteina de teste é indicativa de
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uma sonda ou proteina de teste soliivel, com uma tendéncia
baixa para formar auto-agregados. Em contraste, a auséncia
de fluorescéncia €& indicativa da presenga de uma sonda ou
proteina de teste insolGvel ou de auto-agregagdo.

Dessa forma, um aspecto da invengdo fornece uma
proteina de fusdo que compreende: (a) uma sonda peptidica
para uma proteina-alvo, por exemplo, uma sonda peptidica
gue compreende uma seqUéncia de aminoadcidos que corresponde
a uma regido da proteina-alvo gque passa por uma mudanga
conformacional de uma conformagdo alfa-helicoidal para uma
conformagdo de folha beta, em que a sonda peptidica passa
por uma mudan¢a conformacional de uma conformag¢do alfa-
helicoidal para uma conformagdo de folha beta, e a sonda
peptidica ndo compreende a seqUéncia de comprimento total
da proteina-alvo; e (b) uma proteina fluorescente (por
exemplo, proteina fluorescente verde (GFP)). Opcionalmente,
a proteina de fusdo ainda inclui um vinculador
polipeptidico que liga a sonda peptidica e o polipeptideo
fluorescente. No contexto desse aspecto da invengdo, “GFP”
inclui proteinas que exibem propriedades de enovelamento e
fluorescéncia equivalentes & proteina GFP de comprimento
total como, por exemplo, derivados ou fragmentos da
proteina GFP de comprimento total gque possui pelo menos
cerca de 60% de identidade de seqUéncia para a proteina GFP
de comprimento total.

Proteinas-alvo adequadas incluem proteina precursora
do polipeptideo amildide da ilhota, proteina amildide beta
ou peptideo AB, amildide sérico A, insulina, amilina,
componente nao beta-amildide, prions, hemoglobina,

imunoglobulinas ou fragmentos microglobulina-P, destas, o-
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sinucleina, rodopsina, oal-antiquimotripsina, cistalinas,
tau, p53, presenilinas, receptor de lipoproteina de baixa
densidade, apolipoproteinas, superdxido dismutase,
proteinas do neurofilamento, transtiretina, procalcitonina
ou calcitonina, fator natriurético atrial, gelsolina,
regulador transmembrana da fibrose cistica, proteina da
doenca de Huntington, cadeia alfa do fibrinogénio,
fenilalanina hidroxilase, colageno, beta-hexosaminidase e
proteina cistatina C.

Em algumas modalidades, a proteina-alvo é a proteina
de prion (por exemplo, PrP°, PrP°°, ou uma mistura destes),
e a sonda peptidica pode incluir o ID. DE SEQ. N°: 13 ou
uma seqUéncia relacionada. Em outra modalidade, a proteina-
alvo é proteina amildide beta (por exemplo, AP42, AB40, ou
uma mistura destes), e a sonda peptidica pode incluir o ID.
DE SEQ. N°: 32, ID. DE SEQ. N°: 4, ou uma sequéncia
relacionada. Em modalidades adicionais, a proteina-alvo &
proteina precursora do polipeptideo amildide da ilhota, e a
sonda peptidica pode incluir o ID. DE SEQ. N°: 11 ou uma
seqiéncia relacionada. Ainda em outras modalidades
adicionais, a proteina-alvo & a proteina transtiretina, e a
sonda peptidica pode incluir o ID. DE SEQ. N°: 26, ou uma
sequéncia relacionada. Ainda em outras modalidades
adicionais, a proteina-alvo & a proteina cistatina C, e a
sonda peptidica pode incluir o ID. DE SEQ. N°: 17 ou uma
sequéncia relacionada. Ainda em outras modalidades
adicionais, a proteina-alvo €& a proteina da doenga de
Huntington (ou seja, Hﬁhtingtina), e a sonda peptidica
inclui o ID. DE SEQ. N°: 19, ou uma sequiéncia relacionada.

Como observado acima, a proteina de fusdo pode emitir
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frequentemente, na formagdo de agregados insoliveis na
mistura seguinte que contém tanto a amostra de teste quanto
as sondas peptidicas. Inversamente, amostras desconhecidas
ou de teste que ndo possuem estruturas secundarias
predominantemente de folha B ndo catalisardo uma transigdo
para a estrutura de folha B, nem induzirdo a formagdo de
agregados. Esse aspecto da inveng¢ao pode ser
particularmente vantajoso quando a proteina-alvo for uma
proteina de prion.

Por exemplo, uma amostra que compreende TSE pode ser
analisada da seguinte forma. Em relagdo a FIG. 2, a linha
de cima do esquema ilustra uma amostra desconhecida de
proteina de TSE representada como contendo folhas pB. As
folhas B sdo desagregadas por sonificagédo. Sondas
peptidicas marcadas sdo adicionadas e permite-se dque se
liguem & amostra. A conformagdo de folha B na amostra induz
as sondas peptidicas a se adequar a uma conformagdo de
folha B. A propagagdo de folha [} entre as sondas peptidicas
forma agregados. A transigdo resultante para uma forma
predominantemente de folha B e a formagdo amplificada de
agregados sdo detectadas por técnicas como, por exemplo,
espalhamento de luz e CD. Em algumas modalidades, a sonda
peptidica €& marcada de forma fluorescente e & utilizada a
detecgdo de fluorescéncia.

Em uma modalidade adicional, gqualquer mudanca
conformacional propagada estd diretamente correlacionada
aos niveis de proteinas associadas a doengas (por exemplo,
prions) com o estado progressivo (ou infectividade) da
doencga.

Em algumas modalidades, como aquelas relacionadas as
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proteinas de prion, pode ser preferivel utilizar os métodos
atualmente apresentados pelos guais nd3o ha aumento dos
produtos infecciosos em consequéncia da propagagdo. Isso
pode ser obtido colocando-se uma “parada” nas ligagdes
entre a cadeia de infec¢do, transmissdo e propagagdo da
forma anormal. Essa parada pode ocorrer em um estagio de
transi¢do entre as formas de dimero e multimero do
agregado. A formagdo fisica da forma de multimero pode ser
blogqueada simplesmente impedindo-se a etapa que leva a sua
formagdo. Isso pode ser obtido pela utilizagdo de uma sonda
na qual a seqUéncia de interesse esteja anexada a um
peptideo ndo relevante, ou por um segmento “blogueador”
neutro, sabendo-se que as sondas nos vinculadores ou
“amarras” tém maior probabilidade de se encontrar e causar
a amplificagdo do sinal.

Em algumas modalidades, a amostra de teste & submetida
as condig¢gdes que promovem a mudanga estrutural, por
exemplo, uma mudanga conformacional de wuma conformagdo
alfa-helicoidal para uma conformagdo de folha beta, o© que
pode resultar em agregag¢do. Tais condi¢des sdo conhecidas
na técnica. Por exemplo, a ligagdo de um ligante de metal
poderia dirigir uma mudan¢a na conformagdo da proteina e
favorecer a agregagdo; a expressdo ou clivagem de
diferentes seqUéncias peptidicas pode promover agregagao
avancada, o que leva a formagdo de fibrila e placa;
mutacdes genéticas pontuais também podem alterar os niveis
relativos de energia necessdrios pelas duas conformag¢des
distintas, resultando em mudang¢as intermediarias em
transig¢des estruturais; um aumento nos niveis de

concentragdo poderia ser suficiente para favorecer uma
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transigdo conformacional. Em outras modalidades, a amostra
de teste &€ “semeada” com agregados de sequéncias peptidicas
curtas. Por exemplo, proteinas de prion sintéticas e/ou
recombinantes e fibrilas podem ser menos reativas com
sondas peptidicas do gque proteina de prion derivada
biologicamente. Essa reatividade reduzida pode ser
superada, no entanto, semeando-se a mistura de reagao com
agregados de seqgUéncias pequenas derivadas de prions como,
por exemplo, um peptideo de prion gque compreende residuos
106-126 (PrP 106-126) - Independentemente do mecanismo
desencadeador inicial, o resultado final pode ser a
propagac¢do catalitica da conformag¢do anormal, resultando na
transformagdo estrutural de proteina previamente normal.

Em modalidades in vivo, uma sonda peptidica marcada é
administrada a um paciente, por exemplo, por inje¢do local,
permite-se que ela se localize em guaisquer locais de
proteina-alvo ou estruturas de proteina-alvo de ordem
superior presentes no paciente, e depois o paciente pode
ser pesquisado para detectar os locais da sonda marcada
localizada em locais de proteina-alvo ou de estruturas de
proteina-alvo de ordem superior. Outras vias de
administrag¢do também sdo contempladas, incluindo a via
intranasal e a via oral. Como discutido acima, a sonda pode
ser marcada com gqualquer marcador adequado para exames de
imagem in vivo. O paciente pode ser submetido a uma
varredura de corpo inteiro para identificar qualquer local
de proteina-alvo. Alternativamente, 4&areas especificas do
paciente podem ser pesquisadas para determinar se a
proteina-alvo estd localizada nas &areas especificas. Areas

de interesse especificas podem incluir tecido vascular,
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tecido linfatico ou cerebral (incluindo o hipocampo ou os
lobos frontais), ou outros o6rgdos como, por exemplo, O
coragdo, os rins, figado ou pulmdes.

Como observado acima, em algumas modalidades, uma
sonda peptidica é especifica para uma proteina-alvo em um
estado estrutural especifico. Por exemplo, uma sonda
peptidica pode se ligar preferencialmente & proteina-alvo
em uma conformag¢dao em alfa-hélice ou helicoidal aleatédria,
e ter uma afinidade menor (ou ndo) pela proteina-alvo em
uma conformacdo de folha beta. Inversamente, uma sonda
peptidica pode se ligar preferencialmente a proteina-alvo
em uma conformac¢do de folha beta e ter uma afinidade menor
(ou nao) pela proteina-alvo em uma conformagdo em alfa-
hélice ou helicoidal aleatdéria. Da mesma forma, uma sonda
peptidica pode se ligar preferencialmente a uma proteina-
alvo em um estado especifico de auto-agregagdo. Por
exemplo, uma sonda peptidica pode se ligar
preferencialmente aos mondmeros solGveis da proteina-alvo,
aos oligbmeros soluveis da proteina-alvo, aos auto-
agregados insoltveis (incluindo auto-agregados amorfos), as
protofibrilas ou as fibrilas, e ter uma afinidade menor (ou
ndo) pela proteina-alvo em um estado diferente. Tais sondas
sdo Uteis para a identificagdo de proteina-alvo no estado
estrutural especifico reconhecido preferencialmente pela
sonda peptidica.

Como aqui usada, uma sonda peptidica gque “se 1liga
preferencialmente & proteina-alvo em um estado especifico
de auto-agregagdo” significa que a sonda peptidica se liga
de uma forma dose-dependente a proteina-alvo em um estado

especifico de auto-agregagdo, e ndo se liga de uma forma



10

15

20

25

dose-dependente a proteina-alvo em um estado de auto-
agregagao diferente. Por exemplo, uma sonda peptidica pode
se ligar preferencialmente & proteina-alvo em estados de
ordem superior de auto-agregagdo, de tal forma que a sonda
peptidica se ligue de forma dose-dependente aos oligdmeros
e as fibras e ndo se ligue de forma dose-dependente aos
mondmeros.

Por exemplo, sondas peptidicas que consistem em, ou
que compreendem a seqUéncia de aminodacidos do ID. DE SEQ.
N°: 36 ou ID. DE SEQ. N°: 45, reagem especificamente com
oligbmeros de AB40 e AB42, e ndo reagem especificamente com
monémeros de AB40 e AB42. Dessa forma, essas sondas
peptidicas s3o fiteis para a identificacdo de estruturas de
ordem superior de AB40 e AB42.

Dessa forma, um aspecto da inveng¢ao fornece métodos
para a identificag¢do de uma proteina-alvo presente em uma
forma estrutural especifica em uma amostra, gque compreende:
(a) o contato da amostra com uma sonda peptidica para a
proteina-alvo, em que a sonda peptidica se liga
preferencialmente a forma estrutural especifica da
proteina-alvo, e (b) a detec¢do de qualquer ligagdo entre a
sonda peptidica e qualquer proteina-alvo presente na forma
estrutural especifica.

Como discutido acima, a sonda peptidica pode ainda

incluir um marcador (por exemvrlo., vpireno. trivntofano., um
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de uma proteina-alvo presente em uma forma estrutural
especifica em um paciente podem compreender: (a) a
administragdo ao paciente de uma sonda peptidica para a
proteina-alvo, em que a sonda peptidica se liga
preferencialmente a forma estrutural especifica da

proteina-alvo, e (b) a varredura do paciente para detectar

qualquexr sonda peptidica 1localizada, detectando, dessa
forma, qualquer proteina-alvo na forma estrutural
especifica Qque possa estar presente no paciente. Como

discutido acima, a sonda peptidica pode ser marcada com
gqualquer marcador adequado a detecg¢dao por exames de imagem
in vivo, e a sonda pode ser administrada por gqualquer via
de administrag¢do adequada. Como observado acima, o paciente
pode ser submetido a uma varredura de corpo inteiro, ou
dreas especificas podem ser pesquisadas ou examinadas, por
exemplo, tecido vascular, tecido 1linfatico ou cerebral
(incluindo o hipocampo ou os lobos frontais), ou outros
6rgdos como, por exemplo, o corag¢do, os rins, o figado ou
os pulmdes.

A forma estrutural da proteina-alvo pode incluir uma
conformagdo de folha beta ou uma conformagdo alfa-
helicoidal. Em algumas modalidades, a forma estrutural da
proteina-alvo é um mondmero de proteina. Em outras
modalidades, a forma estrutural da proteina-alvo €& um
oligbmero solivel de proteina. As formas estruturais também
podem incluir auto-agregados insoltGveis de proteina (por
exemplo, auto-agregados amorfos insoltveis, protofibrilas,
e fibrilas).

Por exemplo, no contexto de AD, sondas peptidicas

podem ser usadas para identificar proteinas AP soldveis,
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linfatico e outros &rgdos como, por exemplo, o coragido, os
rins, o figado ou os pulmées.

Outro aspecto da invengdo fornece um método para
determinagdo das quantidades de AB42 e/ou AB40 em uma
amostra, e a proporgdo de AB42 para AB40 em uma amostra.
Como observado acima, a quantidade de 2Af42 (ou “carga”)
circulante no plasma ou LCR do paciente esta correlacionada
com doengas como, por exemplo, AD e LLMD. Similarmente, uma
proporgdo elevada de AR42 para AB40 é indicativa de um
estado de doenga. A presente invencdo fornece métodos de
determinagdo desses valores com o uso de sondas peptidicas
que se 1ligam preferencialmente a AB42 ou AB40 e, dessa
forma, podem ser usadas para quantificar a gquantidade de
AB42 ou AR40 presente em uma amostra. Testando-se uma
amostra com cada tipo de sonda {simultanea ou
sequiencialmente), as cargas absolutas e relativas podem ser
determinadas. Essa informa¢do pode ser usada, por exemplo,
para identificar um paciente em risco para AD ou um
paciente que sofre de AD e/ou a extensdo até a qual a
doenga progrediu. As mesmas informagdes também poderiam ser
usadas para determinar a necessidade de um regime
terapéutico ou para um regime mais ou menos agressivo do
que o que estiver sendo usado naquele momento, e para
monitorar a eficacia de certo regime terapéutico.
Informa¢des similares poderiam ser obtidas por métodos in
vivo, como discutido nos paragrafos anteriores.

Da mesma forma, no contexto de proteinas de prion, as
sondas peptidicas podem ser usadas para identificar
mondémeros solGveis de PrP, agregados soldveis de PrP,

agregados insoluveis de PrP, protofibrilas e/ou fibrilas
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presentes em uma amostra ou in vivo. A habilidade para
identificar formas estruturais especificas de PrP°° oferece
vantagens clinicas significativas. Por exemplo, acredita-se
que a forma de agregado solivel de PrP°° seja a forma mais
infecciosa; dessa forma, a identificagdo daquela forma de
PrP*° pode ser wusada para identificar um individuo
infectado. As mesmas informagdes também poderiam ser usadas
para determinar a necessidade de um regime terapéutico ou
de um regime mais ou menos agressivo do que © que estiver
sendo usado naquele momento, e para monitorar a eficacia de
certo regime terapéutico.

Em uma modalidade, as sondas peptidicas sdao usadas
para determinar a localizagdo de proteina PrP°® ou
estruturas de PrP° de ordem superior (por exemplo,
agregados solGveis) em um paciente. Por exemplo, amostras
bioldgicas de segmentos especificos do cérebro podem ser
obtidas e analisadas quanto & presenc¢a de proteina PrP°® ou
estruturas de PrP°° de ordem superior. Alternativamente, as
sondas marcadas podem ser administradas ao paciente, por
exemplo, por injegdo local, permite-se que ela se localize
em quaisquer locais de proteina PrP°° ou estruturas de PrP°S
de ordem superior presentes no paciente, e depois o
paciente pode ser pesquisado para detectar os locais de
sonda marcada localizados nos locais de proteina PrP°° ou
estruturas de PrP°® de ordem superior.

Outro aspecto da invengdo fornece um método para
determinacdo das quantidades de PrP°° em uma amostra, ou da
quantidade de uma forma especifica de PrP°° em uma amostra.
Como observado acima, a forma de agregado soluvel de PrPpS©

é altamente infecciosa. A presente invencdo fornece métodos
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de determinagdo da quantidade daquela forma de Prp*°
presente em uma amostra, com o uso de sondas peptidicas que
se ligam preferencialmente a forma de agregado soluvel de
PrP. Aqgquelas informa¢gdes podem ser usadas, por exemplo,
para avaliar a carga infecciosa de um paciente e/ou a
extensdo até a qual a doenga progrediu. As mesmas
informacdes também podefiam ser usadas para determinar a
necessidade de um regime terapéutico ou de um regime mais
ou menos agressivo do que o que estiver sendo usado naquele
momento, e para monitorar a eficdcia de certo regime
terapéutico. Informa¢des similares poderiam ser obtidas por
métodos in vivo, como discutido nos paragrafos anteriores.
A invencdo também fornece métodos de identificagdo de
sondas que sdo especificas para uma proteina-alvo em um
estado estrutural especifico. Em algumas modalidades, a
tendéncia de uma sonda para adotar um estado estrutural
especifico corresponde a especificidade da sonda por uma
proteina-alvo naquele estado estrutural especifico. Dessa
forma, uma sonda com uma tendéncia elevada para formar
auto-agregados insolliveis é especifica para a proteina-alvo
em um estado auto-agregado insoltGvel; uma sonda com uma
tendéncia para formar auto-agregados soluveis & especifica
para a proteina-alvo em um estado auto-agregado sollavel, e
uma sonda sem tendéncia para formar agregados é especifica
para a proteina-alvo em um estado ndo agregado (por
exemplo, um estado monomérico). Em algumas modalidades, a
sonda pode exibir uma tendéncia baixa para formar auto-
agregados. Por exemplo, a sonda pode incluir a sequéncia de
aminoacidos de uma variante de Ap42 que possui

substitui¢des de aminodcidos 141D e 2A42Q (ou seja, “o
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Sondas especificas para uma proteina-alvo em um estado
estrutural especifico gque se enquadra em um espectro de
estados estruturais que varia de um limite inferior de
monémeros soldveis a um limite superior de auto-agregados
insolaveis podem ser identificadas de acordo com a presente
invengdo como, por exemplo, por utilizag¢do do sistema GFP.
Por exemplo, uma proteina de fusdo que compreende: (i) uma
sonda peptidica para a proteina-alvo e (ii) GFP pode ser
submetida 4&s condig¢des que promovem auto-agregagdo, e
qualquer sinal fluorescente pode ser detectado. A
intensidade do sinal pode ser <correlacionada com a
especificidade da sonda por uma proteina-alvo em um estado
estrutural especifico. Por exemplo, em algumas modalidades,
um sinal de intensidade maior indica que a sonda possui uma
tendéncia baixa para formar agregados e, dessa forma, &
especifica para uma proteina-alvo em uma extremidade
inferior do espectro de estados estruturais, por exemplo,
um mondmero solGvel. Inversamente, em algumas modalidades,
um sinal de intensidade menor indica que a sonda possui uma
tendéncia maior para formar agregados e & especifica para
uma proteina-alvo em uma extremidade superior do espectro
de estados estruturais como, por exemplo, um agregado
insolGvel. Um sinal intermedidrio pode indicar que a sonda
possui uma tendéncia intermediadria para formar agregados e
é especifica para uma proteina-alvo em uma extremidade

intermedidria do espectro de estados estruturais como, por
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exemplo, E. coli). A expressdo é induzida em E. coli na
presenga de um agente de teste para inibigdo da auto-
agregagdo da proteina-alvo. A fluorescéncia da proteina de
fusdo (em funcdo da porcdo GFP) é& medida, e a fluorescéncia
na presenga de um agente de teste identifica o agente de
teste como wum inibidor potencial da auto-agregagdo da
proteina-alvo.

Em outro aspecto, ormétodo de rastreamento compreende
um ensaio in vitro. Por exemplo, uma proteina de fusdo de
GFP é clonada em um vetor para expressdo “livre de células”
da forma conhecida na técnica. A proteina de fusdo €& entéo
expressa na presenga de um agente de teste, e a
fluorescéncia ¢é medida. Novamente, a fluorescéncia na
presenga de um agente de teste identifica o agente de teste
como um inibidor potencial da auto-agregagdo da proteina-
alvo.

Em variac¢des dessas modalidades, uma proteina de fusdo
de GFP & expressa na auséncia do agente de teste e na
presenca do agente de teste, e um aumento em fluorescéncia
identifica um agente de teste que inibe a agregagdo.

Em outras variac¢des dessas modalidades, a proteina de
fusdo é expressa na presenga da proteina de teste (e do
agente de teste).

Agentes de teste adequados para os métodos de
rastreamento podem incluir anticorpos, agentes quelantes,

quelantes tridentatos de ferro, dicetonas, andlogos de 2-

piridoxal isonicontinil hidrazona, taquipiridina,
clioquinol, quelantes inibidores da ribonucleotideo
redutase, acido 2,3-diidroxibenzdico, Picolinaldeido,

Nicotinaldeido, 2- Aminopiridina, 3-Aminopiridina, topical



10

15

20

25

30

109/157

2-furildioxima, acido n-butirico, fenilbutirato,
Tributirina, acido suberoilanilida hidroxédmico, 6 -
ciclohexil-1- hidroxi-4-metil-2(1H) -piridinona, rilopirox,
piroctona, quelantes relacionados ao &acido benzdico, acido
salicilico, nicotinamida, Clioquinol, sulfato de heparina,
trimetilamina N-6xido, polietileno glicol (PEG), cations de
cobre, sulféxido de dimetila, Dexrazoxano, dopamina, A&acido
ténico, triazina, levodopa, pergolida, bromocriptina,
selegilina, glucosamina ou andlogos desta, tetrapirrdis,
dcido nordiidroguaiarético, polifendis, tetraciclina, acido
polivinilsulfénico, &cido 1,3-propanodissulfdnico, peptideo
de degradacdo de folha B (iAp5), nicotina, ou sais ou
derivados destes.

Proteinas-alvo adequadas para métodos de rastreamento
podem ser qualquer uma daquelas discutidas acima. Os
métodos de rastreamento podem ser usados para identificar
agentes que modulam a agregagdo de qualquer proteina-alvo
que seja susceptivel a auto-agregagdo, incluindo proteinas
de prion e AP42. Esses métodos também podem identificar
agentes que se ligam a proteina-alvo. A 1ligagdo de um
agente a um mondmero da proteina-alvo evitara a auto-
agregacdo da proteina-alvo. Similarmente, a 1ligagdo de um
agente a um oligdmero solGvel ou a um agregado insoltvel
evitara agregagdo adicional e a formagdo de protofibrila e
fibrila, enquanto a ligag@o de um agente a uma protofibrila
ou fibrila evitard a extensdo adicional dagquela estrutura.
Além de bloquear a agregagdo adicional, essa ligagdo também
pode mudar o equilibrio, retornando a um estado mais
favoravel para mondmeros sollveis, impedindo ainda a

progressdo da doenga e aliviando os sintomas da doenca.
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A ligag3o de proteina-alvo por um agente também pode
interferir diretamente com uma atividade prejudicial
exibida pela proteina—al&o.

Em uma modalidade especifica, a atividade de um agente
de teste identificado como descrito acima & confirmada em
um ensaio posterior. Por exemplo, uma forma sollGvel da
proteina-alvo ou uma sonda peptidica para a proteina-alvo é
preparada com o uso de solventes orgénicos, sonificagdo e
filtracdo (Bitan e cols., Methods in Molec. Biol., pp. 3-9
(2005, Humana Press). Apds preparagdo, a forma solGvel da
proteina-alvo ou sonda & diluida em tampdoc aquoso que
inclui um agente de teste identificado como descrito acima,
e permite-se que a proteina-alvo ou sonda se agregue sob
agitacdo ou sob repouso. A agregagdo € entdo medida por
gualquer um dos métodos descritos acima como, por exemplo,
pela utilizagdo de uma sonda marcada e detecgdo da formagdo
de excimero ou CD, ou por outros métodos conhecidos na
técnica como, por exemplo, por medida de fluorescéncia de
Tioflavina T (Levine-III, H., Protein Sci. 2: 404-410
(1993) ou ligacd3o de vermelho do Congo, para confirmar que
um agente de teste inibe a agregagdo.

Em uma modalidade, a atividade de um agente de teste
identificado como descrito acima com o uso de uma proteina
de fusdo de GFP-sonda peptidica é confirmada por avaliagao
da fluorescéncia de uma proteina de fusdo de GFP-proteina-
alvo na presenga do agente de teste.

A habilidade de um agente de teste para inibir a
agregacdo também pode ser avaliada por observagdo da
agregagdo de uma proteina-alvo (ou de uma sonda) na

presenga do agente de teste sob microscopia eletrdnica. Uma
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diminuig¢do dose-dependente da agregagdo confirma gque O
agente de teste inibe a agregagdo.

A invencdo também fornece um rastreamento de farmaco
mais personalizado, ou seja, por identificagdo de agentes
ativos que interagem com estados estruturais especificos da
proteina-alvo. Nessa modalidade, a habilidade de um agente
de teste para interagir com uma sonda com uma tendéncia
para formar um estado estrutural especifico é usada para
identificar agentes que interagem com proteina-alvo naquele
estado estrutural especifico. Por exemplo, sondas com uma
tendéncia baixa para se auto-agregar podem ser usadas para
identificar agentes ativos que se ligam aos mondmeros da
proteina-alvo; sondas com uma tendéncia para formar
oligémeros solGveis (por exemplo, aquelas que mimetizam a
estrutura de AP ADDLs) podem ser usadas para identificar
agentes ativos que se ligam aos oligdmeros sollGveis; sondas
com uma tendéncia para formar agregados insoluveis podem
ser usadas para identificar agentes ativos que se ligam aos
mondmeros insolidveis da proteina-alvo. Em algumas
modalidades, sondas com uma tendéncia baixa para auto-
agregagdo podem ser usadas para identificar agentes ativos
que se ligam & proteina-alvo em ensaios de competigdo. Por
exemplo, gquando a sonda e o agente ativo formarem um
complexo, uma sonda adicional, que opcionalmente pode ser
derivatizada, pode ser usada para competir com a sonda do
complexo.

Em outra variacdo, agentes ativos que interagem com um
estado estrutural especifico da proteina-alvo sdo
identificados por contato do agente ativo com uma amostra

de proteina-alvo, separando-se porgdes dos complexos de
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agente ativo-proteina-alvo de proteina-alvo que ndo esta em
complexo, e determinando-se o estado estrutural especifico
da proteina-alvo em complexo com o uso de sondas para
estados estruturais especificos, como aqui descrito.
G. Agentes terapéuticos de teste

Qualgquer agente que sabidamente ou com suspeita de
inibir o estado estrutural especifico associado a um estado
de doenga pode ser usado nos métodos de rastreamento para
avaliar sua habilidade para modular a agregagdao e, dessa
forma, sua aptiddo como um agente terapéutico. Por exemplo,
agentes que sabidamente ou com suspeita de inibir a
formacdo da conformagdo de folha B de uma proteina-alvo, de
inibir a formac3o de oligbmeros ou de auto-agregados
amorfos insoltveis da proteina-alvo, ou de inibir a
formacdo de fibrilas, podem ser avaliados pelos presentes
métodos para identificar agentes terapéuticos. Sondas
peptidicas projetadas como descrito acima (com ou sem um
marcador) também sao adéquadas como agentes de teste para
avaliar sua provavel utilidade como agentes terapéuticos.

Exemplos de agentes terapéuticos de teste incluem
agentes que sabidamente ou com suspeita de possuirem
atividade anti-amiléide ou atividade anti-amiloidogénica.
Um “agente anti-amildéide” ou “agente anti-amiloidogénico” &
um agente que, direta ou indiretamente, impede due
proteinas se agreguem e/ou formem placas amildéides ou
depdsitos, e/ou promove desagregagdo ou redugdo de placas
amildides ou de depdsitos. Por exemplo, um agente anti-
amildéide pode impedir gque uma proteina assuma uma
conformacdo que esteja envolvida na agregagdo e/ou formagdo

de oligémeros, fibrilas, placas amildides etc. Dessa forma,
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por exemplo, um agente anti-amildéide pode impedir gque uma
proteina assuma uma conformagdo de folha beta. Agentes
anti-amildéide incluem proteinas como, por exemplo,
anticorpos anti-amildéide e sondas peptidicas, e também
incluem pequenas moléculas quimicas como, por exemplo,
farmacos de pequena molééula.

1. Agentes anti-amildéide tradicionais

Agentes anti-amildéide incluem agentes gquelantes (por
exemplo, agentes quelantes para metais de transigdao como,

por exemplo, cobre e ferro, como quelantes tridentatos de

ferro), dicetonas (por exemplo, beta-dicetonas), andlogos
de 2-piridoxal isonicontinil hidrazona, taquipiridina,
cliogquinol, quelantes inibidores da ribonucleotideo
redutase, acido 2,3-diidroxibenzdico, Picolinaldeido,

Nicotinaldeido, 2-Aminopiridina, 3-Aminopiridina, topical

2- furildioxima, acido n-butirico, fenilbutirato,
Tributirina, acido suberoilanilida hidroxdmico, 6 -
ciclohexil-1-hidroxi-4-metil-2(1H) -piridinona, rilopirox,

piroctona, quelantes relacionados ao &acido benzdico, acido

salicilico, nicotinamida, Clioquinol, sulfato de heparina,

trimetilamina N-6xido (TMNO), polietileno glicol (PEG),
cations de cobre (por exemplo, Cu'’), sulfdxido de dimetila
(DMSO) , e Dexrazoxano.

Agentes anti-amildéide também incluem agentes
geralmente citados na técnica como “destruidores de
amildide” (amyloid busters) ou “destruidores de plaque”.

Esses incluem farmacos gque sdo peptidomiméticos e interagem
com fibrilas amildides para, Ilentamente, dissolvé-las. O
termo ‘“peptidomimético” significa gque uma biomolécula

simula a atividade de outra molécula do peptideo
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biologicamente ativo. Os termos “destruidor de amildide” ou
“destruidor de placas” também incluem agentes que absorvem
co-fatores necessdrios para que as fibrilas amildides
permanegam estaveis.

Agentes anti-amildide também incluem dopamina, &acido
tanico, triazina, levodopa, pergolida, bromocriptina,

selegilina, glucosamina ou andlogos desta (por exemplo, 4-

desdxi-D-glucosamina ou 4 -desdxi-acetilglucosamina) ,
tetrapirrdis, acido nordiidroguaiarético (NDGA), polifendis
(por exemplo, miricetina (Myr), morina (Mor), duercetina
(Qur) , kaempferol (Kmp) , (+) ~-catequina (Cat), (-) -
epicatequina (epi-Cat)), rifampicina (RIF), tetraciclina
(TC), &acidos sulfdénicos de pequena molécula (por exemplo,

dcido polivinilsulfbénico e &cido 1,3-propanodissulfdnico),

sulfonatog e sulfatos de pequena molécula (por exemplo,

etanossulfonato, 1-propanossulfonato, 1,2-
etanodissulfonato, 1,3 -propanodissulfonato, 1,4-
butanodissulfonato, 1,5-propancdissulfonato, 1,6-
hexanodissulfonato, poli(vinilsulfonato), 1,2-etanodiol

dissulfato, 1,3- propanodiol dissulfato e 1,4-butanodiol

dissulfato), ciclohexanohexol (por exemplo, epi-
ciclohexanohexol, cilo-ciclohexanochexol e mio-
ciclohexanohexol) , peptideo de degradagdo de folha B
(iAB5), nicotina, ou sais, acidos ou derivados destes.

Agentes anti-amiléide também podem incluir anticorpos,
por exemplo, anticorpos especificos para a proteina-alvo,
ou anticorpos especificos para um estado estrutural
especifico da proteina-alvo.

2. Sondas peptidicas como agentes anti-amildide

Como observado acima, as sondas peptidicas da presente
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invenc3o sdo Gteis como agentes anti-amildide na prevengdo
e tratamento de doengas amiloidogénicas como, por exemplo,
AD, e na prevengdo de estagios avangados de doengas
amiloidogénicas. Como descrito acima, uma sonda peptidica
para certa proteina-alvo se 1liga especificamente aquela
proteina, e pode se ligar preferencialmente a uma forma
estrutural especifica da-proteina—alvo.

Embora sem se prender a uma teoria em particular,
acredita-se que a ligagdo de proteina-alvo por uma sonda
peptidica evitarda a formagdo de montagens de ordem superior
da proteina-alvo, evitando ou tratando, dessa forma, a
doenca associada a proteina-alvo e/ou evitando a progressdo
adicional da doenca. Por exemplo, a ligagdo de uma sonda
peptidica a um mondmero da proteina-alvo evitara a auto-
agregacdo da proteina-alvo. Similarmente, a ligagdo de uma
sonda peptidica a um oligbdmero solGvel ou a um agregado
insoluvel evitarda a agregacdo e formagdo de protofibrila e
fibrila adicionais, enquanto a 1ligagdo de uma sonda
peptidica a uma protofibrila ou fibrila evitara a extensdo
adicional daquela estrutura. Além de bloquear a agregagdo
adicional, essa ligacdo também pode mudar o equilibrio,
retornando a um estado mais favoravel aos mondmeros
soltiveis, impedindo ainda mais a progressdo da doenga e
aliviando os sintomas da doenga.

A ligag3o de proteina-alvo por uma sonda peptidica
também pode interferir diretamente com qualquer atividade
prejudicial exibida pela proteina-alvo. Dessa forma, por
exemplo, os efeitos neurotdxicos de ADDLs poderiam ser
inibidos pela acdo de 1ligagdo de uma sonda peptidica

especifica para os ADDLs. Dessa forma, em uma modalidade, a
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ligagdo por sondas peptidicas bloqueia a interagdo de ADDLs
e protofibrilas com sinapses e membranas neuronais. Em
algumas modalidades, quando a proteina-alvo se 1ligar a
outra proteina (por exemplo, um receptor), as sondas
peptidicas poderao ser projetadas para competir com a
proteina-alvo pela ligagd8oc a outra proteina. Por exemplo,
uma sonda peptidica pode ser projetada para competir por um
receptor para a proteina-alvo, quando o receptor estiver
presente em membranas neuronais ou membranas de células
basais.

Em algumas modalidades, sondas peptidicas podem ser
projetadas para se ligar as proteinas como, por exemplo,
laminina, moléculas de adesdo de células efetoras (ECAMS)
(por exemplo, selectina) e glicosaminoglicanos (GAGS) (Veja
U.S. 2006-0135529). Por exemplo, as sondas peptidicas podem
ser projetadas para se ligar ao glicosaminoglicano (GAG) e
inibir intera¢des de GAG com moléculas de adesdo de células
efetoras (ECAM) como, por exemplo, selectina.

Dessa forma, em uma modalidade, é fornecido um método
para evitar a formagdo de agregados protéicos de uma
proteina-alvo, que compreende o contato da proteina-alvo
com uma sonda peptidica para a proteina-alvo, em dJgue a
sonda peptidica se liga preferencialmente & proteina-alvo,
evitando, dessa forma, a formagdo de agregados protéicos de
ordem superior da proteina-alvo. Em algumas modalidades, a
sonda peptidica se 1liga preferencialmente a um estado
estrutural especifico da proteina-alvo. Em algumas
modalidades, a sonda peptidica se liga preferencialmente
aos mondmeros da proteina-alvo, evitando, dessa forma, a

formagdo de agregados protéicos. Em outras modalidades, a
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sonda peptidica se liga preferencialmente aos oligbmeros
sollveis da proteina-alvo, evitando, dessa forma, a
formagdo de agregados insoltveis protéicos. Em outras

modalidades, a sonda peptidica se liga preferencialmente a

agregados 1insolGveis da proteina-alvo, evitando, dessa
forma, a formagdo de fibrilas da proteina-alvo. Em
modalidades especificas, a sonda peptidica se liga

preferencialmente a agregados insolGveis como, por exemplo,
auto-agregados amorfos, protofibrilas e fibrilas.

O contato pode ser efetuado por gqualquer meio gque
resulte no contato da sonda peptidica com a proteina-alvo.
Para métodos in vivo, para evitar a formagdo de agregados
protéicos de uma proteina-alvo em um paciente, a sonda
peptidica pode ser administrada ao paciente por qualquer
meio adequado, por exemplo, por injegdo direta, por
exemplo, em um local de proteina-alvo localizada ou em um
local de interesse, por exemplo, aqueles descritos acima,
ou por administrag¢do intranasal ou oral.

H. Agentes de direcionamento

As sondas peptidicas da invengdo também sd3o UGteis como
agentes de direcionamento para liberar outros agentes
ativos (por exemplo, qualguer um dos agentes listados
acima) as proteinas-alvo, por exemplo, as proteinas AB, ou
a formas especificas de AR, por exemplo, AB42, mondmeros de
Ap42, ADDLs de APR42, agregados insoltveis de AP42, fibrilas
etc. Nessa modalidade da invengdo, uma sonda peptidica &
combinada com em ou mais agentes ativos, por exemplo, por
conjugagio diretamente ou por meio de um vinculador, por
métodos conhecidos na técnica. O agente ativo pode ser um

agente terapéutico ativo, como qualquer um dagueles
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conhecidos na técnica e aqueles mencionados acima, ou ele
pode ser um agente de detecgdo, como gqualquer um daqueles
conhecidos na técnica e aqueles descritos acima com relagdo
aos marcadores de sonda peptidica. Em algumas modalidades,
a sonda peptidica se localiza na proteina-alvo presente em
um local especifico no paciente, por exemplo, um ou mais de
tecido vascular, tecido 1linfatico, cérebro ou outros
érgdos, por exemplo, rins, figado, coragdo ou pulmdes,
liberando, dessa forma, o agente terapéutico nesses locais
especificos.

Dessa forma, em uma modalidade, é fornecido um método
para o tratamento de uma doenga associada a uma proteina-
alvo, que compreende o contato da proteina-alvo com uma
proteina de fusdo que compreende: (i) uma sonda peptidica
para a proteina-alvo, em gque a sonda peptidica se 1liga
preferencialmente & proteina-alvo, e (ii) um agente
terapéutico. Em algumas modalidades, a sonda peptidica se
liga preferencialmente a um estado estrutural especifico da
proteina-alvo. O contato pode ser efetuado por qualquer
meio que resulte no contato da sonda peptidica com a
proteina-alvo, como discutido acima, por exemplo, por
injec¢do, por via intranasal ou oral.

Em algumas modalidades, a doenga é doenga de
Alzheimer, a proteina-alvo é AP42, AB40, ou ambas, e o
agente terapéutico é selecionado do grupo que consiste em
anticorpos, quelantes de metais pesados e porgdes com
carga. Em outras modalidades, a doenga & TSE, a proteina-
alvo é proteina de prion, e o agente terapéutico &
selecionado do grupo que consiste em anticorpos, quelantes

de metais pesados e porgdes com carga. Em outras
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modalidades, a doenga é amiloidose sistémica senil ou
polineuropatia amildide familiar, a proteina-alvo é
transtiretina, e o agente terapéutico é selecionado do
grupo gue consiste em anticorpos, dgquelantes de metais
pesados e porgdes com carga. Em algumas modalidades, a
doenca é doenca de Huntington, a proteina-alvo é
Huntingtina, e o agente terapéutico & selecionado do grupo
que consiste em quelantes de metais pesados e porgdes com
carga. Em outras modalidades, a doenga €& doenga de
Parkinson, a proteina-alvo é alfaa-sinucleina e o agente
terapéutico é selecionado do grupo dgue consiste em
quelantes de metais pesados e por¢des com carga.

Também & fornecido um método de libera¢do de um agente
terapéutico que compreende a combinagdo do agente
terapéutico com uma sonda peptidica para a proteina-alvo, e
a administragdo da combinagdo de sonda peptidica-agente
terapéutico a um paciente gque dela necessite. Em algumas
modalidades, a sonda peptidica compreende uma sequUéncia de
aminoadcidos que corresponde a uma regido da proteina-alvo
que passa por uma mudanga conformacional de uma conformagao
alfa-helicoidal para uma conformagdo de folha beta, e a
sonda peptidica passa por uma mudanga conformacional de uma
conformacdo alfa-helicoidal para uma conformag¢dao de folha
beta, mas ndo compreende a seqléncia de comprimento total
da proteina-alvo. Em algumas modalidades, a sonda peptidica
se 1liga preferencialmente & proteina-alvo em um estado
especifico de auto-agregagdo. Em algumas modalidades, a
sonda peptidica se liga preferencialmente a proteina-alvo
em um estado especifico de auto-agregagdo selecionado do

grupo que consiste em mondmeros, oligdmeros soluveis e
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agregados insolGveis. Em algumas modalidades, o agente
terapéutico possui atividade anti-amiléide. Em algumas
modalidades, a sonda peptidica & combinada com © agente
terapéutico via conjugag¢do, diretamente ou por meio de um
vinculador. )

Pacientes adequados para prevengdo ou tratamento podem
ser identificados por aqueles habilitados na técnica. Por
exemplo, os pacientes podem ser identificados por detecgdo
da proteina-alvo em amostras bioldgicas obtidas dos
pacientes ou por métodos in vivo descritos acima, por
identificacdo de outros fatores de risco (por exemplo, uma
mutacdo genética, apoE ou varredura por PET gue mostre
depbésitos ou placas amildides), ou por wuma histdria
familiar de doenca amiloidogénica (incluindo AD e LLMD). Em
uma modalidade da invenc¢do, as amostras de sangue sao
testadas quanto & presenga de uma ou mais proteinas
amildéides, por exemplo, AB42, e pacientes com niveis
elevados daquela proteina, ou com proporgdes AB42 AB40
elevadas, sd3o selecionados para tratamento.

I. Controles

Em qualquer um dos métodos aqui revelados, podem ser
processados controles (positivos, negativos ou ambos) para
validar o ensaio. Controles positivos geralmente
compreendem a realizagdo dos métodos com amostras que
sabidamente compreendem pelo menos uma proteina-alvo
(tipicamente de um tipo especifico conhecido), e podem ser
usados para confirmar gque os métodos sdo capazes de
detectar aquela proteina, e/ou que s&do especificos para
agquela proteina em particular. Geralmente, um controle

positivo compreende uma amostra (em qualquer estagio do
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procedimento) a dqual é adicionada intencionalmente uma
proteina-alvo conhecida, tipicamente em uma quantidade
conhecida. Controles negativos geralmente compreendem a
realizagdo dos métodos com amostras gque sabidamente nao
contém nenhuma proteina-alvo, e podem ser usados para
confirmar que os métodos nao estdo fornecendo
sistematicamente resultados falso-positivos. Outros
controles podem ser processados em um ou mais estégios
especificos nos métodos para verificar se aqueles estagios
estdo funcionando da forma esperada. Aqueles habilitados na
técnica conhecem controles adequados e podem projeta-los e
implementéa-los, sem experimentag¢do desnecessaria.
J. Amostras e espécimes

O termo “espécime de teste” & uma amostra de material
a ser testado e é equivalente, em termos de significado, e
usado de forma intercambiavel com o termo ‘“amostra”. A
amostra pode ser preparada a partir de tecido (por exemplo,
uma porgdc de carne moida, uma quantidade de tecido obtida
por um procedimento de bidpsia, sangue ou uma fragdao de
sangue, por exemplo, plasma) por homogeneizagdo em um
homogeneizador de vidro, ou pode ser usada diretamente da
forma obtida. A quantidade de amostra pode ser qualquer
quantidade adequada a aplicag¢do na qual a amostra € usada.
Por exemplo, caso seja usado sangue ou uma fragdo de
sangue, ela poderd ter cerca de 1 upl, cerca de 100 pl,
cerca de 1 ml, cerca de 10 ml, cerca de 100 ml, cerca de um
litro, ou mais. Em algumas aplicag¢des, podem ser usados
volumes maiores de sangue ou de produtos sanguineos como
uma amostra, incluindo quantidades acima de um litro.

Quando tecido solido for a fonte da amostra, a amostra
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devera ter entre cerca de 1 mg e 1 g, preferivelmente entre
10 mg e 250 mg, idealmente entre 20 e 100 mg.

Proteinas em amostras ou espécimes podem ser
detectadas em forma agregada ou na presenga de outros
constituintes celulares como, por exemplo, lipideos, outras
proteinas ou carboidratos. Uma preparagdo da amostra para
andlise pode ser homogeneizada ou submetida a uma ruptura
similar de tecido ou estruturas agregadas, e restos
celulares podem ser removidos por centrifugagdo. Esse
processo pode ser realizado na presenga de uma solugdo
salina tamponada e pode utilizar um entre varios
detergentes como, por exemplo, SDS, Triton X-100 ou
sarcosil. A concentragao adicional da amostra pode ser
obtida por tratamento com qualquer um entre varios agentes;
(por exemplo, fosfotungstata), o qual é empregado de acordo
com o método de Safar e cols., Nature Medicine 4: 1.157-
1.165, 1998.

Uma amostra pode ser obtida para teste e diagndstico
da seguinte forma. Uma amostra pode ser preparada a partir
de tecido (por exemplo, uma porgdo de carne moida, ou uma
gquantidade de tecido obtida por um procedimento de bidpsia)
por homogeneizag¢do em um homogeneizador de vidro ou por um
pildo e almofariz na presenga de nitrogénio 1ligquido. A
quantidade de material deve estar entre cerca de 1 mg e 1
gm, preferivelmente entre 10 mg e 250 mg, por exemplo,
entre 20 mg e 100 mg. O material a ser coletado pode ser
suspenso em um solvente adequado, preferivelmente solugdo
salina tamponada com fosfato em um pH entre 7,0 e 7,8. A
adicdo de inibidores de RNase é opcional. O solvente pode

conter um detergente (por exempleo, Triton X-100, SDS,
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sarcosil, dioxicolato, IgePal (NP40)). A homogeneizagdo &
realizada  por diversas excursdes do homogeneizador,
preferivelmente entre 10 e 25 golpes; por exemplo, entre 15
e 20 golpes. A amostra suspensa é centrifugada
preferivelmente entre 100 e 1.000 x g por 5-10 minutes, e ©
material sobrenadante coletado para andlise. Em algumas
amostras, pode ser preferivel tratar o material
sobrenadante com um reagente adicional como, por exemplo,
dcido fosfotingstico, de acordo com o procedimento descrito
por Safar e cols., Nature Medicine 4: 1.157-1.165, 1998, e
como modificado por Wadsworth, The Lancet 358: 171-180,
2001.

A quantidade de amostra a ser testada se baseia em uma
determinac¢ao do teor de proteina da solugao de
sobrenadante, como medido pelo procedimento descrito por
Bradford (Anal. Biochem. 72: 248-254, 1976). Um método
rapido e sensivel para a determinag¢do de gquantidades de
microgramas de proteina utiliza o principio da 1ligag¢do
proteina-corante. De preferéncia, a quantidade de proteina
na amostra a ser testada estd entre cerca de 0,5 mg e 2 mg
de proteina.

Além do procedimento descrito acima para material de
tecido, podem ser obtidas amostras de teste de soro,
formulagdes farmacéuticas que possam conter produtos de
origem animal, ligquido cefalorraquidiano, saliva, urina ou
outros 1liquidos corpdreos. Amostras ligquidas podem ser
testadas diretamente, ou podem ser submetidas ao tratamento
com agentes como, por exemplo, &acido fosfottGngstico, como
descrito acima.

K. Kits
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Podem ser preparados kits para a pratica dos métodos
aqui revelados. Tipicamente, os kits incluem pelo menos um
componente ou uma combinagdo embalada de componentes para a
pratica de um método revelado. O termo ‘“combinagdo
embalada” significa que os kits fornecem uma embalagem
Gnica que contém uma combinagdo de um ou mais componentes,
por exemplo, sondas, tampdes, instrugdes, e semelhantes. Um
kit contendo um recipiente Unico esta incluido dentro da
definicdo de “combina¢dao embalada”. Em algumas modalidades,
os kits incluem pelo menos uma sonda. Por exemplo, os kits
podem incluir uma sonda que & marcada com um fluordéforo ou
uma sonda que €& um membro de uma proteina de fusdo. No kit,
a sonda pode estar imobilizada, e pode ser imobilizada em
uma conformagdo especifica. Por exemplo, uma sonda
imobilizada pode ser fornecida em um kit para se ligar
especificamente & proteina-alvo, para detectar proteina-
alvo em uma amostra e/ou para remover proteina-alvo de uma
amostra.

Os kits podem incluir alguns ou todos os componentes
necessdrios para a pratica de um método aqui revelado.
Tipicamente, os kits incluem pelo menos uma sonda,
opcionalmente imobilizada, em pelo menos um recipiente. Os
kits podem incluir maltiplas sondas, opcionalmente
imobilizada, em um ou mais recipientes. Por exemplo, as
maltiplas sondas podem estar presentes em um Gnico
recipiente ou em recipientes separados, cada um contendo
uma sonda Unica.

Em certas modalidades, uma sonda Unica (incluindo
mGltiplas cdpias da mesma sonda) & imobilizada em um Gnico

suporte sbélido e fornecida em um Gnico recipiente. Em
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outras modalidades, duas ou mais sondas, cada uma
especifica para uma proteina-alvo diferente ou para uma
forma diferente de uma Gnica proteina-alvo, sdo fornecidas
em um Unico recipiente. Em algumas modalidades, a mesma
sonda 1imobilizada é fornecida em midltiplos recipientes
diferentes (por exemplo, em forma de wuso uUnico), ou
miltiplas sondas imobilizadas sdo fornecidas em mGltiplos
recipientes diferentes. Em modalidades adicionais, as
sondas sdo imobilizadas em mGltiplos tipos diferentes de
suportes s6lidos. Qualquer combinagdo de sonda (s)
imobilizada(s) e recipiente(s) é contemplada para os kits
aqui revelados, e o profissional é livre para selecionar
entre as varias combina¢des para obter um kit adequado para
certo uso desejado.

Um recipiente dos kits pode ser gqualguer recipiente
que seja adequado para embalar e/ou conter as sondas aqui
reveladas. Materiais adequados incluem, sem limitagdo,
vidro, pléastico, papeldo ou outro produto de papel, e
metal. O recipiente pode abrigar completamente as sondas
imobilizadas, ou pode simplesmente cobrir a sonda para
minimizar a contaminagdo por poeira, &leos etc. Os kits
podem compreender um Gnico recipiente ou varios recipientes
e, gquando estiverem presentes varios recipientes, cada
recipiente podera ser igual aos outros recipientes,
diferentes dos outros ou diferentes de alguns, mas nao de
todos os outros recipientes.

Os prdprios kits podem ser feitos de gqualgquer material
adequado. Exemplos ndo limitantes de materiais de kit sao
papeldo ou outro produto de papel, plastico, vidro e metal.

Os kits podem compreender alguns ou todos os reagentes
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e suprimentos necessarios & imobilizag¢do de uma ou mais
sondas ao suporte sélido; ou alguns ou todos os reagentes e
suprimentos necessarios para a ligagao de sondas
imobilizadas as proteinas de prion em uma amostra.

Os kits aqui revelados podem incluir uma ou mais
sondas ndo imobilizadas e um ou mais suportes sdélidos que
incluam ou ndo uma sonda imobilizada. Tais kits podem
compreender alguns ou todos os reagentes e suprimentos
necessarios para a imobilizagdo de uma ou mais sondas ao
suporte sdélido, ou alguns ou todos os reagentes e
suprimentos necessarios para a ligagao de sondas
imobilizadas as proteinas de prion em uma amostra.

MODALIDADES EXEMPLARES

A seguir, serad apresentada uma lista de modalidades
exemplares:

1. Uma proteina de fusdo que compreende:

(a) uma sonda peptidica para uma proteina-alvo, em
gque: (i) a sonda peptidica compreende uma sequéncia de
aminodcidos que corresponde a uma regifo da proteina-alvo
que passa por uma mudanga conformacional de uma conformagdo
alfa-helicoidal para uma‘conformacéo de folha beta, (ii) a

sonda peptidica passa por uma mudan¢a conformacional de uma
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proteina-alvo & selecionada do grupo gque consiste na
proteina precursora do polipeptideo amildéide da ilhota,
proteina amildéide beta ou peptideo AR, amildéide sérico A,

insulina, amilina, componente ndo beta-amiléide, prions,

hemoglobina, imunoglobulinas ou fragmentos de
microglobulina-f3, destas, a-sinucleina, rodopsina, al-
antiquimotripsina, cistalinas, tau, P53, presenilinas,
receptor de lipoproteina de baixa densidade,
apolipoproteinas, superdxido dismutase, proteinas do
neurofilamento, transtiretina, procalcitonina ou
calcitonina, fator natriurético atrial, gelsolina,

regulador transmembrana da fibrose cistica, proteina da
doenga de Huntington, cadeia alfa do fibrinogénio,
fenilalanina hidroxilase, colageno, beta-hexosaminidase e
proteina cistatina C.

4. A proteina de fusdo da modalidade 3, em que a
proteina-alvo & uma proteina de prion.

5. A proteina de fusdo da modalidade 4, em que a
proteina de prion & PrP®, PrP°®, ou uma mistura destes.

6. A proteina de fusdo da modalidade 4, em gque a sonda
peptidica compreende o ID. DE SEQ. N°: 13 ou uma sequéncia
gue possui pelo menos cerca de 90% de identidade de
sequéncia para o ID. DE SEQ. N°: 13.

7. A proteina de fusdo da modalidade 3, em que a
proteina-alvo é proteina amildide beta.

8. A proteina de fusd3o da modalidade 7, em dque a
proteina amildide beta é Af42, AB40, ou uma mistura destes.

9. A proteina de fusdo da modalidade 7, em que a sonda
peptidica compreende a sequéncia do ID. DE SEQ. N°: 32, a

seqiéncia do ID. DE SEQ. N°: 4, ou uma seqgliéncia gue possui



10

15

20

25

30

128/157

pelo menos cerca de 90% de identidade de seqUéncia para o
ID. DE SEQ. N°: 32 ou ID. DE SEQ. N°: 4.

10. A proteina de fusdo da modalidade 3, em gque a
proteina-alvo é proteina precursora do polipeptideo
amildéide da ilhota.

11. A proteina de fusdao da modalidade 10, em gue a
sonda peptidica compreende a sequiéncia do ID. DE SEQ. N°:
11 ou uma sequiéncia que possuil pelo menos cerca de 90% de
identidade de sequUéncia para o ID. DE SEQ. N°: 11.

12. A proteina de fusd3o da modalidade 3, em que a
proteina-alvo & proteina transtiretina.

13. A proteina de fusdo da modalidade 12, em dque a
sonda peptidica compreende a seqUéncia do ID. DE SEQ. N°:
26 ou uma seqUéncia que possul pelo menos cerca de 90% de
identidade de sequUéncia para o ID. DE SEQ. N°: 26.

14. A proteina de fusdo da modalidade 3, em que a
proteina-alvo é proteina cistatina C.

15. A proteina de fus3o da modalidade 14, em que a
sonda peptidica compreende a sequéncia do ID. DE SEQ. N°:
17 ou uma seqUéncia que possui pelo menos cerca de 90% de
identidade de seqUéncia para o ID. DE SEQ. N°: 17.

16. A proteina de fusdo da modalidade 3, em que a
proteina-alvo é proteina da doenga de Huntington.

17. A proteina de fusdo da modalidade 15, em que a
sonda peptidica compreende a seqUéncia do ID. DE SEQ. N°:
19 ou uma seqUéncia que possui pelo menos cerca de 90% de
identidade de sequéncia para o ID. DE SEQ. N°: 19.

18. A proteina de fusdo da modalidade 1, em gque a
referida proteina de fusdo emite um sinal fluorescente

quando a sonda peptidica estiver em uma conformagdo alfa-
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conformagdo alfa-helicoidal para uma conformag¢do de folha
beta, e (c) a sonda peptidica ndo compreende a sequéncia de
comprimento total da proteina-alvo; e

(ii) um marcador que gera um sinal dependente do
estado de agregagdo da proteina de fusido;

(B) a detecgdo de um sinal gerado pelo marcador; e

(C) a correlagdo do sinal com a capacidade do agente
para inibir a agregagdo da proteina-alvo.

25. O método de modalidade 24, em que uma diminuigdo
do sinal estd relacionada a habilidade do agente para
inibir a agrega¢do da proteina-alvo.

26. O método de modalidade 24, em gue um aumento do
sinal estd relacionado a habilidade do agente para inibir a
agregagao da proteina-alvo.

27. O método de modalidade 24, em gue a proteina-alvo
é selecionada do grupo que consiste na proteina precursora
do polipeptideo amildide da ilhota, proteina amildide beta
ou peptideo ABETA, amildide sérico A, insulina, amilina,
componente nao beta-amildide, prions, hemoglobina,
imunoglobulinas ou fragmentos de microglobulina-f, destas,
a-sinucleina, rodopsina, al-antiquimotripsina, cistalinas,
tau, p53, presenilinas,wreceptor de lipoproteina de baixa
densidade, apolipoproteinas, superdxido dismutase,

proteinas do neurofilamento, transtiretina, procalcitonina
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teste & um agente quelante.

29. O método de modalidade 24, em que o agente de
teste €& selecionado do grupo de quelantes tridentatos de
ferro, dicetonas, anadlogos de 2-piridoxal isonicontinil
hidrazona, taquipiridina, clioquinol, guelantes inibidores
da ribonucleotideo redutase, acido 2,3-diidroxibenzdico,
Picolinaldeido, Nicotinaldeido, 2-Aminopiridina, 3-
Aminopiridina, topical 2-furildioxima, &cido n-butirico,
fenilbutirato, Tributirina, acido suberoilanilida
hidrox&mico, 6-ciclohexil-1-hidroxi-4-metil-2(1H) -
piridinona, rilopirox, piroctona, quelantes relacionados ao
dcido benzdico, acido salicilico, nicotinamida, sulfato de
heparina, trimetilamina N-6xido, polietileno glicol (PEG),
cations de cobre, sulféxido de dimetila, Dexrazoxano,
dopamina, dcido téanico, triazina, levodopa, pergolida,
bromocriptina, selegilina, glucosamina ou anadlogos desta,
tetrapirrdis, acido nordiidroguaiarético, polifendis,
tetraciclina, acido polivinilsulfdnico, acido 1,3-
propanodissulfdénico, peptideo de degradagdao de folha B
(1iABS), nicotina, ou sais ou derivados destes.

30. O método de modalidade 24, em gque o marcador
compreende um fluordforo.

31. O método de modalidade 24, em que o fluordforo
compreende pireno ou triptofano.

32. O método de modalidade 24, em gque o marcador
compreende um polipeptideo fluorescente.

33. O método de modalidade 32, em que o polipeptideo
fluorescente compreende proteina fluorescente verde (GFP).

34. O método de modalidade 24, em gue © marcador

compreende um radionuclideo.
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35. O método de modalidade 24, em que a proteina de
fusdo & imobilizada em um suporte sdlido.

36. O método de modalidade 24, em que a proteina de
fusdo ainda compreende uma porgdo de avidina, e estéa
acoplada ao suporte sdlido por meio de uma porg¢do de
biotina.

37. O método de modalidade 24, que compreende ainda,
antes da etapa de detecgdo (b), a submissdo da sonda
peptidica as condi¢des gque promovem agregagdo, em gue a
intensidade do sinal estd diretamente relacionada a
habilidade do agente para inibir a agregagdo.

38. Um método de avaliagdo da capacidade de um agente
para inibir a agrega¢éo de uma proteina-alvo, que
compreende:

(A) o contato da proteina-alvo, uma proteina de fuséao,
e um agente de teste, a proteina de fusdo compreendendo:

(i) uma sonda peptidica para a proteina-alvo, em que:
(a) a sonda peptidica compreende uma seguéncia de
aminodcidos que corresponde a uma regido da proteina-alvo
que passa por uma mudanga conformacional de uma conformagdo
alfa-helicoidal para uma conformagdo de folha beta, (b) a
sonda peptidica passa por uma mudanga conformacional de uma
conformagdo alfa-helicoidal para uma conformagdo de folha
beta, e (c) a sonda peptidica ndo compreende a sequiéncia de
comprimento total da proteina-alvo; e

(ii) wum marcador gque dgera um sinal dependente do
estado de agregacdo da proteina de fusdo;

(B) a detecgdo de um sinal gerado pelo marcador; e

(C) a correlacdo do sinal com a capacidade do agente

para inibir a agregacdo da proteina-alvo.
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39. O método de modalidade 38, em que o sinal esta
diretamente correlacionado com a habilidade do agente para
inibir a agregagdo.

40. O método de modalidade 38, em que o sinal esta
inversamente correlacionado com a habilidade do agente para
inibir a agregagéao.

41. Um método de avaliagdo da capacidade de um agente
para inibir a agregagdao de uma proteina-alvo, que
compreende:

(A) a submissdo de uma proteina de fusdo as condigdes
que promovem agregagdo, a proteina de fusdo compreendendo:

(i) uma sonda peptidica para a proteina-alvo, em que:
(a) a sonda peptidica compreende uma sequéncia de
aminodcidos gque corresponde a uma regido da proteina-alvo
que passa por uma mudanga conformacional de uma conformagdo
alfa-helicoidal para uma conformag¢ido de folha beta, (b) a
sonda peptidica passa por uma mudanga conformacional de uma
conformagao alfa-helicoidal para uma conformagdo de folha
beta, e (¢) a sonda peptidica ndo compreende a sequéncia de
comprimento total da proteina-alvo; e

(1ii) wum marcador que gera um sinal dependente do
estado de agregacgdao da proteina de fusdo;

(B) a detecgdo de um primeiro sinal gerado pelo
marcador;

(C) a submissdo da proteina de fusdo as condigdes que
promovem agregag¢do na presenga de um agente de teste, e a

deteccio de um seagundo sinal gerado pelo marcador: e
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42. O método de modalidade 41, em que uma intensidade
maior do segundo sinal, comparada com a do primeiro sinal,
identifica um agente que inibe a agregag¢do da proteina-
alvo.

43. O método de modalidade 41, em que uma intensidade
maior do primeiro sinal, comparada com a do segundo sinal,

identifica um agente gue inibe a agregag¢do da proteina-

alvo. .

44. Um método de avaliagdo da capacidade de um agente
para inibir a agregagdo de uma proteina-alvo, que
compreende:

(A) o contato de uma proteina de fusdo e da proteina-
alvo, em que a proteina de fusdo compreende:

(i) uma sonda peptidica para a proteina-alvo, em que:
(a) a sonda peptidica compreende uma sequiéncia de
aminodcidos que corresponde a uma regido da proteina-alvo
gque passa por uma mudanga conformacional de uma conformagdo
alfa-helicoidal para uma conformacdo de folha beta, (b) a
sonda peptidica passa por uma mudanga conformacional de uma
conformacdo alfa-helicoidal para uma conformagdoc de folha
beta, e (c¢) a sonda peptidica ndo compreende a seqiéncia de
comprimento total da proteina-alvo; e

(ii) wum marcador gque gera um sinal dependente do
estado de agregag¢do da proteina de fusdo;

(B) a detecgdo de um primeiro sinal gerado pelo
marcador;

(C) o contato da proteina de fusdo, da proteina-alvo e

de um agente de teste, e a deteccdo de um segundo sinal
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e segundo sinais, identificando, dessa forma, um agente gque
inibe a agregacdo da proteina-alvo.

45. O método de modalidade 44, em que uma intensidade
maior do segundo sinal, comparada com a do primeiro sinal,
identifica um agente que inibe a agregagdo da proteina-
alvo.

46. O método de modalidade 44, em que uma intensidade
maior do primeiro sinal, comparada com a do segundo sinal,
identifica um agente que inibe a agregagao da proteina-
alvo.

47. Um método para a identificagdo de uma proteina-
alvo presente em uma forma estrutural especifica em uma
amostra, gue compreende:

(a) o contato da amostra com uma sonda peptidica para
a proteina-alvo, em que a sonda peptidica se 1liga
preferencialmente a uma forma estrutural especifica da
proteina-alvo;

(b) a deteccdo de qualquer 1ligagdo entre a sonda
peptidica e gualquer proteina-alvo presente na forma
estrutural especifica.

48. O método de modalidade 47, em gque a forma
estrutural da proteina-alvo €& uma conformagdo de folha
beta.

49. O método de modalidade 47, em que a forma
estrutural da proteina-alvo é uma conformagdo alfa-
helicoidal.

50. O método de modalidade 47, em que a forma
estrutural da proteina-alvo & um mondmero da proteina.

51. O método de modalidade 47, em que a forma

estrutural da proteina-alvo é um oligbmero solavel da
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proteina.

52. O método de modalidade 47, em que a forma
estrutural da proteina-alvo & um auto-agregado insoltvel da
proteina.

53. O método de modalidade 52, em gque a forma
estrutural da proteina-alvo € selecionada de auto-agregados
amorfos insoluveis, protofibrilas e fibrilas.

54. O método de modalidade 47, em que proteina-alvo &
selecionada do grupo que consiste na proteina precursora do
polipeptideo amildéide da ilhota, proteina beta ou peptideo
AB amildide, amildide sérico A, insulina, amilina,
componente nao beta-amiléide, prions, hemoglobina,
imunoglobulinas ou fragmentos de microglobulina-B, destas,
a-sinucleina, rodopsina, al-antiquimotripsina, cistalinas,
tau, pS53, presenilinas, receptor de lipoproteina de baixa
densidade, apolipoproteinas, superdxido dismutase,
proteinas do neurofilamento, transtiretina, procalcitonina
ou calcitonina, fator natriurético atrial, gelsolina,
regulador transmembrana da fibrose cistica, proteina da
doenga de Huntington, cadeia alfa do fibrinogénio,
fenilalanina hidroxilase, coladgeno, beta-hexosaminidase e
proteina cistatina C.

55. O método de modalidade 47, em dgue a sonda
peptidica ainda compreende um marcador de fluordforo.

56. O método de modalidade 55, em que o fluordéforo
compreende pireno ou triptofano.

57. O método de modalidade 47, em que a sonda
peptidica ainda compreende um marcador de polipeptideo

fluorescente.

58. O método de modalidade 57, em que o marcador de
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polipeptideo fluorescente compreende proteina fluorescente
verde (GFP).

59. O método de modalidade 47, em gue a sonda
peptidica ainda compreende um marcador de radionuclideo.

60. O método de modalidade 47, em gque a sonda
peptidica é imobilizada em um suporte sdélido.

61. O método de modalidade 60, em gue a sonda
peptidica ainda compreende uma porgdo de avidina, e esta
acoplada ao suporte sé6lido por meio de uma porgdo de
biotina.

62. Um método de identificagdo de uma sonda peptidica
para uma proteina-alvo que exibe uma tendéncia aumentada ou
diminuida para formar agregados em relagdo a uma sonda
peptidica de referéncia, que compreende:

(A) a detec¢do de um primeiro sinal gerado por uma
proteina de fusdo de referéncia que compreende:

(i) a sonda peptidica de referéncia gque compreende:
(a) uma seqgUéncia de aminocdcidos gue corresponde a uma
regido da proteina-alvo que passa por uma mudanga
conformacional de uma conformagdo alfa-helicoidal para uma
conformacdo de folha beta, (b) em gque a sonda peptidica
passa por uma mudanga conformacional de uma conformagao
alfa-helicoidal para uma conformagdo de folha beta, e (c) a
sonda peptidica de referéncia ndo compreende a sequéncia de
comprimento total da proteina-alvo; e

(ii) proteina fluorescente verde;

(B) a detec¢do de um segundo sinal gerado por uma
proteina de fusdo de teste que compreende uma sonda
peptidica de teste e proteina fluorescente verde, em que a

sonda peptidica de teste é um mutante da sonda peptidica de
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referéncia que compreende uma insergdo, eliminagdo ou
substituigdo de aminocdcidos em relagdo & sequéncia de
aminodcidos da sonda peptidica de referéncia; e

(C) a correlagdo da intensidade do segundo sinal em
relagdo ao primeiro sinal, identificando, dessa forma, uma
sonda peptidica para uma proteina-alvo que eXibe uma
tendéncia aumentada ou diminuida para formar agregados em
relagdo a sonda peptidica de referéncia.

63. O método de modalidade 62, em gue uma intensidade
aumentada do segundo sinal em relagdo a intensidade do
primeiro sinal indica wuma tendéncia diminuida da sonda
peptidica de teste para formar agregados, e uma intensidade
diminuida do segundo sinal em relagdo a intensidade do
primeiro sinal sonda indica uma tendéncia aumentada da
sonda peptidica de teste para formar agregados.

64. O método de modalidade 62, em que uma intensidade
diminuida do segundo sinal em relagdo a intensidade do
primeiro sinal indica wuma tendéncia diminuida da sonda
peptidica de teste para formar agregados, e uma intensidade
aumentada do segundo sinal em relagdo a intensidade do
primeiro sinal indica wuma tendéncia aumentada da sonda
peptidica de teste para formar agregados.

65. O método de modalidade 62, em que a sonda
peptidica de teste possui pelo menos cerca de 15% de
identidade de seqUléncia para a sonda peptidica de
referéncia.

66 . O método de modalidade 62, em gue a sonda
peptidica de teste é projetada por um processo dgue
compreende a introdugdo de uma mutagdo aleatdria da

sequiéncia na sequéncia de aminodcidos da sonda peptidica de
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referéncia.

67. Um método de identificagdo de uma sonda peptidica
especifica para uma proteina-alvo em um estado estrutural
especifico que se enquadra em um espectro de estados
estruturais que varia de um limite inferior de mondmeros
solGveis a um limite superior de auto-agregados insoluveis,
gque compreende: ‘

(A) a submissdo de uma proteina de fusdo as condig¢des
que promovem auto-agregagao, a proteina de fusado
compreendendo:

(i) uma sonda peptidica para a proteina-alvo, em dque:
(a) a sonda peptidica compreende uma sequéncia de
aminodcidos que corresponde a uma regido da proteina-alvo
gue passa por uma mudanga conformacional de uma conformagdo
alfa-helicoidal para uma conformagdo de folha beta, (b) a
sonda peptidica passa por uma mudanga conformacional de uma
conformagdo alfa-helicoidal para uma conformagdo de folha
beta, e (c) a sonda peptidica ndo compreende a seqiéncia de
comprimento total da proteina-alvo; e

(ii) proteina fluorescente verde;

(B) a detecgdo de um sinal gerado pela proteina de
fusdo; e

(C) a correlacdo da intensidade do sinal com a
especificidade da sonda peptidica para uma proteina-alvo em
um estado estrutural especifico, identificando, dessa
forma, uma sonda peptidica especifica para uma proteina-
alvo em um estado estrutural especifico.

68. O método de modalidade 67, em gque um sinal de
intensidade maior indica que a sonda peptidica é especifica

para uma proteina-alvo em uma extremidade inferior do
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espectro de estados estruturais, e um sinal de intensidade
menor indica que a sonda peptidica €& especifica para uma
proteina-alvo em uma extremidade superior do espectro de
estados estruturais.

69. O método de modalidade 67, em que um sinal de
intensidade menor indica que a sonda peptidica é& especifica
para uma proteina-alvo em uma extremidade inferior do
espectro de estados estruturais, e um sinal de intensidade
maior indica que a sonda peptidica é especifica para uma
proteina-alvo em uma extremidade superior do espectro de
estados estruturais.

70. Um método para evitar a formagdo de agregados
protéicos de uma proteina-alvo, que compreende o contato da
proteina-alvo com uma sonda peptidica para a proteina-alvo,
em que a sonda peptidica se 1liga preferencialmente a
proteina-alvo, evitando, dessa forma, a formagao de
agregados protéicos de ordem superior da proteina-alvo.

71. O método de modalidade 70, em que a sonda
peptidica se 1liga preferencialmente aos mondmeros da
proteina-alvo, evitando, dessa forma, a formagdo de
agregados protéicos.

72. O método de modalidade 70, em gque a sonda
peptidica se liga preferencialmente aos oligdmeros sollveis
da proteina-alvo, evitando, dessa forma, a formagdo de
agregados insolGveis protéicos.

73. O método de modalidade 70, em que a sonda
peptidica se liga preferencialmente a agregados insoluveis
da proteina-alvo, evitando, dessa forma, a formagdo de
fibrilas da proteina-alvo.

74. O método de modalidade 73, em gue os agregados
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insolGveis protéicos compreendem um ou mais de auto-
agregados amorfos, protofibrilas e fibrilas.

75. Un método para o© tratamento de uma doenga
associada a uma proteina-alvo, gque compreende o contato da
proteina-alvo com uma proteina de fusdo que compreende: (i)
uma sonda peptidica para a proteina-alvo, em que a sonda
peptidica se liga preferencialmente a proteina-alvo, e (ii)
um agente terapéutico. |

76. O método de modalidade 75, em gque a doenga é
doengca de Alzheimer, a proteina-alvo é BAf42, ApR40, ou
ambos, e o agente terapéutico é selecionado do grupo gue
consiste em quelantes de metais pesados e porgdes com
carga.

77. O método de modalidade 75, em que a doenga & TSE,
a proteina-alvo é proteina de prion e o agente terapéutico
é selecionado do grupo que consiste em quelantes de metais
pesados e por¢des com carga.

78. O método de modalidade 75, em gque a doenga é
amiloidose sistémica senil ou polineuropatia amildide
familiar, a proteina-alvo ¢é transtiretina e o agente
terapéutico é selecionado do grupo dque consiste em
quelantes de metais pesados e por¢gdes com carga.

79. O método de modalidade 75, em gque a doenga &
doeng¢a de Huntington, a proteina-alvo €& Huntingtina e o
agente terapéutico & selecionado do grupo gque consiste em
quelantes de metais pesados e por¢des com carga.

80. O método de modalidade 75, em que a doenga &
doenca de Parkinson, a proteina-alvo & oa-sinucleina e o
agente terapéutico é selecionado do grupo que consiste em

quelantes de metais pesados e porgdes com carga.
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Os exemplos a seguir s3o ilustrativos e ndo devem ser
interpretados como limitantes da presente especificagdo.
Exemplo 1l: Construg¢do de proteinas de fusdo de GFP-sonda
peptidica

Um oligonucleotideo de dsDNA que codifica uma sonda
peptidica para proteina de prion humana ou AB42 é
sintetizado. O oligonucleotideo de dsDNA inclui sitios de
restrig¢do nas extremidédes 5 e 3’ para clonagem do
oligonucleotideo de dsDNA em um vetor de expressdao de GFP
(veja Waldo e cols., Nature Biotechnol. 17: 691-695
(1999)). Um oligonucleotideo de dsDNA e um vetor de
expressdo de GFP sdo digeridos com as enzimas de restrigdo
correspondentes, e o oligonucleotideo de dsDNA & ligado no
vetor de expressdo de GFP para criar uma proteina de fusao
de GFP-vetor de expressdo. O vetor de expressdo €& usado
para transformar E. coli gque cresceu sob selegdo com
canamicina. Para uma variante GFP-sonda peptidica em
particular, é criada uma proteina de fusdo de GFP-vetor de
expressdo que inclui um Aff42 mutante de comprimento total
que possui substituig¢des 141D e A42Q (ou seja, “o mutante
DQ”), cujo mutante passa por agregagao lenta.

Exemplo 2: Rastreamento da expressdo de proteina de fusdo
de GFP

Bibliotecas de DNA sdo isoladas da cepa de E. coli
transformada, e transformadas em outra cepa adequada para
expressdo de proteina indutivel por IPTG. As bactérias
transformadas sdo plaqueadas em papel de nitrocelulose.
Apds crescimento de um dia para o outro a 37°C, oOs papéis
de nitrocelulose sd3o transferidos para placas de LB que

incluem canamicina para selegdo e IPTG (1 mM) para inducéo
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de expressdo. As coldnias sd3o contadas e o fendtipo verde
versus branco é observado, com o fendtipo verde
correspondendo & proteina de fusdo soluvel (por exemplo,
sonda peptidica ndo agregada) e o fendétipo Dbranco
correspondendo a proteina de fusdo insolavel (por exemplo,
sonda peptidica agregada) .
Exemplo 3: Medida da fluorescéncia de GFP

Colénias s8o retiradas e desenvolvidas em meios
liquidos LB contendo canamicina. Apbs as culturas
alcancarem uma absorbdncia (Agonm) de 0,8, a expressdo &
induzida por adigdo de IPTG até uma concentragdo de 1 mM, e
o crescimento & continuado a 37°C ou a 30°C. Apds indugdo,
as culturas s3o diluidas em solugdo salina tamponada com
Tris até uma Agionm de 0,15. A fluorescéncia é medida com o
uso de um espectrofluordmetro com excitagdo a 490 nm e
emissdo a 510 nm. A Fig. 4 fornece resultados exemplares da
medida de fluorescéncia de GFP da fusdo de sonda peptidica
de Alzheimer-GFP (Alz) e fusdo de sonda peptidica de Prion-
GFP (Pri). As medidas sdo feitas apds indugdo de expressao
e incubacdo das células por 3 horas a 37°C (grafico da
esquerda) ou 5 horas a 30°C (grafico da direita). A
expressdo de GFP-proteinas de fusdo também & avaliada por
remocdo de 200 pl de cultura de células e andlise do teor
de células inteiras por SDS-PAGE.
Exemplo 4: Avaliagd3o da fluorescéncia de GFP para
inibidores da agrega¢do de prion

Uma proteina de fusdo de GFP-sonda peptidica que
sabidamente gera um fendtipo branco no ensaio descrito
acima (por exemplo, para formar agregados) € usada para

identificar agentes que inibem a agregagdo. O vetor para a



10

15

20

25

30

145/157

expressdo de uma proteina de fusdo de GFP-sonda peptidica
(prion) é transformado em células Dbacterianas para
expressdo indutivel por IPTG. As bactérias transformadas
cresceram em meios LB suplementados com canamicina para
selecdo. Quando as culturas alcancam uma ODgyo = 0,8, uma
aliquota de cultura (100 pl) é transferida para um pogo de
uma placa multipogos. Os agentes de teste sdo adicionados a
cada pog¢o, e a expressdo de proteina & induzida por adigdo
de IPTG até uma concentracdo final de 1 mM. As amostras sdo
incubadas com agitagdo suave a 37°C. Apbdbs 3 horas de
incubacdo, a fluorescéncia de cada pogo & medida a 512 nm
(excitagao 490 nm) usando uma leitora de placas
automatizada. Para confirmar que as densidades celulares
sdo consistentes em todas as amostras, a ODgyp também é
medida. Os agentes de teste sdo testados em vVarias
concentracdes. Os agentes de teste que geraram um fendtipo
verde sao identificados como agentes que inibem a
agregagao.

Exemplo 5: Identificagdo de sonda peptidica especifica para
PrP°° infeccioso

Uma sonda peptidica especifica para uma forma
altamente infecciosa de PrP°° é identificada da seguinte
forma:

Sao preparadas amostras de proteina Prp5°© em
diferentes estados agregados, por exemplo, pelos métodos
descritos em Silveira e cols., Nature 437: 257-61 (2005).
Resumidamente, uma preparagdo de proteina PrP°¢ purificada
(por exemplo, de cérebro de hamster infectado por scrapie)
é submetida ao tratamento com, por exemplo, detergentes

e/ou sonificacdo, e depois fracionada por tamanho (usando,
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por exemplo, fracionamento campo de fluxo-fracionamento de
fluxo, ou “F1FFF”) em diversas fragdes (por exemplo, as
trinta fracdes relatadas em Silveira) para a obtengdao de
amostras de proteina de prion em diferentes estados
agregados. Opcionalmente, uma preparagdo paralela da
amostra & realizada usando amostras equivalentes de cérebro
normal.

Sonda peptidica marcada com pireno especifica para
proteina PrPSc é colocada em contato com cada amostra, e
sua interacdo com qualquer PrP°° presente na amostra &
avaliada. Como discutido acima, a interagao de sondas
peptidicas marcadas com pireno com PrP°° pode ser avaliada
com o uso de fluorescéncia em estado estavel. A interagao
entre marcadores de pireno observada gquando as sondas
peptidicas marcadas interagem com PrP°° leva a formagdo de
dimeros e/ou excimeros fluorescentes. Dessa forma, a
proporg¢ao caracteristica da intensidade fluorescente
associada aos dimeros de pireno (Ip, medida a 495 nm) para
aquela de mondmeros de pireno (Iy, medida a 378 nm) pode
ser usada para avaliar a interagdo entre as sondas marcadas
e qualquer PrP°° presente na amostra, com uma Ip/Iy maior
estando relacionada a uma reatividade maior (a Fig. 5
ilustra a fluorescéncia caracteristica de mondmeros de
sonda peptidica marcada com pireno e dimeros).

A Fig. 6 ilustra a reatividade de uma sonda peptidica
especifica para proteina PrP°® com PrP°® presente em cada
uma das trinta fracdes obtidas como descrito acima (o eixo
y mostra as proporgdes ID/Iw relativas; o tamanho dos
agregados de Prp°°© presentes em cada fragdo aumenta ao

longo do eixo x). A sonda peptidica possuia a seguinte
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sequéncia de aminoacidos:
VVAGAAAAGAVHKMNTKPKMKHVAGAAAAGAVV (ID. DE SEQ. N°: 43).

Esses dados indicam que essa sonda interage
preferencialmente com PrP°° presente nas fragdes 3, 16, 10-
12, 23 e 29 (de acordo com Silveira e cols., supra, a forma
mais infecciosa de PrP°° & encontrada na fracdo 12). Pelo
menos duas tendéncias sdo evidentes a partir desses dados,
a significdncia potencial das quais sdo ressaltadas abaixo.

Em primeiro 1lugar, a sonda peptidica reage com
agregados de PrP°° menores em relacdo aos agregados de PrP°°
maiores. A reatividade da sonda peptidica com agregados
PrP°¢ menores pode oferecer significdncia clinica porque,
por exemplo, a técnica estabelecida indica que as formas de
PrP°¢ mais infecciosas s3o formas de agregados menores, €
ndo agregados ou fibrilas maiores.

Em segundo lugar, a reatividade da sonda peptidica com
as particulas fracionadas é periddica, e ndao linear, com a
maior sensibilidade por pg de PrP°° observada com fracgdes
gue correspondem aos agregados de PrP°¢ que variam de <30
kD até 1.000 kD. Essa periodicidade pode refletir uma
montagem estrutural hierdrquica de unidades oligoméricas
PrP°¢ que atuam como substratos Gnicos para a sonda
peptidica. A periodicidade também ressalta a significéncia
potencial da habilidade para o design de sondas peptidicas
que se 1ligam preferencialmente ao PrP°¢ em diferentes
estados estruturais, para o direcionamento de estruturas
infecciosas de PrP°° através de espécies, por exemplo, para
detectar espécies variantes que sdo de importancia
clinicamente particular com fontes zoondticas de PrP se em

seres humanos.
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A ligagdo preferencial da sonda peptidica com
agregados de PrP°° menores em relagdo aos agregados de PrP°S
maiores pode ainda ser demonstrada com experimentos de
sonifica¢do. Por exemplo, foi demonstrado que amostras ndo
fracionadas de homogeneizados de cérebro de hamster
infectado gque exibem pouca ou nenhuma reatividade com a
sonda peptidica exibem reatividade aumentada apds serem
submetidas & sonificag¢do. A reatividade aumenta com o tempo
de sonificagdo, com reatividade aumentada observada apds 5
a 10 minutos de sonificag¢do. Como a sonificagdo guebra os
agregados de PrP°® presentes nas amostras extraidas em
agregados de PrP°® menores, esses resultados podem indicar
que a sonda peptidica estd reagindo diretamente com um novo
pool de estruturas oligoméricas de PrP°® menores geradas
por sonificagao. Adicional ou alternativamente, a
sonificacdo pode estar conduzindo a reorganizagao dos
agregados de PrP°° em diferentes estados estruturais (por
exemplo, diferentes estados conformacionais) que sdo mais
reativos com a sonda peptidica. Novamente, a reatividade da
sonda peptidica com agregados de PrP°® menores pode
apresentar significéncia clinica, como discutido acima.
Exemplo 6: Detecgdo de PrP°° em sangue de carneiros

Uma sonda peptidica especifica para PrP°¢ (ID. DE SEQ.
N°: 43) é usada para detectar PrP°¢ em sangue de carneiros
da seguinte forma: sonda peptidica marcada com pireno é&
colocada em contato com amostras preparadas a partir de
soros obtidos de carneiros com scrapie, carneiros terminais
e carneiros normais, e a fluorescéncia resultante & medida
da forma descrita acima (as amostras sdo preparadas como

descrito em Grosset e cols., Peptides 26: 2.193-200 (2005),
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adotando o método de preparagdo de tecido para soro). A
Fig. 7 ilustra que a sonda peptidica reagiu com PrP°° em
soros de carneiros infectados, e ndo reagiu com soros de
carneiros normais. Na Figura, “HP 1” designa uma amostra de
pool de soros de carneiros saudaveis com 3 meses de idade;
“HP 2” designa uma amostra de pool de soros de carneiros
saudaveis com 2 anos de idade; "“1nl” a “1ln4” designam soOro
de carneiros com scrapie com 18-24 meses de idade, e “1n5”
designa soro de um carneiro terminal. Esses dados
demonstram que a sonda peptidica exibiu 100% de
sensibilidade e especificidade nesse ensaio, e detectou com
precisdo PrP°° no sangue de carneiros.

Em outro ensaio, as amostras de sangue de carneiros
descritas acima foram sonificadas, antes da reagdo com a
sonda peptidica. A Fig. 8 ilustra gque a sonificagdo
aumentou a proporgdo sinal/ruido por redugdo no nivel de
fundo nas amostras “normais”. A Fig. 8 também ilustra uma
melhor distingdo de amostras infectadas com o pool normal
com idades equivalentes (HP 2) de animais com 2 anos de
idade versus o pool de animais com 3 meses de idade.
Exemplo 7: Detecgdo de PrP°° na camada de células brancas,
soro e plasma de carneiros

Uma sonda peptidica especifica para PrP°¢ (ID. DE SEQ.
N°: 43) é usada para detectar PrP°°® nos componentes
sanglineos de carneiro da seguinte forma: a sonda peptidica
marcada com pireno & colocada em contato com amostras da
camada de células brancas, soro e plasma de carneiros
infectados (scrapie) e normais (saudaveis) , e a
fluorescéncia resultante é medida da forma descrita acima.

A Fig. 9 ilustra gque a sonda peptidica exibe uma
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reatividade relativa com componentes sanglineos de carneiro
na ordem de camada de células brancas > soro > plasma.
Exemplo 8: Identificagd@o da sonda peptidica de aAp

Uma sonda peptidica de AR é identificada da seguinte
forma: é construida uma proteina de fusdo gque compreende
uma sonda peptidica especifica para AP (ID. DE SEQ. N°: 36)
e GFP. Sdo construidas proteinas de fusdo de referéncia que
compreendem (i) AB42 (ID. DE SEQ. N°: 42) e GFP ou (ii) o
clone mutante de Ap42 GM6 (ID. DE SEQ. N°: 44) e GFP. As
proteinas sdo expressas e a fluorescéncia de GFP &
detectada como descrito acima. Como mostrado na Fig. 10, a
proteina de fusdo de AR42-GFP exibe pouca fluorescéncia,
porque a agregagdo rapida da porgdo Ap42 evita um
enovelamento adequado da porg¢do GFP necessario para a
fluorescéncia. Em contraste, a proteina de fusdo de
mutante-GFP exibe um nivel elevado de fluorescéncia, pois
GM6 é um mutante de AP42 de enovelamento lento; dessa
forma, a porgdao GM6 ndo interfere tanto com o enovelamento
da porgdo GFP necessario para a fluorescéncia. A proteina
de fusao de sonda peptidica-GFP exibe um nivel
intermedidrio de fluorescéncia, indicando que a porgdo de
sonda peptidica interfere em um nivel moderado com O
enovelamento de GFP. Esses dados indicam gue a sonda
peptidica de AR (ID. DE SEQ. N°: 36) serda Gtil em métodos
de identificagdo de agentes gque afetam a agregag¢do do
peptideo AB.
Exemplo 9: Especificidade da sonda peptidica de AP por
oligSmeros de AR

Uma sonda peptidica especifica para AB (ID. DE SEQ.

N°: 36) é usada para detectar formas estruturais



10

15

20

25

30

151/157

especificas de AP40 e Af42. A sonda peptidica € marcada em
cada terminal com pireno. A sonda peptidica & colocada em
contato com diferentes amostras que compreendem oligSmeros
de ApR42, oligbdmeros de AB40 e mondmeros de AB40.

Os estados morfoldgicos da proteina AR sdo
determinados tanto por ligag¢do de tioflavina T guanto por
dicroismo circular, usando a metodologia descrita acima.
Por exemplo, os peptideos sdo levados até em TFE/Tris 30%
para medida do dicroismo circular e o software de
desconvolugdo CDPRO é usado para calculo da estrutura
secunddria (Cellcon II (Freeware), Robert Woody, “Colorado
State Universtiy”). A sonda peptidica marcada exibe 18,3%
de estrutura de a hélice, 27,6% de estrutura de fita
(folha) B e 54,1% de estrutura girada/desordenada. A sonda
peptidica exibe 19,4% de estrutura de a hélice, 25,1% de
estrutura de fita (folha) B e 55,5% de estrutura
girada/desordenada. As fibras de ApR42 exibem 12,6% de
estrutura de a hélice, 60,2% de estrutura de fita (folha) B
e 27,2% de estrutura girada/desordenada. As fibras de Af40
exibem 5,6% de estrutura de a hélice, 58,4% de estrutura de
fita (folha) P e 35,9% de estrutura girada/desordenada. A
amostra de oligémeros de AP42 (incluindo dimeros, trimeros,
tetrdmeros, hex8meros e 12-mers) exibe 3,2% de estrutura de
a hélice, 52,7% de estrutura de fita (folha) B e 45,4 % de
estrutura girada/desordenada.

A intera¢do entre a sonda peptidica e a amostra é
detectada por excitagao a 350 nm e varredura de
fluorescéncia de 360 a 600 nm. A sonda peptidica reage com
fibras e oligbdmeros de APB40 e fibras e oligbmeros de AR42

de uma forma dose-dependente, mas ndo reage com mondmero de
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AB40 de wuma forma dose-dependente. Fig. 11A (fibras e
mondmero) e 11B (oligdmeros). Esses dados mostram que a
sonda peptidica se liga preferencialmente as formas
oligoméricas de AB40 e AR42.
Exemplo 10: Detecg¢do de peptideo AP em amostras de LCR
humano

Uma sonda peptidica especifica para AR/3 (ID. DE SEQ.
N°: 36) é usada para detectar ApR40 e AB42 em amostras de
liquido cefalorraquidiano humano (LCR) obtidas de pacientes
com Alzheimer e de pacientes saudaveis com idades
combinadas. A sonda peptidica é marcada em cada terminal
com pireno. Amostras de 40 pl de LCR sdo incubadas com 2 uM
de sonda peptidica, e sdo incubadas por 1 hora, antes da
excitagdo a 350 nm e varredura de fluorescéncia de 360 a
600 nm. Os dados sdo apresentados na Fig. 12 como a

proporcdo da regido excimérica (430-530 nm) em relagdo a

regido monomérica (370-385 nm). A sonda peptidica é capaz
de estratificar ©pacientes com Alzheimer (preto) de
pacientes saudaveis com idades combinadas (branco). Os

resultados mostrados na Fig. 12 possuem um valor p =
0,0005. A Fig. 12A apresenta os dados para cada paciente,
enquanto a Fig.1l2B apresenta os dados médios para cada
grupo de pacientes. As amostras de pacientes também foram
testadas gquanto & proteina AB usando um kit comercial
baseado em anticorpos (Biosource ELISA, Invitrogen), mas
aquele ensaio ndo detectou a proteina AR, indicando que a
sonda peptidica & mais sensivel.

E realizado um ensaio similar com o uso de uma sonda
peptidica biotinilada especifica para AR (ID. DE SEQ. N°:

36) que €é 1imobilizada em gldébulos magnéticos, e com
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amostras de soro de 200 pl de pacientes com Alzheimer e de
pacientes saudaveis com idades combinadas. A sonda
peptidica biotinilada é imobilizada aos gldbulos magnéticos
Dynal revestidos com estreptavidina. Esses gldébulos sdo
incubados diretamente com as amostras de soro por 1 hora;
depois, os glébulos magﬂéticos e o material capturado sdo
precipitados para remover as amostras de soro. A seguir,
200 pl de sonda peptidica marcada com dipireno (ID. DE SEQ.
N°: 36) em uma concentragao de 2 uM pré-equilibrada em
trifluoretanol 40%:Tris 10 mM 60%, pH 7,4, sao adicionados
diretamente aos glébulos e ao material capturado, e sao
incubados por mais 3-5 horas, antes de precipitar os
glébulos magnéticos e transferir o liquido para uma placa
de microtitulagdo para andlise como descrito acima.

A sonda peptidica é capaz de estratificar pacientes
com Alzheimer (preto) de pacientes saudaveis com idades
combinadas (branco). Os resultados, mostrados na Fig. 13,
possuem um valor p de 0,045. As amostras de pacientes

também foram testadas quanto a proteina A com o uso de um

kit comercial baseado em anticorpos (Biosource ELISA,
Invitrogen), mas, novamente, aquele ensaio ndo detectou a
proteina AR, indicando gque a sonda peptidica ¢é mais
sensivel.

Exemplo 11: Direcionamento &s placas de AP

A seguir, sera ilﬁstrada a habilidade das sondas
peptidicas para direcionamento as placas de AR (por
exemplo, auto-agregados insolaveis de proteina AR
associados a doencga de Alzheimer), tanto in vitro quanto in
vivo. E usada uma sonda peptidica especifica para AB (ID.

DE SEQ. N°: 36) e marcado cada terminal com pireno.



10

15

20

25

30

154/157

S3do feitos estudos in vitro em cortes de cérebro de
camundongos transgénicos que superexpressam APP751 humano
com muta¢des London e Swedish (hAPP75la). Essa proteina &
um mutante de AR que forma placas neuriticas nos
camundongos transgénicos. Tecido de camundongos nao
transgénicos da prole serviu como tecido de controle.

Dois tipos diferentes de 1laminas de tecido sao
avaliados: crio-cut (congeladas e cortadas) e embebidas em
parafina e cortadas. A sonda peptidica é incubada nas
ldminas de cérebro e a 1ligagdo da sonda peptidica ao
cérebro, e aos depdsitos/placas amildides em particular, &
avaliada qualitativamente. Para fins de referéncia, laminas
consecutivas sdo coradas por imunoistoquimica com um
anticorpo anti-Ap, o anticorpo 6E10 ou Tioflavina S. O uso
de controles anti-AR confirma a especificidade da coloragdo
em placas neuriticas.

As 1imagens sdo registradas em um microscdpio Nikon
E800 com uma cadmara PixelFly montada. Para registros de
mosaicos de imagens, o microscdpio & equipado com uma mesa
automdtica controlada pelo software StagePro. As imagens da
coloragdo da sonda peptidica e da coloragdo de anticorpo e
Tioflavina S, respectivamente, sdo sobrepostas no software
Adobe PhotoShop.

Utilizando-se a concentracdo de 0,5 ml/mg de sonda
peptidica, a coloragdo especifica da placa €& aparente,
tanto em laminas de parafina gquanto crio-cut. A
superposigao com coloragéao de anticorpo de laminas
consecutivas revelou que a coloragdo em laminas de parafina
é& mais especifica para as placas do que a coloragdo em

laminas crio-cut. Nessas uUltimas amostras, as células da
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camada neuronal do hipocampo sao marcadas, © dJue também
ocorre com tecido cerebral em torno das placas no cortex.
Dessa forma, a gqualidade da coloragdo pode ser melhor em
cortes de parafina. Além da coloragdo de placas neuriticas,
a sonda peptidica também corou especificamente vasos
sanguineos gue abrigam péptideo amildéide humano, que estdo
tipicamente presentes em transgénicos hAPP751g..

Estudos in vivo usam quatro camundongos transgénicos
homozigotos hAPP751SL com 10 meses de idade e quatro
controles da prole (irmaos que ndao carregam o transgene). A
sonda peptidica marcada & administrada por via intranasal,
a 10 pl de liquido por administrac¢dao (em concentrag¢des de
0,1 a 2,0 mg/ml), com um intervalo de administragdo
planejado de meia a uma hora, ajustado de acordo com a
condigdo do animal apds o tratamento.

Ao final do tratamento, os camundongos sao
sacrificados e o LCR e os cérebros sdo extraidos (todos os
camundongos sao sedados por anestesia por inalagao
padronizada, Isoflurano, Baxter).

O 1liquido cefalorraquidiano & obtido por dissecgdo
romba e exposig¢do do forame magno. Com a exposigao, uma
pipeta de Pasteur é inserida na profundidade aproximada de
0,3 - 1 no forame magno. O LCR é coletado por sucgdao e agao
capilar, até que o fluxo cesse completamente. O LCR &
imediatamente congelado e mantido a -80°C até ser usado.

Apds coleta do LCR, o estdmago, o conteltdo do estbmago
e os cérebros sdo removidos rapidamente. Os cérebros sao
hemisseccionados, e o hemisfério direito de todos os
camundongos sd8o fixados por imersdo em paraformaldeido

4%/PBS recém produzido (pH 7,4) por 1 hora em temperatura
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ambiente, e transferidos para uma solug¢do de sacarose
15%/PBS por 24 horas para assegurar a proteg¢do criogénica.
A seguir, os cérebros sdao congelados em isopentano liquido
no dia seguinte e armazenados a -80°C até serem utilizados
para investiga¢des histolégicas. A outra metade do cérebro
é imediatamente congelada por choque em isopentano liquido
para uso futuro.

Sdo registradas imagens de camundongos transgénicos
tratados com a maior dose de sonda peptidica e de
camundongos de controle e de um controle de veiculo
transgénico (por exemplo, o diluente usado para a sonda
peptidica) para confirmar que a sonda peptidica atravessa a
barreira hematencefalica (BBB), o que de fato ocorre.

Para avaliar a especificidade da coloragdo pela sonda
peptidica, a fluorescéncia é excitada usando um filtro de
Uv-2A e B-1E de um microscépio para detectar
autofluorescéncia provavel no espectro inferior. As partes
fluorescentes sdo registradas nas laminas consecutivas para
assegurar gue Iimpurezas (por exemplo, poeira) ndo causem
fluorescéncia. As laminas transgénicas sdo coradas com
Tioflavina S para avaliar a carga da placa.

Como observado acima, camundongos transgénicos
hAPP751g, expressam hAPP em certos vasos sanglUineos na
periferia do cérebro. A sonda peptidica se liga ao amildide
e se aglomera fora do vaso sangliineo no cérebro. Nos
camundongos ndo transgénicos, a sonda peptidica alcanga o
bulbo olfatério, mas ndo se liga a uma estrutura
morfoldgica especifica.

Ficard evidente para aqueles habilitados na técnica

que podem ser feitas varias modificagdes e variagdes na
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pratica da presente invencdo, sem se afastar do escopo ou
do espirito da invengdo. Outras modalidades da invengdo
ficardo evidentes para aqueles habilitados na técnica
considerando-se a especificagdo e a pratica da invengdo.
Deseja-se que a especificagcdo e 9os exemplos sejam
considerados apenas como exemplares, com o verdadeiro
escopo e espirito da invencdo sendo indicados ©pelas

reivindicag¢des em anexo.
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REIVINDICAGOES
1. Método para a identificagdo de uma proteina-alvo
presente em um estado especifico de auto-agregagdo em uma

amostra, caracterizado por compreender:

(a) o contato da amostra com uma sonda peptidica para
a proteina-alvo, em que a sonda peptidica se liga
preferencialmente & proteina-alvo em um estado especifico
de auto-agregagdo; e

(b) a detecgdo de qualquer ligagdao entre a sonda
peptidica e qualquer proteina-alvo presente no estado
especifico de auto-agregacao identificando, dessa forma,
qualquer proteina-alvo presente no estado especifico de
auto-agregacao.

2. Método, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que a sonda peptidica se liga
preferencialmente a proteina-alvo em um estado especifico
de auto-agregac¢do selecionado do grupo gue consiste em
mondmeros, oligémeros sollveis e auto-agregados insoluveis.

3. Método, de acordo com a reivindicacao 2,

caracterizado pelo fato de que a sonda peptidica se liga

preferencialmente a auto-agregados insoltvels da proteina-
alvo selecionados do grupo que consiste em auto-agregados
amorfos insolGveis, protofibrilas e fibrilas.

4. Método, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que a proteina-alvo é
selecionada do grupo que consiste na proteina precursora do
polipeptideoc amildide da ilhota, proteina beta ou peptideo
AR amildide, amildide sérico A, insulina, amilina,
componente nao beta-amildide, prions, hemoglobina,

imunoglobulinas ou fragmentos microglobulina-f, destas, o-
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identificando, dessa forma, a proteina-alvo presente
no paciente no estado especifico de auto-agregacdo.

9. Método, de acordo com a reivindicacgao 8,
caracterizado pelo fato de que a sonda peptidica se 1liga
preferencialmente & proteina-alvo em um estado especifico
de auto-agregagao selecionado do grupo gque consiste em
mondmeros, oligdmeros sollveis e auto-agregados insolaveis.

10. Método, de acordo com a reivindicacao 8,

caracterizado pelo fato de que a proteina-alvo é

selecionada do grupo que consiste na proteina precursora do
polipeptideo amildide da ilhota, proteina beta ou peptideo
AR amildide, amildide sérico A, insulina, amilina,
componente nao beta-amildéide, prions, hemoglobina,
imunoglobulinas ou fragmentos microglobulina-f, destas, -
sinucleina, rodopsina, ol-antiquimotripsina, cistalinas,
tau, p53, presenilinas, receptor de lipoproteina de baixa
densidade, apolipoproteinas, superodoxido dismutase,
proteinas do neurofilamento, transtiretina, procalcitonina
ou calcitonina, fator natriurético atrial, gelsolina,
regulador transmembrana da fibrose cistica, proteina da
doenca de Huntington, cadeia alfa do fibrinogénio,
fenilalanina hidroxilase, coladgeno, beta-hexosaminidase e
proteina cistatina C.

11. Método para evitar a formagdo de agregados

protéicos de uma proteina-alvo, caracterizado por

compreender o contato da proteina-alvo com uma sonda
peptidica para a proteina-alvo, em gque a sonda peptidica se
liga preferencialmente & proteina-alvo em um estado
especifico de auto-agregag¢do evitando, dessa forma, a

formagdo de agregados protéicos de ordem superior da




10

15

20

25

30

4/10

proteina-alvo.
12. Método, de acordo com a reivindicagdo 11,

caracterizado pelo fato de que a sonda peptidica se liga

preferencialmente a proteina-alvo em um estado especifico
de auto-agregagdo selecionado do grupo gque consiste em
mondmeros, oligdmeros solGveis e auto-agregados insoltveis.

13. Método, de acordo com a reivindicagao 11,

caracterizado pelo fato de que a proteina-alvo é

selecionada do grupo que consiste na proteina precursora do
polipeptideo amildide da ilhota, amildide proteina beta ou
peptideo AR, amildide sérico A, insulina, amilina,
componente nao beta-amildide, prions, hemoglobina,
imunoglobulinas ou fragmentos microglobulina-f, destas, o-
sinucleina, rodopsina, al-antiquimotripsina, cistalinas,
tau, p53, presenilinas, receptor de lipoproteina de baixa
densidade, apolipoproteinas, superdxido dismutase,
proteinas do neurofilamento, transtiretina, procalcitonina
ou calcitonina, fator natriurético atrial, gelsolina,
regulador transmembrana da fibrose cistica, proteina da
doenga de Huntington, cadeia alfa do fibrinogénio,
fenilalanina hidroxilase, colageno, beta-hexosaminidase e
proteina cistatina C.

14. Método de liberacdo de um agente terapéutico a uma

proteina-alvo, caracterizado por compreender a combinagao

do agente terapéutico com uma sonda peptidica para a
proteina-alvo, em que a sonda peptidica compreende uma
sequiéncia de aminodcidos que corresponde a uma regido da
proteina-alvo que passa por uma mudanca conformacional de
uma conformacdo alfa-helicoidal para uma conformagao beta-

sheet, e a sonda peptidica passa por uma mudanga
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conformacdo beta-sheet e em gque a sonda peptidica nao
compreende a sequéncia de comprimento total da proteina-
alvo, e

administra¢do da combinagdoc de sonda peptidica-agente
terapéutico a um paciente que dela necessite.

15. Método, de acordo com a reivindicacao 14,
caracterizado pelo fato de que o agente terapéutico possuil
atividade anti-amildide.

16. Método, de acordo com a reivindicagao 14,

caracterizado pelo fato de que a sonda peptidica se 1liga

preferencialmente & proteina-alvo em um estado especifico
de auto-agregag¢do.
17. Método, de acordo com a reivindicagao 16,

caracterizado pelo fato de que a sonda peptidica se 1liga

preferencialmente a proteina-alvo em um estado especifico
de auto-agregagdo selecionado do grupo dque consiste em
monémeros, oligdmeros sollvelis e agregados insollveis.

18. Método de avaliagao da capacidade de um agente
para inibir a agregag¢do de uma proteina-alvo, caracterizado
por compreender:

(A) o contato de uma proteina de fusdo e de um agente
de teste, a proteina de fusdo compreendendo:

(i) uma sonda peptidica para a proteina-alvo, em que:
(a) a sonda peptidica compreende uma sequéncia de
aminocdcidos gque corresponde a uma regido da proteina-alvo
gue passa por uma mudan¢a conformacional de uma conformagao

alfa-helicoidal para uma conformagdo beta-sheet, (b) a

D o . . - -
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sheet, e (c) a sonda peptidica ndo compreende a sequéncia
de comprimento total da proteina-alvo; e

(ii) um marcador gque gera um sinal dependente do
estado de agregag¢dao da proteina de fusao;

(B) a detecgdo de um sinal gerado pelo marcador; e

(C) a correlacdao do sinal com a capacidade do agente
para inibir a agregag¢do da proteina-alvo.

19. Método de avaliagdo da capacidade de um agente
para inibir a agregag¢do de uma proteina-alvo, caracterizado
por compreender:

(A) o contato da proteina-alvo, uma proteina de fusao,
e um agente de teste, a proteina de fusdo compreendendo:

(i) uma sonda peptidica para a proteina-alvo, em que:
(a) a sonda peptidica compreende uma sequéncia de
aminodcidos que corresponde a uma regido da proteina-alvo
que passa por uma mudanc¢a conformacional de uma conformagdo
alfa-helicoidal para uma conformagdao beta-sheet, (b) a
sonda peptidica passa por uma mudang¢a conformacional de uma
conformacdo alfa-helicoidal para uma conformagdao beta-
sheet, e (c) a sonda peptidica ndo compreende a sequéncia
de comprimento total da proteina-alvo; e

(ii) um marcador que gera um sinal dependente do
estado de agregag¢do da proteina de fusdo;

(B) a detecg¢do de um sinal gerado pelo marcador; e

(C) a correlagdo do sinal com a capacidade do agente
para inibir a agregac¢ao da proteina-alvo.

20. Método de avaliacgdo da capacidade de um agente

para inibir a agregag¢do de uma proteina-alvo, caracterizado

por compreender:

(A) a submissdo de uma proteina de fusdo as condig¢des
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que promovem agregagdo, a proteina de fusdo compreendendo:

(i) uma sonda peptidica para a proteina-alvo, em que:
(a) a sonda peptidica compreende uma sequéncia de
aminoacidos gque corresponde a uma regido da proteina-alvo
que passa por uma mudanca conformacional de uma conformagao
alfa-helicoidal para uma conformagao beta-sheet, (b)) a
sonda peptidica passa por uma mudanga conformacional de uma
conformacdoc alfa-helicoidal para uma conformagdo beta-
sheet, e (c) a sonda peptidica n3o compreende a seqguéncia
de comprimento total da proteina-alvo; e

(ii) um marcador que gera um sinal dependente do
estado de agregagdo da proteina de fusdo;

(B) a deteccdo de um primeiro sinal gerado pelo
marcador;

(C) a submissdo da proteina de fusdo as condigdes gque
promovem agregagac na presenga de um agente de teste, e a
deteccdo de um segundo sinal gerado pelo marcador; e

(D) a avaliacdo das intensidades relativas do primeilro
e segundo sinais identificando, dessa forma, um agente qgque
inibe a agregag¢do da proteina-alvo.

21. Método de avaliagd@o da capacidade de um agente
para inibir a agregagdo de uma proteina-alvo, caracterizado
por compreender:

(A) o contato de uma proteina de fusdo e a proteina-
alvo, em que a proteina de fusdao compreende:

(1) uma sonda peptidica para a proteina-alvo, em que:
(a) a sonda peptidica compreende uma sequéncia de
aminodcidos gque corresponde a uma regido da proteina-alvo
que passa por uma mudanga conformacional de uma conformagado

alfa-helicoidal para uma conformagdao beta-sheet, (b) a
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sonda peptidica passa por uma mudanga conformacional de uma
conformagcao alfa-helicoidal para uma conformagdao beta-
sheet, e (c¢) a sonda peptidica ndo compreende the seqgiéncia
de comprimento total da proteina-alvo; e

(ii) wum marcador que gera um sinal dependente do
estado de agregag¢do da proteina de fusdo;

(B) a detecgdo de um primeiro sinal gerado pelo
marcador;

(C) o contato da proteina de fusao, da proteina-alvo e
de um agente de teste, e a detecgdo de um segundo sinal
gerado pelo marcador; e

(D) a avaliac¢d3o das intensidades relativas do primeiro
e segundo sinais identificando, dessa forma, um agente gue
inibe a agregagdo da proteina-alvo.

22. Método de identificagd3o de uma sonda peptidica
para uma proteina-alvo que exibe uma tendéncia aumentada ou
diminuida para formar agregados em relagdo a uma sonda

peptidica de referéncia, caracterizado por compreender:

(A) a detecgdo de um primeiro sinal gerado por uma
proteina de fusdo de referéncia que compreende:

(1) uma sonda peptidica de referéncia gque compreende:
(a) wuma seqUéncia de aminoadcidos que corresponde a uma
regiao da proteina-alvo que passa por uma mudanga
conformacional de uma conformagdo alfa-helicoidal para uma
conformagdo beta-sheet, (b) em que a sonda peptidica passa
por uma mudang¢a conformacional de uma conformagao alfa-
helicoidal para uma conformac¢ido beta-sheet, e (¢} a sonda
peptidica de referéncia ndo compreende a sequéncia de
comprimento total da proteina-alvo; e

(ii) proteina verde fluorescente;
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(B) a detecgdo de um segundo sinal gerado por uma
proteina de fusdo de teste que compreende uma sonda
peptidica de teste e proteina verde fluorescente, em gque a
sonda peptidica de teste € um mutante da sonda peptidica de
referéncia que compreende uma insercdo, eliminagdao ou
substituicdo de aminodcidos em relagdo & sequéncia de
aminodcidos da sonda peptidica de referéncia; e

(C) a correlagdo da intensidade do segundo sinal em
rela¢do ao primeiro sinal identificando, dessa forma, uma
sonda peptidica para uma proteina-alvo gque exibe uma
tendéncia aumentada ou diminuida para formar agregados em
relagdo a sonda peptidica de referéncia.

23. Método de identificacdo de uma sonda peptidica
especifica para uma proteina-alvo em um estado estrutural
especifico que se enquadra em um espectro de estados
estruturais que varia de um limite inferior de mondmeros
solGvelis a um limite superior de auto-agregados insollveis,

caracterizado por compreender:

(A) a submissdo de uma proteina de fusdo as condigdes
gue promovem auto-agregagao, a proteina de fusao
compreendendo:

(1) uma sonda peptidica para a proteina-alvo, em que:
(a) a sonda peptidica compreende uma seguéncia de
aminodcidos que corresponde a uma regido da proteina-alvo
gque passa por uma mudan¢a conformacional de uma conformagdo
alfa-helicoidal para uma conformagdo beta-sheet, (b) a
sonda peptidica passa por uma mudanca conformacional de uma
conformag¢do alfa-helicoidal para uma conformagao beta-
sheet, e (c) a sonda peptidica ndo compreende a sequéncia

de comprimento total da proteina-alvo; e
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURA 6

. Infectividade
: Proteina PsP ,
© Ensaio MPD == (ng) = especifica

[ ‘ ) [+
‘
I 23 4

’\_a
av




7/14

FIGURA 7
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FIGURA B
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FIGURA 9
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FIGURA 10
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FIGURA 11A
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FIGURA 12B
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FIGURA 13
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RESUMO

SONDAS PEPTIDICAS PARA FINS DIAGNOSTICOS E TERAPEUTICOS
Sao apresentados agentes e métodos gue podem Se€r
usados para diagnosticar e tratar a diversas doengas
associadas a proteinas conformacionalmente alteradas. OS
agentes e métodos podem ser usados para identificar e
liberar farmacos Gteis para o tratamento de doengas

associadas a proteinas conformacionalmente alteradas.
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