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DESCRICAO

“PEPTIDOS LIGANTES DA FOSFATASE DE PROTEINA 2A E POLINUCLEOTIDOS
QUE OS CODIFICAM”

CAMPO DA INVENGAO

A presente invencado refere-se aos péptidos ligantes da
fosfatase de proteina 2A, um alvo importante para o controlo da
apoptose, nomeadamente nas células cancerosas, assim como para o

controlo das infeccbes virals e parasitdarias.

DESCRIGCAO DE TECNICA ANTERIOR

Estando estabelecido o papel dos péptidos da invencdao na
modulacgao da actividade da fosfatase de proteina 2A celular, é
importante relembrar o estado dos conhecimentos actuais sobre as
fosfatases de proteina 22, o seu papel fisioldgico e as suas
interacgbdes com determinadas proteinas celulares, virais ou

parasitarias.

A fisiologia da célula ¢é controlada, em parte, pela
modulacdo do estado de fosforilacgcdao das proteinas. O estado de
fosforilacdo de proteinas celulares depende da accdo antagonista
das cinases de proteina que as fosforilam e das fosfatases de

proteina que as desfosforilam.

As fosfatases de proteina sao divididas em dois grupos

principais: fosfatases de tirosina e fosfatases de



serina/treonina. As fosfatases de serina/treonina sao
classificadas em duas categorias de acordo com a especificidade
do seu substrato e a sua sensibilidade a determinados
inibidores, as fosfatases do tipo 1 (PPl) e as fosfatases do
tipo 2 (PP2). As fosfatases do tipo 2 dividem-se ainda em
diferentes classes, incluindo a fosfatase 2A (PP2A), a fosfatase
2B (PP2B) ou a calcineurina cuja actividade ¢é controlada pelo
cdlcio e a fosfatase 2C (PP2C) cuja actividade € dependente do

magnésio.

As fosfatases de ©proteina serina/treonina PPl e PP2A
formam, in vivo, duas familias de varias holoenzimas de
expressao ubiqua que sao produzidas pela interaccao especifica
entre as suas sub-unidades cataliticas (PP1C e PP2Ac) e uma
grande variedade de sub-unidades reguladoras e que estéao
envolvidas no direccionamento e/ou na regulacdao da actividade
fosfatédsica (para uma revisdo recente, ver Garcia A. et al., PPl
et PP2A des ser/thr phosphatases au coeur de 1l’apoptose (2001)
Med/Sci 17, 1214-1216).

E presentemente conhecido que as fosfatases do tipo 2A
foram muito conservadas ao longo da evolucao e sao
potencialmente activadas na regulagdo de numerosos Processos
biolébgicos. As enzimas PP2A foram claramente associadas a
regulacdo da transcricdo, no controlo do ciclo celular e na
transformacao viral. Além disso, as PP2A sao o alvo de
diferentes proteinas virais ou parasitdrias, sugerindo um papel

das PP2A nas interacc¢des hospedeiro-agente patogénico.

As PP2A sao complexos oligoméricos (holoenzimas)
compreendendo, cada, uma sub-unidade catalitica C e uma ou duas

sub-unidades reguladoras, (A) e (B). A estrutura da sub-unidade



(A) consiste em 15 repeticdes imperfeitas de uma sequéncia de
aminodcidos conservados com 38 a 40 aminodcidos, dos quais
alguns interagem com as sub-unidades (B) e (C). As sub-unidades

(A) e (C), conservadas ao longo da evolugao, formam a estrutura

base da enzima e Sa0 expressas constitutivamente. Pelo
contréario, as sub-unidades (B) constituem uma familia de
proteinas reguladoras sem estrutura comum e expressas
diferencialmente (Cohen P. The structure and regulation of

protein phosphatases. Annu. Rev. Biochem. 1989; 58:453-508).
Deste modo, as fosfatases de proteina estdo presentes in vivo
sob duas formas diferentes: uma forma dimérica (AC) e uma forma
trimérica (ABC). As sub-unidades (B) controlam a actividade
fosfatdsica e a especificidade no que respeita ao substrato. A
existéncia de formas mualtiplas de PP2A estd correlacionada com

fungdes distintas e variadas das PP2A in vivo.

Recentemente, foram associadas diferentes proteinas néo
celulares e, em particular, proteinas virais e parasitarias, a
modulagdo de determinadas actividades especificas das fosfatases

de proteina 2A.

Foram adoptadas diferentes estratégias envolvendo a PP2A
pelos virus para facilitar a sua replicagdo e a sua
sobrevivéncia na célula hospedeira. Por exemplo, o virus
parainfluenza incorpora, na sua particula viral, a proteina PKC
{, proteina de origem celular sob controlo da PP2A. Isto
permite-lhe perturbar a fosforilagdo das proteinas do seu
hospedeiro e facilitar a sua proépria replicacao (B. P. Gupta
et al., Cellular protein kinase C ( regulates human parainfluenza
virus type 3 replication. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1995;
92:5204-8) .



Vadrios virus de ADN tendo uma capacidade transformante,
tais como o0s papovaviridae ou o0s adenovirus, 0 mesSmo Como
determinados retrovirus, tal como o virus da 1imunodeficiéncia
humana do tipo 1 (VIH-1), codificam para proteinas que interagem
directamente com determinadas PP2A do hospedeiro. Todos estes
virus compreendem proteinas que, embora sejam estruturalmente
diferentes, interagem com determinadas holoenzimas e modificam a

sua actividade fosfatdsica.

Foi demonstrado, em particular, que a proteina Edorfd do
adenovirus se liga a uma PP2A heterotrimérica e, mais
precisamente, a uma sub-unidade reguladora (B), o que envolve
uma diminuic¢do da transcrigao de JunB na célula infectada. Este
efeito pode desempenhar um papel significativo durante a
infecgdao viral regulando a resposta apoptdética das células
infectadas. De um modo interessante, foi também demonstrado que
a 1interaccadao da Edorf4d com a PP2A induz a apoptose de células
transformadas de um modo independente de pb53 (Shtrichman R.
et al., Adenovirus type 5 E4 open reading frame 4 protein
induces apoptosis in transformed cells. J. Virol. 1998; 72:

2975-82) .

Os virus de ADN oncogénicos da familia dos Papovaridae,
incluindo SV40 e o virus do polioma, induzem a transformacao
celular. Foi demonstrado que a PP2A interage com os antigénios
“T pequeno” de SV40 e “T pequeno” e *“T médio” do virus do
polioma. Estas interaccgdes de proteina virais com a PP2A estavam
claramente envolvidas na transformacdo viral. Finalmente, a
regulacdo da transcricgdo, um processo normalmente realizado na
célula pelos diferentes factores que se fixam especificamente
nas sequéncias promotoras reguladoras, representa,

provavelmente, o mecanismo mais significativo envolvido no



controlo da expressao viral ©pela PP2A. Deste modo, foi
demonstrado que a PP2A ¢é um regulador negativo de muitos
factores da transcricdo envolvidos nomeadamente nos processos de
crescimento e de proliferacdo celular, incluindo AP1/SRE, NF-kB,
Spl e CREBR (Waszinski, B.E. et al., Nuclear protein phosphatase
27 dephosphorylates protein kinase A-phosphorylated CREB and
regulates CREB Transcriptional stimulation. Mol. Cell Biol.
1993: 13, 2822-34). A regulacdao viral destes factores de

transcricdo ird permitir modular a transcricdo viral.

A proteina viral do VIH-1, Vpr, interage in vitro com a
PP2A e estimula a sua actividade catalitica (Tung L et al.,
Direct activation of protein phosphatase 220 by HIV-1 encoded
protein complex Ncp7: vpr. FEBS Lett 1997; 401: 1997-201). A Vpr
pode induzir a paragem em G2 de células infectadas inibindo a
activacdo do complexo p34cdc2-ciclina B. Por outro lado, a Vpr
interage com o factor de transcricdo Spl e € um activador em
trans fraco da transcricdao do VIH-1 dependente de Spl. Deste
modo, a proteina Vpr de VIH-1, que estd incorporada no viriao,
ird estar envolvida, in vivo, na iniciacdo da transcricao viral,
uma etapa evidentemente essencial para regular a expressao do
factor da transcricdo Tat (um regulador principal da transcricéao

codificado pelo virus VIH-1).

Pelo contrdario, do papel bem estabelecido das cinases de
proteina nas infecg¢des parasitédrias, foi apenas durante os
ultimos anos que as fosfatases de serina/treonina comegcaram a
ser reconhecidas como sendo reguladores potenciais

significativos no dominio da parasitologia.

A auséncia de motivos comuns ao conjunto das proteinas que

interagem com a PP2A impede a simples identificacao



bioinformdtica de motivos peptidicos envolvidos directamente na

ligagado destas proteinas a PP2A.

No entanto, estando estabelecido o papel principal das
fosfatases de proteina 2A nas interaccgdes virus-hospedeiros ou
parasitas—-hospedeiros, tal como resumido acima, ¢é considerado de
interesse identificar os locais da ligacdo de proteinas wvirais
ou parasitédrias as holoenzimas PP2A ou a uma das suas
sub-unidades, para identificar novos alvos terapéuticos para

estes agentes patogénicos, virais ou parasitédrios.

As fosfatases de proteina serina/treonina do tipo 1 (PP1l) e
do tipo 2A (PP22) representam novos alvos potencialmente
importantes para o controlo da apoptose, nomeadamente nas
células cancerosas, assim como para o controlo das infeccgdes
virais ou parasitdrias (para uma revisdo ver A. Garcia et al.,
(2000) . Protein Phosphatase 2A: a definite player in Viral and
parasitic regulation. Microbes Inf. 2, 401-407; E X. Cayla
et al., (2000). La Protéine Phosphatase 2A: une nouvelle piste
pour 1l’étude des virus et des parasites. Méd/Sci 16, 122-127).
Mais particularmente, um papel crucial das PP1/PP2A ird ser ao
nivel da regulacdao das proteinas anti-apoptdéticas Bcl-2 e da
sobrevivéncia celular (Garcia A. et al., PPl et PP2A des ser/thr
phosphatases au coeur de 1’apoptose. Med/Sci 17, 1214-1216;
Aylldén, V. et al., (2000). Protein phophatase 1- is a
Ras—activated Bad phosphatase that regulates IL-2 deprivation-
induced apoptosis. EMBO J. 19, 2237-2246, Aylldbn, V, et al.,
(2001) Bcl-2 targets ©protein phosphatase 1 alpha to Bad.
J. Immunol. 15; 166: 7345-7352).

De um modo geral, a identificacdao de péptidos gque interagem

com a PP2A ird permitir a producdao de novos medicamentos



susceptiveis de bloquear, por inibicao competitiva, 08
mecanismos celulares induzidos por proteinas virais ou
parasitdrias através da sua interaccdo com a PP2A e, em
particular, os mecanismos de infeccédo, proliferacao de agentes

patogénicos e transformacdo neoplédsica das células.

Em particular, ¢é descrito que a activacdo da PP2A apds
interacgao com a proteina adenoviral Edorf4, induziu a apoptose
em células transformadas (Shtrichman R, et al., (2000) Oncogene.
19, 3757-3765). Este efeito que ¢é especifico, requer uma
interacgao com a sub-unidade B alfa (Ba) de PP2A (Marcellus
et al., J Virol. (2000) 74:7869-7877)/ Goedert et al. J.
Neurochem (2000) 75, 2155-2162)). No total, o conjunto destas
observacdes sugere a hipdtese de que a interaccao dos péptidos
mimetizando o local ABCl1 e/ou A3 com a PP2A poderd induzir a

apoptose das células transformadas.

Os documentos W0901563 e W00104629 Al descrevem a proteina
Edorf4 humana e o seu papel na inducgao da apoptose das células
tumorais, particularmente quando esta €& expressa com a ajuda de
um vector adenoviral. O documento WO00104629 Al refere-se, por
outro lado, a polipéptidos moduladores e miméticos Edorfd4d e PP2A
permitindo induzir uma morte celular selectiva. Este documento
divulga wuma invencdo dque se refere a aptiddo da proteina
adenoviral E4orf4d para causar a morte de células neopléasicas,
mas ndo a de células nao-neoplédsicas. Além disso, o documento
W09801563 A2 refere-se as proteinas ©Edorf4d e Edorfe de
adenovirus destinadas a induzir a morte celular. Por fim, o
pedido de patente FR 0110139 descreve compostos peptidicos

apresentando a propriedade de ligacdo com a PP2A.



As proteinas da familia Bcl-2 que, nos mamiferos,
compreende, igualmente, uma vintena de membros, podem ser

divididas em trés subfamilias compreendendo:

- 0s membros anti-apoptdéticos (do tipo Bcl-2 em si) que
possuem, pelo menos, quatro motivos conservados,
denominados “BHl1 a BH4” para “BCl-2 Homology domain”, sdo
necessarios a funcdo de sobrevivéncia celular. O motivo BH4
contém o dominio de interacgao com as proteinas Raf e Apaf-

1 e com a calcineurina;

- os membros pro-apoptdéticos do tipo Bax nao contendo um

dominio BH4; e

- 0s membros pro-apoptdticos do tipo Bad possuindo apenas um

dominio BH3.

As experiéncias de mutagénese mostram que a actividade
anti-apoptética de Bcl-2 requer a sua fosforilagao ao nivel de
um residuo particular, a serina 70, cuja substituicdo por
alanina 1inibe a sobrevivéncia. Além disso, o0s trabalhos de
equipa do Dr. May (EUA) (2001, wvolume 15, N° 4, pp 515-522)
sugerem que na presencga IL-3, a PP2A poderda associar—-se de uma
forma transitdéria a Bcl-2. A utilizacdo de um mutante pontual
(em que um residuo de alanina substitui a serina 70) indica que
a ligacgéao da PP2A a Bcl-2 requer a serina 70 que
consequentemente, poderd pertencer ao local de ligacdo. A
requerente sugere, consequentemente, um mecanismo de regulacgao
dindmica em que a PP2A 1ira ser uma fosfatase da Bcl-2
antagonista das cinases da Bcl-2, por exemplo, PKC (para

discussao, ver Garcia A. et al., PPl et PP2A des ser/thr



phosphatases au coeur de 1’apoptose (2001), Med/Sci 17, 1214-
1216.

A presenca destes péptidos Bcl-2 no interior da célula
poderd, assim, desregular a fosforilacgdo e, assim, a actividade
da Bcl-2 o) que, conseqguentemente, podera impedir o)

desenvolvimento de tumores dependentes da Bcl-2.

Em resumo, verifica-se, assim, uma necessidade ao nivel dos
tratamentos antitumorais, antivirais e antiparasitarios com
péptidos derivados das sequéncias Ed4orf4 e Bcl-2 ligando a PP2A

ou uma das suas sub-unidades.

SUMARIO DA INVENGAO

A invencao refere-se a péptidos Edorf4d de tamanho reduzido,
ligando uma holoenzima PP2A ou uma das suas sub-unidades. Ao
contréario das proteinas Edorf4 nativas ou de dominios
polipeptidicos de tamanho significativo, os péptidos de tamanho
reduzido tém a vantagem de serem facilmente sintetizados, por
via quimica ou em sistemas celulares, com um rendimento
importante e um custo reduzido. O0Os péptidos da invencao
apresentam, além disso, a vantagem de serem mais acessiveis e
mais facilmente transferiveis para o citoplasma ou para o nucleo
das células utilizando vectores adequados, tendo em perspectiva

uma utilizacdo terapéutica.

O pedido descreve, igualmente, péptidos Bcl-2 de tamanho
reduzido, ligando uma holoenzima PP2A ou uma das suas
sub-unidades. Ao contrdrio das proteinas Bcl-2 nativas ou de

dominios polipeptidicos de tamanho significativo, os péptidos do



tamanho reduzido tém a vantagem de serem facilmente
sintetizados, por via quimica ou em sistemas celulares, com um
rendimento importante e a um custo reduzido. Os péptidos Bcl-2
descritos no pedido apresentam, além disso, a vantagem de serem
mais acessiveis e mais facilmente transferidos para o citoplasma
ou para o nucleo das células utilizando vectores adaptados,

tendo em perspectiva uma utilizagao terapéutica.

A invencao decorre da identificacdo de péptidos Edorfd com
um tamanho inferior a 30 aminodcidos e, nomeadamente, de
péptidos com um tamanho inferior a 20 aminodcidos, interagindo,
in vitro, com uma holoenzima PP2A purificada ou com uma das suas

sub-unidades.

O pedido descreve, igualmente, a identificacao de péptidos
Bcl-2, com um tamanho inferior a 30 aminodcidos e, em
particular, de péptidos com um tamanho inferior a 20
aminodcidos, interagindo, in vitro, com uma holoenzima PP2A

purificada ou com uma das suas sub-unidades.

Em particular, a requerente identificou pela técnica de
“SPOT synthesis” descrita por Frank e Overwing (Methods 1in
Molecular Biology, 1996, volume 66:149-169, Epitope Mapping
Protocols, G. E. Morris Humana Press Inc., Totowa Nova Jérsei)
os locais de ligacao das proteinas Edorf4 (de adenovirus do tipo
2 de cao) e Bcl-2 interagindo com uma holoenzima PP2A ou com uma

das suas sub-unidades.

Por um lado, o pedido descreve péptidos com um tamanho
inferior a 30 aminodcidos, interagindo, in vitro, com uma
holoenzima PP2A purificada ou com uma das suas sub-unidades,

sendo os péptidos acima referidos derivados da proteina Edorf4

10



(de adenovirus do tipo 2 de cao) e Bcl-2. 0s antagonistas
derivados destes péptidos e seleccionados por estes inibirem a
interacgdo de proteinas virais ou parasitdrias com uma
holoenzima particular de PP2A, poderdao constituir, deste modo

novos agentes antitumorais, antivirais ou antiparasitéarios.

Por outro lado, o pedido descreve, igualmente, um péptido
compreendendo, por um lado, uma sequéncia de 12 aminodcidos
derivados de Ck2a de Theileria parva (FD6), capaz de interagir
com a sub-unidade A da PP2A e de penetrar na célula da linha
HelLa (Garcia, A. et al., (2000) e, por outro, a sequéncia
correspondente ao local de interaccgéao da PP2A com a
sub-unidade B o do 1local 1-B da PP2A (ver tabela 1). Este
péptido pode penetrar nas células e, a semelhanca da proteina
Edorf4 de adenovirus humano, poderd interagir com a PP2A e
causar a apoptose nas células cancerosas, sem afectar as células

normais.

0 método de identificacao, descrito no pedido FR N°0110139
apresentado no dia 27 de Julho de 2001 em nome do mesmo

requerente, compreende as etapas seguintes, consistindo em:

a) depositar sob a forma de gota, num suporte, péptidos
FEdorf4 ou Bcl-2 cuja sequéncia é proveniente,
respectivamente, da proteina viral Edorf4 ou celular Bcl-2,
correspondendo, cada gota, ao depdsito de um péptido de

sequéncia definida,
b) colocar o suporte sdélido em contacto com uma solucgéo

contendo uma holoenzima de fosfatase de proteina 2A ou uma

das suas sub-unidades, sob condig¢des permitindo gque o0s

11



péptidos presentes no suporte se liguem a holoenzima ou a

uma das suas sub-unidades e,

c) identificar no suporte sdélido o péptido Edorfd4 ou Bcl-2
a que a fosfatase de proteina 2A ou uma das suas sub-

unidades se fixa.

De acordo com a etapa a), sao depositados diferentes
péptidos num suporte sdélido em posicgdes definidas (“spot”),
correspondendo cada posicdao a uma sequéncia peptidica especifica
e formando, deste modo, o conjunto uma matriz de péptidos

(“array”) a duas dimensdes.

Foram descritos recentemente diferentes métodos de
preparagao dessas matrizes (para uma revisao, ver Figeys e
Pinto, 2001 Electrophoresis 22: 208-216; e Walter et al., 2000
Curr Opin Microbiol 3: 298-302). O conjunto destes métodos
compreende, em geral, a fixacadao covalente de péptidos sobre um
suporte, em particular, utilizando elementos de ligacao
(linkers) quimicos. A titulo de exemplo, o especialista na
técnica podera referir-se, em particular, a técnica de *“SPOT
syhthesis” consistindo em sintetizar péptidos compreendendo até
20 residuos directamente numa membrana de celulose, (Frank e
Overwing, Methods in Molecular Biology, 1996, wvol. 66: 149-169,
Epitope Mapping Protocols, G. E. Morris Humana Press Inc.,

Totowa Nova Jérseil).

De um modo geral, pode ser utilizado qualquer método desde
gue este permita a obtencdo de uma matriz de péptidos, Edorfd ou
Bcl-2, depositados num suporte sdélido, utilizavel para detectar
interacgdes especificas entre os péptidos depositados e a

holoenzima PP2A ou uma das suas sub-unidades.

12



O conjunto das sequéncias de péptidos Edorfd e Bcl-2
depositadas abrange a sequéncia completa da proteina viral ou
celular de gque estas sequéncias sao provenientes. Deste modo, o
processo permite testar a sequéncia completa em apenas uma
etapa, estando esta “seccionada” num numero definido de

péptidos, de sequéncias geralmente sobrepostas.

Os péptidos depositados sob a forma de gota tém um tamanho
inferior a 20 aminodcidos e, de um modo preferido, um tamanho

inferior a 15 aminoacidos.

Os péptidos podem ser também depositados numa membrana de

celulose.

A matriz obtida deste modo é colocada na etapa b) em
contacto com uma holoenzima de fosfatase de proteina do tipo 22

ou com uma das suas sub-unidades.

Por “holoenzima de fosfatase de proteina do tipo 24”7,
deve-se entender qualqguer complexo dimérico (AC) ou
heterotrimérico (ABC), purificado a partir de um extracto
celular ou reconstituido apds purificacao das duas sub-unidades
(A) e (C) de uma fosfatase de proteina do tipo 22 e, se
necessario, de uma sub-unidade (B). As fosfatases de proteina do

tipo 2A sdo provenientes, de um modo preferido, de mamiferos.

Os suportes sao incubados, por exemplo, numa solugdo tampao
compreendendo as fosfatases de proteina purificadas ou uma das
suas sub-unidades purificadas. Uma solucgdo tampdao utilizdavel & o
TBS (TRIS BUFFER SALINE) contendo leite pd desnatado a 5% e BSA

a 3%.

13



0 péptido ao gqual se fixa a holoenzima de fosfatase de
proteina do tipo 2A ¢é identificado, em geral, por marcacgao
directa ou indirecta da fosfatase de proteina e por
identificacdo dos locais ao nivel dos quais foi fixa a proteina
marcada. A fixacdao da PP2A ou de uma das suas sub-unidades ao
nivel desses locais peptidico pode ser deste modo divulgada, em
particular, utilizando antissoros, de acordo com as técnicas
normalmente utilizadas na transferéncia de Western ou no teste
ELISA em fase sdlida, apds incubacdo do suporte contendo a
matriz de péptidos com um anticorpo dirigido contra as sub-
unidades (A) ou (B) ou (C) ou com uma mistura do anticorpo

dirigido contra as sub-unidades (&), (B) ou (C) de PP2A.

A  aplicacdao do método “SPOT synthesis” descrita no
documento FR N° 0110139 origina a identificacdao dos péptidos
Edorf4 e Bcl-2, uteis nomeadamente nos tratamentos antitumorais,
antivirais e antiparasitéarios, com um tamanho inferior a
30 aminodcidos, mesmo inferior a 20 aminoacidos, sendo o0s
referidos péptidos acima capazes de se ligarem 1in vitro a uma
holoenzima de fosfatase de proteina do tipo 2A ou a uma das suas

sub-unidades.

0 pedido descreve, consequentemente, um péptido Edorfd ou
Bcl-2, natural ou sintético, com um tamanho inferior a 30
aminodcidos, de um modo preferido inferior a 20 aminoacidos,
caracterizados por este se ligar in vitro, de um modo
especifico, a uma holoenzima de fosfatase de proteina do tipo 2A
ou a uma das suas sub-unidades, (&), (B) ou (C). Por ligacéao
especifica, deve ser entendido que o péptido & capaz de inibir
de um modo competitivo a ligacgdao de uma proteina de origem viral
ou parasitdria com as PP2A. 0O pedido descreve, também, um

péptido compreendendo, por um lado, uma sequéncia de 12
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aminodcidos derivados de Ck2ua de Theileria parva (FD6) capaz de
interagir com a sub-unidade A da PP2A e de penetrar na célula da
linha HeLa (Garcia, A. et al., (2000) Inhibitions de processus
tumoraux ou infectieux par transfert intracellulaire de peptides
mimant des sites d’interaction avec la sérine/thréonine
phosphatase PP2A e, por outro, a sequéncia correspondente ao
local da interacgadao da PP2A com a sub-unidade Ba do local 1-B da
PP2A (ver Tabela 1). Este péptido pode penetrar nas células e, a
semelhanga da proteina Edorfd4d de adenovirus humano, podera
interagir com a PP2A e causar a apoptose nas células cancerosas

sem afectar as células normais.

Os ©péptidos Edorfd e Bcl-2 identificados e o péptido
proposto FD6-Edorf4 sao particularmente uUteis no tratamento de
determinados tumores, determinadas infeccgdes virais ou
parasitarias. O especialista na técnica pode seleccionar,
utilizando testes de competicdo da 1ligacdo, novos péptidos,
derivados das sequéncias identificadas da invencdo, inibindo os
referidos péptidos a ligacdao da proteina nativa da gual estes
derivam a uma holoenzima PP2A ou a uma das suas sub-unidades de

um modo competitivo.

Deste modo, o pedido descreve, igualmente, um péptido
natural ou sintético, tal como definido acima, caracterizado por
este inibir de um modo competitivo, a interacg¢do da proteina
nativa da qual este deriva com uma holoenzima PP2A ou com uma

das suas sub-unidades.

Os péptidos de acordo com a invengdo, para serem eficazes
in vivo no tratamento de determinados tumores ou de determinadas
infecgdes virais ou parasitarias, podem ser ligados a um vector

capaz de transferir o referido péptido para uma célula
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eucariota. O tamanho reduzido dos péptidos da invencéo

permite—-lhes atravessar a membrana celular mais facilmente. A

utilizacado de vectores adequados permite, ainda, visar péptidos

em determinados tecidos, determinadas células, mesmo

determinados compartimentos celulares particulares e,

nomeadamente, o citoplasma ou o nucleo das células, em funcdao do

efeito terapéutico pretendido.

A invencao refere-se, naturalmente, aos meios que permitem

a sintese de péptidos da invencao. Em particular a invencao

refere-se a polinucléotidos caracterizados por a sua sequéncia
consistir na sequéncia codificante de um péptido de acordo com a

invencao. o) pedido presente descreve, igualmente,

polinucléotidos cuja sequéncia ¢é seleccionada de uma das

sequéncias seguintes:

E4 orf4 (375 pb)

atggcccacc
tttgttagag
gatgatgtta
cctgggatta
cttgcacatt
aatgtaaaca
agtttttgtt

atcgtctgcc
agcttggatc
ctgcttctat
cttttaaggt
ttaaaggcac
atgcttttag
cataa

Bcl-2 (618pb)

atggcgcacg
tataagctgt
ggggccgecc
gcatcccgceg
gccgceggggce
ggcgacgact
ctgacgccct
ggggtgaact
agcgtcaacc
ctgaaccggc
gatgtgagtc

ctgggagaac
¢gcagagggg
ccgcaccggg
acccggtcgce
ctgcgctcag
tctcecgecg
tcaccgegeg
gggggaggat
gggagatgtc
acctgcacac
tgggctga

ccgcgtttgt
aatgctggag
attttgtgaa
ggtcttttac
tttaattaaa

aggaagggag

ggggtacgac
ctacgagtgg
catcttctcc
caggacctcg
cccggtgcca
ctaccgcgge
gggacgcttt
tgtggccttce
gcccctggtg
ctggatccag

gtaaagggca
tctectatgg
agcatgttta
tctcagcettg
gaaatttctg
attgtcactg

aaccgggaga
gatgcgggag
tcccagceceeg
ccgctgcaga
cctgtggtcc
gacttcgccg
geccacggtgg
tttgagttcg
gacaacatcg
gataacggag
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ttattcattt
agtttctett
aggctgttga
gttttgagta
acgttgttaa
tatctttgtt

tagtgatgaa
atgtgggcgce
ggcacacgcc
ccccggetgce
acctggccct
agatgtccag
tggaggagct
gtggggtcat
ccctgtggat

gctgggtagg

tgaggaagat
cgacaccatt
taaaaacaag
tgatgatgct
taatcaccct
agaagtgttt

gtacatccat
cgcgececeecg
ccatccagcc
ccccggegcce
ccgccaagcecce
ccagctgcac
cttcagggac
gtgtgtggag
gactgagtac
tgcatctggt

60

120
180
240
300
360

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600



Pode ser vantajoso sintetizar um polipéptido compreendendo
a repeticdao dos motivos peptidicos identificados da invencao.
Consequentemente, a 1invencdo refere-se a um polinucledtido
caracterizado por este consistir num multimero do polinucledtido
codificando para um péptido da invencdo. A invencdo refere-se,
igualmente, a um polipéptido caracterizado por consistir na

repeticdo de um péptido de acordo com a invencéao.

A invencao refere-se, igualmente, a um vector de expressao
celular, caracterizado por este compreender um polinucledtido
tal como definido acima e a sequéncias reguladoras permitindo a
expressao de um péptido de acordo com a invengcao numa célula

hospedeira.

0 pedido descreve, igualmente, um método de preparacao de
um péptido tal como definido no pedido, compreendendo a
transformagao de um hospedeiro celular utilizando um vector de
expressao celular tal como definido acima, seguida pela
colocacgao em cultura do hospedeiro celular deste modo

transformado e a recuperacao do péptido no meio de cultura.

A invencado refere-se, ainda, a um anticorpo purificado
policlonal ou monoclonal caracterizado por ser capaz de se ligar

de um modo especifico a um péptido de acordo com a invencgao.

Os anticorpos especificamente dirigidos contra os péptidos
identificados da invencdo sao obtidos, por exemplo, por
imunizacdo de um animal apds injeccdo de um péptido de acordo
com a invencdo e recuperacgao dos anticorpos produzidos. Um
anticorpo monoclonal pode ser obtido de acordo com as técnicas
conhecidas do especialista na técnica, tal como o método dos

hibridomas descrito por Kohler e Milstein (1975).
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Os anticorpos obtidos, dirigidos especificamente contra os
alvos da fosfatase de proteina 2A encontram a sua aplicagao, em
particular, em imunoterapia. Estes podem ser utilizados, por
exemplo, como antagonistas de proteina virais ou parasitarias
dirigidos contra a fosfatase de proteina 2A para Dbloguear o

desenvolvimento viral ou parasitéario.

De mesmo modo, o0s polinucledétidos codificando os péptidos
da invengao pode ser transferidos directamente para o nucleo de
células alvo, se necessdario utilizando vectores adequados, para
permitir & expressdo in vivo de péptidos correspondentes, sendo
os referidos ©péptidos acima susceptiveis de Dbloguear uma
interaccdo especifica entre a fosfatase de proteina 22 e a
proteina wviral ou celular da qual estes derivam, por inibicéao

competitiva.

Deste modo, a invengao refere-se a uma composicéao
farmacéutica compreendendo um dos elementos seleccionados de um
polinucledétido de acordo com a invengdo ou um anticorpo de

acordo com a invencgdo.

A invencao refere-se, igualmente, a uma composicao
farmacéutica compreendendo um péptido da invencado em combinacéao

com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

A invencao visa, além disso, uma utilizacdo de um péptido
da invengdo definido acima, na preparacao de um medicamento util

no tratamento de uma infeccdo viral ou parasitaria.

Os péptidos da invencao podem ser vantajosamente
seleccionados para estimular a inducdo da apoptose relacionada

com a activacao da fosfatase de proteina 2A celular. Deste modo,
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a invencdo refere-se, igualmente, a utilizacdo de um péptido de
acordo com a invencao, tal como definido acima, na preparacao de
um medicamento apto a induzir a apoptose de células alvo e em

particular de células tumorais.

O cancro resulta numa expressao especifica de proteinas
cuja actividade ¢é reguldvel ©pelas sequéncias peptidicas da
invencao. As sequéncias codificando os péptidos da invencéao
podem ser consequentemente utilizadas como sonda para detectar o
desenvolvimento tumoral, de um modo especifico, a partir de ARN

extraido de uma amostra bioldgica de um doente.

De mesmo modo, um anticorpo de acordo com a invencdo pode
ser wutilizado especificamente para reconhecer as sequéncias
peptidico contidas nas proteinas virais ou celulares expressas

durante a tumorigénese.

Deste modo, a 1nvencdo refere-se, consequentemente, a
utilizacdao de um polinucledétido de acordo com a invencado ou de
um anticorpo de acordo com a invencdo no diagndéstico in vitro de
cancros.

DESCRIGAO DAS FIGURAS

Figura 1: Identificacé&o dos locais de ligacdo da proteina

Edorfd com a PPZ2A.

Figura 2: Identificacgdo dos locais de ligagdo da proteina

Bcl-2 com a PP2A.
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DESCRIGCAO DAS FORMAS DE REALIZAGCAO PREFERIDAS DA INVENGAO

0O pedido descreve um péptido caracterizado por este se
tratar de um fragmento da proteina adenoviral Ed4orf4d ou da
proteina celular Bcl-2 ou do péptido proposto Ckoa2-Edorfd,
ligando-se a referida proteina in vitro a uma fosfatase de
proteina do tipo 2A ou a uma das suas sub-unidades ou a uma
sequéncia que se distingue do fragmento de proteina anterior por
substituicdo ou eliminagdo de aminodcidos, conservando, no
entanto, a referida sequéncia distinta, as propriedades de
ligagao a uma fosfatase de proteina do tipo 2A ou a uma das suas

sub-unidades.

Em particular, uma sequéncia distinta ¢é uma sequéncia
peptidica que aumenta a afinidade da 1ligacdo a fosfatase de
proteina do tipo 2A ou a uma das suas sub-unidades em comparacgao
com a sequéncia da gqual esta deriva. Uma outra sequéncia
distinta, tal como definida acima, ¢é uma sequéncia peptidica
homéloga a uma sequéncia peptidica identificada inicialmente, ou
seja uma sequéncia derivada de uma proteina de outra espécie que
ndo a da sequéncia peptidica identificada inicialmente e cuja
sequéncia primdria pode ser alinhada com a sequéncia peptidica
identificada inicialmente utilizando um programa de alinhamento
6ptimo normalmente wutilizado, tal <como o ©programa BESTFIT
(Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group,
GCG). Em particular uma sequéncia A serd considerada como
homéloga a uma sequéncia B se as referidas sequéncias A e B
apresentarem uma homologia de, pelo menos, 50%, de um modo
preferido, homologia de 75%, apds alinhamento das sequéncias
utilizando um programa de alinhamento éptimo tal como o programa
BESTFIT. De um modo mais preferido, duas segquéncias sao, também,

consideradas homélogas se as sequéncias forem quase 1dénticas
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com excepcao de alguns residuos, podendo representar 10 a 20% de
variabilidade em relacdo a sequéncia total. Além disso os
aminodcidos semelhantes em termos da sua funcao gquimica (tais
como, por exemplo, Arg e Lys) sao considerados Ccomo

equivalentes.

Um péptido particularmente preferido ¢é um fragmento da
proteina Edorf4 de adenovirus, em particular um fragmento da
proteina Edorf4 do adenovirus do tipo 2 de cdo ou uma sequéncia
que se distingue do fragmento da proteina anterior por
substituigcdo ou eliminagdao de aminodcidos, conservando, no
entanto, a referida sequéncia distinta, as propriedades de
ligacao a fosfatase de proteina do tipo 2A ou a uma das suas

sub—-unidades.

A invencao tem, como um objectivo, um péptido caracterizado

por ser seleccionado de uma das sequéncias seguintes:

a) RELGSMLE SPMEFLFDTIDDVTAS (SEQ. ID N°: 1)

b) LGSMLE SPMEFLFDT{ DDVTAS (SEQ. ID N°: 2)

C) SMLE SPMEFLFDT!IDDVTAS (SEQ. ID N°: 3)

d) VKKKKIKREIKI SMLE SPMEFLFDTI DDTVTAS (SEQ. ID N°: 6)

e) GSMLESPMEFLFDTIDDVTAS.
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0O pedido descreve, igualmente, um péptido caracterizado por

este estar incluido numa das sequéncias seguintes:

a) RELGSMLESPMEFLFDTIDDVTAS (SEQ. ID N°: 1)

b) LGSMLE SPMEFLFDTIDDVTAS (SEQ. ID N°: 2)

C) SMLE SPMEFLFDTIDDVTAS (SEQ. ID N°: 3)

d) HFKGTLIKEISDVVNN (SEQ. ID N°: 4)

e) AFRGRE VTVSLLEVFSFC (SEQ. ID N°:5)

e) VKKKKIKREIKISMLE SPMEFLFDTI DDVTAS (SEQ. ID N°: 6)

g) ARTSPLQTPAAPGAAAGPAL (SEQ. ID N°: 7)

h) RFATVVEELFRDGVNW (SEQ. ID N°: 8)

1) RPLFDFSWLSLKTLLSLALVGA (SEQ. ID N°: 9)

j) PLQTPAAPGAAAGPAL (SEQ. ID N°: 10)

k) LFDFSWLSLKTLLSLALVGA (SEQ. ID N°: 11)

Entre os péptidos de sequéncias que se distinguem das

SEQ. ID N°: 1, 2, 3,4, 5 ou 6 por substituicdao ou eliminacao de

aminodacidos, referem-se, mals particularmente, péptidos cuja

sequéncia estd incluida numa das sequéncias da proteina E4dorf4

de diferentes variantes do adenovirus do tipo 2 de cao e humano
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e correspondente as sequéncias homdélogas nestas variantes das

SEQ ID N°. 1, 2, 3, 4, 5 ou 6.

Os péptidos de sequéncias que de distinguem das SEQ 1ID
N° 10 ou 11 por substituicdo ou eliminacdo de aminocacidos,
referem-se, mais particularmente, os péptidos cuja sequéncia
estd incluida numa das sequéncias da proteina celular Bcl-2 e
correspondentes as sequéncias homdélogas nas variantes das SEQ ID

Ne 7, 8, 9, 10 ou 11.

Um péptido preferido é um péptido seleccionado de entre uma
das sequéncias SEQ. ID N°: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou 11 e
caracterizado por a sua administracdo induzir a apoptose de

células e em particular das células tumorais.

A invencado visa, de um modo preferido, a utilizacdo de um

péptido cuja sequéncia deriva de um fragmento da proteina

Ed4orf4, tal como definida acima, na preparacdao de um medicamento

apto a inibir a infecg¢do viral.

EXEMPLOS

Proteinas PP2A purificadas

Proteina trimérica PP2A1 foi purificada até a homogeneidade

a partir de cérebro de porco.

Proteina A (sub-unidade estrutural da PP2A) recombinante

expressa na bactéria.
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Proteina B55 (sub-unidade reguladora da PP2A) recombinante

expressa na bactéria.

Identificacdo dos locais de ligacdo de Eorf4 e Bcl-2 a PP2A

A requerente mapeou o local de ligacadao entre as proteinas
Ed4orf4 (codificada pelo adenovirus do tipo 2 de <cao) e a
proteina anti-apoptética Bcl-2 com PP2A utilizando a técnica dos
“véptidos em gota” que foil anteriormente descrita (Frank e

Overwing. (1996). Meth. Mol. Biol. 66,1495-169).

Esta abordagem ¢é baseada na utilizacdao de membranas onde
sao depositados dodecapéptidos que representam a totalidade da
proteina de interesse (neste caso Edorf4d e Bcl-2) com um

desfasamento de dois aminodcidos por péptido.

Cada membrana ¢ i1nicialmente saturada, durante 1 hora, a
temperatura ambiente, com TBS contendo com leite em pd desnatado
a 5% e BSA a 3%, depois, ¢é incubada durante uma noite no mesmo
tampdo na presencga da proteina purificada 4 pg/mL (sub-unidade A
da PP2A e holoenzima PP2Al). Foram sintetizados cingquenta e seis
dodecapéptidos abrangendo a totalidade da sequéncia da proteina
Ed4orf4d e cento e qguinze dodecapéptidos abrangendo toda a
sequéncia da proteina Bcl-2 e foram ligados de um modo covalente

a membranas de celulose.

E4dorf4 :
MAHHRLPRVCVKGIIHFEEDFVRELGSMLESPMEFLFDTIDDVTAFTSIFCESMFK
AVDKNKPGITFKVVFYSQLGFEYDDALAHFKGTLIKEISDVVNNHPNVNNFTAFR
GREIVTVSLLEVFSFCS.
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Bcl-2 :

MAHAGRTGYDNREIVMKYIHYKLSQRGYEWDAGDVGAAPPGAAPAFTPGIFSS
QPGHTPHPAASRDPVARTSPLQTPAAPGAAAGPALSPVPPVVHLALRQAGDDF
FTSRRYRGDFAEMSSQLHLTPFTARGRFATVVEELFRDGVNWGRIVAFFEFGGV
MCVESVNFTREMSPLVDNIALWMTEYLNRHLHTWIQDNGGWVGASGDVSLG.

E divulgada a interaccdo especifica de cada proteina
purificada (respectivamente a sub-unidade estrutural A, a
sub-unidade reguladora B55 (B) ou a holoenzima trimérica ABC
(denominada PP2A1) com uma sequéncia peptidica, sob a forma de
uma transferéncia de Western, apds incubacdo da membrana com um
anticorpo dirigido contra a proteina estrutural A (A), com a
sub-unidade reguladora B (B) e com uma mistura de anticorpos

reconhecendo as proteinas A, B e C da PP2A (ABC) (Figuras 1,2).

EXEMPIO 1

Identificagdo de sequéncias peptidicas contendo os 1locais
de 1ligagdo da proteina E4orf4 codificada pelo adenovirus do

tipo 2 de cdo com proteinas da familia da PP2A.

O rastreio de uma membrana contendo os péptidos abrangendo
as sequéncias de FEdorf4 com as diferentes formas da PP2A
purificada (a figura 1) permitiu a requerente identificar cinco
sequéncias de aminodcidos gque contém locais de interaccao da

Edorfd4d com a PP2A (ver a tabela 1).

Respectivamente a regquerente pode determinar:
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ABC1

uma sequéncia peptidica contendo um local de 1ligacao da
Edorfd a sub-unidade estrutural B (“local B1”

correspondente aos péptidos 12 a 18).

Trés sequéncias peptidicas correspondentes a trés locais da
ligacdo da Edorf4d a sub-unidade A (“local 1” correspondente
aos péptidos 13 a 18 e *“local A2" correspondente aos
péptidos 41 a 43 e *local A3"” correspondente aos péptidos

52 a 55).

Duas sequéncias peptidicas correspondentes a dois locais de
ligacgao da Edorf4 a proteina PP2A1 (“local B1”
correspondente aos péptidos 14 a 18 e “local A3”

correspondente aos péptidos 52 a 55).

E interessante constatar (tabela 1) gque os locais Bl, Al e

se sobrepdem parcialmente o que sugere:

que as sub-unidades A e B podem interagir com o mesmo local
o que nunca foi estabelecido no sistema PP2A. Além disso, a
interacgao da PP2A trimérica com este local requer uma
sequéncia um pouco mais curta o que sugere uma regulacao

conformacional.
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Tabela 1: Locais de ligag¢des da E4orf4 com diferentes PP2A

Local Bl 23-RELGSMLE SPMEFLFDT{DDVTAS-46
Local Al 25- LGSMLE SPMEFLFDT!I DDVTAS-46
Local ABC1 28 -SMLE SPMEFLFDTi DDVTAS-4
Local A2 83- HFKGTLIKEISDWNN-98

Local A3 106- AFRGRE VTVSLLEVFSFC-124

EXEMPILO 2 (Exemplo comparativo)

Identificagdo de sequéncias peptidicas contendo locais de

ligagdo da proteina Bcl-2 a proteinas da familia da PP2A.

O rastreio de uma membrana contendo péptidos abrangendo as
sequéncias da Bcl-2 com as diferentes formas da PP2A purificada
(figura 2) permitiu a requerente identificar cinco sequéncias de
aminodcidos que contém locais de interacgdo da Bel-2 com a PP2A

(ver a tabela 2).

Respectivamente, a requerente pode determinar:

- uma sequéncia peptidica contendo um local de 1ligacao da
Bcl-2 a sub-unidade reguladora B (local 1-B correspondente

aos péptidos 33-37).

- duas seqguéncias peptidicas contendo dois locais de ligacéao
da Bcl-2 a sub-unidade estrutural A (local Al
correspondente aos péptidos 64-67 e o) local A2

correspondente aos péptidos 104-109).
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- duas sequéncias peptidicas contendo um local da ligacgado da
Bcl-2 a holoenzima PP2A1 (local 1-ABC correspondente aos
péptidos 35 a 37 e local 2-ABRC correspondente aos péptidos
105-109). E interessante observar que os locais 1-ABC e

2-ABC correspondem, respectivamente, aos locais 1-B e A2

com desfasamentos de dois e quatro aminodcidos
respectivamente, provavelmente relacionados com uma
conformacao diferente resultante da interaccéo das

proteinas A ou B na holoenzima.

Além disso, € notédvel gque o local 1-B/1-ABC se situa ao
nivel da ser-70 cuja fosforilacdao regula a actividade da PP2A
enquanto o local 2-abc/a2 se situa na extremidade do terminal C
da proteina. Na totalidade e contrariamente aos locais de
interacgdao com a PPl estes dois locais nao interferem com o0s
dominios BH da proteina PP2A (ver Garcia A. et al., PPl et PP2A
des ser/thr phosphatases au coeur de 1’apoptose (2001). Med/Sci
17, 1214-1216 para uma discussao geral).

Tabela 2: Locais de ligag¢do da Bcl-2 com diferentes PP2A

Local 1-B 67-ARTSPLQTPAAPGAAAGPAL-86
Local Al 129- RFATWEELFRDGVNW-144
Local A2 207- RPLFDFSWLSLKTLLSLALVGA-228

Local 1-ABC (local 1 B) 71-PLQTPAAPGAAAGPAL -86

Local 2-ABC (local A2) 209- L FDFSWLSLKTLLSLALVGA-228
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110>

<120>

INSTITUT PASTEUR

Péptidos 1ligantes da fosfatase de

polinucléotidos gque os codificam

<130>

<140>
<141>

<150>

<160>

<170>

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

<400>

Arg Glu Leu Gly Ser Met Leu Glu Ser Pro Met Glu Phe Leu Phe

B5776-AD/CAL

CA 2.408.207 <151> 2002-10-16

11

PatentIn Ver. 2.1

1
24
PRT

Sequéncia artificial

1

5 10

Asp Thr Ile Asp Asp Val Thr Ala Ser

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

20

2
22
PRT

Sequéncia artificial

29

proteina

2R

15

(S]



<400> 2

Leu Gly Ser Met Leu Glu Ser Pro Met Glu Phe Leu Phe Asp Thr
5 10 15
Ile Asp Asp Val Thr Ala Ser
20

<210> 3
<211> 20
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<400> 3

Ser Met Leu Glu Ser Pro Met Glu Phe Leu Phe Asp Thr Ile Asp
5 10 15

Asp Val Thr Ala Ser
20

<210> 4
<211> 16
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<400> 4

His Phe Lys Gly Thr Leu Ile Lys Glu Ile Ser Asp Val Val Asn
5 10 15
Asn

<210> 5
<211> 18
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
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<400> 5

Ala Phe Arg Gly Arg Glu Val Thr Vval Ser Leu Leu Glu Val Phe
‘ 5 10 15
Ser Phe Cys

<210> ©
<211> 32
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<400> 6

Val Lys Lys Lys Lys Ile Lys Arg Glu Ile Lys Ile Ser Met Leu
5 10 15

Glu Ser Pro Met Glu Phe Leu Phe Asp Thr Ile Asp Asp Val Thr
20 25 30

Ala Ser

<210> 7

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<400> 7
Ala Arg Thr Ser Pro Leu Gln Thr Pro Ala Ala Pro Gly Ala Ala
5 10 15
Ala Gly Pro Ala Leu
20

<210> 8
<211> 16
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
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<400> 8

Arg Phe Ala Thr Val Val Glu Glu Leu Phe Arg Asp Gly Val Asn
5 : 10 15
Trp

<210> 9
<211> 22
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<400> 9
Arg Pro Leu Phe Asp Phe Ser Trp Leu Ser Leu Lys Thr Leu Leu
5 10 15
Ser Leu Ala Leu Val Gly Ala
20

<210> 10
<211> 16
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<400> 10

Pro Leu Gln Thr Pro Ala Ala Pro Gly Ala Ala Ala Gly Pro Ala
5 10 15
Leu

<210> 11
<211> 20
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
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<400> 11

Leu Phe Asp Phe Ser Trp Leu Ser Leu Lys Thr Leu Leéu Ser Leu
5 10 15

Ala Leu Val Gly Ala
20
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REIVINDICACOES

1. Péptido caracterizado por este se ligar in vitro, de um
modo especifico, a uma holoenzima de fosfatase de proteina
de tipo 2A ou a uma das suas sub-unidades e por este ser

seleccionado de uma das sequéncias seguintes:

a) sequéncia RELGSMLESPMEFLFDTIDDVIAS (SEQ. ID N° 1),
proveniente da proteina Edorf4 do adenovirus do tipo 2

de cao;

b) sequéncia LGSMLESPMEFLFDTIDDVIAS (SEQ. ID N°: 2),
proveniente da proteina Edorf4 do adenovirus do tipo 2

de cao;

c) sequéncia GSMLESPMEFLFDTIDDVTAS, proveniente da proteina

Fdorf4 do adenovirus do tipo 2 de cao;

d) sequéncia  SMLESPMEFLFDTIDDVTAS  (SEQ. ID N°: 3),

proveniente da proteina Edorf4d do adenovirus do tipo 2

de cao; e

e) sequéncia  VKKKKIKREIKISMLESPMEFLFDTIDDVTAS (SEQ. D

N°: 6), proveniente da proteina Cka 2 de Theileria parva

e da proteina Edorf4 do adenovirus do tipo 2 de cao.

2. Péptido de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por
este estar ligado a um vector capaz de transferir o

referido péptido para uma célula eucariota.



Polipéptido caracterizado por este ser constituido pela
repeticdo de um péptido de acordo com a reivindicacdo 1 ou

2.

Polinucledétido caracterizado por a sua sequéncia consistir
na sequéncia codificante de um péptido de acordo com a

reivindicacao 1 ou 2.

Polinucledétidos caracterizados por estes consistirem num
multimero do polinucledtido de acordo com a

reivindicacao 4.

Vector de expressdo celular, caracterizado por este conter
um polinucledétido de acordo com a reivindicagdo 4 ou 5 e
sequéncias reguladoras permitindo a expressdo de um péptido
de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2 numa célula

hospedeira.

Anticorpo purificado policlonal ou monoclonal caracterizado
por ser capaz de se ligar, de um modo especifico, a
qualgquer um dos péptidos de acordo com a reivindicacdo 1 ou

2.

Composicao farmacéutica compreendendo um péptido de acordo
com a reivindicacdo 1 ou 2, em combinagcdo com um veiculo

farmaceuticamente aceitavel.

Composigcdo farmacéutica compreendendo um dos elementos
seleccionados de um polinucledétido de acordo com a
reivindicacdo 4 ou 5, um vector de expressao de acordo com
a reivindicagdo 6 ou um anticorpo de acordo com a

reivindicacgao 7.



10.

11.

12.

13.

Utilizacdao dos péptidos definidos de acordo com a
reivindicacdo 1 ou 2, na preparacao de um medicamento util

no tratamento de tumores.

Utilizacdo de um péptido definido de acordo com a
reivindicagcdo 1 ou 2, na preparacao de um medicamento apto
a induzir a apoptose de células alvo e, em particular, de

células tumorais.

Utilizagcdo de um péptido definido de acordo com a
reivindicacdao 1 ou 2, na preparacdo de um medicamento util

no tratamento do cancro.
Utilizacéao de um polinucledtido de acordo com a
reivindicacdo 4 ou 5 ou de um anticorpo de acordo com a

reivindicagao 7, no diagnédéstico in vitro do cancro.

Lisboa, 31 de Maio de 2010
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RESUMO

“PEPTIDOS LIGANTES DA FOSFATASE DE PROTEINA 2A E POLINUCLEOTIDOS
QUE OS CODIFICAM”

A invencdo refere-se a novos péptidos Edorf4 ou Bcl-2
sintéticos ou naturais uteis, em particular, nos tratamentos
antitumorais, antivirais e antiparasitdrios, sendo os referidos
péptidos de tamanho inferior a 33 aminodcidos e caracterizados
por estes se ligarem in vitro a uma holoenzima da fosfatase de
proteina 2A ou a uma das suas subunidades. A invencdo refere-se,
também, aos polinucléotidos codificando os novos péptidos, aos
vectores que o0s expressam, assim como aos anticorpos que o0s

reconhecem e as sondas que reconhecem o0s seus transcritos.
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