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RESUMO
“Novos péptidos e composig¢des que modulam a apoptose”

O presente invento refere-se a novos péptidos e
composicdes capazes de modular a apoptose em células e a
métodos de modulacdo da apoptose que wutilizam o8 novos
péptidos e composigdes do invento. Num aspecto, o invento
refere-se a um novo péptido designado “dominio GD”, que &
essencial quer para a interacc¢cdo de Bak com Bcl-x; quer para a
funcdo de morte celular de Bak. S&o fornecidos métodos de
identificacdo de agonistas ou antagonistas da funcdo de
dominio GD. O dominio GD é responsavel pela mediagdo das
interacgdes chave proteina/proteina com significado para as
accbes de maltiplas moléculas reguladoras da morte celular.
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DESCRICAO
“Novos péptidos e composigdes que modulam a apoptose”
Campo do Invento

O presente invento refere-se, em geral, ao campo da
fisiologia celular e, mais particularmente, a morte celular
programada, ou apoptose. 0s novos péptidos e composigdes do
invento sdo Uteis para modular a apoptose em células.

Antecedentes do Invento

O fendmeno de morte celular programada, ou “apoptose” é
conhecido por estar envolvido em, e ser importante no, curso
normal de uma ampla variedade de processos de desenvolvimento,
incluindo maturacédo do sistema imune e nervoso. A apoptose
desempenha também um papel nos tecidos adultos tendo elevadas
taxas de renovacao(turnover) celular (Ellis, R.E., et al.,
Annu. Rev. Cell. Biol. 7: 663-698 (1991); Oppenheim, R.W.,
Annu. Rev. Neurosci. 14: 53-501 (1991); Cohen, J.J., et al.,
Annu. Rev. Immunol. 10: 267-293 (1992); Raff, M.C., Nature
356: 397-400 (1992)). Um certo numero de sinais fisioldgicos

diferentes activa normalmente a morte celular programada
nestes contextos, no entanto, as agressdes nao fisioldgicas,
tais como irradiacdo e exposicdo a fadrmacos que danificam o
ADN, podem também desencadear a apoptose (Eastman, A., Cancer
Cells 2: 275-280 (1990); Dive, C., et al., Br. J. Cancer 64:
192-196 (1991); Lennon, S.V., et al., Cell Prolif. 24: 203-214
(1991)) .

Adicionalmente ao seu papel no desenvolvimento, a
apoptose tem sido implicada como uma proteccdo celular
importante contra a tumorigénese (Williams, G.T., Cell 65:
1097-1098 (1991); Lane, D.P., Nature 362: 786-787 (1993)). Sob
certas condigdes, as células morrem por apoptose em resposta a
expressdo de elevado nivel ou desregulada de oncogenes (Askew,
D., et al., Oncogene 6: 1915-1922 (1991); Evan, G.I., et al.,
Cell 69: 119-128 (1992); Rao, L., et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 89: 7742-7746 (1992); Smeyne, R.J. et al., Nature
363: 166-169 (1993); Tanaka, S., et al., Cell 77: 829-839
(1994); Wu, X., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 3602-
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3606 (1994)). A supressao do programa apoptdético, por uma
variedade de lesdes genéticas, pode contribuir para o
desenvolvimento e progressido de doencas. Isto € bem ilustrado
pela mutacdo frequente do gene supressor de tumor pS53 em
tumores humanos (Levine, A.J., et al., Nature 351: 453-456
(1991)). O p53 de tipo selvagem €& necessdrio para inducgéo
eficaz de apoptose apds lesdo do ADN (Clarke, A.R., et al.,
Nature 362: 849-852 (1993); Lowe, S.W., et al., Cell 74: 957-
967 (1993); Lowe, S.W., et al., Nature 362: 847-849 (1993)) e
morte celular induzida por expressao constitutiva de certos
oncogenes (Debbas, M., et al., Genes & Dev. 7: 546-554 (1993);
Hermeking, H., et al., Science 265: 2091-2093 (1994); Tanaka,
S., et al., Cell 77: 829-839 (1994); Wu, X., et al., Natl.
Acad. Sci. USA 91: 3602-3606 (1994)). A citotoxicidade de
muitos agentes quimioterapéuticos normalmente utilizados ¢é

mediada pelo p53 de tipo selvagem (Lowe, S.W., et al., Cell
74: 957-967 (1993); Fischer, D.E., Cell 78: 539-542 (1994)).
Assim a perda da funcdo de p53 pode contribuir para o problema
clinicamente significativo de células de tumor resistentes a

farmaco que emergem apds regimes de guimioterapia.

O produto de expressao do oncogene bcl-2 funciona como um
supressor potente da morte celular apoptdtica (McDonnell,
T.J., et al., Cell 57: 79-88 (1989); Hockenbery, D., et al.,
Nature 348: 334-336 (1990)). A expressado de Bcl-2 constitutivo
pode suprimir a apoptose desencadeada por estimulos diversos,
incluindo remogédo do factor de crescimento, expressao de
oncogenes, lesdao do ADN e stress oxidativo (Vaux, D.L., et
al., Nature 335: 440-442 (1988); Sentman, C.L., et al., Cell
67: 879-888 (1991); Strasser, A., et al., Cell 67: 889-899
(1991); Fanidi, A., et al., Nature 359: 554-556 (1992);
Hockenbery, D.M., et al., Cell 75: 241-251 (1993)). H& também
conservacgao da funcdo de Bcl-2 entre as espécies. Por exemplo,
o gene ced-9 do nemadtodo C. elegans parece ser um homdlogo
estrutural e funcional de bcl-2 (Hengartner, M.0., et al.,
Cell 76: 665-676 (1994)) podendo o bcl-2 complementar as
mutagdes de ced-9 em animais transgénicos (Vaux, D.L. et al.,
Science 258: 1955-1957 (1991)). Estas observacdes sugerem gue
0 Bcl-2 esta intimamente ligado a um programa de morte celular
evolutivamente conservada.
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Sabe-se que o bcl-2 é um membro de uma familia de genes
relacionados, dos quais, pelo menos alguns, modulam também a
apoptose. Destes, o bcl-x possul o0 maior grau de homologia a
bcl-2 sendo diferencialmente ligado para produzir uma forma
longa, denominada bcl-x;, e uma forma mais curta, bcl-xs, que
comporta uma delec¢do interna (Boise, L.H., et al., Cell 74:
597-608 (1993)). O Bcl-x; funciona para suprimir a apoptose,
enquanto que a forma delecionada, Bcl-xs, inibe a proteccgao
contra a morte celular proporcionada por expressao de Bcl-2.
Um segundo homdélogo de Bcl-2, Bax, forma heterodimeros com
Bcl-2 (Oltvai, Z.N., et al., Cell 74: 609-619 (1993)) e tem
mostrado contrariar o Bcl-2 e acelerar a apoptose. A anédlise

mutacional de Bcl-2 tem sugerido gue a interacgdo com Bax é
necesséaria para Bcl-2 funcionar como um inibidor de morte
celular (Yin, X.-M., et al., Nature 369: 321-323 (1994)).

Chittenden, T., et al., Nature 374: 733-736 (1995)
descrevem a expressao de um gene relacionado com bcl-2,
denominado bak. A expressdo ectdpica de Bak acelera a morte de
uma linha de células dependente de IL-3 apds remocao de
citocinas e opde-se a proteccgdo contra a apoptose conferida
por Bcl-2. Adicionalmente, a expressdo forgcada de Bak ¢é
suficiente para induzir a apoptose de fibroblastos privados de
soro, criando a possibilidade do Bak activar directamente ou
ser ele mesmo um componente da maquinaria de morte celular.

Os genes relacionados com Bcl-2 celular, conhecidos,
quando analisados, tém modelos distintos de expressdao e podem
assim funcionar em diferentes tecidos. Embora a expressado de
Bcl-2 parecga ser necessaria para a manutengdo do sistema imune
maduro, ¢é desejavel identificar outros genes gue possam
dirigir a morte celular apoptodtica noutras linhagens.
Adicionalmente, a identificacdo de regides ou dominios
particulares das proteinas codificadas por tais genes pode
proporcionar uma base para a compreensao das suas
caracteristicas estruturais e funcionais e permitir ©
desenvolvimento de diagndésticos e terapéuticas valiosos. Por
exemplo, a identificacédo de agentes capazes de restabelecer ou
induzir apoptose em células de tumor (nas quals a perda da
funcédo de gene supressor de tumor p53 pode estar implicada na
tumorigénese e na resisténcia a farmacos clinicamente
significativa) seria de wvalor terapéutico significativo,
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particularmente quando tal restabelecimento ou inducdo fosse
independente da funcdo de pb3. Similarmente, o desenvolvimento
de agentes capazes de contrariar a funcdo anti-apoptdtica dos
oncogenes tais como bcl-2, cuja activacgdo estd implicada na
tumorigénese (por exemplo, linfoma) e na resisténcia
quimioterapéutica ao fadrmaco, seria de grande valor potencial.

Sumdrio do Invento

O presente invento estd dirigido para um novo dominio de
proteina de significdncia geral para as acgdes de multiplas
moléculas reguladoras de morte celular, que tem sido
identificado e mapeado numa curta subsequéncia da porgao
central da molécula Bak. Este dominio de proteina até agora
desconhecido, que o inventor designou “dominio GD”, é
essencial quer para a interaccdo de Bak com Bcl-x; quer para a
funcdo de morte celular de Bak. As espécies de Bak truncadas
que abrangem o dominio GD sdo elas prédprias suficientes para

ligar Bcl-x; e matar células em testes de transfeccgéao.

O dominio GD foi identificado em duas outras proteinas de
ligagcdo a Bcl-2 que funcionam para induzir apoptose: Bax e
Bipla. Tal como Bak, a mutacdo dos elementos de dominio GD
homélogos em Bax e Bipla diminui a fungd&o de morte celular e
de ligacdo a proteina. Assim, o dominio GD é responsédvel por
mediar interacgbes chave proteina/proteina de significéncia
para as acgdes de multiplas moléculas reguladoras da morte
celular. Num aspecto, o invento estd entdo dirigido para um
péptido isolado que consiste numa proteina truncada
seleccionada a partir do grupo constituido por Bak, Bax e
Bipla ou seu mutante, caracterizado por compreender o dominio
GD e exibir actividade de morte celular e ligacao a Bcl-x;; ©
dominio GD de Bak QLAIIGDDIN, o dominio GD de Bax CLKRIGDELD e
o dominio GD de Bipla RLACIGDEMD. Tais péptidos sédo Uteis para
induzir ou modular o estado apoptdédtico de uma célula. Os
compostos quimicos que rompem a fungdo do dominio GD tém
utilidade Ccomo agentes moduladores de apoptose. Por
conseguinte, num outro aspecto, o invento estd dirigido para
agentes capazes de modular (i.e. inibir ou aumentar) a funcao
do dominio GD para utilizacdo na terapéutica de desordens
degenerativas. Tais agentes incluem aqueles seleccionados a
partir de péptidos de dominio GD e miméticos, fragmentos,
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equivalentes funcionais e/ou seus hibridos ou mutantes, assim
como vectores contendo ADNc que codifica qualguer um dos
anteriores. O invento proporciona métodos para identificar
agentes capazes de modular a funcdo do dominio GD (por
exemplo, moléculas gque modulam a apoptose).

Em aspectos adicionais, o presente invento refere-se a
produtos e processos envolvidos na clonagem, preparagao e
expressao dos péptidos acima derivados do invento,
compreendendo o dominio GD; anticorpos com especificidade para
o referido péptido e segquéncias nucleotidicas que codificam os
referidos péptidos. Os péptidos do invento compreendendo o
dominio GD sé&o Uteis para produzir anticorpos para eles. Tais
anticorpos sdo Uteis ©para detectar e isolar ©proteinas
compreendendo o dominio GD em espécimes bioldgicos incluindo,
por exemplo, células de todos os tecidos humanos incluindo
tecido cardiaco, tecido dos pulmbes, células de tumor, tecido
cerebral, placenta, figado, musculo esquelético, rim e
pancreas, assim como para modular a actividade apoptdética de
proteinas compreendendo o dominio GD nelas, e de tais
espécimes bioldgicos, e constituem aspectos adicionais do
invento.

Ainda num outro aspecto, o invento proporciona vectores
de expressao contendo sequéncias genéticas, hospedeiros
transformados com tais vectores de expressdo e métodos para
produzir os péptidos de dominio GD recombinantes do invento.

Os agentes do presente invento podem ser utilizados em
métodos para induzir ou suprimir a apoptose nas células e/ou
tecidos de individuos que sofrem de desordens degenerativas
caracterizadas por proliferacdao celular inadequada ou morte

celular inadequada, respectivamente. As desordens
degenerativas caracterizadas por proliferacao celular
inadequada incluem, por exemplo, condig¢des 1inflamatoérias,

cancro, incluindo linfomas, tais como hiperplasia da prodstata,
tumores de gendtipo, etc. As desordens degenerativas
caracterizadas por morte celular inadegquada incluem, por
exemplo, doenc¢as auto-imunes, doenca de imunodeficiéncia
adguirida (SIDA), morte celular devida a terapéutica com
radiagdes ou quimioterapia, doencas neurodegenerativas, tais
como doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson, etc.
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O presente invento refere-se também a utilizacgdo de um
anticorpo contra um péptido de dominio GD seleccionado a
partir de wuma de SEQ ID NO:1 a 10, para pesqguisar uma
biblioteca de expressdo de ADNc ou clones compreendendo
insercgdes de  ADN que codificam proteinas cruzadamente
imunorreactivas para deteccdo da presenca do péptido de
dominio GD. O polinucledtido e anticorpos do invento podem ser
utilizados no diagndstico das desordens degenerativas,
desordens que estdo associadas a um nivel aumentado ou
diminuido de expressdo de proteinas compreendendo o dominio
GD, gquando comparado ao nivel esperado de expressdo de tais
proteinas na populacdo de células normais.

O presente invento refere-se a utilizacdo de péptidos do
invento para o fabrico de um medicamento para o tratamento de
desordens degenerativas caracterizadas por divisdo celular
inadequada ou morte celular inadequada.

Os péptidos do presente invento podem ser utilizados em
métodos de modulacdo do estado apoptdético de uma célula por
administracdo dos referidos péptidos ou seus mutantes, a um
individuo que sofra de uma desordem degenerativa caracterizada
por proliferacéo celular inadegquada ou morte celular
inadequada, de modo a estabilizar a proliferacdo celular
inadequada (i.e., induzir apoptose) ou estabilizar a morte
celular inadequada (i.e., suprimir a apoptose),
respectivamente, e/ou, em qualgquer caso, restabelecer o

comportamento celular normal.

Num outro aspecto, o presente invento estd relacionado
com a descoberta surpreendente de que o dominio GD de Bak esté
envolvido na e ¢é suficiente para a homodimerizacdo e
heterodimerizacéo de Bak. Exemplos nao limitativos da
dimerizacéo de dominio GD de Bak incluem Bak
(homodimerizacdo), Bax (heterodimerizacdo com uma proteina
assassina diferente) e Bcl—-xg (heterodimerizacdo com uma
proteina sobrevivente) . Além disso, descobriu-se
inesperadamente que as regides ndo essenciais da proteina Bak
incluem neste aspecto os dols dominios no terminal carboxilo
de metade da proteina gque mostra o maior grau de homologia a
outros membros da familia de Bcl-2 (dominios I e II de
homologia a Bcl-2). Assim, os péptidos compreendendo o dominio
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GD sédo capazes de mediar interacgdes nado sd com Bcl-x;, mas
também, com Bak e Bax.

Estes e outros objectivos e aspectos do invento seréo
evidentes para aqueles peritos, a partir da descricdo que se
segue.

Descrigdo das Figuras

Figura 1. Fung¢do de morte celular de Bak em diferentes linhas
de células.
As linhas de células indicadas foram co-transfectadas com

um plasmideo marcador de P-galactosidase em combinacido ou com
um plasmideo de controlo (vector) ou com um plasmideo qgue
expressa Bak marcado com epitopo HA (HA-Bak). As células foram
fixadas e coradas com X-gal 24 horas apdbds a transfeccédo, e o
numero de células azuis (positivas a P-galactosidase) contadas
por exame microscoédpico.

Figura 2. Sumario da actividade de morte celular de mutantes
de delecdo de Bak e espécies truncadas.

As estruturas dos varios mutantes de Bak sao
esquematicamente ilustradas. A(s) regido(des) de aminoacidos
precisa(s) removida(s) por delecdo é(sdo) indicada(s) pelos
numeros a esquerda. Os extremos dos residuos de aminoacidos
Bak retidos nas espécies truncadas (fundo, QVG e PEM) sao
indicados por numeros que ladeiam os esquemas das suas
estruturas respectivas. A actividade de morte celular Rat-1 é
sumariada como se segue: +, capacidade de morte celular
equivalente a Bak de tipo selvagem; -, sem actividade de morte
celular; +/-, actividade de morte celular diminuida
relativamente a Bak de tipo selvagem. nd indica dque a

experiéncia ndo foi realizada.

Figura 3. Interacgdo de Bak com Bcl-xj.

A) Interacgdes Bak/Bcl-x; medidas in vitro. O Bak
traduzido in vitro marcado com °°S (faixa 1) foi misturado ou
com GST-Bcl-x; (faixa 2) ou com GST (faixa 3). 0Os complexos
foram capturados em pérolas de glutationa-agarose e a proteina
Bak marcada com °°S ligada foi detectada por electroforese em
geles de SDS-poliacrilamida seguida por autorradiografia.
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B) Interacgdes Bak/Bcl-x1 detectadas em células
transfectadas. Os plasmideos que expressam formas marcadas com
epitopo de Bak e Bcl-x; (HA-Bak e Bcl-x; marcado com Flag)
foram co-transfectados em células COS. 0 HA-Bak foi
imunoprecipitado (anti-HA IP) a partir de lisados de células
transfectadas e o Bcl-x; associado foi detectado por anédlise
de Western blot com um anticorpo anti-marcador Flag.

Figura 4. Sumdrio da fung¢do de ligagdo a Bcl-x; de delegbes de
Bak e espécies truncadas.

As estruturas dos varios mutantes Bak sSao
esquematicamente mostradas, como descrito na Figura 2. A
capacidade dos mutantes Bak e espécies truncadas para
interagir com Bcl-x; estd sumariada (direita) como se segue:
+, equivalente a Bak de tipo selvagem na capacidade para
interagir com Bcl-x;, quer in vitro quer em células COS
transfectadas; -, sem interaccdo detectada com Bcl-xi; —-/+,
interacgdo muito diminuida relativamente a Bak de tipo
selvagem e que apenas podia ser detectada in vitro.

Figura 5. As regides homdélogas ao dominio GD de Bak estdo
presentes em Bipla e Bax.

Topo. Estruturas esquemdticas das proteinas com as
posicdes de homologia do dominio GD (caixas vazias), segmento
hidréfobo (caixas a tracejado) e dominios de homologia de
Bcl-2 (caixas pretas).

Fundo. Sequéncia de aminodcidos das regides em Bipla e
Bax homdélogas ao dominio GD de Bak. Os residuos realgados séao
idénticos em, pelo menos, duas das proteinas; residuos a
sombreado indicam alteracdes de aminodcidos conservativas. Sao
também mostradas (linhas sdélidas) as regides de aminodcidos
removidas nos mutantes de delecao Bipla, Bak e Bax indicados.

Figura 6. Sumdrio das actividades de morte celular e ligagdo a
Bcl-x; de mutantes de delecdo de dominio GD.

Os dados para a funcédo de morte celular e ligacdo a
Bcl-x; estdo sumariados como descrito na Figura 2 e Figura 4,
respectivamente.

Figura 7. Dimerizag¢do do dominio GD de Bak.
As interacgdes do dominio GD de Bak com Bak e Bax foram
medidas essencialmente como descrito para a ligagdao de Bak a
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Bcl-x;. Uma porgdo de Bak (PEM) que abrange o dominio GD
(residuos 58-103) foi fundida a GST, para criar GST-PEM. O
Bcl-x;, Bak, Bax e Bipla marcados com “°S, traduzidos in vitro,
foram incubados ou com GST isolado ou com proteinas de fuséo
expressas em bactérias por GST-PEM. Os complexos foram
capturados com pérolas de glutationa-agarose, lavados e as
proteinas ligadas detectadas por electroforese em gel de
poliacrilamida e autorradiografia. O Bcl-x;, Bak e Bax
interagem especificamente com GST-PEM, mas nado com GST
isolado. Assim, o dominio GD pode mediar a interacg¢do nao so
com Bcl-x; mas também com Bak e Bax.

Figura 8. Sequéncia de ADN que codifica o dominio GD em Bak,
Bax e Bipla.

As sequéncias de ADN gque codificam as regides do dominio
GD para Bak (1-4), Bax (5-7) e Bipla (8-10) sado mostradas
juntamente com as suas sequéncias de aminodcidos
correspondentes. Os numeros dos nucledtidos acima de cada
sequéncia sdo Dbaseados no inicio do ATG inicial de cada
proteina. O numero a sublinhado refere-se & posicdo do
primeiro e Gltimo aminodcidos do péptido mostrado.

Descrigdo Detalhada do Invento

Os termos técnicos e cientificos aqui utilizados tém os
significados normalmente compreendidos por um perito na arte a
qual pertence o presente invento, a nao ser que de outro modo
definido. E aqui feita referéncia a varias metodologias
conhecidas daqueles peritos na arte. As publicac¢cdes e outros
materiais que descrevem tais metodologias conhecidas as guais
se faz referéncia sdo agqui incorporados por referéncia na sua
totalidade apesar de descritas por completo. Os procedimentos
de referéncia padrdo que descrevem o8 principios gerais de

tecnologia de ADN recombinante incluem Sambrook, J., et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Planview, Nova Iorque (1989);
McPherson, M.J., Ed., Directed Mutagenesis: A Practical

Approach, IRL Press, Oxford (1991); Jones, J., Amino Acid and
Peptide Synthesis, Oxford Science Publications, Oxford (1992);

Austen, B.M. e Westwood, O.M.R., Protein Targeting and

Secretion, IRL Press, Oxford (1991). Quaisquer materiais e/ou
métodos adequados conhecidos dagqueles peritos na arte podem
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ser utilizados para realizar o presente invento; no entanto,
sdo descritos materiais e/ou métodos preferidos. Os materiais,
reagentes e semelhantes aos quais se faz referéncia na
descricao e exemplos seguintes sdo obtidos a partir de fontes
comerciais, a ndo ser que de outro modo indicado.

Foi agora identificado um dominio previamente
desconhecido na molécula Bak, gque parece ser necessario e
suficiente para as actividades bioldgicas conhecidas de Bak.
Este dominio, aqui designado como “dominio GD”, ¢é suficiente
para mediar a funcdo de morte celular e a interacc¢do fisica
com Bcl-x1. As sequéncias homdélogas ao dominio GD de Bak foram
também identificadas em Bax e Bipla e mostraram ser
similarmente necessdrias para as actividades de morte celular
e de 1ligacdo a Bcl-x; destas proteinas. Estas observacodes
sugerem que Bak, Bax e Bipla modulam ou regulam a apoptose
através de um mecanismo similar gque, em cada caso, envolve o0s
seus dominios GD respectivos. Como serd notado por aqueles
peritos, familiares com o presente invento, as sequéncias que
compreendem o dominio GD sao Uteis na modulacdo da apoptose em
células. Similarmente, o0s compostos e composicdes dque séo
capazes de ligacdo ao dominio GD sé&do uUteis como agentes para a
modulacdo de actividade apoptdética em células.

Como aqui utilizado, o termo “dominio GD” refere-se a um
dominio de proteina primeiramente identificado em Bak, que foi
aqui demonstrado ser essencial para a interacgdao de Bak com
Bcl-x; e para a funcdo de morte celular de Bak e a péptidos
e/ou moléculas capazes de mimetizar a sua estrutura e/ou
funcédo. Numa concretizacdo preferida, o presente invento
compreende um péptido tendo a sequéncia de aminoacidos
seguinte:

GDDINRRYDSEFQ [SEQ ID NO:1]

correspondente aos residuos de aminoacidos 82-94. Os seus
equivalentes funcionais podem também ser Gteis. Por
“equivalente funcional” qgquer-se dizer um péptido gque possui
uma actividade bioldégica ou caracteristica imunoldgica
substancialmente similar a do dominio GD e que se destina a
incluir “fragmentos”, “wariantes”, “andlogos”, “homdélogos” ou
“derivados quimicos” que possuem tal actividade ou
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caracteristica. Assim, o0s equivalentes funcionais do dominio
GD podem nédo partilhar uma sequéncia de aminodcidos idéntica
sendo possiveis substituicdes conservativas e nao
conservativas de aminoadcidos, de aminodcidos convencionais ou

nao convencionais.

A  referéncia agqui a substituigdo “conservativa” de
aminodcidos pretende significar a permutabilidade dos residuos
de aminodcidos que tém cadeias laterais similares. Por
exemplo, glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina
completam um grupo de aminodcidos que tém cadeias laterais
alifdticas; serina e treonina sdo aminocdcidos que tém cadeias
laterais hidroxilo alifdticas; asparagina e glutamina séao
aminodcidos que tém cadeias laterais contendo amida;
fenilalanina, tirosina e triptofano sao aminodcidos que tém
cadeias laterais aromdticas; lisina, arginina e histidina sé&o
aminodcidos que tém cadeias laterais bésicas; e cisteina e
metionina sdo aminodcidos que tém cadeias laterais contendo
enxofre. A troca de um aminodcido de um dado grupo por um
outro aminoadcido do mesmo grupo pode ser considerada uma
substituicao conservativa. Os grupos de substituicao
conservativa preferidos incluem asparagina-glutamina, alanina-
valina, lisina-arginina, fenilalanina-tirosina e valina-

leucina—-isoleucina.

Numa concretizagdo preferida do invento, é proporcionado
um péptido tendo a sequéncia de aminoacidos seguinte:

PSSTMGQVGRQLAIIGDDINRRYDSEFQ [SEQ ID NO:2]

correspondente aos residuos de aminodcidos 67-94 de Bak,
unicamente necessdria para funcdo de morte celular de Bak.

Numa outra concretizacdo preferida, ¢é proporcionado um
péptido tendo a sequéncia de aminodcidos seguinte:

QVGRQLAIIGDDINRRYDSEFQTMLQHLQPT [SEQ ID NO:3]

correspondente aos residuos de aminodcidos 73-103 de Bak,
suficiente para a funcdo de morte celular de Bak.
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Os presentes dados indicam que a actividade bioldégica do
dominio GD e de seus derivados funcionais serd afectada pela
localizagado subcelular destas composigdes. Por conseguinte,
numa outra concretizacdo preferida do invento, os péptidos do
dominio GD do invento terdo fundida na sua extremidade C
terminal uma cauda hidrdfoba adequada, que pode compreender 0S8
aminodcidos 187-211 de Bak. Podem ser utilizados por agqueles
peritos que utilizam métodos conhecidos, outros meios
adequados de efectuar a localizagdo subcelular, incluindo a
selecgcdo de caudas hidrdéfobas adequadas, tais como  0s
aminodcidos 172-192 de Bax, o0s aminoacidos 213-233 de Bcl-xi,
os aminoadcidos 220-240 de Bcl-2 e as caudas hidrdfobas
introduzidas através de lipidagdo de proteinas (Casey, T.J.,
Science, 268: 221-225 (1995)) tal como prenilacdo e acilacéo
(por exemplo, miristilacado, palmitilacado).

0 dominio GD aqui descrito estd unicamente envolvido quer
na actividade de morte celular quer na actividade de ligacgao a
Bcl-x; de Bak. Além disso, ¢ aqui demonstrado que outras
proteinas que interagem com Bcl-2 tendo propriedades
funcionais semelhantes as de Bak, contém regides de
aminocdcidos tendo sequéncias portadoras de homologia a
sequéncias no dominio GD de Bak. Estas proteinas incluem Bax e
Bipla que, similarmente a Bak, interagem com Bcl-2, contendo
estas duas proteinas regides de aminocdcidos portadoras de
homologia as sequéncias no dominio GD de Bak. Em Bax, esta
regido compreende os aminodcidos 59-73, que possuem homologia
com os aminoadcidos 74-88 no dominio GD de Bak. A proteina
Bipla contém similarmente uma regiao de aminoacidos
compreendendo os aminocdcidos 57-71 portadores de homologia
para as mesmas sequéncias (aminodcidos 74-88) no dominio GD de
Bak. A delecdo das regides do dominio GD de Bax e Bipla acima
identificadas diminuem a sua actividade de morte celular e
impedem a ligagdo a Bcl-x;. Bipla carece de sequéncias
homélogas as duas regides altamente conservadas, designadas
Dominio I e Dominio II (também referidos na literatura como
“Dominios de homologia a Bcl-2” ou “Dominios BH” I e II ou
“BH1"” e “BH2") . Foi sugerido que estas duas regides
conservadas, e especialmente o Dominio I, sejam instrumentais
para ditar homo- e heterodimerizacdo em Bcl-2, Bax e noutros
membros da familia Bcl-2. Por conseguinte, o dominio GD
constitui um elemento-chave envolvido na actividade bioldgica
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de proteinas tais como Bak, Bax e Bipla, nd&o necessariamente
partilhado com membros da familia Bcl-2, actividade que ¢é
independente dos dominios BH I e II. Isto sugere que o dominio
GD define uma familia distinta de proteinas, incluindo Bak,
Bax e Bipla.

Por conseguinte, numa concretizagdo preferida adicional,
€& proporcionado um péptido compreendendo os aminodcidos
seguintes:

LSECLKRIGDELDSN [SEQ ID NO:4]

correspondente aos aminodcidos 59-73 de Bax. Numa outra
concretizacdo preferida, é proporcionado um péptido que
compreende a sequéncia de aminoacidos:

LKRIGDELD [SEQ ID NO:5]
correspondente aos aminodcidos 63-71 de Bax. Numa outra
concretizacdo preferida, ¢é proporcionado um péptido que
compreende a sequéncia de aminoéacidos:

QDASTKKLSECLKRIGDELDSNMELQ [SEQ ID NO:6]

correspondente aos aminodcidos 52-77 de Bax. Numa outra
concretizacdo preferida, ¢é ©proporcionado um péptido que
compreende a sequéncia de aminodcidos:

LALRLACIGDEMDVS [SEQ ID NO:7]

correspondente aos aminodcidos 57-71 de Bipla. Numa outra
concretizacédo preferida, é proporcionado um péptido

compreendendo a sequéncia de aminodcidos seguinte:

IGDEM [SEQ ID NO:8]
correspondente aos aminodcidos 64-68 de Bipla. Numa outra
concretizacédo preferida, é proporcionado um péptido

compreendendo a sequéncia de aminodcidos seguinte:

CMEGSDALALRLACIGDEMDVSLRAPRL [SEQ ID NO:9]
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correspondente aos aminodcidos 50-77 de Bipla. Numa outra
concretizacao preferida, é proporcionado um péptido
compreendendo a sequéncia de aminodcidos seguinte:

VGRQLAIIGDDINRR [SEQ ID NO:10]
correspondente aos aminodcidos 74-88 de Bak.

Um aspecto surpreendente do presente invento é a
descoberta de qgque o dominio GD isolado ¢ suficiente para
homodimerizagdo de Bak, assim como para heterodimerizacao de
Bak com Bax e Bcl-xp e que os Dominios I e II da familia Bcl-2
altamente conservados nao sao necesséarios para esta
dimerizacdo. Isto indica que o dominio GD é capaz de modular a
fungdo de proteinas incluindo Bak, Bax e Bcl-x; directamente
através de dimerizacdo podendo assim modular também a funcéo
de outras proteinas incluindo Bcl-2.

Assim, a 1mporténcia funcional do dominio GD, esté
provavelmente relacionada com a sua capacidade para mediar uma
ou mais interaccgdo (6es) proteina/proteina com outros membros
da familia Bcl-2 ou com outra(s) proteina(s) celular(es) ainda
ndo identificada(s). E possivel que as proteinas sobreviventes
tais como Bcl-2 e Bcl-xp; suprimam a apoptose por ligagcao e
inactivagcdo de proteinas qgue promovem activamente morte
celular, tais como Bak, Bax e Bipla, através dos seus dominios
GD. Para suporte deste ponto de vista, a interacgcdo com Bax
parece ser necessaria para Bcl-2 suprimir a apoptose (Yin, et
al., Nature 369: 321-323 (1994)). Uma segunda possibilidade &
a de que Bak, Bax e Bipla induzam morte celular por ligacéo
(através dos seus dominios GD) e inactivacgdo de proteinas,
incluindo Bcl-2 e Bcl—-x1, que promovem activamente a
sobrevivéncia de células. E também possivel que Bak, Bax e
Bipla se liguem a uma ou mais proteina(s) celular (es)
adicional (ais) e que esta interacgdo medeie a funcdo de morte
celular. O presente inventor, nao pretende estar ligado a
qualgquer teoria particular; no entanto, independentemente
do(s) seu(s) mecanismo(s) de acgdo, o dominio GD em Bak, Bax e
Bipla é de importéncia central para mediar estas interaccgdes
proteina/proteina.
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Os agentes capazes de modular o dominio GD mediado por
interacgdes proteina/proteina podem incluir péptidos
compreendendo o dominio GD, assim como mutantes do dominio GD
ou de proteinas compreendendo o dominio GD. Um “mutante” como
aquil utilizado refere-se a um péptido tendo uma sequéncia de
aminocdcidos que difere da do péptido ou proteina que ocorrem
naturalmente em, pelo menos, um aminodcido. Os mutantes podem
ter a mesma actividade bioldégica e imunoldgica que o péptido
de dominio GD que ocorre naturalmente ou da proteina que
ocorre naturalmente. No entanto, a actividade bioldégica ou
imunoldgica de mutantes pode diferir ou estar ausente. Por
exemplo, um mutante de dominio GD pode carecer da actividade
bioldgica que caracteriza o péptido de dominio GD gue ocorre
naturalmente, mas pode ser Util como um antigénio para criar
anticorpos contra o dominio GD ou para a deteccdo ou
purificagcdo de anticorpos contra o dominio GD ou como um
agonista (competitivo ou ndo competitivo), antagonista ou
agonista parcial da funcédo do péptido de dominio GD gque ocorre

naturalmente.

A modulacdo de interacgbes proteina/proteina mediadas por
dominio GD pode também ser efectuada por agonistas ou
antagonistas de péptidos de dominio GD. A pesquisa de
bibliotecas de péptidos, bibliotecas de compostos e outros
bancos de informacéo para identificar agonistas ou
antagonistas da fungdo de proteinas compreendendo o dominio GD
€ realizada com testes para detecgcdo da capacidade dos
agonistas ou antagonistas potenciais para inibir ou aumentar a
ligagdo do dominio GD, por exemplo, homodimerizacgé&o ou
heterodimerizacdo do dominio GD.

Por exemplo, 0Ss testes de pesquisa de elevada
produtividade podem ser utilizados para identificar compostos
que modulam a funcdo de ligacdo a proteina do dominio GD. Tais
testes de pesquisa facilitam a identificacdo de compostos que
aceleram ou inibem a apoptose por influenciarem as interaccgdes
proteina/proteina mediadas pelo dominio GD. Por exemplo, uma
pesquisa in vitro de compostos que rompem a interaccgao do
dominio GD de Bak com GST-Bcl-x; compreende placas de
multicavidades revestidas com GST-Bcl-x; que sdo incubadas com
uma sonda de péptido de dominio GD marcada na presenga de um
ou mais composto(s) a ser(em) testado(s). As moléculas dque
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rompem especificamente a interaccdo podiam, em principio,
ligar-se quer a “ligando” do dominio GD quer ao dominio
“receptor” ainda nado identificado em Bcl-x;. Qualquer classe
de compostos podia ser um agente de modulacao de apoptose
candidato.

Assim, os métodos do invento podem ser utilizados, por
exemplo, para analisar um agente capaz de modular a apoptose,
compreendendo um tal método de pesquisa, o revestimento de uma
placa multicavidades com GST-Bcl-x; e a incubacdao da placa
multicavidades revestida com uma sonda de péptido de dominio
GD marcada na presenca de um agente que se deseja testar, em
que a ruptura da interaccgdo do dominio GD com GST-Bcl-xi
indica que o referido agente é capaz de modular a apoptose. Os
agentes identificados por este método sao também
concretizagdes contempladas do invento.

Os marcadores adequados incluem um marcador detectével
tal como uma enzima, isdtopo radioactivo, composto
fluorescente, composto gquimioluminescente ou composto
bioluminescente. Aqueles peritos na arte conhecerdo outros
marcadores adequados ou serao capazes de verificar tal
utilizando a experimentacdo de rotina. Além disso, a ligacéo
destes marcadores aos péptidos é realizada utilizando técnicas
padrdao conhecidas na arte.

Uma pesquisa de velocidade elevada para agentes qgue se
ligam directamente ao dominio GD pode wutilizar bibliotecas
combinatérias imobilizadas ou “marcadas”. 0s agentes qgue se
ligam especificamente a tais bibliotecas s&o candidatos a ser
testados quanto a sua capacidade para blogquear as interaccgdes
Bak/Bcl-x;. Como acima discutido, tails agentes podem funcionar
como supressores de apoptose gquer inibindo directamente a
funcdo de Bak (e/ou Bax/Bipla) gquer por aumento da actividade
efectiva de Bcl-2/Bcl-x; enddgeno (ou outro membro da familia
Bcl-2). Tais agentes podiam ser Uteis para suprimir a apoptose
aberrante em desordens degenerativas ou apds lesdo isquémica.

Os anticorpos contra péptidos de dominio GD do invento
podem ser utilizados para pesquisar bibliotecas de expressao
de ADNc para identificacdo de clones contendo insercgdes de
ADNc que codificam proteinas cruzadamente imunorreactivas,
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estruturalmente relacionadas, gque podem ser membros da familia
de proteinas de dominio GD. A pesquisa de bibliotecas de
expressdo de ADNc e ARNm é conhecida na arte. Similarmente, os
anticorpos contra péptidos de dominio GD sdo utilizados para
identificar ou purificar proteinas cruzadamente
imunorreactivas relacionadas com este dominio ou para detectar
ou determinar a gquantidade de proteinas contendo o dominio GD
numa célula ou populacdo de células, por exemplo, em tecidos
ou células, tais como linfdécitos, obtidos a partir de um
doente. Os métodos conhecidos para tailis medigbdes incluem a
imunoprecipitacdo de extractos de células seguida por PAGE,
deteccdo in situ por métodos imuno-histogquimicos e métodos
ELISA, o0s quais sao todos bem conhecidos na arte.

A modulacdo da apoptose pode ser causada por métodos que
utilizam polinucledtidos anti-sentido especificos
complementares de toda ou parte das sequéncias nucleotidicas
que codificam as proteinas compreendendo o dominio GD aqui
descrito. Tais polinucledétidos anti-sentido complementares
podem incluir adicgdes, delecgdes, substituicdes e transposicgdes
de nucledétidos, desde que a hibridacido especifica a sequéncia
alvo persista. Os oligonucledtidos de ARN ou ADN anti-sentido
soluveis que podem hibridar especificamente nas espécies de
ARNm que codificam as proteinas ou péptidos do invento e que
impedem a transcrigdo da espécie de ARNm e/ou tradugdo do
polipéptido codificado s&o contemplados como polinucledtidos
anti-sentido complementares, de acordo com o invento. A
producdo de proteinas compreendendo o dominio GD ¢ inibida por
polinucledétidos anti-sentido de acordo com o invento, podendo
tais polinucledtidos anti-sentido inibir a apoptose,
senescéncia e semelhante, e/ou inverter o) fendétipo
transformado de células. Pode-se wutilizar uma cassete de
expressdo heterdéloga para produzir polinucledtidos anti-
sentido num transfectante ou célula transgénica. Os
polinucledétidos anti-sentido podem também ser administrados
como oligonucledtidos soluveis no meio externo da célula alvo,
tal como no meio de cultura de células in vitro ou no fluido
intersticial (por exemplo através do sistema circulatdrio)
in vivo. 0Os polinucledétidos anti-sentido e a sua utilizacgéao
sao conhecidos daqueles peritos na arte e estédo descritos, por
exemplo, em Melton, D.A., Ed., Antisense RNA and DNA, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nova
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Iorque (1988).

A actividade bioldgica prevista dos agentes identificados
de acordo com o invento varia dependendo dos pressupostos
feitos relativamente ao mecanismo de funcionamento de
Bak/Bcl-2. Por exemplo, pode—-se prever gue um agente gue se
liga fortemente ao dominio GD iniba a funcdo de Bak (e talvez
de Bax/Bipla). Partindo do principio que Bak (e/ou Bax/Bipla)
¢ a molécula reguladora de morte celular activa, um agente que
se liga fortemente ao dominio GD pode inibir a funcgdo de Bak
através de um mecanismo similar a accdo de ligacao a
Bcl-2/Bcl-xg,. Tais agentes vao compreender miméticos
“Bcl-2/Bcl-x1” e podem, por conseguinte, exibir actividade
anti-apoptdética sob condigdes nas quais Bcl-2 tem um efeito
protector demonstrado (por exemplo, protecgcdo de neurdnios
contra 1lesao ou privacdo de citocinas). 0Os agentes desta
classe podem  ter utilidade no tratamento de doengas
caracterizadas por morte celular excessiva ou inadequada,
incluindo, por exemplo, doencas neurodegenerativas e lesao
resultante de isquemia.

Se a ligacdo de Bcl-2/Bcl-x; promover activamente a
sobrevivéncia de células, e se a repressdo de Bak for devida
simplesmente a sua ligagdo e 1inactivacdo destas proteinas
sobreviventes, entdo um agente que previna esta ligacgdo pode
aumentar eficazmente a actividade de Bcl-2/Bcl-x; residente
numa célula aliviando a repressdao por Bak (e/ou por
Bax/Bipla). 1Isto vai também promover a sobrevivéncia de
células, mas apenas em células qgue expressam Bcl-2/Bcl-xg
enddgeno. Os agentes que se ligam a Bcl-xIL e, por conseguinte,
impedem a sua interaccdo com Bak (e/ou com Bax/Bipla) podem
inibir a actividade de supressao de morte celular de Bcl-xp
(e/ou de Bcl-2). Tais agentes compreendem “miméticos de
dominio GD” e promovem a morte celular de uma forma
mecanisticamente similar a accdo de Bak. Os agentes miméticos
de dominio GD sdo UGteis no tratamento terapéutico do cancro e
doenca viral.

Os peptidomiméticos de péptido de dominio GD sdo também
fornecidos pelo presente invento e podem actuar como farmacos
para a modulacdo da apoptose, por exemplo, por bloqueio da
funcdo das proteinas que compreendem o dominio GD ou
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interferéncia com a dimerizacdo mediada pelo dominio GD. Os
peptidomiméticos sdao geralmente entendidos na industria
farmacéutica por incluirem fédrmacos ndo peptidicos tendo
propriedades andlogas as do péptido mimetizado. Os principios
e praticas de desenho peptidomimético s&o conhecidos na arte e
estdo descritos, por exemplo, em Fauchere J., Adv. Drug Res.,
15: 29 (1986); e Evans et al., J. Med. Chem., 30: 1229 (1987).
Os peptidomiméticos que possuem similaridade estrutural aos

péptidos terapeuticamente uteis podem ser utilizados para
produzir um efeito terapéutico ou profilactico equivalente.
Tais peptidomiméticos tém, tipicamente, uma ou mais
ligacgdo (6es) peptidica(s) opcionalmente substituida(s) por uma
ligagdo gue pode converter propriedades desejaveis tal como
resisténcia a ruptura quimica in vivo. Tails 1ligacgdes podem
incluir —CH,NH-, —-CH,S—, —-CH,;—-CHy—, —-CH=CH-, —-COCH3—,
—-CH(OH)CH;— e —-CH;SO-. Os peptidomiméticos podem exibir
propriedades farmacoldgicas aumentadas (semivida Dbioldgica,
taxas de absorcgao, etc.), especificidade diferente,
estabilidade aumentada, economias de produgao, antigenicidade
diminuida e semelhante o que torna a sua utilizacdo como
medicamento particularmente desejavel.

Como aqui discutido, o dominio GD parece ser uma Aarea de
motivos envolvidos na dimerizacdo estando esta actividade
relacionada com a regulacdo da apoptose por proteinas que
compreendem o dominio GD. Bak possui uma regido hidrdfoba
terminal C que ©parece atravessar a membrana. Assim, a
localizacdo subcelular de proteinas contendo o dominio GD pode
desempenhar um papel na regulacdo programada de morte celular
in vivo. Por conseguinte, é possivel utilizar o invento para
deteccdo ou determinacdo de proteinas que compreendem o©
dominio GD, por exemplo, em fraccgbes de excisdes de
tecidos/érgdos, por meio de técnicas imunogquimicas ou outras
técnicas tendo em vista as suas propriedades antigénicas. A
imunizacdo de animais com péptidos que compreendem o dominio
GD isolado ou em conjunto com adjuvantes por métodos
conhecidos pode produzir anticorpos especificos para o péptido
de dominio GD. 0 anti-soro obtido por procedimentos
convencionais pode ser utilizado para este fim. Por exemplo,
um mamifero, tal como um coelho, pode ser imunizado com um
péptido que compreende o dominio GD, induzindo assim a
formacdao de anticorpos policlonais contra ele. Os anticorpos
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monoclonais podem também ser produzidos utilizando
procedimentos conhecidos. Tais anticorpos podem ser utilizados
de acordo com o invento para detectar a presenca e quantidade
de péptidos que compreendem o dominio GD.

Os péptidos de dominio GD do invento podem ser utilizados
para a detecgdo de Bak, Bcl-x;, Bipla e outras proteinas por
meio de testes padrao incluindo radioimunoensaios e
imunoensaios enzimdticos.

Serd notado pelos peritos que a estrutura quimica precisa
de péptidos que compreendem o dominio GD vai variar dependendo
de um certo numero de factores. Por exemplo, uma dada proteina
pode ser obtida como um sal &acido ou béasico, ou em forma
neutra, uma vez que se encontram na molécula grupos carboxilo
e amino ionizédveis. Por conseguinte, para os fins do invento,
qualquer forma dos péptidos que compreende o dominio GD que
retém a actividade terapéutica ou de diagndstico do péptido
que ocorre naturalmente ¢é considerada estar no ambito do

presente invento.

Os péptidos de dominio GD e outras composigdes do
presente invento podem ser produzidos por técnicas de ADN
recombinante conhecidas na arte. Por exemplo, as sequéncias
nucleotidicas que codificam os péptidos de dominio GD do
invento podem ser inseridas num vector de ADN adequado, tal
como um plasmideo e o vector utilizado para transformar um
hospedeiro adequado. O péptido GD recombinante é produzido no
hospedeiro por expressdo. O hospedeiro transformado pode ser
uma célula procaridtica ou eucaridtica. As sequéncias
nucleotidicas preferidas para este fim qgue codificam os
dominios GD de Bak, Bax e Bipla sdo apresentadas na Figura 8.

Os polinucledtidos que codificam péptidos compreendendo o
dominio GD podem ser de ADN gendmico ou ADNc, isolado a partir
de bibliotecas de clones por métodos convencionais incluindo
métodos de ©pesquisa por hibridagdo. Alternativamente, as
sequéncias polinucleotidicas sintéticas podem ser construidas
por métodos quimicos sintéticos conhecidos para a sintese de
oligonucledétidos. Tais métodos sintéticos sdo descritos, por
exemplo, em Blackburn, G.M. e Gait, M.J., Ed., Nucleic Acids

in Chemistry and Biology, IRL Press, Oxford, Inglaterra (1990)
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e gserd evidente que os sintetizadores de oligonucledtidos
comercialmente disponiveis podem também ser wutilizados de
acordo com as instrucdes do fabricante. Um desses fabricantes
¢ a Applied Bio Systems.

A reacgcdo em cadeia de polimerase (PCR), que utiliza
iniciadores a base dos dados de sequéncia nucleotidica aqui
descritos, pode ser utilizada para amplificar fragmentos de
ADN de grupos de ARNm, bibliotecas de clones de ADNc ou ADN
gendtmico. Os métodos de amplificacdo de nucledétidos por PCR
sdo conhecidos na arte e estdo descritos, por exemplo, em
Erlich, H.A., Ed., PCR Technology: Principles and Applications

for DNA Amplification, Stockton Press, Nova Iorgue, Nova
Torque (1989); Patente U.S. No. 4683202; Patente U.S. No.
4800159; e Patente U.S. No. 4683195. As varias delecdes,
adicbes e substituigdes de nucledétidos podem ser incorporadas

nos polinucledtidos do invento como é reconhecido por aqueles
peritos, que vado reconhecer gque a variagcdo na sequéncia
nucleotidica que <codifica os péptidos de dominio GD pode
ocorrer como resultado de, por exemplo, polimorfismos
alélicos, erros de sequenciacdo menores e semelhantes. Os
polinucledétidos que codificam os péptidos de dominio GD do
invento podem incluir oligonucledétidos curtos que sao uteis,
por exemplo, como sondas de hibridacé&o e iniciadores de PCR.
As sequéncias polinucleotidicas do invento podem também
compreender uma porgdo de um polinucledtido maior e, através
de ligacgdo polinucleotidica, podem ser fundidas na estrutura,
com uma ou mais sequéncia (s) polinucleotidica(s) que
codifica(m) ©proteinas diferentes. Neste <caso, a proteina
expressa pode compreender uma proteina de fusdo. Evidentemente
gque as sequéncias polinucleotidicas do invento podem ser
utilizadas no método de PCR para detectar a presenga de ARNm
que codifica péptidos de dominio GD no diagnéstico de doencgas
ou na anadlise forense.

As proteinas que codificam ADNc que interagem com ©
dominio GD (ou proteinas contendo o dominio GD) podem ser
identificadas por pesquisa de Dbibliotecas de expressao de
ADNc, que utiliza métodos conhecidos. Exemplos de tais métodos
incluem o sistema de dois hibridos de levedura (Patente U.S.
No. 5283173, inventores Fields e Song, requerida a 1 de
Fevereiro, 1994; Chien, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 88:
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9578 (1991) e o sistema de pesquisa interactivo de
E. coli/BCCP (Guarente, L., Proc. Natl. Acad. Sci. 90: 1639
(1993) e Germino, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 90: 933-937
(1993)) . As Dbibliotecas de  ADNc adequadas incluem as

bibliotecas de ADNc de mamifero, tal como humano, ratinho ou
rato, que podem conter ADNc produzido a partir de ARN e de uma
unica célula, tecido ou tipo de érgdo ou fase de
desenvolvimento, como conhecido na arte.

Uma sequéncia nucleotidica que codifica uma proteina ou
um péptido compreendendo o dominio GD pode ser inserida num
vector de ADN de acordo com técnicas convencionais, incluindo
formacao de terminais de extremidades lisas ou de extremidades
desfasadas para 1ligacdo, digestdo por enzimas de restricgéao
para proporcionar terminais adequados, enchimento de
extremidades coesivas, quando adequado, tratamento com
fosfatase alcalina para evitar ligagdo indesejavel e ligacao
com ligases adequadas. As técnicas para tais manipulacgdes séo
descritas, por exemplo, por Sambrook, J., et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring Harbor

Laboratory Press, Planview, Nova Iorque (1989) e sao bem
conhecidas na arte.

A sequéncia de residuos de aminodcidos numa proteina ou
péptido que compreende o dominio GD € aqui designada quer
através da wutilizacdo das suas designacgdes de trés letras
normalmente utilizadas quer pelas suas designacgdes de uma
letra. Uma lista destas designacdes de trés letras e de uma
letra pode ser encontrada em manuais tais como Biochemistry,

Segunda Edig¢ado, Lehninger, A., Worth Publishers, Nova Iorque,
NY (1975). Quando a sequéncia de aminodcidos estd disposta na
horizontal, o terminal amino destina-se a estar na extremidade
esquerda enquanto que o terminal carboxi se destina a estar na
extremidade direita. 0Os residuos de aminocdcidos num péptido
podem ser separados por hifenes. Tais hifenes destinam-se
apenas a facilitar a apresentacdo de uma sequéncia.

O desenho racional de miméticos de dominio GD ou
moléculas de ligacgao, baseado na estrutura peptidica modelada
(ou experimentalmente determinada), pode ser realizado por
aqueles peritos na arte, utilizando métodos conhecidos de
desenho racional de féarmacos. O0s métodos terapéuticos ou
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profildcticos para tratamento de condigdes patoldgicas tais
como doenca auto-imune, doencga neurodegenerativa, cancro e
semelhante, podem ser realizados pela administracdo de uma
quantidade eficaz de um agente terapéutico capaz de inibir
especificamente a homodimerizacdo ou heterodimerizacao de
dominio GD, modulando assim a actividade bioldégica de
proteinas contendo dominio GD e o estado apoptdtico num
doente.

As moléculas Bak truncadas que compreendem o dominio GD,
tal como QVG ou PEM, assim como outros derivados peptidicos
pequenos que constituem um dominio GD “minimo”, mostram aqui
reter a funcdo de ligagcdo a proteina e de morte celular
exibida pelo Bak de tipo selvagem. Estas moléculas, ou
derivados peptidomiméticos, podem induzir apoptose em células
de tumor proporcionando o mesmo sinal bioldgico produzido pelo
elevado nivel de expressdao de Bak (gque tem mostrado matar
células de tumor num teste in vitro). Tais agentes compreendem
uma classe nova de farmacos quimioterapéuticos gque se pode
prever operarem independentemente do estado de p53.

Se a interacgdao com Bak resultar na supressao da funcgéao
anti-apoptdética de Bcl-x; e/ou outros membros da familia
Bcl-2, entdo os péptidos de dominio GD, ou agentes qgue
mimetizam a estrutura de dominio GD, podem actuar como
inibidores da fungdo anti-apoptdética de proteinas semelhantes
a Bcl-2. 0O elevado nivel de expressdo de Bcl-2 tem sido
implicado na resisténcia das células de tumor a uma variedade
de farmacos quimioterapéuticos (Fisher, et al., Cancer Res.
53: 3321-3326 (1993); Miyashita e Reed, Blood 81: 151-157
(1993); Dole, et al., Cancer Res. 54: 3253-3259 (1994). A
administracdo de miméticos de dominio GD pode suprimir a

fungdo de Bcl-2 e restabelecer a sensibilidade de células de
tumor a apoptose induzida por agentes quimioterapéuticos
tradicionais. Adicionalmente, Bak ou os miméticos de dominio
GD qgue inibem Bcl-2 podem eles mesmos ser selectivamente
téxicos para certos tumores, tais como linfoma folicular, gue
dependem do elevado nivel de actividade de Bcl-2 para o seu
crescimento continuo e sobrevivéncia.

Os miméticos de dominio GD do invento podem também ter
utilidade no combate de infecg¢des virais. A apoptose de
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células infectadas, com fragmentacdo de ADN associada,
proporciona uma defesa importante contra a patogénese viral
por limitar os titulos virais e restringir a propagacdo viral
(Vaux, et al., Cell 76: 777-779 (1994). Por esta razdo, o0s
virus tém desenvolvido diversos mecanismos para suprimir a

apoptose de células hospedeiras infectadas. Certas proteinas
virais, tais como o virus de Epstein-Barr BHRF-1, Virus da
Febre Suina Africana (ASFV) LHW5-HL e Adenovirus EIB 19 kD,
parecem ser homdélogos estruturais ou funcionais de Bcl-2. Um
segundo gene de virus de Epstein-Barr, LMP1l, transactiva a
expressdo do gene bcl-2 celular em células latentemente
infectadas (Henderson, et al., Cell 65: 1107-1115 (1991).
Nestes casos, o sinal apoptdético desencadeado pela infeccgéao
viral pode ser posto em duvida pela acgdo de um homdélogo de
Bcl-2 viral (ou celular). Um mimético de dominio GD de Bak que
se opde a funcgdo anti-apoptdética do homdlogo de Bcl-2
viral/celular vaili servir para aliviar este bloqueio e induzir
apoptose em células infectadas e consequentemente inibir a
propagacgédo viral. As proteinas anti-apoptdéticas codificadas,
pelo menos, por dois wvirus ndo relacionados (EBV BHRF1 e
Adenovirus EIB 19 kD) tém demonstrado interagir com Bak. A
evidéncia experimental suporta a conclusdo de que a ruptura da
interaccdo EIB 19 kD/Bak (i.e., por competicdo com um mimético
de dominio GD) vai reduzir os titulos virais e a replicacéao
produtiva. As mutacdes em EIB 19 kD que rompem a interaccgéo
com Bak anulam correspondentemente a fungdo anti-apoptdética de
EIB 19 kD. As estirpes de adenovirus que codificam proteinas
EIB 19 kD defeituosas dédo in vitro virus de descendéncia muito
inferior devido a apoptose de células infectadas (Pilder, et
al., J. Virol. 52: 664-671 (1984); Subramanian, et al., J.
Biol. Chem. 259: 11777-11783 (1984)).

Um mecanismo adicional pelo qual os virus impdem um
bloqueio na via de transdugcdo de sinal de apoptose é através
da inactivacdo da proteina supressora de tumor p53. A
proliferacédo celular forcada causada por infeccgdo viral induz
um sinal apoptdético gque requer a funcdo de pb3 (ver, por
exemplo, Wu e Levine, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 3602-3606

(1994). A funcdo de pb53 ¢é, tipicamente, anulada durante a

infeccdo por interaccdo fisica com um produto de gene viral.
Exemplos de virus que codificam as proteinas de ligacdo a p53
incluem adenovirus, virus polioma, virus papiloma e
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citomegalovirus (Levine, et al., Nature 351: 453-456 (1991);
Speir, et al., Science 265: 391-394 (1994). As células
infectadas sao “iniciadas” para sofrer apoptose, no entanto, a
morte celular é impedida ou retardada por inibicgdo viral da
funcdo de p53. E possivel que este bloqueio na via de
transducdo de sinal de apoptose possa ser aliviado, ou
ultrapassado, por um agente que module a apoptose a Jjusante de
p53. Bak, ou os miméticos de dominio GD, induzem a apoptose
independentemente de pb3, e consequentemente proporcionam uma
via para implementar ou restabelecer o sinal de morte celular
que estd suprimido em células infectadas.

Qualguer modo de administracgao que resulte na
distribuicdo do agente terapéutico através da membrana celular
e para a célula desejada pode ser utilizado para distribuir os
péptidos e agentes do invento. O sitio de administracdo e as
células, podem ser seleccionados por um perito na arte com
base na compreensao da desordem particular a ser tratada.
Adicionalmente, a dosagem, frequéncia de administracdo e
duracdo do curso de tratamento, podem ser determinadas e
optimizadas por um perito na arte dependendo da desordem
degenerativa particular a ser tratada. O modo de administracgdao
particular pode também ser rapidamente seleccionado por um
perito na arte e pode incluir, por exemplo, administracéo
oral, intravenosa, subcuténea, intramuscular, etc., com O
requisito do agente terapéutico atravessar a membrana celular.
Os principios de dosagem farmacéutica e de distribuicido de
fadrmacos sé&do conhecidos e estdo descritos, por exemplo, em
Ansel, H.C. e Popovich, N.G., Pharmaceutical Dosage Forms and

Drug Delivery Systems, 5@ Edicdo, Lea & Febiger, Publisher,

Filadélfia, PA (1990). E possivel, por exemplo, utilizar
lipossomas para distribuir especificamente os agentes do
invento. Tais lipossomas podem ser produzidos de forma a
conter compostos bicactivos adicionais e semelhantes tais como
farmacos, radio-isdétopos, anticorpos, lectinas e toxinas, gque
vado actuar no sitio alvo.

Os agentes adequados do invento incluem péptidos de
dominio GD e miméticos, fragmentos, equivalentes funcionais
e/ou hibridos ou seus mutantes, assim como vectores contendo
ADNc que codifica qualquer um dos anteriores. Tails agentes
podem ser administrados isoladamente ou em combinacdo com e/ou
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simultaneamente com outros farmacos adequados e/ou cursos de
terapia.

Os agentes do presente invento sao adequados para o
tratamento de desordens degenerativas, i1incluindo desordens
caracterizadas por proliferacgdo celular inadequada ou morte
celular 1inadequada ou nalguns casos, ambas. A proliferacéo
celular inadequada inclui o) aumento estatisticamente
significativo no numero de células gquando comparado com a
proliferacdo daquele tipo de células particular na populacéo
normal. Estdo também incluidas as desordens nas gquais uma
célula esté presente e/ou persiste numa localizacgao
inadequada, por exemplo, a presenga de fibroblastos no tecido
dos pulmdes apds lesdo aguda dos pulmdes. Por exemplo, tais
células incluem células cancerigenas que exibem as
propriedades de invasédo e metastase e sao altamente
anaplasicas. Tais células incluem, mas nado estdo limitadas a,
células cancerigenas incluindo, por exemplo, células de tumor.
A morte celular inadequada inclui uma diminuicgéo
estatisticamente significativa no numerc de células quando
comparada com a presenca daquele tipo de células particular na
populacédo normal. Tal sub-representacdao pode ser devida a uma
desordem degenerativa particular, incluindo, por exemplo, SIDA
(HIV), que resulta na morte de células T inadequada, e doencas
auto-imunes que sao caracterizadas por morte celular
inadequada. As doencas auto-imunes sao desordens causadas por
uma resposta imune dirigida contra auto-antigénios. Tais
doencas sao caracterizadas pela presenca de auto—-anticorpos em
circulagdo ou imunidade mediada por células contra auto-
antigénios em conjunto com lesbes inflamatdérias causadas por
células imunologicamente competentes ou complexos imunes em
tecidos contendo auto-antigénios. Tais doencas incluem lupus
eritematoso sistémico (SLE), artrite reumatdide.

Os trabalhos de referéncia padréo que descrevem 0sS
principios gerais de imunologia incluem Stites, D.P., e Terr,
A.I., Basic and Clinical Immunology, 72 Ed., Appleton & Lange,
Publisher, Norwalk, CT (1991); e Abbas, A.K., et al., Cellular
and Molecular Immunology, W.B. Saunders Co., Publisher,
Filadélfia, PA (1991).
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Os péptidos de dominio GD, miméticos, agentes e
semelhantes aqui descritos, assim como vectores compreendendo
sequéncias nucleotidicas que os codificam ou suas sequéncias
anti-sentido correspondentes, e hospedeiros compreendendo tais
vectores, podem ser utilizados no fabrico de medicamentos para
0 tratamento de doencgas.

As células e animais transgénicos ndo humanos tendo um ou
mais alelo(s) funcionalmente diminuido(s) que codifica(m) uma
proteina compreendendo o dominio GD podem ser produzidos
utilizando construgdes alvo homdélogas a partir de clones
gendmicos de proteinas compreendendo o dominio GD. Os métodos
para a producgdo de construgdes alvo homdélogas sdo conhecidos e
descritos, por exemplo, em Bradley, et al., Bio/Technology 10:
534 (1992); e Koh, et al., Science 256: 1210 (1992). Por

exemplo, podem ser produzidos ratinhos “knock-out” que séao

homozigdéticos ou heterozigdticos para um alelo inactivado de
uma proteina compreendendo o dominio GD por utilizacdo de alvo
homélogo. Tais ratinhos sdo Uteis como sujeitos de pesquisa
para a investigacdo de doengas e para outras utilizagdes. Os
métodos para a producdo de ratinhos alvo qguiméricos séo
conhecidos e estao descritos, por exemplo, em Robertson, E.J.,

Ed., Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical

Approach, IRL Press, Washington, D.C. (1987), que descreve
também a manipulagdo de células estaminais embrionéaria.
Adicionalmente, os transgenes para expressao de polipéptidos
compreendendo o dominio GD em niveis elevados ou sob o
controlo de sequéncias de controlo da transcricao,
seleccionadas, podem ser construidos utilizando ADNc ou gene
gendmico de uma proteina compreendendo o dominio GD. Os
transgenes assim construidos podem ser introduzidos em células
e animais transgénicos ndo humanos por métodos conhecidos.
Tais células transgénicas e animais transgénicos ndo humanos
podem ser utilizados como filtros para agentes gque modulam a

apoptose.

O 1invento pode ser avaliado em certos aspectos com
referéncia aos exemplos seguintes, oferecidos para ilustracao,

ndo para limitacéao.
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EXEMPLOS
a. Métodos
i. Plasmideos e manipulag¢des de ADN

Todos 0s procedimentos de  ADN recombinante foram
realizados por métodos padrido. As delecgdes no ADNc bak foram
introduzidas por mutagénese por PCR e as espécies Bak
truncadas foram construidas por PCR (White, B.A., Ed., “PCR
Protocols: Current Methods and Applications” em Methods in

Molecular Biology, Humana Press, Totowa, CT (1993). As

mutagdes foram confirmadas por andlise da sequéncia de ADN.
Todos os derivados Bak foram marcados no terminal amino com
epitopo de hemaglutinina de virus influenza e expressos a
partir do promotor intensificador de CMV presente em
PcDNA-1/Amp, pRcCMV e pcDNA-3 (Invitrogen, Inc.).

ii. Teste de transfecgdo transitéria

O procedimento de teste de transfecgdo transitdria é
similar ao previamente descrito para deteccdao de apoptose
induzida pela enzima de conversdo de IL—lB (Miura, et al.,
Cell 75: 653-660 (1993); Kumar, et al., Genes Dev. 8: 1613-
1626 (1994); Wang, et al., Cell 78: 739-750 (1994)). Um dia
antes da transfeccdo, as células Rat-1 foram plaqueadas em

discos de 24 cavidades a 3,5x104 células/cavidade. No dia
seguinte, as células foram transfectadas com um plasmideo

marcador que codifica P-galactosidase (0,16 Wg), em combinacio

com um plasmideo de expressao que codifica Bak (0,42 Ug), pelo
procedimento de Lipofectamine (Gibco/BRL). 24 horas apds a
transfecgdo, as células foram fixadas e coradas com X-Gal para

detectar a expressdo de P-galactosidase em células que
receberam ADN de plasmideo (Miura, et al., supra). O numero de
células azuis foil contado por exame microscdpico e registado
como vivo (células azuis planas) ou morto (células azuis
redondas). A actividade de morte celular de Bak neste teste ¢é
manifestada por uma grande reducdo no numero de células azuis
obtida relativamente a co-transfeccdo do plasmideo P-gal com
um vector de expressdo de controlo (i.e., sem insercdo de ADNc
bak) .
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A interpretacdo de que a perda de células azuis reflecte
a funcdo de morte celular de Bak € suportada por uma variedade
de observacdes:

1. As células Rat-1 sdo rapidamente mortas por expressao
reforcada de Bak em testes de transfeccdo estéavel;

2. 0s plasmideos de expressdo de controlo que possuem o ADNc
bak na orientacgéao anti-sentido, ou varios ADNCc nao

relacionados, n&o eliminam as células positivas a P-gal.

Adicionalmente, certos mutantes Bak (i.e., AGD) tém capacidade
muito diminuida para eliminar células azuis neste teste;

3. A enzima de conversdo de IL-1P, que previamente mostrou
induzir apoptose em células Rat-1 (Miura, et al., supra;
Kumar, et al., supra; Wang, et al., supra), elimina também
células azuis neste teste quando expressa a partir do mesmo
vector;

4. O namero de células azuis pode ser parcialmente
restabelecido por co-transfeccdo de Bak com Bcl-x;. Assim, as
células que expressam Bak podem ser recuperadas até certo
ponto pela funcgdo anti-apoptdética de Bcl-x;, e a expressao de

Bak per se ndo elimina a actividade P-galactosidase.
iii. Detecgdo de interacg¢des proteina/proteina in vitro

A GST e GST-Bcl-x; foram expressas em £E. coli e
purificadas por cromatografia de afinidade utilizando
glutationa-agarose (Smith e Johnson, Gene 67: 31-40 (1988)).
As proteinas marcadas com “°S-metionina foram expressas in
vitro utilizando um sistema duplo de transcricdo/traducdo em
lisados de reticuldcitos de coelho, como descrito pelo
fornecedor (Promega). As proteinas marcadas com “°S-met foram
pré-limpas por mistura com 20 ml de pérolas de GSH-agarose
lavadas com BSA (pasta a 50%) a 4°C, durante 1 hora, em 0,1 ml
de tampdo Hepes 10mM, pH 7,2, contendo NP-40 a 0,25%, NaCl
142,5mM, MgCl, 5mM e EGTA 1ImM (tampdo de 1lise NP-40). As
pérolas foram removidas por centrifugacdo e o0s sobrenadantes
foram incubados com GST ou GST-Bcl-x; (concentracado final de
ImM) a 4°C, durante 1 hora. As proteinas de fusdo GST e
quaisquer proteinas de interacgdo foram recuperadas por
incubacdo durante 1 hora com 20 ml adicionais de pérolas de
GSH-agarose. As pérolas foram lavadas duas vezes com tampdo de
lise NP-40 seguido por duas lavagens com tampdo de lise NP-40
sem NP-40. As proteinas foram eluidas a partir das pérolas por



EP 0 835 447/PT
30

incubacdo em tampdoc de amostra de SDS-PAGE a 100°C, durante
5 min., e introduzidas em geles de SDS-poliacrilamida a 4-20%.
LApds electroforese, o0s geles foram fixados e incubados numa
solucdo intensificadora de fluorografia (Amplify; Amersham).
Os geles foram secos e submetidos a autorradiografia a -70°C.

iv. Detecgdo de interacgdes proteina/proteina em células
transfectadas

As células COS foram deixadas crescer em meio de Eagle
modificado por Dulbecco (Life Technologies, Inc.) suplementado
com soro de vitelo de Dbovino a 10%, L-glutamina a 2% e
pen/estrep a 1% (Life Technologies, Inc.). As células foram
semeadas a 2,Ox105 células/35 mm de cavidade e transfectadas
com plasmideos de expressdo 24 horas mais tarde utilizando
Lipofectamine, como descrito pelo fornecedor (Life
Technologies, Inc.). O Bak (e mutantes Bak) foi expresso como
uma proteina de fusdo com a marca de epitopo HA no seu
terminal amino. O Bcl-x; fol também expresso com uma marca de
epitopo de terminal amino (Flag; Kodak). 24 horas apds a
transfecgdo, as células foram lavadas com solugdo salina
tamponada com fosfato e lisadas em tampdao de 1lise NP-40
contendo também PMSF 1mM, pepstatina 1mM e 1 mg/ml de
leupeptina. Os lisados foram incubados com anticorpo anti-HA
(12CA5, Boehringer Mannheim) durante 1 hora e com 20 ml de
pérolas de Proteina A-agarose lavadas com BSA (pasta a 50%)
durante 1 hora adicional. As pérolas foram lavadas duas vezes
com tampado de lise NP-40 seguida por duas lavagens com tampao
de lise NP-40 sem NP-40. As proteinas foram eluidas a partir
das pérolas por incubacdo em tampdo de amostra de SDS-PAGE a
100°C durante 5 min e introduzidas em geles de SDS-—
poliacrilamida a 4-20%. Apds electroforese, as proteinas foram
transferidas para membranas Immobilon-P (Millipore) e as
membranas foram bloqueadas por incubacdo durante 1 hora com
uma solugdo de leite a 1% em PBS. O anticorpo priméario
(1 mg/ml de 12CA5, Boehringer Mannheim; DAKO-bcl-2, 1:500,
124, DAKO; 10 mg/ml de Anti-FLAG M2, Kodak) foi incubado com
as membranas durante 1 hora, seguido pelo anticorpo secundario
(0,8 mg/ml de IgG anti-ratinho de cabra conjugada com HRP;
Jackson Laboratory) durante 1 hora adicional. A detecgao foi
por guimioluminescéncia aumentada (ECL; Amersham) como
descrito pelo fornecedor, utilizando pelicula X-OMAT AR
(Kodak) .
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b. Resultados

i. Detecgdo da fungdo de morte celular de Bak em linhas de
células multiplas

A expressao de bak forcada induz apoptose em linhas de
células Rat-1 estédveils transfectadas com um plasmideo de
expressdo bak indutivel. De modo a avaliar mais rapidamente a
fungdo de morte celular de um grande numero de mutantes bak,
realizou-se um teste de transfecg¢do transitdria. As células
Rat-1 foram transfectadas com um plasmideo marcador que
codifica P-galactosidase, em combinacdo com um plasmideo de
expressdo que codifica Bak, ou varios plasmideos de controlo.
A actividade de morte celular de Bak neste teste foi
manifestada por uma grande reducdo no numero de células azuis
(que expressam P-gal) obtido relativamente & co-transfeccdo do
plasmideo P-gal com um vector de expressdo de controlo
(Figura 1). A eliminacdo de células azuis indicou gque as
células transfectadas eram mortas por bak antes da expresséo

de niveis detectdveis de P-galactosidase.

A actividade de morte celular de Bak foil avaliada em
varias linhas de células adicionais. Para se determinar se Bak
requer pb53 de tipo selvagem para induzir apoptose, realizou-se
uma experiéncia de transfeccdo transitdéria em fibroblastos
transformados derivados de um ratinho “knock-out” p53-/-.
Estas células carecem de p53 funcional e sdo muito diminuidas
quanto a sua capacidade para sofrer apoptose em resposta a
irradiacdo g e farmacos gquimioterapéuticos que lesam o ADN
(Lowe, et al., Cell 74: 957-967 (1993); Lowe, et al., Nature
362: 847-849 (1993)). A co-transfecgdo de Bak com P-gal
reduziu muito o numero de células azuis (Figura 1) o gue
indica que Bak nao requer pb3 de tipo selvagem para exercer a
sua funcdo de morte celular. Similarmente, as experiéncias de
transfecgdo transitdérias realizadas em linhas de células Hela
(carcinoma cervical) e BT549 (carcinoma da mama) demonstraram
que Bak pode matar células humanas de tumor neste contexto
(Figura 1) o que indica que a sua actividade n&o esta

restringida a fibroblastos de roedores.
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ii. TIdentificagdo de dominios Bak necessarios para a fungéo
de morte celular

Foi realizada uma andlise mutacional de Bak de modo a
identificar as regides da molécula gque sdo necessarias e/ou
suficientes para induzir apoptose. Introduziu-se uma série de
mutacdes de delecdo que abrangem a proteina Bak completa, por
mutagénese por PCR, e cada mutante foi testado qguanto a
actividade de morte —celular num teste de transfeccéo
transitdéria de células Rat-1. Esta andlise revelou gque muita
da molécula Bak ¢ dispensédvel para a sua funcdo de morte
celular detectada por este teste (Figura 2) .
Surpreendentemente, as regides ndo essenciais da proteina Bak
incluem os dois dominios no terminal carboxilo de metade da
proteina o gue mostra o maior grau de homologia a outros
membros da familia Bcl-2 (dominios I e II de homologia a
Bcl-2).

A delecédo do alongamento hidrdéfobo do terminal carboxilo
de aminodcidos (residuos 191-211) diminuiu parcialmente, mas
ndo eliminou, a fungdo de morte celular de Bak (mutante AC).
Esta “cauda” hidrdéfoba serve provavelmente como uma sequéncia
ancora de membrana em Bak. De facto, 0s estudos de

imunofluorescéncia de AC em células COS transitoriamente
transfectadas mostrou que a distribuig¢do intracelular do

mutante AC estd alterada (citoplasmédtica difusa) relativamente
ao Bak de tipo selvagem, que parece grandemente mitocondrial.
A cauda hidrdéfoba de terminal carboxilo ndo é necessaria para
a funcdo de morte celular de Bak, mas pode contribuir
indirectamente, por assegurar a localizacéao subcelular
adequada da proteina.

Um segmento da proteina Bak abrangido pela delecdo AGD
(residuos 82-94) ¢é absolutamente necessario para a funcdo de
morte celular uma vez gue este mutante ¢é desprovido de
actividade de morte celular no teste de transfeccéo
transitéria. A co-transfeccido de P-gal com AGD de Bak rendeu,
especificamente, tantas ou mais, células azuis relativamente a
co-transfecgdo de P-gal com o plasmideo de vector de controlo.
A delecao de residuos contiguos (aminoéacidos 67-81)
imediatamente N-terminais a este dominio reduziu, mas néao

eliminou, a actividade de morte celular (mutante APS de Bak).
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Todos os outros mutantes de delecdo testados (com excepcgao de

AC, acima discutido) estavam inalterados na sua capacidade
para matar células. Quando tidos em conjunto, estes resultados
indicam gue um segmento co-linear (denominado o “dominio GD")
definido pelos mutantes de delecdo AGD e APS (residuos 67-94)
€ unicamente necessdrio para a funcdo de morte celular de Bak
detectada no teste transitdrio.

Para se determinar se o dominio GD é suficiente para a
funcédo de morte celular, foram testados dois derivados de
proteina Bak truncados, PEM e QVG, correspondentes aos
aminodcidos 58-103 e 73-123, respectivamente, quanto a
actividade no teste de transfeccgdo transitdéria. O QVG reduziu
significativamente o numero de células azuis quando co-

transfectado com PB-gal, o gque indica que manteve alguma
capacidade para matar células Rat-1. Embora a redugdo no
numero de células azuis esteja diminuida relativamente ao Bak
de comprimento total, quer o PEM quer QVG, carecem de ancoras
de membrana de terminal carboxilo e, por analogia ao mutante
AC de Bak seria provavel ndo exibirem funcgdo de morte celular
total devido a localizacdo subcelular alterada. De facto, o

QVG era similar ao mutante AC de Bak relativamente a sua
actividade. Num esforco para melhorar a capacidade de morte
celular das espécies Bak truncadas, o elemento de cauda
hidréfobo (aminodcidos 187-211) foi fundido nos terminais C de
PEM e QVG (PEM+C e QVG+C, respectivamente). Em cada caso, a
ligagdao da ancora de membrana putativa aumentou a capacidade
dos mutantes Bak truncados para eliminar células azuis no
teste de transfeccdo e resultou em actividade comparavel ao
Bak de tipo selvagem (Figura 2). Assim, estes resultados
indicam gque um dominio de proteina partilhado por PEM e QVG
(residuos 73-103) é suficiente para a funcdo de morte celular
de Bak.

iii. Identificagdo de dominios Bak que mediam a interacgdo com
BCl—XL

A interaccédo fisica com outros membros da familia Bcl-2,
tal como Bcl-x,, pode ser essencial para Bak exercer a sua
funcédo de morte celular ou pode regular a actividade de Bak.
Por conseguinte, os dominios em Bak foram examinados para se
determinar quais sdo necessarios e/ou suficientes para a sua
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actividade de ligacdo a Bcl-x;. A interacgao de Bak com Bcl-xi
foi medida gquer por um teste de ligagdo a proteina in vitro
quer por co-imunoprecipitacao a partir de células
transfectadas. O Bak marcado com °°S traduzido in vitro liga-
se a uma proteina de fusdao GST-Bcl-x; expressa em Dbactérias
sendo a especificidade desta interacg¢do in vitro demonstrada
pela incapacidade de Bak para se ligar a GST purificada
isolada (Figura 3A). A interaccdo especifica Bak/Bcl-x; podia
também ser detectada por co-transfeccdo de formas marcadas de
epitopo de Bak e Bcl-x; em células COS. O Bak foi
imunoprecipitado a partir de lisados de células transfectadas
e o0 Bcl-x; associado foi detectado por andlise de Western blot
de proteinas co-precipitadas (Figura 3B). O Bcl-x; ndo foi
detectado em imunoprecipitados na auséncia de Bak co-expresso,
o que demonstra que a ligacdo é especifica.

Os mutantes de delecdao de Bak acima descritos foram
testados quanto a sua capacidade de ligar Bcl-x;, quer 1in
vitro quer em células COS transfectadas, sendo os resultados
sumariados na Figura 4. A delecdo dos residuos 82-94 (mutante

AGD) eliminou completamente a capacidade de Bak para interagir
com Bcl-x;. A interacg¢do com Bcl-x; era também diminuida por

delecdo dos aminodcidos contiguos 67-81 (mutante APS de Bak).
Todos os outros mutantes de delecdo testados, que abrangem a
estrutura de leitura aberta Bak completa, mantiveram a
capacidade para ligar Bcl-x; nestes testes. Estes resultados
identificam as sequéncias Bak abrangidas pelos mutantes AGD e

APS (no maximo, aminodcidos 67-94) como unicamente importantes
na mediagao da interacc¢do com Bcl-x;. A mesma regido de Bak, o
dominio GD, era necessaria para a funcdo de morte celular de
Bak.

Para se determinar se a regiao de Bak definida por
andlise de delecdo ¢ suficiente para a funcdo de ligacado a
proteina, testaram-se duas espécies de Bak truncadas pequenas
(PEM e QVG), gque abrangem os aminoacidos 58-103 e 73-123,
respectivamente, quanto a sua capacidade para interagir com
Bcl-x;. Quer PEM quer QVG ligaram Bcl-x;, O que indica que a
regido partilhada por estas duas espécies de Bak truncadas
(aminodcidos 73-103) é suficiente para mediar a interaccdo com
Bcl-x;. Juntamente com a analise dos mutantes de delecdo e
espécies truncadas acima descritos, estes resultados
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demonstram gque as sequéncias de aminodcidos de Bak, que
abrangem o©s residuos 73-103, sao ambas necessarias e
suficientes para interaccédo com Bcl-x;. Como acima descrito,
esta regido estd também implicada na funcdo de morte celular
de Bak, o que indica que a funcdo de ligagdo a proteina pode
estar ligada a funcdo de morte celular.

iv. Os elementos de sequéncia funcionalmente significativa
que se assemelham ao dominio GD estdo presentes em Bax e Bipla

A andlise mutacional de Bak, aqui descrita, demonstra que
o dominio GD estd unicamente envolvido nas actividades de
morte celular e ligacdo a Bcl-x; de Bak. Duas outras proteinas
gque interagem com Bcl-2, Bax e Bipla, tém propriedades
funcionais que se assemelham as de Bak. Quer Bax quer Bipla

eliminam células azuis quando co-transfectados com P-gal em
células Rat-1, o que indica que eles também induzem apoptose
neste contexto. Bax e Bipla interagem também especificamente
com Bcl-x; quer in vitro quer em células COS transfectadas.
Estas similaridades funcionais induziram o exame guanto a
partilha de quaisquer caracteristicas estruturais por estas
trés proteinas que contribua para as suas funcgdes bioldgicas
similares. Tendo em vista a anadlise apresentada acima, Bax e
Bipla, foram especificamente examinados para determinar se
contém sequéncias que se assemelhem ao dominio GD de Bak e que
sejam também importantes para as suas actividades bioldgicas.

Bax apresenta homologia extensa aos membros da familia
Bcl-2 (incluindo Bak), com o maior grau de homologia de
sequéncia centrado a volta de BHl1 e BH2 (Oltvai, et al., Cell
74: 609-619 (1993)). Um alongamento dos aminodcidos (59-73) N-
terminais a BH1 em Bax possui homologia para as sequéncias
(residuos 74-88) no dominio GD de Bak (Figura 5). Por
contrario a Bax, a sequéncia primadria de Bipla nédo se
assemelha aos parentes de Bcl-2 conhecidos, e carece de
sequéncias hombélogas a BH1 e BH2 que sao caracteristicas da
familia Bcl-2. No entanto, Bipla contém uma regiao
(aminodcidos 57-71) gque € homdéloga ao mesmo elemento no
dominio GD em Bak e Bax (Figura 5).

Os elementos do dominio GD de Bax e Bipla foram avaliados
para determinar se eles também eram criticos para as fungdes
de morte celular e ligacdo a proteinas destas proteinas. Foram
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introduzidas, em Bax e Bipla, pequenas delecdes gue removeram
os motivos de dominio GD conservados e o0s mutantes foram
pesquisados quanto a sua capacidade para matar células Rat-1 e
ligar a Bcl-xp. Esta andlise revelou que, similarmente a AGD

de Bak, os mutantes AGD de Bax e AGD de Bipla estdo diminuidos
na sua capacidade para eliminar células azuis gquando co-

transfectados com P-gal em células Rat-1 (Figura 6) .
Adicionalmente, os dois mutantes nao tém mais a capacidade
para interagir com Bcl-x; (Figura 6). Assim, a funcdo do
elemento do dominio GD é conservada em Bak, Bax e Bipla, e é
critica para as actividades bioldgicas de todas as trés
proteinas.

v. O dominio GD é suficiente para formagcdo de homo e
heterodimero

De forma a avaliar se o dominio GD media outras
interacgdes proteina/proteina que podiam ser relevantes para a
sua actividade bioldgica, fundiu-se uma porcdo de Bak (PEM)
que abrange o dominio GD (residuos 58-103) a GST, para criar
GST-PEM. A Bcl-x;,, Bak, Bax e Bipla marcadas com °°S,
traduzidas in vitro, foram incubadas quer com GST isolada quer
com proteina de fusdo expressa em Dbactérias GST-PEM. As
interacgbdes do dominio GD com Bak e Bax foram essencialmente
medidas como aqui descrito para ligacdo de Bak a Bcl-xp. Os
complexos foram capturados com pérolas de glutationa-agarose,
lavados e as proteinas ligadas detectadas por electroforese em
gel de poliacrilamida e autorradiografia.

Os resultados desta experiéncia sdo apresentados na
Figura 6. Bcl-x;, Bak e Bax interagem todos especificamente
com GST-PEM, mas nao com GST isolada. Estes resultados
demonstram que o dominio GD de Bak é suficiente para ligar a
Bak (homodimerizacdo), Bax (heterodimerizacdo com uma proteina
assassina diferente) e Bcl-x; (heterodimerizagdo com uma
proteina sobrevivente). Assim, o dominio GD é capaz de mediar
interacgdes ndo sé com Bcl-x;, mas também com Bak e Bax. Ele
ndo interage com Bipla.
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LISTA DE SEQUENCIAS
(1) INFORMACAO GERAL:
(i) REQUERENTE: IMMUNOGEN, INC.

(ii) TITULO DO INVENTO: NOVOS PEPTIDOS E COMPOSICOES
MODULAM A APOPTOSE

(iii) NUMERO DE SEQUENCIAS: 34

(iv) ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:
(A) DESTINATARIO: Hale e Dorr
(B) RUA: 1455 Pennsylvania Avenue, N.W.
(C) CIDADE: Washington
(D) ESTADO: D.C.
(F) CODIGO POSTAL: 20004

(v) FORMATO LEGIVEL EM COMPUTADOR:
(A) TIPO DE MEIO: Disquete
(B) COMPUTADOR: Compativel com PC IBM
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Versdo #1.25

(vi) DADOS DO PEDIDO ACTUAL:
(A) NUMERO DO PEDIDO: A SER DESIGNADO
(B) DATA DE APRESENTACAO: A PRESENTE
(C) CLASSIFICACAO:

(vii) DADOS DO PEDIDO ANTERIOR:
(A) NUMERO DO PEDIDO: US 08/440391
(B) DATA DE APRESENTACAO: 12 de Maio de 1995
(C) CLASSIFICACAO:

(viii) INFORMACAO SOBRE REPRESENTANTE/AGENTE:
(A) NOME: HENRY N. WIXON
(B) NUMERO DE REGISTO: 32073
(C) NUMERO DE REFERENCIA DO AGENTE: 104322.147PCT

(ix) INFORMACAO PARA TELECOMUNICACOES:
(A) TELEFONE: 202-942-8400
(B) TELEFAX: 202-942-8484

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:1:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 13 amino&cidos
(B) TIPO: aminodcido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

QUE
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:1:

Gly Asp Asp 1le Asn Arg Arg Tyr Asp Sexr Glu Phe Gln
& 10
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:2:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 28 aminoacidos
(B) TIPO: aminodcido
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:2:

Pro Ser Ser Thr Met Gly Gln Val Gly Arg Gin Leu Ala Tle Ile Gly
S 10 15

Asp Asp Ile Asn Arg Arg Tyr Asp Ser Glu Phe Gln
20 25

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:3:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 31 aminoé&cidos
(B) TIPO: aminodcido
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:3:

Gin Val Gly arg Gln Leu Ala Ile Tle Gly Asp Asp Ile Asn Arg Arg
L5S 10 15

Tyr Asp Ser Glu Phe Gln Thr Met Leu Glin His Leu Gln Pro Thr
20 25 30
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:4:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 15 aminoéacidos
(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:4:

Leu Ser Glu Cys Leu Lys Arg lle Gly Asp Glu Leu Asp Ser Asn
5 10 15
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:5:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 9 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:5:
Leu Lys Arg Ile Gly Asp Glu Leu Asp
5
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:6:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 26 aminoacidos
(B) TIPO: aminodcido
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:6:

Gin Asp Ala Ser Thy Lvs Lys Leu Ser Glu Cys Leu Lys Arg Ile Gly
5 i0 is

Asp Glu Leu Asp Ser Asn Met Glu Leu Gln
20 25
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:7:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 15 aminoéacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:7:

Leu Ala Leu Arg Leu Ala Cys Ile Gly Asp Glu Met Asp Val Ser
5 10 15
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:8:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 5 aminoacidos
(B) TIPO: aminodcido
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:8:

Ile Gly Asp Glu Met
5

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:9:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 28 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:9:

Cys Met Glu Gly Ser Asp Ala Leu Ala Leu Asp Leu Ala Cys Ile Gly
5 10 15

Asp Glu Met Asp Val Ser Leu Arg Ala Pro Arg Leu
20 25

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:10:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 15 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:10:

Val Gly Arg Gln Leu Ala Ile Ile Gly Asp Asp Ile Asn Arg Arg
5 i0 15
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:11:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 14 amino&cidos
(B) TIPO: aminodcido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:11:

Ala Ala Pro Ala Asp Pro Glu Met Val Thr Leu Pro Leu Val
5 10
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:12:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 36 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:12:

Leu Glu Cys Met Glu Gly Ser Asp Ala Leu Ala Leu Arxrg Leu Ala Cys
5 10 15

Ile Gly Asp Glu Met Asp Val Ser Leu Arg Ala Pro Arg Leu Ala Gln
20 25 30
Leu Ser Glu Val
35
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:13:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 34 aminoé&cidos
(B) TIPO: aminodcido
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:13:

Val Pro Gln Asp Ala Ser Thr Lys Lys Leu Ser Glu Cys Leu Lys Arg
5 i0 15

Ile Gly Asp Glu Leu Asp Ser Asn Met Glu Leu Gln Arg Met 1Tle Ala
20 25 30

Ala Val

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:14:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 36 aminoacidos
(B) TIPO: aminodcido
(D) TOPOLOGIA: linear
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(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:14:

Leu Gin Pro Ser Ser Thr Met Gly Gln Val Gly Arg Gln Leu Ala Ile
5 10 i5

Ile Gly Asp Asp lle Asn Arg Arg Tyr Asp Ser Glu Phe Gln Thr Met
20 25 30

Leu Gln His Leu
35

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:15:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 93 pares de bases

(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendémico)

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:15:
CAGGTGGGAC GGCAGCOTCGC CATCATCGGG GACGACATCA ACCGACGCTA TGACTCAGAG
60

TTCCAGACCA TGTTGCAGCA CCTGCAGCCC ACG
33

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:16:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 31 aminoéacidos
(B) TIPO: aminodcido
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:16:
Gin Val Gly Arg Gln Leu Ala Ile Ile Gly Asp Asp lle Asn Arg Arg
5 10 15

Tyr Asp Ser Glu Phe Gln Thr Met Leu Gln His Leu Gln Pro Thr
20 25 30
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:17:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 84 pares de bases

(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:17:

COTAGCAGCA CCATOGGGUA GOTGGGACGE CAGUTOGCCA TCATCGGGGA CGACATCRAL
80
CEACGUT ATGACTCRGA GTTCCAG
B4
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:18:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 28 aminoacidos
(B) TIPO: aminodcido
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:18:
Pro Ser Ser Thr Met Gly Gln Val Gly Arg Gin Leu Ala Ile Ile Gly
5 10 15
Asp Asp Ile Asn Arg Arg Tyr Asp Ser Glu Phe Gln
20 25
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:19:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 45 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:19:

GTGGBACGGC AGCTCGCCAT CATCGGGGAC GACATCAACT GACGU
45
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:20:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 15 amino&cidos
(B) TIPO: aminodcido
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:20:
Val Gly Arg Gln Leu Ala Ile Ile Gly Asp Asp Ile Asn Arg Arg
8 10 15
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:21:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 39 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendémico)

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:21:

GOGGACGACA TCAACCGACG CTATGACTCA GAGTTCCAG
32
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:22:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 13 aminoéacidos
(B) TIPO: aminodcido
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:22:
Gly Asp Asp lIle Asn Arg Arg Tyr Asp Ser Glu Phe Gln
8 10
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:23:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 78 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendémico)
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:23:

CAGGATGUGT CCACCAAGAA GUTGAGCGAG TGTCTCAAGC GCATCGUGGA CGAACTGGAC
60
AGTAACATGG AGCTGCAG
78
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:24:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 26 aminoacidos
(B) TIPO: aminodcido
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:24:
Gln Asp Ala Ser Thr Lys Lys Leu Ser Glu Cys Leu Lys Arg Ile Gly
5 10 15
Asp Glu Leu Asp Ser Asn Met Glu Leu Gln
20 25
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:25:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 45 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendémico)

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:25:

CTGAGCGAGT GTUTCAAGCG CATCGGGGAC GAACTGGACA GTAAL
45
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:26:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 15 amino&cidos
(B) TIPO: aminodcido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:26:
Leu Ser Glu Cys Leu Lys Arg Ile Gly Asp Glu Leu Asp Ser Asn
5 10 15
(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO:27:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 27 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendémico)

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:27:

CTCAAGCGCA TCGGGGACGA ACTGGAC
27
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:28:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 9 aminoacidos
(B) TIPO: aminodcido
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:28:

Leu Lys Arg Ile Gly Asp Glu Leu Asp
5
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:29:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 84 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendémico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:29:
TECATCGAGS GCAGTGACEC ATTCRLCOTS CGGOTGEUCT CUNTCOEGGA CEAGATEGALD

&0

GTGAGCCTGA GGGCCCCGTG . CCTG
84
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:30:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 28 aminoacidos
(B) TIPO: aminodcido
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:30:

Cvs Met Glu Gly Sexr Asp Ala Leu Ala lLeu Arg Leu Ala Cys lle Gly
5 10 is

Asp Glu Met Asp Val Sex Leu Arg Ala Pro Arg Leu
20 25

(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO:31:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 45 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:31:

TTGGCCCTEC GRCTGGLCTE CATCGGGGAC GAGATGGACG TGAGC
45

(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO:32:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 15 aminoéacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:32:

Leu Ala Leu Axg Leu Ala Cys Ile Gly Asp Glu Met Asp Val Sex
5 : 10 15

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:33:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 15 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
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(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendémico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:33:
ATCGGGGACG AGATG
15
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:34:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 5 aminoacidos
(B) TIPO: aminodacido
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:34:

l1le Gly Asp Glu Met
5

Lisboa,



EP 0 835 447/PT
1/4

REIVINDICACOES

1. Péptido isolado consistindo numa proteina truncada
seleccionada do grupo constituido por Bak, Bax e Bipla ou um
seu mutante, caracterizado por o péptido compreender o dominio
GD e exibir actividade de morte celular e ligacdo a Bcl-xi;
sendo o dominio GD de Bak QLAIIGDDIN, sendo o dominio GD de
Bax CLKRIGDELD e sendo o dominio GD de Bipla RLACIGDEMD.

2. Péptido isolado e purificado tendo uma sequéncia de
aminocdcidos seleccionada do grupo constituido por:
GDDINRRYDSEFQ, [SEQ ID NO:1]
PSSTMGQVGRQLAIIGDDINRRYDSEFQ, [SEQ ID NO:2]
QVGRQLAIIGDDINRRYDSEFQTMLQHLQPT, [SEQ ID NO:3]
LSECLKRIGDELDSN, [SEQ ID NO:4]

LKRIGDELD, [SEQ ID NO:5]
QDASTKKLSECLKRIGDELDSNMELQ, [SEQ ID NO:6]
LALRLACIGDEMDVS, [SEQ ID NO:7]

IGDEM, [SEQ ID NO:8]
CMEGSDALALRLACIGDEMDVSLRAPRL, [SEQ ID NO:9]; e
VGRQLAIIGDDINRR, [SEQ ID NO:10].

3. Polinucleétido isolado constituido por uma sequéncia
nucleotidica que <codifica um péptido de acordo com a
reivindicagcdo 1 ou a reivindicacdo 2, ou uma sequéncia
nucleotidica que lhe é complementar.

4. Polinucledtido de acordo com a reivindicacado 3, tendo
uma sequéncia nucleotidica seleccionada a partir de SEQ 1ID
NO:15, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:23,
SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO0O:29, SEQ ID NO:31 ou SEQ
ID NO:33.

5. Molécula de ADN recombinante isolada constituida
essencialmente por uma sequéncia nucleotidica de acordo com a
reivindicagcdo 3 ou a reivindicacao 4.

6. Vector constituido essencialmente por uma molécula de
ADN recombinante de acordo com a reivindicacdo 5.

7. Vector compreendendo uma molécula de ADN recombinante
de acordo com a reivindicacao 5, em que o referido vector
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expressa um ARN anti-sentido.

8. Célula hospedeira transformada com o vector de acordo
com a reivindicagdo 6 ou a reivindicacao 7, em que,
opcionalmente, a referida célula hospedeira é, uma célula de
mamifero.

9. Método para producdo de péptido isolado de acordo com

a reivindicacdo 1 ou a reivindicacédo 2, compreendendo:
a) a construcao de um vector de acordo com a reivindicacgao 6;

b) a transformacdo de uma célula hospedeira adequada com o
vector do passo (a);

c) a cultura da célula hospedeira sob condigbes que permitem a
expressao do péptido pela célula hospedeira; e

d) o isolamento do péptido expresso pela célula hospedeira do
passo (c¢);

em que se produz o péptido isolado e em que, opcionalmente, a
célula hospedeira é uma célula de mamifero.

10. Anticorpo criado contra um péptido de acordo com a
reivindicag¢do 1 ou a reivindicacédo 2, em que, de preferéncia,
o anticorpo ¢é seleccionado do grupo constituido por um
anticorpo policlonal e um anticorpo monoclonal.

11. Anticorpo de acordo com a reivindicag¢do 10, em que o
anticorpo € detectavelmente marcado, em que, de preferéncia,
o marcador detectdvel & seleccionado do grupo constituido por:
um marcador radioactivo, um marcador enzimdtico, um marcador
de cofactor, um marcador fluorescente, um marcador
paramagnético, um marcador gquimioluminescente e um marcador
metdlico.

12. Sonda nucleotidica detectavelmente marcada,
compreendendo uma primeira sequéncia nucleotidica que é
substancialmente complementar a uma segunda sequéncia
nucleotidica que codifica um péptido de acordo com a

reivindicagdo 1 ou a reivindicacgéao 2.

13. Composicdo farmacéutica compreendendo um péptido de
acordo com a reivindicagdo 1 ou a reivindicagdo 2 e um veiculo
farmaceuticamente aceitédvel.
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14. Método de identificacdo de um agente capaz de modular
a heterodimerizacdo mediada por dominio GD, compreendendo:

a realizagdo de um teste de heterodimerizacdo que inclui uma
primeira e uma segunda proteinas ou polipéptidos em que o
dominio GD é caracterizado por qualquer uma das sequéncias em
SEQ ID NO:2, 4, 6, 7, 9 e 10 e em que a referida primeira e
segunda proteinas ou polipéptidos sao diferentes, e um agente;

a determinacdo se o referido agente inibe ou aumenta a
heterodimerizacdo da referida primeira proteina ou polipéptido
com a referida segunda proteina ou polipéptido;

em que, se for determinada inibigéao ou aumento de
heterodimerizacdo, isso indica que o referido agente € capaz
de modular a heterodimerizacdo mediada por dominio GD.

15. Método de acordo com a reivindicacdo 14, em que a
referida proteina ou polipéptido € seleccionada do grupo
constituido por Bak, Bcl-x;, Bax e Bipla.

16. Método de identificacdo de um agente capaz de modular
a homodimerizacdo mediada por dominio GD, compreendendo:

a realizacdo de um teste de homodimerizacdo que inclul uma
primeira e uma segunda proteinas ou polipéptidos em que o
dominio GD é caracterizado por qualquer uma das sequéncias em
SEQ ID NO:2, 4, 6, 7, 9 e 10 e em que as referidas primeira e
segunda proteinas ou polipéptidos sdo iguais, e um agente;

a determinacdo se o referido agente inibe ou aumenta a
homodimerizacdo da referida primeira proteina ou polipéptido
com a referida segunda proteina ou polipéptido;

em que, se for determinada inibigéao ou aumento de
homodimerizacdo, isso indica que o referido agente & capaz de
modular a homodimerizacdo mediada por dominio GD.

17. Agente seleccionado a partir de péptidos de dominio
GD e seus miméticos, fragmentos, equivalentes funcionais e/ou
hibridos ou mutantes, assim como vectores contendo ADNc qgue
codifica qualguer um dos anteriores, identificado pelo método
de acordo com a reivindicacé&o 14 ou a reivindicagdo 16 para
utilizacdo na terapéutica de desordens degenerativas quando
administrado isoladamente ou em combinacgao com, e/ou

simultaneamente com, outros farmacos adequados.
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18. Utilizacdo de um anticorpo contra um péptido de
dominio GD seleccionado a partir de SEQ ID NO:1 a 10, para
pesquisar uma biblioteca de expressdo de ADNc ou clones
compreendendo insercdes de ADN que codificam proteinas
cruzadamente imunorreactivas.

19. Agente de acordo com a reivindicagao 17,
compreendendo uma molécula capaz de se ligar a uma proteina
anti-apoptdética seleccionada do grupo constituido por Bcl-2 e
Bcl-x;, em que a ligagdo induz ou modula o estado apoptdtico
de uma célula.

20. Péptido compreendendo o dominio GD seleccionado a
partir do grupo constituido por SEQ ID NO:3, aminodcidos 58-
103 e aminoacidos 73-123 de Bak, substancialmente equivalente
ao de Bak de tipo selvagem.

21. Péptido de acordo com a reivindicacgéao 1, a
reivindicacdo 2 ou a reivindicacgao 20, para utilizacdo como um
produto farmacéutico.

22. Utilizacéo de um  péptido de acordo com a
reivindicacdo 1, a reivindicacdo 2 ou a reivindicacao 20, no
fabrico de um medicamento para o tratamento de desordens
degenerativas caracterizadas por divisdo celular inadequada ou
morte celular inadequada.

Lisboa,
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[SEQD NO:11]  [SEQID NO:1]

MORTES NO

MPADPEMV]'LPLQ GDDINRRYDSEFO HIDROFORBO TESTE COM
l DOMINIOS DE HOMOLOGIA DE Bcl-2 P-gal
1 ] 11 21
BAK L % | | IR WT +
RESIDUOS ELIMINADOS

2-40 CET A || W == AN +
191-211 [ 55 M/ M| . AC +/-
124-139 [ Bl } I I A +
162-177 [ 5% IR % B ) CE=m A +
140-161 f 5% I % ] A Espacabor +
}g;:}%g [ ) ) CE= A+ +
2-40, 124-139 ‘ o
162-177 CE A ] ] CEz=g AN+ +
53-66 [ O C K M EEn AAA +
82-94 C——= D WCE=3 AGD -
67-81 C 777 | APS + / -
95-123 [ 2 B | [ | W A TM +
41-52 | ) EE W AR +
140-211 [ E 7T IR A Afl ND
102-211 [ V7D A Pst ND

73 123

QVG + /._
73- 123 187 21
QVG+C +
58 - 103
PEM -
58 103 187 211
A PEM+C +
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Interacgao de Bak com GST-Becl-xL in vitro
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[SEQ.ID NO:11] [SEQ.ID NO:1] , N
AAPADPEMVILPLQ GDDINRRYDSEFQ HIDROFOBO ;EM -\ BeloxL
| lm [ Mm“ . L
BAK — s — — 227 R + +
RESIDUOS ELIMINADOS

2-40 5 1 — = AN + +
191-211 | 55— —_ AC /- 4
124-139 | - ] [ = A + +
162-177 [ 550/, | ] CE=3 Al + +
140-161 C B VA | Asspacapor  + +
}%3:}:753 1 T ) CEEE A4 + +
%249-171724'139 (E— 7 ) CE=E AN+ + +
33-66 [ ] A4 | B o AAA + +
82-94 C——e ) s AGD - -

67-81 B 7w Fea APS +/-  -/+
95-123 W e ATM + +
41-52 ( ] B B = AYR + +
140-211 355 I 777/ I | : A Afl ND +
102-211 | =70 A Pst ND +
7323 QVvG +/- +

7323 18” QVG+C + ND

503 PEM - +

503 18” PEM+C  + ND

FiG.4
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