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RESUMO

"PEPTIDOS DE P53 ESTABILIZADOS E SUAS UTILIZAGOES"
2
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Péptidos em ligacdo reticulada relacionados com a
p53 humana e ligados a HMD2 ou a um membro da familia de
HDM2 utilizado para promover a apoptose, e.g., no
tratamento de, e identificacdo de agentes terapéuticos que

se ligam a HMD2 ou a um membro da familia de HDM2.
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DESCRICAO

"PEPTIDOS DE P53 ESTABILIZADOS E SUAS UTILIZACOES"

Antecedentes

O fator de transcricdo de pb3 humana induz a
paragem do ciclo celular e a apoptose em resposta a lesdes
do DNA! e ao stresse celular?, desempenhando desse modo um
papel critico na proteccdo de células de transformacéo
maligna. A ligase da ubiquitina E3 HDM2 controla os niveis
de pb3 através de uma interacdo de 1ligacdo direta que
neutraliza a atividade de transactivacdo de pb3, exporta a
P53 nuclear, e dirige-a para degradacdo através da via de
ubiquitilacdo-proteassdmica’4. A perda da atividade de pb53,
seja por delecdo, mutacdo, ou sobre-expressdo de HDM2, & a
deficiéncia mais comum no cancro humano®. 0Os tumores com
expressdo conservada de p53 de tipo selvagem sdo tornados
vulnerédveis por abordagens farmacoldgicas que estabilizam a
P53 nativa. Neste contexto, o direcionamento de HDM2 surgiu
como uma abordagem validada para restaurar a actividade de
p53 e ressensibilizar as células cancerosas para apoptose
in vitro e in vivo®. HDMX (HDM4) também foi identificado
como um regulador de pb3. Para além disso, estudos
demonstraram uma semelhanca entre a interface de ligacédo de

pS3 de HDM2 e a de HDMXfe,
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W02005/118620; Walensky et al. (2004), Science
305, 1466-1470; Walensky et al. (2006), Molecular Cell 24,
199-210 e WO2005/044839 revelam que os péptidos podem ser
ciclizados. Picksley et al (1994), Oncogene 9, 2523-2529 e
Uesugi et al. (1999) PNAS96, 14801-14806 ilustram a

interacdo de pb3 e HDM2.

A interacdo da proteina pb3-HDM2 ¢ mediada pelo
dominio de transativacdo de oa-hélice de 15 residuos de pb3,
que se insere numa fenda hidrofdébica na superficie de HDM27.
Trés residuos neste dominio (F19, W23, e L206) sdo

essenciais para a ligacdo a HDM28-2,

SUMARIO

S&do descritos abaixo péptidos estaveis de ligacéo
reticulada relacionados com um porcdo de P53 humano
("péptidos 53 acoplados"). Estes péptidos de ligacéo
reticulada contém pelo menos dois aminoadcidos modificados
que em conjunto formam uma ligacdo reticulada interna
(também referida como uma amarra) que pode ajudar a
estabilizar a estrutura secunddria de alfa-hélice de uma
porcdo de pb53 que se pensa ser importante para a ligacdo de
p53 a HDM2. Consequentemente, um polipéptido de ligacédo
reticulada agqui descrito pode ©possuir uma atividade
bioldégica melhorada em relacdo ao polipéptido correspon-
dente que ndo estd em ligacdo reticulada. Pensa-se gue o0s
péptidos 53 acoplados interferem com a ligacdo de p53 a

HDM2 inibindo desse modo a destruicdo de p53. O péptido 53
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acoplado aqui descrito pode ser utilizado terapeuticamente,
e.g., para tratar uma variedade de cancros num individuo.
Por exemplo, cancros e outros disturbios caracterizados por
um nivel indesejavel ou uma atividade baixa de pb3 e/ou
cancros e outros disturbios caracterizados por um nivel
elevado indesejavel de atividade de HDM2. Os péptidos
modificados também podem ser Uteis para o tratamento de
qualquer distUrbio associado com a regulacdo interrompida
da via de transcricdo de pb3, conduzindo a condicdes de
sobrevivéncia e proliferacdo celular em excesso (e.g.,
cancro e autoimunidade), adicionalmente as condicdes da
interrupcdo inapropriada do ciclo celular e apoptose (e.g.,

neurodegeneracdo e deficiéncia imunitéaria).

E aqui descrito um polipéptido modificado de

Férmula (I),

Férmula (I)

ou um seu sal farmaceuticamente aceitével,

em que

cada R1 e Rz sd0 1independentemente H ou um

alquilo, alguenilo, alquinilo, arilalquilo, ci-
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cloalquilalguilo, heteroarilalquilo, ou heteroci-
clilalquilo C1 a Cio;

Rs ¢é alquileno, alguenileno ou alquinileno, ou
[Re'"-K-Rs4]n; cada um dos quais € substituido com
0-6 Rs;

Rs e R4' sdo independentemente alquileno, al-
guenileno ou algquinileno (e.g., cada s&o
independentemente um alquileno, alquenileno ou
algquinileno C1, C2, C3, C4, C5, Ce6, C7, C8, C9 ou
C10);

Rs é halo, algquilo, ORs, N(Re)2, SRs, SORs, SOzRs,
CO2Rs, Rg, uma unidade fluorescente, ou a
radioisdétopo;

K é& o, s, sO, SO, CO, CO2, CONRs, ou
>
]

aziridina, episulfureto, diol, amino &lcool;

R¢ &€ H, algquilo, ou um agente terapéutico;

né 2, 3, 4 ou 6;

x é& um inteiro de 2-10;

w e y sdo independentemente um inteiro de 0-100;

z € um inteiro de 1-10 (e.g., 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10); e

cada Xaa ¢ independentemente um aminoacido (e.qg.,

um dos 20 aminodcidos que ocorrem naturalmente ou
qualquer aminodcido gue ocorra ndo naturalmente);

em que o polipéptido compreende pelo menos 8
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aminoadcidos contiguos de SEQ ID NO: 1 (p53 humano)
ou uma Ssua variante, SEQ ID NO:2 ou uma sua
variante, ou outra segquéncia polipeptidica aqui
descrita exceto que: (a) nos 8 aminoacidos
contiguos da SEQ ID NO: 1 as cadeias laterais de
pelo menos um par de aminodcidos separados por 3,

4 ou 6 aminoédcidos ¢ substituido pelo grupo de
ligacdo, Rz, que liga os carbonos alfa do par de
aminodcidos como apresentado na Férmula I; e (b)

0 carbono alfa do primeiro do par de aminoacidos
¢ substituido com Ri como apresentado na fédrmula
1 e o carbono alfa do segundo do par de
aminoacidos é substituido com Rz como apresentado

na Férmula I.

A presente invencdo proporciona um polipéptido de
hélice alfa que se liga ao duplo do minuto 2 humano (HDMZ2)
e/ou duplo do minuto X humano (HDMX) de Férmula (I), como
apresentado acima em que cada Rz se estende através de duas
voltas da hélice do polipéptido e ¢é independentemente
alquileno, ou algquenileno ou alquinileno, x é 6 e em gque O
polipéptido modificado compreende pelo menos 8 aminoacidos
contiguos da sequéncia Leu; Sery Glnz Gluz Thrs Phes Sery
Asps Leus Trpio Lysii Leuiz Leuis Prold Gluis Prois exceto que
as cadeias laterais de Ser;s e Prois sdo substituidas pelo
grupo de ligacdo Rz, e em que até 6 aminoacidos para além
dos aminodcidos portadores do grupo de ligacdo Rz, Phes,
Trpio e Leuiz sdo independentemente substituidos por
qualguer outro aminocdcido ou um seu sal farmaceuticamente

aceitavel.
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Foérmula

E aqui descrito um polipéptido modificado

(I1),

Férmula (II)

ou um seu sal farmaceuticamente aceitével,

em que;

cada R1 e Rz sdo independentemente H ou

alguilo, algquenilo, algquinilo, arilalquilo,

de

um

ci-

cloalquilalguilo, heterocarilalgquilo, ou hetero-

ciclilalgquilo Ci1 até Cio;

Rs3 é alguileno, alguenileno ou algquinileno,

ou

[Rg"-K-Rs4]n; cada um dos quais € substituido com

0-6 Rs;

Rs e Rs' sdo independentemente alquileno, alque-

nileno ou alquinileno (e.g., cada um ¢é inde-

pendentemente um alquileno, algquenileno

ou

alquinileno C1, C2, C3, C4, C5, Cé6, C7, C8, C9 ou

C10);

Rs é halo, alguilo, ORs, N(Rs)2, SRs, SORs, SO02Rs,

CO2Rs, Rs, uma unidade fluorescente, ou
radioisdétopo;

K é& o0, s, sO, SOz, CO, CO2, CONRg, ou

um
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s

aziridina, episulfureto, diol, amino &lcool;

Rs¢ € H, algquilo, ou um agente terapéutico;
nis2,3,4 ou 6;

x & um Inteiro de 2-10;

w e y sdo independentemente um inteiro de 0-100;
z €& um inteiro de 1-10 (e.g., 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10); e

cada Xaa é independentemente um aminoédcido (e.g.,
um dos 20 aminocdcidos que ocorrem naturalmente ou
qualguer aminocdcidos que ocorre ndo naturalmente);
Ry é PEG, uma proteina tat, um marcador de
afinidade, uma unidade de direcionamento, um
grupo acilo derivado de acido gordo, uma unidade
de biotina, uma sonda fluorescente (e.g. fluores-
ceina ou rodamina) ligado através de, e.g., uma
ligacdo tiocarbamato ou carbamato;

Re €& H, OH, NH>, NHRga, NRgaRsp; em que o}
polipéptido compreende pelo menos 8 aminoacidos
contiguos de SEQ ID NO:1 (p53 humana) ou uma sua
variante, SEQ ID NO:2 ou uma Ssua variante, ou
outra sequéncia polipeptidica aqui descrita
exceto que: (a) nos 8 aminodcidos contiguos de
SEQ ID NO: 1 as cadeias laterais de pelo menos um
par de aminodcidos separados por 3, 4 ou 6

aminodcidos ¢ substituido pelo grupo de ligacéo,
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Rs, que liga os —carbonos alfa do par de
aminodcidos como apresentado na fédrmula I; e (b)
o0 carbono alfa do primeiro do par de aminoéacidos
¢ substituido com Ri; como apresentado na fédrmula
IT e o carbono alfa do segundo do par de
aminoacidos ¢é substituido com Ry como apresentado

na férmula II.

No caso da Foéormula I ou Férmula II, os seguintes

casos estdo entre aqueles descritos.

Nos casos em que x = 2 (i.e., ligacdo i, i + 3),
Rz pode ser um alquileno, alquenileno Cy. Quando €é um
alquenileno podem existir uma ou mais ligacdes duplas. Nos
casos em que x = 6 (i.e., ligacdo i, i + 7), Rz pode ser um
algquileno ou alquenileno Cl11, Cl2 ou Cl3. Quando € um
alquenileno podem existir uma ou mais ligacdes duplas. Nos
casos em que x = 3 (i.e., ligacdo i, i + 4), Rz pode ser um
alguileno, algquenileno Cg. Quando é um algquenileno podem

existir uma ou mais ligacdes duplas.

SEQ ID NO:1 ¢é a sequéncia da p53 humana. Os
péptidos acoplados podem incluir a sequéncia Leu Ser Gln
Glu Thr Phe Ser Asp Leu Trp Lys Leu Leu Pro Glu Asn (SEQ ID
NO:2; que corresponde aos aminoacidos 14 até 29 da SEQ ID
NO:1). O péptido acoplado também pode incluir a sequéncia
Phe Ser Asn Leu Trp Arg Leu Leu Pro Gln Asn (SEQ ID NO:5)
ou a sequéncia Gln Ser Gln Gln Thr Phe Ser Asn Leu Trp Arg

Leu Leu Pro Gln Asn (SEQ ID NO.6). Nestas segquéncias como
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na SEQ ID NO:1, 2, 3 e 4), as cadeias laterais de dois
aminoacidos separados por 2, 3, 4 ou 6 aminoacidos podem
ser substituidas pelo grupo de ligacdo Rs. Por exemplo, na
SEQ ID NO:5, as cadeias laterais de Ser e Pro podem ser

substituidas pelo grupo de ligacdo Rs.

O polipéptido acoplado pode incluir a totalidade
ou parte (e.g., pelo menos 10, pelo menos 11, pelo menos 12,

pelo menos 13) da seguinte sequéncia de aminoacidos:

XaaiSeryGlnsXaasThrsPhesXaasXaasLeuosTrpioXaaiiLeuizLeu
13XaaisXaaisProis. (SEQ ID NO:3) em gque cada um de
Xaai, Xaas, Xaaj, Xaas, Xaaii1, Xaaisz, Xaais sao
qualquer aminoacido (e.g., gqualgquer um dos 20

aminodcidos que ocorrem naturalmente).

Em algumas situac¢des:

Xaai1 = Leu ou Gln ou o grupo de ligacdo Rz

Xaas = Glu ou Gln ou o grupo de ligacdo Rz

Xaay = Ser ou o grupo de ligacdo Rs

Xaas = Asp ou qualquer aminoadcido diferente de

Asp e Glu (preferencialmente Asn; e.g., Xaas pode
ser Asp ou Asn) ou o grupo de ligacdo Rz

Xaai1 = Lys ou um aminoadcido com carga positiva
(preferencialmente Arg) ou o grupo de ligacdo Rz
Xaais = Pro ou o grupo de ligacdo Rs

Xaais = Glu ou qualguer aminodcido diferente de
Asp e Glu (preferencialmente Gln) ou o grupo de

ligacdo Rs.
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Em algumas situacdes, o péptido compreende SEQ ID.
NO:3 em que Xaar = Leu ou Gln ou o grupo de ligacdo Rz; Xaas
= Glu ou Gln ou o grupo de ligacdo Rs; Xaay = Ser ou o

grupo de ligacdo Rs; Xaas = Asp, Asn ou o grupo de ligacédo

Rz; Xaai1 = Lys, Arg ou o grupo de ligacdo Rz; Xaais= Pro ou
o grupo de ligacdo Rs; Xaais = Glu, Gln ou o grupo de
ligacdo Rz. Nos ©péptidos acoplados, gqualquer posicédo

ocupada por Gln pode ser Glu como alternativa e qualquer
posicdo ocupada por Glu pode ser Gln como alternativa. De
um modo semelhante, qualquer posicdo ocupada por Asn pode
ser Asp em alternativa e qualquer posicdo ocupada por Asp
pode ser Asn em alternativa. A escolha de Asn ou Arg e Gln

ou Glu ir4 depender da carga desejada do péptido acoplado.

Em alguns casos, o péptido compreende uma pPOrgao
de SEQ ID NO: 3 possuindo a sequéncia:

GlnsXaasThrsPhesXaasXaasLeusTrpioXaaiiLeuizLeuis (SEQ ID NO:4).

Na SEQ ID NO:3, os pares de aminoacido que podem
estar em ligacdo reticulada incluem, mas ndo estdo
limitados a: o 5° e o 12° aminoacidos; 4° e 11° aminoédcidos;

7° e 11° aminoacidos; e 7° e 14° aminoéacidos.

Em alguns casos, o péptido modificado liga-se a
HDM2 (e.g., GenBank® N° de Acesso: 228952; GI:228952) e/ou
HDM4 (também referido como HDMX; GenBank® N° de Acesso:
88702791; GI:88702791). Em alguns casos pode ser util criar

um péptido acoplado inativo substituindo um ou mais (e.g.,
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todos trés) de Phes, Trpio, Leuiz com outro aminoacido, e.g.,

Ala.

Péptidos Uteis adicionais incluem péptidos néo
ligados reticuladamente possuindo a seguinte sequéncia de
aminoacidos:
Xaai1SeryGlnsXaasThrsPhesXaarXaaslLeusTrpioXaaliLeuizLeuizXaaisXaas
Prois. (SEQ ID NO:3) em que cada um de Xaai, Xaas, Xaar, Xaas,
Xaai1, Xaais, Xaais sdo qualquer aminoacido (e.g., qualquer

um dos 20 aminodcidos que ocorrem naturalmente).

Em alguns casos desses péptidos ndo ligados

reticuladamente:
Xaai: = Leu ou Gln ou o grupo de ligacdo Rz
Xaas = Glu ou Gln ou o grupo de ligacdo Rsz
Xaay = Ser ou o grupo de ligacdo Rs
Xaag = Asp ou qualquer aminoadcido diferente de

Asp e Glu (preferencialmente Asn) ou o grupo de
ligacédo Rz

Xaai1 = Lys ou um aminoadcido com carga positiva
(preferencialmente Arg) ou o grupo de ligacdo Rz
Xaais= Pro ou o grupo de ligacdo Rz

Xaais = Glu ou qualguer aminoédcido diferente de
Asp e Glu (preferencialmente Gln) ou o grupo de

ligacgédo Rs

Em alguns casos o péptido ndo ligado reticula--

damente compreende uma porcdo de SEQ ID NO:3 possuindo a
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sequéncia: GlnsXaasThrsPhesXaarsXaasLeusTrpioXaaiiLeuizLeuiz (SEQ

ID NO:4).

Em alguns casos o péptido modificado compreende
ainda, por exemplo: PEG, um &cido gordo, ou um anticorpo
(e.g., um anticorpo que dirige o péptido modificado para

uma célula que expressa pb3, HDM2 ou HDM4) .

Em alguns casos, cada w ¢é independentemente um
inteiro entre 3 e 15. Em alguns <casos cada y ¢é
independentemente um inteiro entre 1 e 15. Em alguns casos,
Ri1 e Ry sdo cada um independentemente H ou alquilo Ci1-Cs. Em
alguns casos, Ri e Ry sdo cada um independentemente alquilo
C1-C3z. Em alguns casos, pelo menos um de entre Ri1 e Ry séo
metilo. Por exemplo Ri1 e Ry sd&o ambos metilo. Em alguns
casos Rz é alquilo (e.g., Ca alquilo) e x é 3. Em alguns
casos, Rz é algquilo Ci1 e x é 6. Em alguns casos, Rz é
alquenilo (e.g., alguenilo Cs) e x é 3. Em alguns casos X é
6 e Ry é& algquenilo Cii. Em alguns casos, Rz é& uma cadeia
alquilo, alguenilo, ou alguinilo linear. Em alguns casos Rs
é -CHy-CH»-CH»-CH=CHCH»-CH»-CH>-. Em alguns casos Rz é& -CHz-
CH,-CH2-CH2-CH2-CHy-CH=CH-CH2-CH2-CHz-. Em alguns casos Rz & -

CH,-CH;-CH;-CH=CH-CH>-CH>;-CH>;-CH,;-CH>-CH>-.

Em certos casos, 0s dois estereocentros

dissubstituidos alfa, alfa (carbonos alfa) estdo ambos na

configuracdo R ou na configuracdo S (e.qg., ligacéo
reticulada i, 1i+4), ou um estereocentro ¢ R e o outro & S
(e.g., ligacdo reticulada i, i+7). Assim, quando a Férmula

I é apresentada como
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0os estereocentros dissubstituidos C' e C" podem estar na
configuracdo R ou pode estar ambos na configuracdo S, por
exemplo quando x €& 3. Quando x & 6, 0 estereocentro
dissubstituido C' estd na configuracdo R e p estereocentro
dissubstituido C" estd na configuracdo S. A ligacdo dupla
Rz pode estar na configuracdo estereogquimica E ou Z. Sé&o
possiveis configuracdes semelhantes para os carbonos na
Férmula II correspondentes a C' e C" na fédrmula apresentada

imediatamente acima.

Em alguns casos Rz é& [Rs-K-Rs']n; e R4 e Ryr sé&0
independentemente alquileno, algquenileno ou alquinileno
(e.g., cada um sé&do independentemente um alguileno, algue-
nileno ou alquinileno C1, C2, C3, C4, C5, Ce6, C7, C8, C9 ou

C10).

Em alguns casos, o polipéptido inclui uma
sequéncia de aminodcidos que, adicionalmente as cadeias
laterais dos aminoadcidos que sdo substituidos por uma
ligacdo reticulada, possuindo 1, 2, 3, 4 ou 5 alteracdes de

aminodcidos em qualgquer uma das SEQ ID NOs: 1-4.

A  amarra pode incluir uma unidade alquilo,
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algquenilo, ou algquinilo (e.g., alguilo Cs, Cg ou Ci1 ou um
alquenilo Cs, Cs ou Cii1, ou alquinilo Cs, Csg ou Ci1). O
aminodcido amarrado podem ser dissubstituido em alfa (e.g.,
Ci1-C3 ou metilo). [Xaaly e [Xaalw sdo péptidos gque podem
compreender independentemente pelo menos 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25 ou
mais aminodcidos contiguos (preferencialmente 2 ou 5
aminodcidos contiguos) de um polipéptido pb53 (e.qg.,
qualguer uma das SEQ ID NOs: 1-4) e [Xaalx € um péptido que
pode compreender 3 ou 6 aminodcidos contiguos de &acidos de

um péptido pb3.

O péptido pode compreender 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50
aminocdcidos do polipéptido pb53. Os aminoécidos sédo
contiguos exceto que um ou mais pares de aminoécidos
separados por 3 ou 6 aminodcidos sdo substituidos por
aminodcidos substitutos que formam uma ligacdo reticulada,
e.g., através de Rz. Assim, pelo menos dois aminoécidos
podem ser substituidos por aminodcidos amarrados ou
aminoadcidos substitutos amarrados. Assim, quando a férmula

I é apresentada como
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[Xaaly', [Xaalx e [Xaalyr podem compreender cada um
sequéncias de polipéptidos contiguas do mesmo ou de
diferentes péptidos pb3. O mesmo ¢é verdadeiro para a

Férmula II.

Os péptidos podem incluir 10 (11, 12, 13, 14, 15,
le, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50
ou mais) aminoacidos contiguos de um pb3 polipéptido em que
os carbonos alfa dos dois aminoacidos que sdo separados por
trés aminodcidos (ou seis aminoédcidos) sdo ligados através
de Rz um dos dois carbonos alfa é substituido por Ri e o
outro é substituido por Rz e cada um é ligado através de

ligacdes peptidicas a aminoadcidos adicionais.

Em alguns casos, o polipéptido atua como um
inibidor negativo dominante da degradacédo de p53. Em alguns
casos, o polipéptido também inclui uma unidade fluorescente
ou radioisdétopo ou uma unidade que pode gquelar um
radioisdétopo (e.g., mercaptoacetiltriglicina ou 1, 4, 7,
l10-tetraazaciclododecano-N,N',N", adcido N'"-tetraacético
(DOTA)) guelado para um isdétopo radiocactivo de Re, In ou Y).
Em alguns casos, Ri1 e Ry sdo metilo; Rz é alquilo Csg,
alquilo Ci1, alguenilo Cs, algquenilo Cii1, algquinilo Cs, ou
algquinilo Ci1; e x é& 2, 3, ou 6. Em alguns casos, ©
polipéptido inclui um ligante PEG, uma proteina tat, um
marcador de afinidade, uma unidade de direcionamento, um
grupo acilo derivado de &cido gordo, uma unidade de biotina,

uma sonda fluorescente (e.g. fluoresceina ou rodamina).
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E também aqui descrito um método de tratamento de
um individuo incluindo administrar ao individuo qualgquer um
dos compostos aqui descritos. Em alguns casos, o método
também inclui administrar um agente terapéutico adicional,

e.g., um agente quimioterapéutico.

Os péptidos podem conter um ou mais centros
assimétricos e por 1isso ocorrem como racematos e misturas
racémicas, enantidémeros simples, diasteredmeros individuais
e misturas diastereoméricas e isdmeros geométricos (e.g. Z
ou cis e E ou trans) de quaisquer olefinas presentes. Todas
essas formas isoméricas destes compostos sSdo0 expressamente
incluidas na presente invencdo. 0Os compostos podem também
ser representados em formas tautoméricas multiplas, nesses
casos, a invencdo inclui expressamente todas as formas
tautoméricas dos compostos aqui descritos (e.g., a
alguilacdo de um sistema em anel pode resultar na alqui-
lacdo em multiplos sitios, a invencdo inclui expressamente
todos esses produtos de reacdo). Todas essas formas
isoméricas desses compostos estdo incluidas assim como

estdo todas as formas de cristal.

Aminodcidos gue contém um grupo amino e um grupo
carboxilo ligado a um carbono referido como o carbono alfa.
Também ligado ao carbono alfa estd um hidrogénio e uma
cadeia lateral. Aminoacidos adequados incluem, sem
limitac&o, ambos os isdémeros D- e L- dos 20 aminodcidos
comuns que ocorrem naturalmente e que se encontram nos
péptidos (e.g., A, R, N, C, D, Q, E, G, H, I, L, K, M, F, P,

S, T, W, Y, V (como s&do conhecidos pelas abreviaturas de
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uma letra)) assim como o0s aminoacidos gue @ ocorrem
naturalmente e os aminoacidos qgque ndo ocorrem naturalmente
preparados por sintese orgdnica ou outras vias metabdlicas.
A tabela abaixo proporciona as estruturas das cadeias
laterais para cada um dos 20 aminoacidos comuns que ocorrem
naturalmente. Nesta tabela, o "-" no lado direito de cada

estrutura é a ligacdo ao carbono alfa.

Aminoacido Uma Letra | Trés Letras |Estrutura da cadeia lateral
Alanina A Ala CHs-
Arginina R Arg HN=C (NH2) -NH- (CHy) 3—

Asparagina N Asn HoN-C (O) -CHo-

Acido aspéartico D Asp HO (0) C-CHa—
Cisteina C Cys HS-CHy
Glutamina 0 Gln HoN-C (O) - (CHz) 2~

Acido glutadmico E Glu HO (0) C- (CHy) 2—
Glicina G Gly

Histidina H His

Isoleucina I I Ile CHs—CH2CH (CHz) —
Leucina L Leu (CHsz) 2—~CH-CHz—
Lisina K Lys HoN- (CHy) 4—
Metionina M Met CH3-S- (CHy) »—

Fenilalanina F Phe Fenil-CHy-

~N-{CH3z)»-CH-
Prolina J% Pro L |
Serina S Ser HO-CHp-
Treonina T Thr kCHg—CH(QH)—

Triptofano W Trp ?Mi}@*ﬂ _‘ .‘
Tirosina Tyr 4-OH-Fenil-CHy-
Valina v Val CHs-CH (CHy) —
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2,

Um residuo de aminoacido "ndo essencial"” ¢é um
residuo gue pode ser alterado a partir da sequéncia de tipo
selvagem de um ©polipéptido (sem abolir ou alterar
substancialmente a sua atividade. Um residuo de aminoacido
"essencial" aminocdcido é um residuo que, quando alterado a
partir da sequéncia do polipéptido de tipo selvagem,
resulta na aboligcdo ou substancialmente abolicdo da
atividade do polipéptido.

Uma "substituicdo de aminoacido conservadora" &
aquela em que o residuo de aminocdcido ¢ substituido com um
residuo de aminocédcido que possui uma cadeia lateral
semelhante. As familias de residuos de aminodcidos que
possuem cadeias laterais semelhantes foram definidas na

técnica. Estas familias incluem aminodcidos com cadeias

laterais Dbéasicas (e.g., lisina, arginina, histidina),
cadeias laterais 4&cidas (e.g., éacido aspartico, éacido
glutédmico), cadeias laterais polares sem carga (e.qg.,

glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina,
cisteina), cadeias laterais ndo polares (e.g., alanina,
valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina,
metionina, triptofano), cadeias laterais beta-ramificadas
(e.g., treonina, valina, isoleucina) e cadeias laterais
aromaticas (e.qg., tirosina, fenilalanina, triptofano,
histidina) .
-

O simbolo "df:"', quando utilizado como parte de

uma estrutura molecular refere-se a uma ligacdo simples ou

uma ligacdo dupla trans ou cis.
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O termo "cadeia lateral do aminoécido" refere-se
a uma unidade 1ligada ao carbono o num aminodcido. Por
exemplo, a cadeia lateral do aminodcido para a alanina é
metilo, a cadeia lateral do aminoadcido para a fenilalanina
¢ fenilmetilo, a <cadeia lateral do aminoacido para a
cisteina é tiometilo, a cadeia lateral do aminodcido para o
aspartato é carboximetilo, a cadeia lateral do aminoécido
para a tirosina é 4-hidroxifenilmetilo, etc. Outras cadeias
laterais de aminodcidos gque ndo ocorrem naturalmente estéo
também incluidas, por exemplo, aquelas gue ocorrem na
natureza (e.g., um metabolito de aminodcido) ou aguelas que
sédo produzidas sinteticamente (e.qg., um aminodcido

dissubstituido em alfa).

O termo polipéptido engloba dois ou mais
aminoadcidos que ocorrem naturalmente ou sintéticos ligados
por uma ligacdo covalente (e.g., uma ligacdo amida).
Polipéptidos como aqui descritos incluem proteinas de
comprimento total (e.g., proteinas totalmente processadas)
assim como sequéncias de aminoacidos mais curtas (e.g.,
fragmentos de ©proteinas que ocorrem naturalmente ou

fragmentos de polipéptidos sintéticos).

O termo "halo" refere-se a qualquer radical de
fluor, cloro, bromo ou iodo. O termo "alquilo" refere-se a
uma cadeia de hidrocarboneto que pode ser uma cadeia linear
ou cadela ramificada, contendo o numero indicado de &atomos

de carbono. Por exemplo, Ci-Cip indica que o grupo pode
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possuir na sua composicdo desde 1 até 10 (inclusivamente)
dtomos de carbono. Na auséncia de qualgquer designacédo
numérica, "alquil"™ ¢é uma cadeia (linear ou ramificada)
possuindo 1 até 20 (inclusivamente) &tomos de carbono na
sua composicdo. O termo "alquileno" refere-se a um alquilo

divalente (i.e., -R-).

O termo "algquenilo" refere-se a uma cadeia de
hidrocarboneto que pode ser uma cadeia linear ou cadeia
ramificada possuindo uma ou mais ligac¢des duplas carbono-
carbono nas configuracdes geométricas Z2 ou E. A unidade
alquenilo contém o numero indicado de &tomos de carbono.
Por exemplo, C»-Cip indica que o grupo pode possuir desde 2
até 10 (inclusivamente) &tomos de carbono na sua composicéo
O termo "alquenilo inferior" refere-se a uma cadeia
alquenilo Cy-Cs. Na auséncia de qualgquer designacéo
numérica, "alguenilo" é uma cadeia (linear ou ramificada)
que possuil 2 até 20 (inclusivamente) &atomos de carbono na

sua composicédo.

O termo "algqunilo" refere-se a uma cadeia de
hidrocarboneto que pode ser uma cadeia linear ou cadeia
ramificada gque possui uma ou mais ligacgbdes triplas carbono-
carbono. As unidades alguinilo contém o numero indicado de
dtomos de carbono. Por exemplo, Cz-Cipo indica que o grupo
pode possuir desde 2 até 10 (inclusivamente) A&atomos de
carbono na sua composicdo. O termo "algquinilo inferior"
refere-se a uma cadeia alguinilo Cz-Cs. Na auséncia de

u u i a umérica, uinilo, 5 u i
alquer designacdo numérica "al nilo," é ma cadeia
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(linear ou ramificada) possuindo 2 até 20 (inclusivamente)

dtomos de carbono na sua composicéo.

O termo "arilo" refere-se a um sistema de anel
aromdtico monociclico de 6-carbonos ou biciclico de 10-
carbonos em que 0, 1, 2, 3, ou 4 atomos de cada anel podem
ser substituidos por um substituinte. Exemplos de grupos
arilo incluem fenilo, naftilo e afins. 0 termo
"arilalgquilo™ ou o termo "aralquilo" refere-se a alquilo
substituido com um arilo. O termo "arilalcoxilo" refere-se

a um alcoxilo substituido com arilo.

O termo ‘"cicloalquilo", como aqui empregue,
inclui grupos de hidrocarboneto ciclico saturados e
parcialmente insaturados possuindo 3 a 12 carbonos,
preferencialmente 3 a 8 carbonos, e de um modo preferido 3
a 6 carbonos, em que o grupo cicloalquilo pode ser adici-
onalmente opcionalmente substituido. Grupos cicloalquilo
preferidos incluem, sem limitacdo, ciclopropilo, ciclo-
butilo, ciclopentilo, ciclopentenilo, ciclo-hexilo, ciclo-

hexenilo, ciclo-heptilo, e ciclooctilo.

O termo "heterocarilo" refere-se a sistema em anel
monociclico aromadtico de 5-8 membros, biciclico de 8-12
membros, ou triciclico de 11-14 membros, possuindo 1-3
heterodtomos se for monociclico, 1-6 heterodtomos se for
biciclico, ou 1-9 heterodtomos se for triciclico, sendo os
referidos heterodtomos selecionados a partir de O, N, ou S

(e.g., adtomos de carbono e 1-3, 1-6, ou 1-9 heteroadtomos de
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N, O, ou S se for monociclico, Dbiciclico, ou triciclico,
respetivamente), em que 0, 1, 2, 3, ou 4 &tomos de cada
anel podem ser substituidos por um substituinte. Exemplos
de grupos heteroarilo incluem piridilo, furilo ou furanilo,
imidazolilo, 1,2,3-triazolilo, 1,2,4-triazolilo, benzimi-
dazolilo, pirimidinilo, tiofenilo ou tienilo, gquinolinilo,
indolilo, tiazolilo, e semelhantes. O termo "hetero-
arilalquilo™ ou o termo "heterocaralquilo" refere-se a um
alquilo substituido com um heteroarilo. 0 termo
"heteroarilalcoxilo" refere-se a um alcoxilo substituido

com heteroarilo.

O termo "heterociclilo" refere-se a um sistema de
anel ndo aromatico monociclico de 5-8 membros, biciclico de
8-12 membros, ou triciclico de 11-14 membros possuindo 1-3
heterodtomos se for monociclico, 1-6 heterodtomos se for
biciclico, ou 1-9 heterodtomos se for triciclico, sendo os
referidos heterodtomos selecionados a partir de O, N, ou S
(e.g., adtomos de carbono e 1-3, 1-6, ou 1-9 heteroadtomos de
N, O, ou S se for monociclico, biciclico, ou triciclico,
respetivamente), em que 0, 1, 2 ou 3 &tomos de cada anel
podem ser substituidos por um substituinte. Exemplos de
grupos de heterociclilo incluem piperazinilo, pirrolidinilo,
dioxanilo, aziridinilo, oxirilo, tiirilo, morfolinilo,

tetra-hidrofuranilo, e semelhantes.

O termo "substituintes" refere-se a um grupo
"substituido™ num grupo algquilo, <cicloalgquilo, arilo,

heterociclilo, ou hetercarilo em qualquer atomo desse grupo.
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Substituintes adequados incluem, sem limitacdo, grupos halo,
hidroxilo, mercapto, o0xo, nitro, haloalgquilo, alquilo,
alcarilo, arilo, aralgquilo, alcoxilo, tiocalcoxilo, arilo-
xilo, amino, alcoxicarbonilo, amido, carboxilo, alcanossul-

fonilo, alguilcarbonilo, azido, e ciano.

Os detalhes de uma ou mais formas de realizacédo
da invencdo sédo apresentados nas figuras acompanhantes e na
descricéo abaixo. Outras carateristicas, objetos, e
vantagens da invencdo serdo 6bvios a partir da descricédo e

das figuras, e a partir das reivindicacdes.

DESCRIGCAO DAS FIGURAS

FIG 1 Sintese, Sequéncia, e Anédlise Bioguimica
dos péptidos SAH-pb3. (A) Os aminocéadcidos ndo naturais foram
sintetizados como descrito e ligados reticuladamente por
metédtese de olefina de anel fechado catalisada por ruténio.
(B) Os compostos SAH-p53 foram criados acoplando a
sequéncia de p5314-29 nas posicdbes indicadas. A carga, o-
helicidade, afinidade de 1ligacdo a HDM2, permeabilidade
celular, e viabilidade <celular sdo indicadas para cada
composto. (C, E) Espetro de dicroismo circular revelou
aumento da alfa-helicidade para os compostos SAH-pb53. (D, F)
0s ensaios de polarizacdo de fluorescéncia utilizando FITC-
péptidos e HDM217-125 demonstraram afinidades de ligacdo a
HDM2 subnanomolares para selecionar SAH-péptidos pb3. Nota:

UAH-p53-8 & a forma "né&o acoplada" de SAH-p53-8.
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FIG 2 SAH-p53-8 Reativa A Via de Transcricdo de
p53. HDM2 que sobre-expressa células SJSA-1 foram expostos
aos péptidos indicados e foram efectuadas andlises de

Western para pb3, HDM2 e p2l as 8-30 h de tratamento.

FIG 3 Reativacdo da Apoptose em Células SJSA-1
tratadas com SAH-p53-8. SAH-pb53-8 demonstrou citotoxicidade
dependente da dose, especifica, e inducdo de apoptose.
Ensaio de wviabilidade celular de células SJSA-1 tratadas
com SAH-péptidos pb53 (A). Ensaio de ativacdo da caspase-3
de células SJSA-1 tratadas com SAH-péptidos p53 (B).
Comparacdo da ativacdo da caspase-3 em células SJSA-1, HCT-
116 p53*/%, e HCT-116 p53~/- tratadas com SAH-p53-péptidos

(25 pM) (C).

FIG. 4 Espetro de massa por eletroaspersdo (modo

de ido positivo) do péptido SAH-p53-4.

FIG. 5 Para determinar se os SAH-péptidos pb53
possuem estabilidade proteolitica aumentada, o P5314-29
péptido de tipo selvagem e SAH-p53-4 foram expostos a soro
ex vivo. SAH-pS3-4 apresentou uma semi-vida no soro (tl/2)
quase quarto vezes mais longa do que a do péptido de tipo

selvagem ndo modificado.

FIG. 6 Para determinar se os SAH-péptidos pb3 1-4
tinham permeabilidade celular, foram incubadas células de
leucemia Jurkat T com péptidos pb3 fluoresceinados durante

4 horas seguido por lavagem, tripsinizacdo, e analise de
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FACS para avaliar a fluorescéncia celular. Nenhum dos

péptidos testados produziu fluorescéncia celular.

FIG. 7 (A) Células SJSA-1 foram tratadas com
FITC-SAH-p53-5 e 4.4 kDa TRITC-dextrano durante 4 horas. A
microscopia confocal revelaram co-localizacdo de FITC-SAH-
p53-5 péptido com TRITC-dcxttan em pinossomas. (B) Para
avaliar se a permeabilidade de FITC-SAH-p53-5 era
dependente da temperatura, as células de leucemia Jurkat T-
cell foram incubadas com péptidos p53 fluoresceinados
durante 4 horas a 4 °C ou a 37 °C seguido por lavagem,
tripsinizacéao, e andlise de FACS para avaliar a
fluorescéncia celular. (C) Para determinar a cinética da
permeabilidade celular, as células de leucemia Jurkat T-
cell foram expostas ao péptido FITC-SAH-pb3-5 e a
fluorescéncia celular foi avaliada por anédlise de FACS de
pontos de tempo sucessivos. As células tratadas com FITC-
SAH-p53-5 apresentaram um aumento dependente do tempo na
fluorescéncia celular. (D) As células SJSA-1 foram tratadas
com péptidos FITC-tipo selvagem, SAH-p53-8, e SAH-p53-BP-
8rion durante 4 horas seguido por FACS e microscopia
confocal. Foi observada fluorescéncia celular apds
tratamento com FITC-SAH-péptidos p53, mas ndo com o péptido

FITC-tipo selvagem pb3.

FIG. 8 As células SJSA-1 foram incubadas com
FITC-péptidos seguido por 1lise e abaixamento anti-FITC.
HDM2 nativo co-imunoprecipitou com FITC-SAH-p53-8 mas néo

com péptidos de tipo selvagem ou mutantes SAH-p53-8rioa.
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Esquerda: gel corado com prata; direita: Transferéncias de

Western.

FIG. 9 Ligacdo a anexina V como um indicador de
apoptose. As células RKO foram tratadas com péptidos a
diferentes doses durante 24 horas seguido por coloracdo com
iodeto de propidio e anexina V marcada com FITC. A inducéo
da apoptose foi quantificada por FACS e os dados analisados

com o software FloJo.

FIG.10 Ensaio de 1ligacdo da polarizacdo de

fluorescéncia de péptidos acoplados. Os péptidos
fluoresceinados (5 nM) foram incubados com  HDM217-125
recombinante (25 pM - 10 pM) a temperatura ambiente. A

atividade de 1ligacdo foi medida ©por ©polarizacdo de
fluorescéncia, e o0s valores de Kd foram obtidos por

regressédo linear.

FIG.11] Ensaio de viabilidade celular. As células
de osteossarcoma SJSA-1 foram tratadas com diferentes
concentracdes de SAH-p53-8 isoladamente ou em combinacédo
com o agente qguimioterapéutico doxorrubicina (20 M)
durante 24 h. A viabilidade celular foi avaliada através da
adicdo de reagente de bioluminescéncia CellTiter-Glo™ e

leitura num leitor de placas.

FIG. 12 Competicédo por polarizacéo de
fluorescéncia. p5314-20 (25 nM) fluoresceinado, de tipo

selvagem foi incubado com HDM217-125 recombinante. SAH-pb53s
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ndo marcados foram titulados na mistura, e o deslocamento
do ligando marcado foi medido por polarizacdo de

fluorescéncia.

FIG. 13 Ensaio da ativacdo da caspase-3. As
células de osteossarcoma SJSA-1 foram tratadas com
diferentes concentracdes de SAH-p53s durante 24 h. As
células foram entdo expostas a um substrato especifico da
caspase-3 (Ac-DEVD-AMC). A fluorescéncia como um resultado
da clivagem foi medida num leitor de microplacas. Para
determinar a especificidade da atividade, certos péptidos
foram incubados ao lado de DEVD-CHO, um substrato conhecido

para inibir especificamente a caspase-3.

FIG. 14 Imuno-histogquimica em xenoenxertos de
tumor de murganhos. Dois murganhos, cada um contendo trés
xenoenxertos de tumor derivado de SJSA-I foram tratados com
10 mg kgl SAH-p53-8 (A) ou veiculo (B) a cada 12 horas
durante dois dias. Foram obtidos cortes em parafina a
partir de xenoenxertos de tumor e foram corados utilizando
um anticorpo de o-pb3. A deficiéncia em pb3 devido a
amplificacdo de HDM2 é evidenciada no controlo ndo tratado
(B), enquanto a acumulacido de pb3 prdéxima dos capilares é

observada na amostra tratada com SAH-pb53-8 (A).

FIG. 15 Sequéncia de aminoacidos de pb53 humana

(GenBank® N° de Acesso CARA42627; gi:50637).

FIG. 16 Sequéncias de varios péptidos acoplados.



PE2118123 - 28 -

DESCRIGCAO DETALHADA

Sdo aqui descritos internamente polipéptidos do
dominio da hélice alfa de ligacdo reticulada relacionados
com o p53 humano. Os polipéptidos incluem a amarra (também
denominada ligacdo reticulada) entre dois aminoécidos né&o
naturais que aumentam significativamente a estrutura
secunddria da hélice alfa do polipéptido. De um modo geral,
a amarra ou ligacdo reticulada (por vezes referida como a
amarra) estende-se através do comprimento de uma ou duas
voltas helicoidais (i.e., cerca de 3,4 ou cerca de 7
aminoacidos) . Consequentemente, os aminoadcidos posicionados
a ie i+3; i e i+4; ou i e i+7 sdo candidatos ideais para a
modificacdo quimica e ligacdo cruzada. Assim, por exemplo,
quando um péptido possui a sequéncia ...Xaai, Xaaz, Xaas,
Xaas4, Xaas, Xaas, Xaay, Xaas, Xaas... (em que "..." indica a
presenca opcional de aminocdcidos adicionais), ligacdes
reticuladas entre Xaa: e Xaasz, ou entre Xaa: e Xaas, ou
entre Xaai e Xaas sdo Uteis como sdo ligacgdes reticuladas
entre Xaay e Xaas, ou entre Xaa; e Xaas, ou entre Xaa; e Xaao,
etc. 0Os polipéptidos podem incluir mais do gque uma ligacéo
reticulada na sequéncia polipeptidica para estabilizar a
sequéncia ou facilitar a estabilizacdo de porcdes de
polipéptido mais longas. Se o0s polipéptidos sdo demasiado
longos para serem rapidamente sintetizados numa parte,
independentemente sintetizada, os péptidos ligados
reticuladamente podem ser conjugados por uma técnica
designada por ligacdo quimica nativa (Bang, et al., J. Am.

Chem Soc. 126:1377).
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Sdo aqui descritos péptidos da hélice alfa de p53
(SAH-p53) que exibem a elevada afinidade para HDM2, e, em
contraste com o péptido pb3 ndo modificado correspondente,
rapidamente entram nas células através de um mecanismo de
incorporacédo ativo. Como descrito abaixo, o tratamento SAH-
P53 reativou a cascata supressora do tumor p53 induzindo a
transcricdo dos genes de resposta de pb53, gque proporcionam
o0 primeiro exemplo de um péptido acoplado que mata as
células de —cancro por direcionamento para uma Vvia

transcricional.

Para conceber compostos de SAH-pb53, colocéamos
derivados olefinicos sintéticos nas posicdes que evitam os
residuos de ligacdo a HDM2- critica. 0Os acoplamentos dos
hidrocarbonetos estendem-se pelas posigcbes i, 1i+7 foram
criados por metédtese de olefina (FIG 1A). Foi sintetizado
um painel inicial de quatro SAH-péptidos p53, contendo cada
um uma ligacdo reticulada localizada distintivamente (PIG
1B). Para avaliar o impacto estrutural de instalar um
acoplamento de todos os hidrocarbonetos i, i+7, realizamos
experiéncias de dicroismo circular (CD) para determinar o-
helicidade. Embora o péptido p53 de tipo selvagem apresente
11% de tero em &4gua da hélice o a pH 7,0, SAHpS3s 1-4
demonstrou 10-59% de helicidade a (FIGs. 1B e 1C). Ensaios
de ligacdo de polarizacdo de fluorescéncia utilizando
HDM217-125 e derivados marcados com FITC de SAH-pb3s 1-4
identificaram SAH-p53-4 como um interator subnanomolar,

possuindo uma afinidade durante HDM2 quase trés ordens de
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magnitude superior aquelas do péptido de tipo selvagem
(FIGs. 1B e 1D). SAH-pb53-4 também demonstrou estabilidade

proteolitica melhorada (FIG. 5).

Descobrimos que os compostos iniciais SAH-p53
criados foram incapazes de penetrar células Jurkat T-cells
intactas (FIG. 1B e FIG. 6). Notdmos que os SAH-p53s 1-4
estavam carregados negativamente (-2) ao pH fisioldgico. A
carga positiva ¢é uma propriedade carateristica de certas
classes de péptidos que  penetram na célulall, No
desenvolvimento de uma segunda criacdo de compostos,
substituimos 0s dcidos aspartico e glutémico com
asparaginas e glutaminas para ajustar a carga do péptido e
mutadmos aminodcidos selecionados previamente relatados como
participando na exportacdo nuclear de p53 (L14Q) e
ubiquitilacéao (K24R) 4,12 (FIG. 1B) . SAH-p53s 5-8
apresentaram um aumento de 2-8,5 vezes no contetdo de a-
hélice, que reteve elevada afinidade de ligacdo para HDMZ2,
e demonstrou incorporacdo celular dependente do tempo e da
temperatura através de FACS e microscopia confocal (FIGs.
1B, 1E, I F e 7). 0Os ensaios de viabilidade utilizando RKO
ou SJSA-1 células cancerosas expostas a SAH-péptidos pb3
indicaram que SAH-p53-8, que continha mutacdes pontuais em
ambos o0s sitios de exportacdo nuclear e ubiquitilacéo,
foram o Unico ligante de HDM2 estruturalmente estabilizado,
permeavel as células, e de elevada afinidade que afetou

adversamente a viabilidade celular (FIGs. 1B e 4A7A).

Para determinar se o direcionamento de HDM2 por
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SAH-p53-8 pode restaurar especificamente os niveis de pb3
nativo, tratédmos células SJSA-1 com péptidos de tipo
selvagem, 8, e 8rioa durante 8-30 horas e monitorizamos os
niveis de proteina de p53 por anédlise de Western (FIG. 2).
Células expostas a SAH-pb53-8 demonstraram um aumento dos
niveis de proteinas pb53 que apresentaram um pico as 18
horas apds tratamento. A ressupressdo de pb3 por 24 horas
estava correlacionado com a regulacdo positive dependente
do tempo de HDM2 por pb3, que ¢é consistente com um
mecanismo de contra-regulacdo de pb53-HDM2 intactol?®. De
igual modo, o SAH-p53-8 induziu a regulacdo positiva do
inibidor da cinase dependente da ciclina p2l1'4. A regulacdo
positive de p2l em células tratadas com 8 foi detetada as
12 horas, atingindo niveis de pico as 18 horas. 0Os niveis
da linha de base foram restaurados pelas 30 horas, o que é
consistente com a ressupressdo de pb53 nativa. Os niveis de
HDM2 e p2l1 ndo sofreram alteracdo em células SJSA-1
tratadas com o tipo selvagem ou com 8rioa, Sublinhando a
especificidade de modulacdo por SAH-pb53-8 da wvia de

sinalizacdo de pb53.

Para examinar se a estabilizacdo mediada por SAH-
p53-8 de pb3 nativo pode inibir as células do cancro
através da reativacdo da via apoptdtica, realizadmos ensaios
de viabilidade e de caspase-3 utilizando c¢élulas SJSA-1
expostas ao tipo selvagem, 8, e 8rioa durante 24 horas (FIG.
3). Embora os péptidos de tipo selvagem e 8rion Ndo tivessem
nenhum efeito sobre a viabilidade celular, o SAH-p53-8

apresentou 1inibicdo dependente da dose da viabilidade
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celular de SISA-1 (ECs=8,8 uM) (FIG. 3A). A ativacdo da
caspase-3 por monitorizacdo de fluorescéncia do substrato
da caspase-3 clivada Ac-DEVD-AMC15 demonstrou gque nem O
péptido de tipo selvagem nem 0Ss Brioa tiveram qualqguer
efeito; contudo, 8 despoletaram a ativacdo dependente da
dose da caspase-3 (FCsp=5,8 upM) que foi Dbloqueada por
DEVDCHO, um inibidor especifico para a caspase-3,
demonstrando que o SAH-p53-8 inibiu especificamente a
viabilidade celular através da ativacdo da apoptose em
células SJSA-1 gue sobre-expressam HDM2 (FIG. 3B). Como
pode ser observado a partir da FIG. 3C, a inibicdo da
viabilidade celular mediada por SAH-p53-9 observada em
células SJSA-1 também foi observada em células HCT 116, uma
linha celular de cancro do cdlon, mas ndo numa variante da

linha celular HCT 116 que n&do tem pb53 (HCT 116 p53~/7).

A identificacdo de multiplos compostos orgidnicos
e peptidomiméticos p53 com actividade anti-HDM2°8-1% mantém a
promessa para alcancar o beneficio clinico a partir da
manipulacdo da via pb53. Através da geracdo de um inibidor
de HDM2 baseado no péptido acoplado, ndés documentédmos uma
interacdo in situ entre SAH-p53-8 e HDM2 (FIG. 8),
confirmando que a sua atividade proapoptdtica deriva da

restauracdo da via pb3.

Células RKO foram tratadas com péptidos a
diferentes doses durante 24 horas seguido por coloracdo com
iodeto de propidio e anexina V marcada com FITC. A inducéo

da apoptose foi quantificada por FACS e os resultados foram
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analisados com o software FloJo. Como observado na FIG. 9,

o0 pP53-SAH-p53-6 provocou uma apoptose significativa.

Foi wutilizada wuma ligacdo de ©polarizacdo de
fluorescéncia para avaliar a ligacdo de péptidos para
HDM217-125. Os péptidos fluoresceinados (5 nM) foram
incubados com HDM217-125 recombinante (25 pM- 10 uM) a
temperatura ambiente. A atividade de ligacdo foi medida por
polarizacdo de fluorescéncia, e os valores de Kp foram
obtidos por regressdo linear. Os resultados desta andlise

sdo apresentados na FIG. 10.

O efeito de SAH-p53-8 isoladamente ou em
combinacdo com doxorrubicina foi examinado como se segue.
As células de osteossarcoma SJSA-1 foram tratadas com
diferentes concentracdes de SAH-p53-8 isoladamente ou em
combinacdo com o agente quimioterapéutico doxorrubicina
(20 nM) durante 24 h. A viabilidade celular foi avaliada
através da adicéo do reagente de bioluminescéncia
CellTiter-Glo™ e lida num leitor de placas. 0s resultados

desta analise sdo apresentados na FIG. 11.

A capacidade de véarios SAH-pb3s para competir com
0 pb5314-29 de tipo selvagem para ligacdo a HDM2i7-125 foi
avaliada como se segue. O pb314-29 de tipo selvagem
fluorescinado (25 nM) foi incubado com HDM217-125
recombinante. 0Os SAH pb53s ndo marcados foram titulados na
mistura, e a deslocacdo do ligando marcado foi medida por
polarizacdo de fluorescéncia. 0Os resultados desta analise

sdo apresentados na FIG. 12.
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O efeito de varios péptidos na ativacdo da
caspase-3 foi examinado como se @ segue. Células de
osteossarcoma SJSA-1 foram tratadas com diferentes
concentracdes de SAH-p53s durante 24 h. As células foram
entdo expostas a um substrato especifico para a caspase-3.
A fluorescéncia, como um resultado da clivagem foi medida
num leitor de microplacas. Para determinar a especificidade
da atividade, certos péptidos foram incubados Jjuntamente
com DEVD-CHO, um substrato conhecido para inibir
especificamente a caspase-3. 0Os resultados desta anédlise

sdo apresentados na FIG. 13.

Aminoé&cidos o,o-Dissubstituido nao naturais
contendo cadeias laterais olefinicas de comprimento
variavel podem ser sintetizados através de métodos
conhecidos (Williams et al. 1991 J. Am.Chem. Soc. 113:9276;
Schafmeister et al. 2000 J. Am. Chem Soc. 122:5891). Para
0s péptidos em que é utilizado um i ligado a i+7 acoplado é
utilizado (duas wvoltas da hélice estabilizada) quer um
aminocacido S5 e um R8 ou é utilizado um aminocédcido S8 e um
R5. R8 ¢é sintetizado utilizando a mesma via, exceto que o
quiral de partida auxiliar confere o estereoisdmero R-
algquilo. Também, ¢é utilizado 8-iodoocteno em vez de 5-
iodopenteno. 0Os inibidores sdo sintetizados num suporte
s6lido wutilizando a sintese de péptidos em fase sdlida

(SPPS) em resina MBHA.
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Sintese de aminoédcidos e de péptidos

Nos estudos descritos acima, a-aminoacidos
protegidos com Fmoc (diferentes aminodcidos olefinicos
Fmoc-S5-0H, FmocRs-OH, Fmoc-Rs-OH, Fmoc-Ss-OH e Fmoc-Rs-0OH),
hexafluorofosfato de 2-(6-cloro-l1-H-benzotriazole-1-il) -
1,1,3,3-tetrametilaminio (HCTU), e a resina Rink Amide MBHA
foram adguiridos a Novabiochem (San Diego, CA) .
Dimetilformamida (DMF), N-metil-2-pirrolidinona (NMP), N, N-
diisopropiletilamina (DIEA), &cido trifluorocacético (TFA),
1,2-dicloroetano (DCE) , isotiocianato de fluoresceina
(FITC), e piperidina foram adquiridos a Sigma-Aldrich e
utilizada conforme fornecida. A sintese dos aminoacidos

olefinicos foram descritos noutro locall/2,

Os polipéptidos nos estudos descritos acima foram
sintetizados manualmente utilizando quimica de péptido em
fase sélida Fmoc em resina Rink amide MBHA com niveis de
carga de 0,4-0,6 mmol/g de resina. O protocolo que se segue

foi utilizado:

1. O grupo protetor Fmoc foi removido com 20% de

piperidina em NMP durante 30 min.

2. A resina foi lavada com NMP cinco vezes.

3. 0O subsequente aminodcido protegido com Fmoc

foi acoplado durante 30 min (60 min para uma ligante
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reticulado) utilizando Fmoc-AA (10 equiv., 4 equiv. para um
ligante reticulado), HCTU (9,9 equiv., 3,9 equiv. para um
ligante reticulado), e DIEA (20 equiv., 7,8 equiv. para um

ligante reticulado).

4, A resina foi lavada com NMP cinco vezes.

5. Repetido a partir do passo 1.

Todos os péptidos foram protegidos com um residuo
de P-alanina no terminal N. As experiéncias de CD utilizam
0s péptidos que foram acetilados no terminal N. A reacdo de
acetilacdo consistiu na desprotecdo do grupo Fmoc como
delineado acima, seguido por reacdo com anidrido acético e
DIEA. Todas as outras experiéncias apresentadas utilizam os
péptidos fluoresceinados no terminal N. para este fim, os
péptidos com o terminal N desprotegido foram expostos a
isotiocianato de fluoresceina em DMF durante a noite na

presenca de DIEA.

A reacdo de metédtese de fecho de anel foi
efetuada no péptido protegido no terminal N enquanto ainda
no suporte sélido num vaso de reaccdo de frita descartéavel.
A resina foi exposta a uma solucdo de 10 mM de dicloreto de
bis(triciclo-hexilfosfina)benzilidina ruténio (IV)
(Catalisador de Primeira Geracdo de Grubbs) em 1,2-
dicloroetano ou diclorometano durante 2 horas. A adicdo do
catalisador e 2 horas de reaccdo de metétese foi repetida
uma vez. O péptido ligado a resina foi lavado com CH»Cly

trés vezes e seco sob uma corrente de azoto.
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O péptido foi clivado da resina e desprotegido
por exposicdo ao Reagente K (82,5% de TFA, 5% de tioanisole,
5% de fenol, 5% de &gua, 2,5% de 1,2-etanoditiol) e
precipitado com éter de metil-terc-butilo e a 4 °C e

liofilizada.

Os péptidos liofilizados foram purificados por
HPLC de fase reversa utilizando uma coluna C18 (Agilent).
Os péptidos foram caracterizados por LC-MS e andlise de
aminoadcido. Os espetros de massa foram obtidos ©por
electroaspersdo em modo de i&o positivo ou por MALDI-TOF.
Um traco LC representativo e espetro de massa séo
apresentados a seguir (FIGs. 4-A e 4-B) e os dados de
espetro de massa para todos os compostos sdo do mesmo modo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Dados de espectro de massa para varios polipéptidos

Composto Massa Calculada Massa Encontrada [Método
WTP5314-29 2033,26 2033,12 [M + H] MATLDI-TOF
SAH-p53-1 2097,41 2097,14 [M + H] [MALDI-TOF
SAH-pb3-2 2132,40 2132,84 [M + Na] |MALDI-TOF
SAH-p53-3 2089, 37 2089,18 [M + Na] |[MALDI-TOF
SAH-p53-4 2140,48 2140,70 [M + H] [MALDI-TOF
SAH-p53-5 2138, 3 2139,0 [M + H] EST
SAH-p53-6 2165,5 1083,2 [M/2 + H] |ESI
SAH-p53-7 2152,4 1077,2 [M/2 + H] |ESI
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(continuacéao)

Composto Massa Calculada |Massa Encontrada |Método
SAH-p53-8 2180,5 1112,9 [M/2 + Na] |EST
SAH-p53-8y19A 2104,4 1052,9 [M + H] EST
SAH-p53-8 ndo acoplado 2208,5 2109,1 [M + H] EST
FTTC-WT p5314-19 2401, 59 2402,94 [M + Na] |MALDI-TOF
FITC-SAH-p53-1 2466,74 2467,29 [M + Na] [MALDI-TOF
FTTC-SAH-p53-2 24,779,774 2479,27 [M + Na] [MALDI-TOF
FITC-SAH-p53-3 2437,7172 2437,31 [M + Na] [MALDI-TOF
FITC-SAH-p53-4 2509, 81 2509,10 [M + Na] |MALDI-TOF
FITC-SAH-p53-5 2401,59 2402-94 [M + Na] |MALDI-TOF
FTTC-SAH-p53-6 2512,8 1257,1 [M/2 + H] |ESI
FITC-SAH-p53-7 2499, 8 1250,6 [M/2 + H] |ESI
PITCSAB-pS3-8 2527,8, 1286,3 [M/2 + Na] |ESI
FITC-SAH-p53-8y19A 2451,7 1248,5 [M/2 + Na] |ESI
FITC-SAH-p53-8 ndo acoplado |2555, 9 1278,5 [M/2 + Na] |ESI

Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD)

Para a espectroscopia de dicroismo circular (CD)
os compostos foram dissolvidos em H,O em concentracgdes
variando de 10-50 pM. Os espectros foram obtidos num
espectropolarimetro Jasco J-715 a 20 °C. Os espectros foram
recolhidos utilizando uma cuvete de quartzo de 0,1 cm de
comprimento de caminho com os seguintes parédmetros medidos
comprimento de onda, 185-255 nm; passo de resolucdo 0,1 nm;
velocidade, 20 nm min~!; acumulacdes, 6; largura de banda,
1 nm. O contetido hélico de cada péptido foi calculado como

reportado previamente.?3
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Estabilidade Ex vivo a Protease

Para avaliar a estabilidade dos ©péptidos a
protease, os péptidos fluoresceinados (2,5 wug) foram
incubados com soro fresco de murganho (20 mL) a 37°C
durante 0-24 horas. 0O nivel de composto fluoresceinado
intacto foi determinado por congelamento flash das amostras
de soro em azoto liquido, 1liofilizacdo, extracdo em 1:1
CH3CN:H,0 contendo 0,1% de TFA, seguido por quantificacéo
com base em HPLC utilizando deteccdo de fluorescéncia em a

495/530 nm de excitacdo/emisséo.

Producdo de Proteina e Polarizacdo de Fluores-

céncia

0 HDMZ217-125 foi preparado como se segue.
Escherichia coli BL21 (DE3) contendo o plasmideo que
codifica HDMi7-125 com uma marca hexa-histidina N-terminal e
um sitio de clivagem de trombina foram cultivadas em Luria
Broth contendo canamicina e cloranfenicol e induzidas com
0,1 mM de isopropil P-D-tiogalactésido (IPTG). As células
foram recolhidas apdés 4 horas por centrifugacdo durante 20
min a 3200 rpm, ressuspensa em tampdo A (20 mM de Tris pH
7,4, 0,5 M de NaCl) e lisadas por sonicacdo. 0s residuos
celulares foram sedimentados por centrifugacdo durante
30 minutos a 15 000 rpm, e o sobrenadante foi incubado com
Ni-NTA agarose (QIAGEN) durante 2 h. A resina foi lavada

com tampdo A e eluida com um gradiente de imidazole
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variando de 5 mM a 500 mM. As fracdes contendo a proteina
eluida foram concentradas e diluidas 1:1 com tampdo de
clivagem de trombina (5 mM de CaCl;, 20 mM de Tris pH 7,4,
1 mL mL-! de P-mercaptoetanol, e 0,8 U mL"! de trombina). A
reaccdo de clivagem foi incubada durante a noite a 4 °C. A
reacdo foi concentrada em 2 mL e purificada por filtracéo
em gel utilizando uma coluna G75. A pureza da proteina foi
avaliada por SDS-PAGE, FPLC e MALDI-TOF e determinada como
sendo z90%. A sua 1identidade foi depois confirmada por
digestdo seguida por espectrometria de massa dos fragmentos

de péptidos resultantes.

Os compostos fluoresceinados (Lr = 5-25 nM) foram
incubados com HDM2i7-125 em tampdo de ensaio de ligacéo
(140 mM NaCl, 50 mM, Tris pH 8,0) a temperatura ambiente. A
actividade de ligacdo foi medida por ©polarizacdo de
fluorescéncia num espectrofotdmetro de luminescéncia
Perkin-Elmer LS50B utilizando uma cuvete contendo uma barra
de agitacdo ou um Leitor de Placas Spectramax M5 (Molecular
Devices). 0Os valores Ks foram determinados por anédlise de
regressdo ndo linear de curvas de <resposta a dose
utilizando Prism software 4.0 Graphpad. ©No caso de
compostos em que LI< K4 e sob a assuncdo de que Lt~ Lfree, as

isotérmicas de ligacdo foram ajustadas a equacéo

R |
P=F+ (p,-pP, xm )

[ON
o))

em que P é o valor da medida de polarizacédo, Pr
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polarizacdo do ligando florescente livre, P» é a polari-
zacdo do ligando ligado, e Rr & a recetor/concentracdo de

proteina.

Com compostos em que Lr > Kd4, a assuncdo de dgue
Lt~ Lfree Ndo se mantém devido a remocdo do ligando. Deste
modo, as isotérmicas de ligacdo foram ajustadas a equacéio

mais explicita

em que P é a medida do valor de polarizacdo, Pr é a
polarizacdo do ligando fluorescente livre, Pr & a
polarizacdo do ligando ligado, Pp €& a polarizacdo total do
ligando ligado, Lr é a concentracdo total de 1ligando
fluorescente e Rr é a receptor/concentracdo de proteina?.
Cada ponto de dados representa a média de uma condicédo

experimental efetuada em pelo menos triplicado.

Citometria de Fluxo

As células de leucemia de células T foram
cultivadas em meio RPMI-1640 (Gibco) com 10% de soro fetal
de bovino, 100 U mL! penicilina, 100 pg mL7t, 2 mM de
glutamina, 50 mM de Hepes pH 7, e 50 pM de P-mercaptoetanol.
As células SJSA-1 foram cultivadas em meio McCoy 5A (ATCC)
suplementado com 10% de soro fetal de bovino e 100 U mL-!

de penicilina. As células Jurkat (50 000 células por poco)
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foram tratadas com péptidos fluoresceinados (10 uM) até 4
horas a 37 °C. Apds lavagem com meio, as células foram
expostas a digestdo com tripsina (0,25%; Gibco) (30 min,
37 °C), lavadas com PBS, e ressuspensas em PBS contendo 0,5
mg mL! DE iodeto de propideo (BD Biosciences). A
fluorescéncia celular e a positividade para o iodeto de
propideo foram analisados utilizando um citdémetro de fluxo
FACSCalibur (BRecton Dickinson) e FlowJo software (TreeStar).
Foi efectuada experiéncia idéntica com 30 min de pré-
incubacdo de células a 4 °C seguido por 4 horas de
incubacdo com péptidos fluoresceinados a 4 °C para avaliar

a dependéncia da temperatura da marcacdo fluorescente.

Microscopia Confocal

As células de leucemia de células T Jurkat foram
incubadas com compostos fluoresceinados durante 24 horas a
37 °C. Apbs lavagem com PBS, as células foram centrifugadas
a 600 rpm durante 5 minutos em laminas de vidro Superfrost
plus (Fisher Scientific). As células foram fixadas em 4% de
paraformaldeido, lavadas com PBS, incubadas com iodeto
TOPRO-3 (100 nM; Molecular Probes) para contrastar os
ntcleos, tratadas com meio de montagem Vectashield (Vector),
e visualizadas por microscopia confocal (BioRad 1024 ou

Nikon E800).

De uma forma semelhante, as células de
osteossarcoma SJSA-1 (1 x 105 células) foram incubadas com

compostos fluoresceinados durante 24 horas a 37 °C em Lab-
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Tek™-CC2 Chamber Slides (Nunc). Apds lavagem com PBS, as
células foram fixadas em 4% de paraformaldeido, lavadas com
PBS, e tratadas com meio de montagem Vectashield contendo
DAPI (contraste nuclear) (Vector), cobertas com lamela e
visualizadas por microscopia confocal (BioRad 1024 ou Nikon

E8S00) .

Transferéncia de Western

As células de osteossarcoma SJSA-1 (1 x 10°)
incubadas a 37 °C foram tratadas com péptidos p53 (20 uM)
em meio isento de soro durante 4 horas, seguido por
substituicdo de soro e incubacdo adicional durante 4-26
horas adicionais. As células foram lisadas (20 mM de Tris-
HCl1 pH 8,0, 0,8% de SDS, 1 mM de PMSF, 1 U mL! de
benzonase nuclease) e os lisados brutos foram clarificados
por breve centrifugacdo e concentracdo de proteina total
foi determinada utilizando o ensaio de proteina Pierce BCA.
As aliquotas contendo 5 nug de proteina total foram
separadas em géis 4-12% de poliacrilamida de Bis-Tris
(Invitrogen). As proteinas foram detetadas por reagente de
quimiluminescéncia (Perkin Elmer) wutilizando anticorpos
especificos para pb53 (clone DO-1; Calbiochem), HDM2 (clone
IF2; EMD Biosciences), p2l (clone EA10; Calbiochem), e PB-

actina (Sigma-Aldrich).

Viabilidade Celular e Ensaios de Apoptose de

Elevado Processamento

As células de osteossarcoma SJSA-1 (4 x 10°
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células por poco) foram incubadas em placas de 96 pocos e
tratadas com péptidos pb53 em meio isento de soro durante 4
horas, seguido por substituicdo de soro e incubacéo
adicional durante 20 horas. A viabilidade celular foi
ensaiada por adicdo de reagente de Dbioluminescéncia
CellTiter-Glo™ (Promega) e leitura da luminescéncia num
leitor de microplacas Spectramax M5 (Molecular Devices). A
extensdo da apoptose foi medida através da detecdo da
atividade de caspase-3 por exposicdo das células a um
substrato especifico de caspase-3 (Oncogene) . A
fluorescéncia como um resultado da clivagem do substrato
foi medida num leitor de microplacas Spectramax M5

(Molecular Devices).

Co-Imunoprecipitacdo de FITC-SAH-Péptidos pb53 e

HDM2 Enddbgeno

As células de osteossarcoma SJSA-1 (1 x 10°9)
foram tratadas com FITC-péptidos p53 (15 uM) meio isento de
soro durante 4 horas, seguido por substituicdo do soro e
mais 8 horas de incubacdo. As células foram exaustivamente
lavadas com meio contendo soro e PBS e expostas a tampdo de
lise (50 mM de Tris pH 7,6, 150 mM NaCl, 1 % Triton-X100,
1 mM de PMSF, 1 U mL! de Dbenzonase nuclease [EMD
Biosciences] e comprimido de inibidor completo de protease
[Rochel]) a temperatura ambiente. Todos os passos
subsequentes foram todos efetuados a 4 °C. Os extratos
foram centrifugados, e os sobrenadantes foram incubados com

proteina A/G sepharose (50 upL de 50% de sedimento de
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esferas por 0,5 mL de lisados; Santa Cruz Biotechnology).
Os sobrenadantes pré-eliminados (500 uL) foram recolhidos
apdés centrifugacdo, incubados com 10 uL de anticorpo de
cabra anti-FITC (AbCam) durante 1,5 h seguido por proteina
A/G sepharose durante mais 1,5 horas. As reacdes de
imunoprecipitacdo foram sedimentadas e lavadas trés vezes
com tampdo de lise. As ©proteinas precipitadas foram
suspendidas em tampdo de aplicacdo contendo SDS, fervidas,

e 0s sobrenadantes foram processados em géis SDS-PAGE a 4-

12% Bis-Tris (Invitrogen). As proteinas foram transferidas
para membranas Immobilon-P (Millipore). Apds bloqueamento,

as transferéncias foram incubadas com uma diluicdo 1:100 de
anticorpo de murganho anti-HDM2 humano (clone 1IF2; EMD
Biosciences) ou uma diluicdo 1:200 de anticorpo anti-FITC
de coelho (Zymed) em 3% de BSA em PBS seguido por anti-
peroxidase de rabano-conjugada com IgG de murganho ou de
coelho (Pharmingen). A proteina HDM2 e os péptidos FITC
foram visualizados utilizando o reagente de guimilumines-
céncia Western Lightning™ (Perkin Elmer) e exposicdo a
filme. Os géis foram corados utilizando um kit de coloracéo

com prata (Bio-Rad) seguindo as instrucdes do fabricante.

Polipéptidos

Em alguns casos, as amarras de hidrocarboneto
(i.e., ligacdo reticulada) aqui descritas podem ser ainda
manipuladas. Num caso, uma dupla ligacdo de um hidrocar-
boneto alquenilo amarra, (e.g., as sintetizados utilizando

uma metatese de fecho de anel catalisada por ruténio (RCM))
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pode ser oxidada (e.g., via epoxidacdo ou di-hidroxilacédo)

para proporcionar um dos compostos a seguir.

A unidade epdéxido ou uma das unidades hidroxilo
livres pode ser ainda funcionalizada. Por exemplo, o©
epbxido pode ser tratado com um nucleéfilo, que proporciona
funcionalidade adicional gue podem ser utilizado, por
exemplo, para se ligar a uma marca (e.g., uma marca de
radiocisdétopo ou fluorescente). A marca pode ser utilizada
para auxiliar a direcionar o composto para uma localizacéo
desejada no corpo ou rastrear a localizacdo do composto no
corpo. Alternativamente, um agente terapéutico adicional
pode ser quimicamente ligado a amarra funcionalizada (e.g.,
um agente anti-cancro tal como rapamicina, vinblastina,
taxol, etc.). Esta derivacdo pode alternativamente ser
atingida por manipulacdo sintética do terminal amino ou
carboxilo do polipéptido ou via a cadeia lateral do
aminodcido. Outros agentes podem ser ligados a amarra
funcionalizada, e.g., um agente que facilita a entrada do

polipéptido nas células.

Embora as amarras de hidrocarboneto tenham sido

descritas, sdo também visadas outras amarras. Por exemplo,
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a amarra pode incluir uma ou mais de uma unidade éter,
tioéter, éster, amina, ou amida. Em alguns casos, uma
cadeia lateral de aminodcido gque ocorre naturalmente pode
ser incorporada na amarra. Por exemplo, uma amarra pode ser
acoplada com um grupo funcional tal como o hidroxilo na
serina, o tiol na cisteina, a amina primaria na lisina, o©
dcido no aspartato ou glutamato, ou a amida na asparagina
ou glutamina. De acordo com o exposto, &€ possivel criar uma
amarra utilizando aminocdcidos gque ocorrem naturalmente em
vez de utilizar uma amarra que €& preparada por acoplamento
de dois ndo aminodcidos que ocorrem naturalmente. E também
possivel wutilizar um Unico aminodcido gque nédo ocorre
naturalmente em conjunto com um aminodcido que ocorre

naturalmente.

E ainda pretendido que o comprimento da amarra
possa ser variado. Por exemplo, uma amarra de comprimento
curto pode ser utilizada quando é desejado proporcionar um
constrangimento de grau relativamente elevado na estrutura
secunddria de alfa-hélice, enquanto, em alguns casos, &
desejado proporcionar um constrangimento menor a estrutura
secundaria de alfa-hélice, e deste pode ser desejada uma

amarra mis longa.

Adicionalmente, embora os exemplos de aminodcidos
em amarra que se estendem de i a i+3, 1 a i+4; e 1 a i+7
foram descritos de modo a proporcionar uma amarra que esté
primariamente numa face uUnica da hélice alfa, podendo os
amarras ser sintetizados para atravessarem quaisquer

combinacdes de numeros de aminoédcidos.
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Em alguns casos, 08 aminocdcidos dissubstituidos
em alfa sdo wutilizados no polipéptido para melhorar a
estabilidade da estrutura secundidria em hélice alfa.
contudo, os aminodcidos dissubstituidos em alfa ndo sdo
necessarios, e por vezes a utilizacdo dos substituintes
monoalfa (e.g., nos aminodcidos em amarra) sdo também

pretendidos.

Como pode ser considerado pelo especialista da
técnica, que os métodos de sintese dos compostos aqui
descritos serdo Oébvios, em geral, para os técnicos com
experiéncia na técnica. Adicionalmente, os varios passos de
sintese podem ser efetuados numa sequéncia ou ordem
alternadas ©para produzir os compostos desejados. As
transformacdes da guimica de sintese e as metodologias do
grupo de protecdo (protecdo e desprotecdo) Uteis na sintese
dos compostos aqui descritos s&o conhecidas na técnica e
incluem, por exemplo, as descritas em R. Larock,
Comprehensive Organic Transformations, VCH Publishers
(1989); T.W. Greene e P.G.M. Wuts, Protective Groups in
Organic Synthesis, 3d. Ed., John Wiley e Sons (1999); L.
Fieser e M. Fieser, Fieser e Fieser's Reagents for Organic
Synthesis, John Wiley e Sons (1994); e L. Paquette, ed.,
Encyclopedia of Reagents for Organic Synthesis, John Wiley

and Sons (1995), e subsequentes edicdes destes.

Os péptidos aqui descritos podem ser preparados

por métodos de sintese quimica, que sdo bem conhecidos do
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especialista da técnica. Ver, por exemplo, Fields et al.,
Capitulo 3 in Synthetic Peptides: A User's Guide, ed. Grant,
W.H. Freeman & Co., Nova Iorque, N.Y., 1992, p. 77. Deste
modo, o0s péptidos podem ser sintetizados wutilizando as
técnicas automatizadas de Merrifield de sintese em fase
s6lida com o o-NH; protegido pela quimica de t-Boc ou Fmoc
utilizando aminodcidos protegidos de cadeia lateral, por
exemplo, num Applied Biosystems Peptide Synthesizer Modelo

430A ou 431.

Uma maneira de preparar os péptidos aqui
descritos é utilizando a sintese de péptidos em fase sdlida
(SPPS). O aminoécido C-terminal ¢ ligado a uma resina de
poliestireno de forma reticulada via uma ligacdo 1labil
dcida com uma molécula ligante. Esta resina é insoluvel nos
solventes utilizados para a sintese, tornando-o
relativamente simples e rapido para lavar o excesso de
reagentes e produtos colaterais. O terminal N é protegido
com o grupo Fmoc, que é estdvel em &cido, mas removivel por
base. Quaisquer grupos de cadeia lateral funcional sé&o
protegidos com grupos estdveis a base, lébeis a éacido. Os
péptidos mais longos podem ser preparados por ligacdo de
péptidos individuais sintéticos wutilizando uma ligacéo
quimica nativa. Alternativamente, os péptidos individuais
sintéticos podem ser sintetizados por técnicas de DNA
recombinante bem conhecidas. Estas técnicas s&o
proporcionadas e, manuais convencionais bem conhecidos com
protocolos detalhados. Para construir um gene que codifica
um péptido desta invencdo, a sequéncia de aminoédcidos é

reversamente traduzida para obter uma sequéncia de é&acido
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nucleico que codifica a sequéncia de aminoacidos, de um
modo preferido com coddes que sdo 6timos para o organismo
em que 0O gene deve ser expresso. A seguir, um é preparado
um gene sintético, tipicamente por sintese de
oligonucledétidos que codificam o péptido e quaisquer
elementos reguladores, se necessario. O gene sintético é
inserido num vetor de clonagem adequado e transfetado para
uma célula hospedeira. O péptido ¢é entdo expresso sob
condicdes adequadas apropriadas para o sSistema de expressédo
e hospedeiro selecionados. O ©péptido ¢é purificado e
caracterizado por métodos convencionais. 0s péptidos podem
ser preparados de uma forma de elevado processamento,
combinatéria, e.g., utilizando um sintetizador combinatdrio
de canais multiplos de elevado processamento disponivel de

Advanced Chemtech.

Nos polipéptidos modificados, uma ou mais
ligacdes peptidicas convencionais substituidas por uma
ligacdo diferente podem aumentar a estabilidade do
polipéptido no corpo. As ligacdes peptidicas podem ser
substituidas por: uma ligacdo retro-invertida (C(O)-NH);
uma ligacéo amida reduzida (NH-CH?) ; uma ligacgéo

tiometileno (S-CH; ou CH2-S); uma ligacdo oxometileno (O-CH:

ou CH2-0 uma ligacdo etileno (CH2-CHz); uma ligacdo tioamida
(C(5)-NH); uma ligacdo trans-olefina (CH=CH); uma ligacé&o
fluoro substituida com trans-olefina (CF=CH); uma ligacé&o

cetometileno (C(0)-CHR) ou CHR-C(0O) em que R &€ H ou CHz; e
uma ligacdo fluoro-cetometileno (C(0)-CFR ou CFR-C(0O) em

que R é H ou F ou CHs.
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Os polipéptidos podem ser ainda modificados por:
acetilacdo, amidacdo, biotinilacdo, cinamoilacdo, farnesi-
lacdo, fluoresceinacdo, formilacdo, miristoilacdo, palmi-
toilacdo, fosforilacdo (Ser, Tyr ou Thr), estearoilacéo,
succinilacdo e sulfurilacdo. Os polipéptidos da invencéo
podem também ser conjugados com, por exemplo, poli-
etilenoglicol (PEG); grupos algquilo (e.g., grupos alquilo
C1-C20 lineares ou ramificados); radicais de &acidos gordos e

suas combinacdes.

Métodos de Tratamento

A presente revelacdo refere-se a métodos profi-
ladticos e terapéuticos de tratamento de um individuo em
risco de (ou susceptivel a) um distuirbio ou possuindo um
disturbio associado com atividade reduzida de pb3. Isto é
porgue se espera que o0s polipéptidos atuem como inibidores
da ligacdo de pb53 a HDM2 e/ou HDMX. Como aqui utilizado, o
termo "tratamento" ¢é definido como a aplicacdo ou
administracdo de um agente terapéutico a um doente, ou
aplicacdo ou administracdo de um agente terapéutico a um
tecido isolado ou linha de células de um doente, que tem
uma doenca, um sintoma de doenca ou uma predisposicdo para
um a doenca, com o objectivo de cura, cicatrizacéo,
suavizar, aliviar, alterar, remediar, melhorar, melhorar ou
afetar a doenca, os sintomas de doenca ou uma predisposicéo
para a doenca. Um agente terapéutico inclui, mas ndo esté
limitado a, peguenas moléculas, péptidos, anticorpos,

ribozimas e oligonucledétidos anti-sentido.



PE2118123 - 52 -

Os polipéptidos aqui descritos podem ser
utilizados para tratar, prevenir, e/ou diagnosticar cancros
e estados neoplédsicos. Como aqui utilizado, os termos
"cancro", "hiperproliferativo" e '"neoplédsico" referem-se a
células possuindo a capacidade para crescimento autdnomo,
i.e., um estado anormal ou estado caracterizado por haver
um rapido crescimento celular proliferativo. Os estados de
doenca hiperproliferativos e neopléasicos podem ser cate-
gorizados como patoldgicos, i.e., caracterizando ou consti-
tuindo um estado de doenca, ou podem ser categorizados como
ndo patoldgicos, i.e., um desvio do normal mas ndo
associado com um estado de doenca. O termo significa
incluir todos o0s tipos de crescimento de cancro ou
processos oncogénicos, tecidos metastédsicos ou células
transformadas em forma maligna, tecidos, ou o6rgéaos,
independentemente do tipo histopatoldégico ou estéddio de
Invaséo. As células "hiperproliferativas patoldgicas”
ocorrem em estados de doenca caracterizados por crescimento
de tumor maligno. Exemplos de células ndo patoldgicas
hiperproliferativas incluem a proliferacdo de células

associadas a reparacdo de feridas.

Exemplos de distlrbios de proliferacdo e/ou
diferenciacdo celular inclui cancro, e.g., carcinoma,
sarcoma, ou disturbios metastédsicos. 0Os compostos (i.e.,
polipéptidos) podem atuar como novos agentes terapéuticos
para controlar osteossarcomas, cancro do cdlon, cancro da

mama, cancro de células T e cancro de células B. Os
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polipéptidos podem também ser Uteis para o tratamento de
carcinoma mucoepidermdéide, retinoblastoma e meduloblastoma.
Os compostos podem ser utilizados para tratar disturbios
associados <com a proliferacdo indesejada de células
possuindo atividade <reduzida e/ou expressdo de pb53,
particularmente quando as células produzem pelo menos algum

P53 ativo.

Exemplos de distUrbios proliferativos incluem
distirbios neoplédsicos hematopoiéticos. Como aqui utilizado,
o termo "disturbios neoplédsicos hematopoiéticos"™ inclui
doencas que envolvem células hiperplédsica/neoplédsica de
origem hematopoiética, e.g., provenientes de linhagens
mieldides, linféides ou eritrdides, ou suas células
precursoras. Distlrbios exemplificativos incluem: leucemias
agudas, e.qg., leucemia eritrobléastica e leucemia
megacariobléstica aguda. Disturbios mieldides exemplifica-
tivos adicionais incluem, mas ndo estdo limitados a,
leucemia promieldide aguda (APML), leucemia mieldbgena aguda
(AML) e leucemia mieldbgena crénica (CML) (revista em
Valckus, L. (1991) Crit Rev. 1in Oncol./Hemotol, 11:267-97);
malignidades linféides incluem, mas ndo estdo limitados a
leucemia linfobléstica aguda (ALL) gue inclui a linhagem B
ALL e linhagem T ALL, leucemia linfocitica crdénica (CLL),
leucemia prolinfocitica (PLL), mieloma multiplo, leucemia
das células pilosas (HLL) e macroglobulinemia de
Waldenstrom (WM). As formas adicionais de linfomas malignos
incluem, mas ndo estdo limitados a linfoma n&o-Hodgkin e

suas variantes, linfomas de células T periféricas,
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leucemia/linfoma de células T de adulto (ATL), linfoma de
células T cutédneas (CTCL), leucemia granular de grandes
linfécitos (LGF), doenca de Hodgkin e doenca de Reed-

Sternberg.

Exemplos de disturbios de proliferacdo e/ou
diferenciacdo celular da mama incluem, mas ndo estéo
limitados a, doenca proliferativa da mama incluindo, e.g.,
hiperplasia epitelial, adenose esclerosante, e papilomas
dos pequenos ductos; tumores, e.g., tumores do estroma tais
como fibroadenoma, tumor fildide, e sarcomas, € tumores
epiteliais tais como papiloma dos grandes ductos; carcinoma
da mama incluindo carcinoma in situ (ndo invasivo) que
inclui carcinoma ductal in situ (incluindo doenca de Paget)
e carcinoma lobular in situ, e carcinoma invasivo
(infiltrante) incluindo, mas ndo se limitando a, carcinoma
ductal invasivo, carcinoma lobular invasivo, carcinoma
medular, carcinoma coldide (mucinoso), carcinoma tubular, e
carcinoma papilar invasivo, e miscelédnea de neoplasmas
malignos. Distirbios na mama masculina incluem, mas né&o

estdo limitados a, ginocomastia e carcinoma.

Composicdes Farmacéuticas e Vias de Administracdo

Como aqui utilizado, estes compostos, incluindo
os compostos de férmulas aqui descritas, sdo definidos para
incluir os seus derivados ou pré-farmacos farmaceuticamente
aceitaveis. Um "farmaceuticamente aceitédveis derivado ou

pré-farmaco" significa qualquer sal farmaceuticamente
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aceitdvel, éster, sal de um éster, ou outros derivados de
um composto desta invencdo que, apds administracdo a um
recetor, é capaz de proporcionar (diretamente ou
indiretamente) um composto desta invencdo. 0Os derivados e
pré-fadrmacos particularmente favorecidos sédo 0s que
aumentam a biodisponibilidade dos compostos desta invencéo
quando estes compostos sdo administrados a um mamifero
(e.g., permitindo gue um composto oralmente administrado
seja mais rapidamente absorvido no sangue) ou que melhora a
distribuicéo do composto  parental num compartimento
biolbégico (e.g., o cérebro ou sistema linfético) relati-
vamente as espécies parentais. 0s prdé-farmacos preferidos
incluem derivados em que um  grupo que melhora a
solubilidade aquosa ou transporte ativo através da membrana

intestinal é ligada a estrutura de férmulas aqui descritas.

Os compostos aqui descritos podem ser modificados
adicionando funcionalidades apropriadas para melhorar as
propriedades bioldgicas seletivas. Estas modificacdes sé&o
conhecidas na técnica e incluem as que aumentam a
penetracédo bioldbgica num determinado compartimento
biolbégico (e.g., sangue, sistema linfdtico, sistema nervoso
central), aumentam a disponibilidade oral, aumentam a
solubilidade para permitir a administracdo por injecéo,

alteram o metabolismo e alteram a taxa de excrecdo.

Os sais farmaceuticamente aceitédveis dos compos-
tos aqui descritos incluem os derivados de farmaceu-

ticamente aceitaveis acidos inorgadnicos e organicos e bases.
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Os exemplos de sais de é&acido adequados incluem acetato,
adipato, Dbenzoato, benzenossulfonato, butirato, citrato,
digluconato, dodecilsulfato, formato, fumarato, glicolato,
hemissulfato, heptanoato, hexanoato, cloridrato, bromidrato,
iodidrato, lactato, maleato, malonato, metanossulfonato, 2-
naftalenossulfonato, nicotinato, nitrato, palmoato, fosfato,
picrato, pivalato, propionato, salicilato, succinato,
sulfato, tartarato, tosilato, trifluorometilsulfonato, e
undecanoato. Os sais derivados de bases apropriadas incluem
o metal alcalino (e.g., sdédio), metal alcalino-terroso
(e.g., magnésio), amdénio e N-(alquil)s + sais. Esta
invencdo também visa a quaternizacdo de quaisgquer grupos
bésicos contendo azoto dos compostos aqui revelados. A Agua
ou 6leo-soltivel ou produtos dispersidveis podem ser obtidos

por esta quaternizacédo.

Os compostos das férmulas aqui descritas podem,
por exemplo, ser administrados por injec¢do, intraveno-
samente, intraarterialmente, subdermicamente, intraperito-
nealmente, intramuscularmente, ou subcutaneamente; ou
oralmente, bucalmente, nasalmente, transmucosamente,
topicamente, numa preparacdo oftadlmica, ou por inalacéo,
com uma dosagem que varia desde cerca de 0,001 a cerca de
100 mg/kg de peso corporal, ou de acordo com o0s requisitos
do fadrmaco particular. Estes métodos contemplam a
administracdo de uma quantidade eficaz de composto ou
composicdo de composto para atingir o efeito desejado ou
declarado. Tipicamente, as composicdes farmacéuticas desta

invencdo serédo administradas desde cerca de 1 a cerca de 6
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vezes por dia ou alternativamente, como uma infusé&o
continua. Esta administracdo pode ser utilizada como uma
terapia crédénica ou aguda. A quantidade de ingrediente ativo
que pode ser combinada com o0s materiais transportadores
para produzir uma forma de dosagem Unica irdo variar
dependendo do hospedeiro tratado e o particular modo de
administracdo. Uma preparacdo iréd conter de cerca de 5% a
cerca de 95% de composto ativo (p/p). Alternativamente,
estas preparacdes contém de cerca de 20% a cerca de 80% do

composto ativo.

Doses menores ou maiores do que as citadas acima
podem ser necessarias. Os regimes de dosagem e tratamento
especificos para qualquer doente particular dependeréd de
uma variedade de fatores, incluindo a atividade do composto
especifico empregue, a idade, peso corporal, estado geral
de saude, sexo, dieta, tempo de administracdo, taxa de
excrecdo, combinacdo de fadrmaco, a gravidade e duracdo da
doenca, estado ou sintomas, disposicdo do doente para a
doenca, estado ou sintomas, e o Jjulgamento do médico

assistente.

Depois da melhoria de um estado de um doente, uma
dose de manutencdo de um composto, composicdo ou combinacédo
desta invencdo pode ser administrada, se necessario.
Subsequentemente, a dosagem ou frequéncia de administracéo,
ou ambos, podem ser reduzidos, como funcdo dos sintomas,
para um nivel em que o estado melhorado é mantido. Os

doentes podem, no entanto, requerer tratamento intermitente
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numa base de longo prazo apds gualquer recorréncia dos

sintomas de doenca.

As composicdes farmacéuticas agui descritas
compreendem um composto das férmulas agqui descritas ou um
seu sal farmaceuticamente aceitavel; um agente adicional
incluindo por exemplo, morfina ou codeina; e qualquer
transportador, adjuvante ou veiculo farmaceuticamente
aceitavel. As composicdes alternativas aqui descritas
compreendem um composto das férmulas aqui descritas ou um
seu sal farmaceuticamente aceitével; e um transportador,
adjuvante ou veiculo farmaceuticamente aceitdvel. As
composicdes aqui delineadas incluem os compostos das
férmulas aqui delineadas, assim como agentes terapéuticos
adicionais se presentes, em quantidades eficazes para
conseguir uma modulacdo da doenca ou sintomas de doenca. O
termo "farmaceuticamente aceitéaveis transportador ou
adjuvante" refere-se a um transportador ou adjuvante gue
pode ser administrado a um doente, em conjunto com um
composto desta invencdo, e que ndo destrdi a sua atividade
farmacoldégica e é ndo tdxica quando administrado em doses
suficientes para distribuir uma quantidade terapéutica do

composto.

Os transportadores, adjuvantes e veiculos
farmaceuticamente aceitdveis que podem ser utilizados nas
composicdes farmacéuticas desta invencdo incluem, mas néao
estdo limitados a, trocadores de 1ides, alumina, estearato

de aluminio, lecitina, sistemas de distribuicdo de farmaco
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auto-emulsificantes (SEDDS) tais como d-a-tocoferol
succinato de polietilenoglicol 1000, tensioativos utili-
zados nas formas de dosagem farmacéutica tais como Tweens
ou outras matrizes semelhantes de distribuicdo polimérica,
proteinas do soro, tais como albumina do soro humano,
substadncias tampdo tais como fosfatos, glicina, é&cido
sbébrbico, sorbato de potédssio, misturas parciais de gli-
cérido e é&cidos gordos vegetais saturados, &gua, sais ou
electré6litos, tais como sulfato de protamina, hidrogeno-
fosato de disdédio, hidrogenofosfato de potédssio, cloreto de
s6édio, sais de =zinco, silica coloidal, trissilicato de
magnésio, ©polivinilpirrolidona, substéncias a Dbase de
celulose, polietilenoglicol, carboximetilcelulose de sdédio,
poliacrilatos, ceras, polimeros de polietileno-poli-
oxipropileno em Dbloco, polietilenoglicol e lanolina.
Ciclodextrinas tais como a-, B-, e y-ciclodextrina, podem
ser também vantajosamente utilizas para melhorar a

distribuicdo de compostos das fédrmulas aqui descritas.

As composicdes farmacéuticas aqui descritas podem
ser administradas oralmente, parentericamente, por inalacéo
de spray, topicamente, retalmente, nasalmente, bucalmente,
vaginalmente ou via um reservatdédrio implantado, de um modo
preferido, por administracdo oral ou administracdo por
injecdo. As composicdes farmacéuticas aqui descritas podem
conter quaisquer veiculos, adjuvantes ou veiculos
convencionais ndo téxicos farmaceuticamente aceitédveis. Em
alguns casos, o pH da formulacdo pode ser ajustado com

acidos, bases ou tampdes farmaceuticamente aceitéaveis para
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melhorar a estabilidade do composto formulado ou da sua
forma de distribuicdo. O termo parentérico como aqui
utilizado inclui injecdo ou técnicas de infusdo subcuténea,
intracutédnea, intravenosa, intramuscular, intraarticular,
intraarterial, intrassinovial, 1intraesterno, 1intratecal,

intralesdo e intracraniana.

As composicdes farmacéuticas podem estar na forma
de uma preparacdo injetavel estéril, por exemplo, como uma
suspensdo aquosa ou oleaginosa estéril injetédvel. Esta
suspensdo pode ser formulada de acordo «com técnicas
conhecidas na técnica wutilizando agentes adequados de
dispersdo ou humedecimento (tais como, por exemplo, Tween
80) e agentes de suspensdo. A preparacdo injetavel estéril
pode também ser uma solucdo injectével estéril ou suspensédo
num diluente ou solvente ndo tdéxico parentericamente
aceitével, por exemplo, como uma solucdo em 1,3-butanediol.
De entre os veiculos e solventes aceitdveis que podem ser
empregues estdo o manitol, 4&agua, Solucdo de Ringer e
solucdo de cloreto de sdédio isotdnica. Adicionalmente, sé&o
convencionalmente empregues &leos fixados, estéreis sé&o
como um solvente ou meio de suspensédo. Para este propdsito,
qualguer 6leo de fixacdo brando pode ser empregue incluindo
momo ou diglicéridos sintéticos. Acidos gordos, tais como
dcido oleico e seus derivados glicéridos s&do uteis na
preparacdo de 1injetéaveis, como sdo os O6leos naturais
farmaceuticamente aceitédveis, tais como azeite ou O6leo de
ricino, especialmente nas suas versdes polioxietiladas.

Estas solucdes ou suspensdes de 6leo podem também conter um
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diluente ou dispersante 4alcool de cadeia longa, ou
carboximetilcelulose ou agentes de dispersdo semelhantes
que sdo normalmente utilizados na formulacdo de formas de
dosagens farmaceuticamente aceitdveis tais como emulsdes e
ou suspensdes. Outros tensioativos normalmente utilizados
tais como Tween ou Span e/ou outros agentes emulsificantes
semelhantes ou melhoradores de biodisponibilidade que sé&o
normalmente utilizados na preparacdo de formas de dosagem
farmaceuticamente aceitaveis sélidas, ligquidas ou outras,
podem também ser utilizadas para os propdsitos de

formulacéo.

As composicdes farmacéuticas aqui descritas podem
ser oralmente administradas em qualgquer forma de dosagem
oralmente aceitédvel incluindo, mas ndo se limitando a,
capsulas, comprimidos, emulsdes e suspensdes, dispersdes e
solucdes aquosas. No caso de comprimidos para utilizacédo
oral, os veiculos que sdo normalmente utilizados incluem
lactose e amido de milho. Os agentes lubrificantes, tais
como estearato de magnésio, Sdo também tipicamente
adicionados. Para administracdo oral numa forma de cépsula,
os diluentes Uteis incluem lactose e amido de milho seco.
Quando as suspensdes aquosas e/ou emulsdes sdo adminis-
tradas oralmente, o ingrediente ativo que pode ser suspenso
ou dissolvido numa fase aquosa ¢é combinado com agentes
emulsificantes e/ou de suspensdo. Se desejado, podem ser
adicionados certos agentes adocantes e/ou aromatizantes

e/ou corantes.
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As composicdes farmacéuticas aqui descritas podem
também ser administradas na forma de supositdrios para
administracdo retal. Estas composicdes podem ser preparadas
por mistura de um composto desta invencdo com um excipiente
ndo irritante adequado que é sdélido a temperatura ambiente
mas liquido a temperatura retal e deste modo fundird no
reto para libertar os componentes ativos. Estes materiais
incluem, mas ndo se limitam a, manteiga de cacau, cera de

abelha e polietilenoglicdis.

As composicdes farmacéuticas aqui descritas podem
ser administradas por aerossol nasal ou inalacdo. Estas
composicdes sdo preparadas de acordo com técnicas bem
conhecidas na técnica da formulacdo farmacéutica e podem
ser preparadas como solugdes em salino, empregando alcool
benzilico ou outros conservantes adequados, promotores de
absorcdo para melhorar a Dbiodisponibilidade, fluorocar-
bonetos, e/ou outros agentes solubilizantes ou dispersantes

conhecidos na técnica.

Quando as composicdes agqui descritas compreendem
uma combinacdo de um composto das fédrmulas aqui descritas e
um ou mais agentes terapéuticos e profildticos adicionais,
o composto e o agente adicional deve estar presente a
niveis de dosagem entre cerca de 1 a 100%, e de um modo
preferido entre cerca de 5 a 95% da dosagem normalmente
administrada num regime de monoterapia. Os agentes
adicionais podem ser administrados separadamente, como
parte de um regime de dose multipla, dos compostos aqui

descritos. Alternativamente, estes agentes podem ser parte
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de uma forma de dosagem Unica, misturada em conjunto com 0s

compostos desta invencdo numa composicdo Unica.

Modificacdo de Polipéptidos

Os polipéptidos acoplados podem incluir um
fadrmaco, uma toxina, um derivado do polietilenoglicol; um
segundo polipéptido; um carbo-hidrato, etc. Sempre gue um
polimero ou outro agente é ligado ao polipéptido acoplado
é/pode ser desejado que a composicdo seja substancialmente

homogénea.

A adicdo de moléculas de polietilenoglicol (PEG)
pode melhorar as propriedades farmacocinéticas e
farmacodindmicas do polipéptido. Por exemplo, a PEGuilacéo
pode reduzir a eliminacdo renal e pode resultar numa
concentracdo mais estédvel no plasma. O PEG & um polimero
soltivel em &agua e pode ser representado como ligado ao

polipéptido como foérmula:

X0O- (CH2CH20) n-CH2CH2-Y em que n é& 2 a 10 000 e X é
H ou uma modificacdo terminal, e.g., um alquilo
Ci-4; e Y é uma ligacdo amida, carbamato ou ureia
com um grupo amina (incluindo, mas ndo limitado a,
amina epsilon da lisina ou o terminal N) do
polipéptido. Y pode também ser uma ligacédo
maleimida a um grupo tiol (incluindo mas n&do se
limitando ao grupo tiol da cisteina). Outros
métodos para a ligacdo de PEG a um polipéptido,

diretamente ou indiretamente, s&o conhecidos por
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qualgquer especialista na técnica. O PEG pode ser
linear ou ramificado. V&arias formas de PEG
incluindo varios derivados funcionalizados estdo

comercialmente disponiveis.

Pode ser utilizado PEG possuindo ligacdes
degradédveis na estrutura. Por exemplo, o PEG pode ser
preparado com ligacdes éster que sdo sujeitos a hidrdlise.
Sdo descritos os conjugados possuindo ligacdes PEG
degradédveis nos documentos WO 99/34833; WO 99/14259, e U.S.
6 348 558.

Em certos casos, o polimero macromolecular (e.qg.,
PEG) ¢é 1ligado a um agente aqui descrito através de um
ligante intermedidrio. Em certas formas de realizacdo, o
ligante ¢é preparado desde 1 a 20 aminoédcidos ligados por
ligacdes peptidicas, em que os aminoacidos sdo selecionados
a partir de 20 aminoacidos que ocorrem naturalmente. Alguns
destes aminodcidos podem ser glicosilados, como ¢é bem
entendido pelos especialistas na técnica. Em outras formas
de realizacdo, o I a 20 aminoadcidos s&d@o seleccionados a
partir de glicina, alanina, prolina, asparagina, glutamina,
e lisina. Em outras formas de realizacdo, ¢é preparado um
ligante de uma maioria de aminoacidos que estédo
estericamente desimpedidos, tais como glicina e alanina. Os
ligantes ndo-péptidos sdo também possiveis. Por exemplo,
ligantes alquilo tais como -NH(CH2)nC(0O)-, em que n = 2-20
pode ser utilizado. Estes ligantes algquilo podem ainda ser
substituidos por qualgquer grupo nédo estericamente impedido

tal como alguilo inferior (e.g., Ci1-Cs) acilo inferior,
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halogénio (e.g., Cl, Br), CN, NH;, fenilo, etc. A Pat. U.S.
N° 5 446 090 descreve um ligante PEG bifuncional e sua
utilizacdo na formacdo de conjugados possuindo um péptido

em cada um dos terminais PEG ligantes.

Ensaios de Rastreio

S&o também descritos métodos (também  aqui
referidos como "ensaios de rastreio") para identificar
polipéptidos, pequenas moléculas, ou derivados funcionais

que se ligam a to HDM2 e/ou HDMX.

A afinidade de 1ligacdo de polipéptidos que se
ligam a HDM2 e/ou HDMX podem ser medida utilizando os
métodos aqui descritos, por exemplo, utilizando um ensaio
de titulacdo de ligacdo. HDM2 e/ou HDMX podem ser expostos
a véarias concentracdes de um composto candidato (i.e.,
polipéptido) (e.g., 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM, 10 uM,
100 uM, 1 mM, e 10 mM) e a ligacdo podem ser medida
utilizando ressonédncia de plasmdo de superficie para
determinar a Kgq para a ligacdo. Adicionalmente, as intera-
cdbes de ligacdo dos SAH-péptidos pb3 fluorescentemente
marcados a HDM2 e/ou HDMX pode ser utilizada num ensaio de
ligacdo competitiva para pesquisar e identificar péptidos,
pequenas moléculas, ou seus derivados bifuncionais que
competem com péptidos FITC-SAH-p53, e calculam ainda os
valores de Ki para a competicdo por ligacdo. Os compostos
candidatos podem também ser pesquisados quanto a actividade
bioldgica in vivo. 0Os ensaios de pesquisa de permeabilidade

celular em que os compostos candidatos fluorescentemente
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marcados sdo aplicados a células intactas, que sédo depois
ensaiadas quanto a fluorescéncia celular por microscopia ou
deteccédo de fluorescéncia celular de elevado processamento

podem também ser utilizados.

Os ensaios aqui descritos podem ser efetuados com
compostos candidatos individuais ou podem ser efetuados com
uma pluralidade de compostos candidatos. Quando os ensaios
sdo efetuados com uma pluralidade de compostos candidatos,
0os ensaios podem ser efetuados utilizando misturas de
compostos candidatos ou podem ser testados em reacdes
paralelas, possuindo cada reacdo um Unico composto
candidato. Os compostos de teste ou agentes podem ser
obtidos wutilizando qualgquer das numerosas abordagens nos

métodos de bibliotecas combinatdérias conhecidos na técnica.

Deste modo, ©pode expor-se HDM2 (e.g., MDM2
purificado) ou HDMX (e.g., MDMX purificado) purificado a um
composto de teste na presenca de um péptido 53 acoplado e
determinar se o composto de teste reduz (inibe) a ligacédo
do péptido 53 acoplado a MDM2 ou MDMX. Um composto de teste
que 1inibe a ligacdo ¢ um candidato inibidor da interacéo
entre pb3 e MDM2 ou MDMX (ou ambos). Os compostos de teste
podem ser testados quanto a sua capacidade de inibir a
ligacdo a MDM2 e MDMX de modo a identificar compostos que
sdo relativamente seletivos para a inibicdo da ligacdo a
p53. Em alguns casos, nutlin-3 (CAS 548472-68-0) pode ser
utilizada como um controlo uma vez dque nutlin-3 & um

inibidor seletivo da ligacdo de p53 a HDM2.
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REIVINDICACOES

1. Polipéptido de hélice alfa que se liga ao
duplo do minuto 2 humano (HDM2) e/ou duplo do minuto 4

humano (HDMX) de Foérmula (I),

em que:

cada Ri1 e Rz sd@o independentemente H, alquilo, algquenilo,

algquinilo, arilalquilo, cicloalguilalqgquilo, heteroaril-

alquilo, ou heteraciclilalgquilo;

cada Rz estende-se através de duas voltas da hélice do

polipéptido e é independentemente algquileno, ou alguenileno

ou alquinileno;

n é um inteiro de 1-4;

y € w sdo independentemente inteiros de 0-100;

z é& um inteiro de 1-10; e
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cada Xaa é independentemente um aminoacido;

em que o polipéptido modificado compreende pelo menos 8
aminodcidos contiguos da sequéncia Leu: Serz Glns Glus Thrs
Phes Ser; Asps Leus Trpio Lysii Leuiz Leuiz Prois Gluis Proig
exceto qgue as cadeias laterais de Sery; e Proisz séo
substituidas pelo grupo de ligacdo Rz, e em que até o
aminodcidos para além dos amino&dcidos portadores do grupo
de ligacdo Rz, Phes, Trpio e Leuiz sdo independentemente
substituidos por gqualquer outro aminodcido; ou um seu sal

farmaceuticamente aceitéivel.

2. Polipéptido ou um seu sal farmaceuticamente
aceitavel como reivindicado na reivindicacdo 1, em que Rz é

um alquileno, alquenileno ou alquinileno de cadeia linear.

3. Polipéptido ou um seu sal farmaceuticamente
aceitavel como reivindicado na reivindicacdo 2, em que Rz é

alquileno Ci1 ou algquenileno Cii.

4, Polipéptido ou um seu sal farmaceuticamente
aceitdvel como reivindicado na reivindicacdo 1, em que Rz &

um grupo alguenileno.

5. Polipéptido ou um seu sal farmaceuticamente
aceitdvel como reivindicado na reivindicacdo 1, em que Ri e

Ry sdo independentemente H ou algquilo Ci-s.
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6. Polipéptido ou um seu sal farmaceuticamente
aceitédvel como reivindicado na reivindicacdo 5, em que Ri e

Ry sdo metilo.

7. Polipéptido ou um seu sal farmaceuticamente
aceitavel como reivindicado na reivindicacdo 1, em que cada

y € de 1 a 15.

8. Polipéptido ou um seu sal farmaceuticamente
aceitdvel como reivindicado na reivindicacdo 1 em que cada

w é& de 3 a 15.

9. Polipéptido ou um seu sal farmaceuticamente
aceitdvel como reivindicado na reivindicacéo 1 que

compreende ainda um grupo acilo derivado de acido gordo.

10. Polipéptido ou um seu sal farmaceuticamente
aceitdvel como reivindicado na reivindicacéo 1 que

compreende ainda uma unidade de direcionamento.

11. Polipéptido ou um seu sal farmaceuticamente
aceitdvel como reivindicado na reivindicacdo 1 que se liga

a HDMX.

12. Polipéptido ou um seu sal farmaceuticamente
aceitdvel como reivindicado na reivindicacdo 1 que se liga

a HDM2.
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13, Polipéptido ou um seu sal farmaceuticamente
aceitdvel como reivindicado na reivindicacdo 1 que se liga

a HDM2 e HDM2.

14. Polipéptido ou um seu sal farmaceuticamente

aceitdvel como reivindicado na reivindicacdo 1, em que o

polipéptido ndo tem uma carga negativa global de pH7.

Lisboa, 12 de janeiro de 2014
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Figura 11

Ensaio de Viabilidade celula
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Figura 13
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