i

b
wegpecie

(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENCAO

(11) Numero de Publicacao: PT 1947175 E

(51) Classificagdo Internacional:
C12N 9/12(2007.10) A61K 38/17 (2007.10)
A61P 43/00 (2007.10)

(22) Data de pedido: 2006.10.11
(30) Prioridade(s): 2005.10.14 ES 200502511
(43) Data de publicagéo do pedido: 2008.07.23

(45) Data e BPI da concessdo: 2010.05.26
170/2010

(73) Titular(es):

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES
CIENTIFICAS

CALLE SERRANO, 117 E-28006 MADRID ES
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MADRID ES
UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA ES

(72) Inventor(es):

ROSARIO PERONA ABELLON ES
ROSARIO MACHADO PINILLA ES
LEANDRO SASTRE GARZON ES
ISABEL SANCHEZ PEREZ ES
JOSE RAMON MURGUIA IBANEZ ES

(74) Mandatario: ) }

JOSE RAUL DE MAGALHAES SIMOES

AV. ESTADOS UNIDOS DA AMERICA, 131, 72- C 1700-173
LISBOA PT

(54) Epigrafe: SEQUENCIA DE NUCLEOTIDOS E DE PEPTIDOS GSE 24.2 DA DISQUERINA, QUE
PODEM INDUZIR A ACTIVIDADE DA TELOMERASE, METODO PARA OS OBTER, COMPOSICOES

TERAPEUTICAS E SUAS APLICACOES
(57) Resumo:



EP1947175B1

RESUMO

SEQUENCIA DE NUCLEOTIDOS E DE PEPTIDOS GSE 24.2 DA DISQUERINA,
QUE PODEM INDUZIR A ACTIVIDADE DA TELOMERASE, METODO PARA OS
OBTER, COMPOSIGOES TERAPEUTICAS E SUAS APLICAGOES

A invencdo refere-se a um composto que induz ou activa a
actividade de telomerase, baseado na sequéncia de nucledtidos do
fragmento GSE 24.2 de disquerina ou a sequéncia da proteina ou
péptido codificada pela referida sequéncia de nucledtidos. A
invencdo também se refere a vectores que contém a referida
sequéncia e células transformadas com a mesma e composicdes
farmacéuticas que contém a totalidade dos elementos acima
mencionados. A referida composicdo pode ser utilizada no
tratamento de doencas a partir do seguinte grupo: envelhecimento
ou aceleracdo do envelhecimento, doencas neurodegenerativas e

disqueratose congénita.



DESCRIGAO

SEQUENCIA DE NUCLEOTIDOS E DE PEPTIDOS GSE 24.2 DA
DISQUERINA, QUE PODEM INDUZIR A ACTIVIDADE DA TELOMERASE,
METODO PARA OS OBTER, COMPOSIGCOES TERAPEUTICAS E SUAS
APLICAGOES

O sector biotecnoldgico com aplicacdes relacionadas com
a saude humana e, mais especificamente, compostos bioldgicos
- sequéncias de nucledtidos, péptidos e células humanas
transformadas - com aplicacdes terapéuticas para seres

humanos.

ESTADO DA TECNICA

A disquerina (Figura 1) é uma proteina nucleolar de 58-
kD que estéd associada a caixa H/ACA nos SnoRNAs, presentes
nas particulas de ribonucleoproteina pequena encarregue de
pseudouridinizar o RNA ribossémico. Por outro lado, ¢ também
um componente do complexo da telomerase, que & regsponsavel
por manter repeticdes teloméricas nas extremidades do
cromossoma. A forma ligada ao cromossoma X de disqueratose
congénita (Marrone et al., 2003; Besseler et al., 2004) & uma
sindrome congénita que provoca a faléncia de medula &éssea e
estd associada com maior susceptibilidade para o cancro. Esta
forma de disqueratose é provocada por uma mutacdo especifica
do gene DKCl, que codifica a disquerina. Existe outra
disqueratose congénita autossdédmica dominante; Neste caso, a
doenca estéd associada a mutacdes na componente de RNA da
telomerase (hTR) (Heiss et al., 1998). Nos fibroblastos e
linfoblastos dos doentes com disqueratose congénita existe

uma perda da actividade de telomerase e os teldmeros sdo mais
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curtos do que os das células ndo afectadas pela doenca
(Siriniavin et al., 1975; Trowbridge et al., 1977). Nas
células dos doentes com a forma de disqueratose congénita
ligada ao cromossoma X, os defeitos da telomerase foram
superados através da expressdo de hTERT ectopicamente
(Mitchell et al., 1999). Na disqueratose congénita provocada
por mutacles em hTR, a Unica maneira de recuperar a
actividade de telomerase é através da re-expressdo de hTR (Fu

et al., 2003).

Os teldbmeros sdo compostos por 500-2 000 repeticdes da
sequéncia conservada TTAGGG na extremidade 3’ do cromossoma e
0 seu encurtamento através de sucessivas divisdes torna-se
uma limitacdo para a capacidade de proliferacdo da célula. Os
teldmeros sdo susceptiveis de sofrer lesdo do DNA provocada
por agentes exdgenos, incluindo a cisplatina. Foi descrito
que a cisplatina é capaz de inibir a actividade de telomerase
em diferentes linhas celulares (Ishibashi et al., 1998;
Burger et al., 1997). Existem véarias hipdteses sobre o modo
como esta 1inibicdo pode ocorrer. Uma possibilidade é a
formacdo de aductos G-Pt-G, tipicos da cisplatina, na
sequéncia repetida de teldmeros TTAGGG. Alternativamente, as
interaccdes da cisplatina com grupos sulfidrilo essenciais
para a subunidade catalitica da transcriptase reversa (hTERT)
e pode ser ainda devido a reducdo na expressdo de hTERT

(Burger et al., 1997).
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DESCRICAO

BREVE DESCRICAO

Um objecto desta invencdo é um composto que induz ou
activa a actividade de telomerase, de agui em diante
denominado composto activador desta invencdo, com base na
sequéncia de nucledtidos do fragmento GSE 24.2 de disguerina
ou a proteina ou sequéncia peptidica codificada pela referida
sequéncia de nucledtidos que & capaz de recuperar a
actividade de telomerase no interior das células de um

mamifero, preferencialmente humano.

Um objecto particular da invencgdo é uma sequéncia de
nucledétidos, de aqui em diante segquéncia do gene GSE 24.2
desta invencdo, gue permite a expressdo de uma proteina ou
péptido que induz a actividade de telomerase no interior das
células de um mamifero, preferencialmente humano, e gue
consiste em uma ou varias sequéncias de nucledbdétidos de GSE

24.2 gque pertencem ao seguinte grupo:
a) uma sequéncia de nucledtidos compostas por uma
sequéncia de nucledbdétidos de GSE 24.2 humana (SEQ 1ID

N°:1),

b) uma sequéncia de nucledtidos andlogos a sequéncia

de a),
c) um fragmento de qualgquer uma das sequéncias a) e
b), e
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d) uma sequéncia de nucledbdétidos, construcdo genética,
que compreende qualgquer sequéncia que pertence a a), b)

e c).

Como utilizado nesta invencdo, o termo “sequéncia de

nucledétidos” refere-se a uma sequéncia de DNA, cDNA ou mRNA.

Uma forma de realizacdo particular desta invencdo é a
sequéncia de nucledbdétidos da sequéncia de GSE 24.2 de a)

composto da SEQ ID N°:1.

Outra forma de realizacdo particular desta invencédo ¢ a
sequéncia de nuclebdétidos da sequéncia de GSE 24.2 de Db)
composto de SEQ ID N°:11 ou SEQ ID N°:13, que codifica os
dominios do ©péptido Trub I e Trub 1II, respectivamente

(Exemplo 1.7).

Outro objecto particular desta invencdo & uma construcdo
genética de GSE 24.2 que compreende a sequéncia de

nucledtidos de GSE 24.2.

Outro objecto particular desta invengdo ¢ um vector de
expressdo de GSE 24.2 que compreende uma sequéncia de
nucledétidos de GSE 24.2 ou uma construcdo genética de GSE
24.2, descrita nesta invencédo, e que permite a expressido de
uma proteina ou péptido capaz de recuperar a actividade de
telomerase no interior das células de mamiferos,
preferencialmente humanos. Um exemplo desta forma de
realizacdo particular é o vector de expressdo pLNCX 24.2 da

invencédo (ver exemplos).
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Adicionalmente, outro objecto particular da invencédo é
uma proteina ou péptido, de aqui em diante denominada
proteina GSE 24.2 desta invencdo, dque exibe actividade
destinada a recuperar telomerase no interior das células de
um mamifero, preferencialmente humano, e que compreende uma
ou varias sequéncias de aminodcidos que pertencem ao seguinte

grupo:

a) uma sequéncia de aminocécidos composta por uma

sequéncia de aminodcidos de GSE 24.2 humana (SEQ 1ID

N°:2),
b) uma sequéncia de aminoidcidos andlogos a segquéncia
de a),
c) um fragmento de qualquer uma das sequéncias de a) e
b), e
d) uma sequéncia de aminodcidos que compreende

qualquer sequéncia que pertence a a), b) e c).

Outra forma de realizacdo particular desta invencédo é
uma proteina cuja segquéncia de aminodcidos de a) é composta

de SEQ ID N°:2.

Outra forma de realizacdo particular desta invencédo é
uma proteina cuja sequéncia de aminodcidos de <c¢), cujo

fragmento é composto por SEQ ID N°:12 ou SEQ ID N°:14.

Por outro lado, outro objecto adicional desta invencéo
sdo células geneticamente modificadas, sejam eucaridticas -

preferencialmente humanas - ou procaridticas, de agqui em
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diante denominadas células de GSE 24.2 da invencdo, dgue
compreende a sequéncia de nucledbdtidos, construcdo e vector de
expressdo de GSE 24.2 da invencdo e em que o péptido ou
proteina GSE 24.2 da invencdo pode ser adequadamente

expresso.

Por isso, outro objecto da invencdo é a utilizacdo do
composto activador de GSE 24.2 desta invencdo na preparacao
de um fédrmaco ou composicdo de farmacéutica para o tratamento
de uma doenca provocada por uma alteracédo de,
preferencialmente uma reducdo na actividade de telomerase,
pertencendo, para efeitos ilustrativos e sem esta limitacdo
do admbito da invencdo, ao seguinte grupo: envelhecimento ou
aceleracdo do envelhecimento, doencas neurodegenerativas e

disqueratose congénita.

Outro objecto desta invencéo é uma composicéado
farmacéutica ou farmaco para o tratamento de doencas,
disturbios ou patologias que se desenvolvem com alteracdes da
actividade de telomerase, preferencialmente uma reducdo na
actividade, de aqui em diante composicdo farmacéutica desta
invencdo, que compreende uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um composto ou agente capaz de recuperar a
actividade de telomerase juntamente com, opcionalmente, um ou
mais adjuvantes farmaceuticamente aceitédveis e/ou veiculos, e
que é capaz de estimular a criacdo e manutencdo da actividade

de telomerase.

Outro objecto particular desta invencdo €& uma composicéo
farmacéutica da invencdo em que o composto ou agente capaz de
recuperar a actividade de telomerase pertence ao seguinte

grupo: sequéncia, construcdo genética ou vector de GSE 24.2
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que permite a expressdo de uma proteina ou péptido capaz de
recuperar a actividade de telomerase no interior das células

de um mamifero, preferencialmente humano.

Uma forma de realizacdo particular da invencdo ¢ uma
composicdo farmacéutica da invencdo em gue o composto ou
agente capaz de recuperar a actividade de telomerase € uma ou
vadrias sequéncias de GSE 24.2 que pertencem ao seguinte

grupo:

a) uma sequéncia de nucledétidos composta por uma

sequéncia de nucledtidos de GSE 24.2 humana (SEQ 1ID

N°:1),

b) uma sequéncia de nucledétidos andloga a sequéncia de
al,

c) um fragmento de qualquer uma das sequéncias de a) e
b), e

d) uma sequéncia de nucledtidos, construcdo genética,

que compreende qualquer sequéncia gue pertence a a), b)

e c).

Outra forma de realizacdo particular desta invencdo é a
composicdo farmacéutica da invencdo em gque a sequéncia de
nucledétidos de a) €& a sequéncia de nucledtidos de GSE 24.2

(SEQ ID N°:1).

Outra forma de realizacdo particular desta invencédo ¢ a

composicdo farmacéutica da invencdo em que a sequéncia de
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nucledétidos de c¢c) & a sequéncia de nucledtidos SEQ ID N°:11

ou SEQ ID N°: 13.

Outra forma de realizacdo particular desta invencédo é
uma composicdo farmacéutica da invencdo em que a sequéncia de
nucledétidos é um vector, preferencialmente o vector pLNCX

24.2.

Outro objecto particular desta invencdo € uma composicéo
farmacéutica da invencdo em que o composto ou agente capaz de
recuperar a actividade de telomerase é uma proteina ou um
péptido codificado pela sequéncia de GSE 24.2, construcéo

genética ou vector da invencéo.

Uma forma de realizacdo particular da invencdo € uma
composicdo farmacéutica da invencdo em gue a proteina ou

péptido de GSE 24.2 pertence ao seguinte grupo:

a) uma sequéncia de aminocadcidos composta por uma

sequéncia de aminodcidos de GSE 24.2 humana (SEQ 1ID

N°:2),

b) uma sequéncia de aminodcidos andloga a sequéncia de
a),

c) um fragmento de qualquer uma das sequéncias de a) e
b), e

d) uma sequéncia de aminodacidos que compreende

qualquer sequéncia que pertence a a), b) e c).



EP1947175

Outra forma de realizacdo particular desta invencdo & a
composicdo farmacéutica da invencdo em que a sSequéncia de

aminodcidos de a) € a sequéncia SEQ ID N°:2.

Outra forma de realizacdo particular desta invencdo é
uma composicdo farmacéutica da invencdo em que a sequéncia de
aminodcidos de c¢) ¢é uma sequéncia SEQ ID N°:12 ou SEQ 1ID

N°:14.

Outro objecto particular desta invencdo & uma composicédo
farmacéutica da invencdo em que o composto de activacdo da
telomerase ou agente & uma célula, preferencialmente humana,
transformada pela sequéncia, construcdo ou vector de GSE

24.2.

Outro objecto da invencdo é a utilizacdo da composicédo
farmacéutica da invencdo, de aqui em diante designada
utilizacdo da composicdo farmacéutica da invencdo, num método
de tratamento ou profilaxia para um mamifero,
preferencialmente um ser humano, afectado por uma doenca,
disturbio ou patologia gque desenvolve com alteracdes da
actividade de telomerase, consistindo na administracdo da
referida composicdo terapéutica numa dose adequada que
permite a recuperacdo da actividade de telomerase no interior

das suas células.

Outro objecto particular desta invencdo é a utilizacéo
da composicdo farmacéutica da invencdo num método de
tratamento para uma doenca ou disturbio que se desenvolve com
alteracdes da actividade da telomerase e que afecta seres
humanos, que pertencem, para objectivos ilustrativos e sem

esta limitacdo do Aambito da invencdo, ao seguinte grupo:
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envelhecimento ou aceleracdo de envelhecimento, doencas
neurodegenerativas, disqueratose congénita, Cri du chat,
ataxia telangiectasia, Sindrome de Quebra de Nijmegen,
Sindrome de Bloom, Sindrome de Werner, anemia de Fanconi,
colite wulcerosa, envelhecimento wvascular, aterosclerose e

cancro.

Outra forma de realizacdo particular desta invencédo ¢ a
utilizacdo da composicdo farmacéutica da invencdo num método
de tratamento para uma doenca neurodegenerativa que pertence
ao seguinte grupo: doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson,

ataxia cerebelar e degeneracdo da medula espinal.

Outra forma de realizacdo particular desta invencédo ¢ a
utilizacdo da composicdo farmacéutica da invencdo num método
de tratamento para uma forma de disqueratose congénita ligada

ao cromossoma X

Outra forma de realizacdo particular desta invencdo ¢é a
utilizacdo da composicdo farmacéutica da invencdo num método
de tratamento para disqueratose congénita autossdmica

dominante.
DESCRIQAO DETALHADA

Esta invencdo aborda o problema de proporcionar novas
ferramentas terapéuticas para o tratamento de doencas que se
desenvolvem com alteracdes da actividade de telomerase e,
mais especificamente, disqueratose congénita.

Esta invencdo baseia-se no facto de os inventores terem

provado dque a expressdo de um fragmento de cDNA de

10



EP1947175

disquerina, o fragmento GSE 24.2 (SEQ ID N°:1), gue expressa
uma sequéncia interna da disquerina (SEQ ID N°:2), compensa
os defeitos na actividade de telomerase nas células de
doentes com disqueratose congénita e em células VAl3 (Exemplo
3). Mais especificamente, quando as células de doentes com
disqueratose congénita e células VAl3 sdo transfectadas com a
sequéncia de GSE 24.2, além de recuperar a actividade de
telomerase, hé& um aumento nos niveis de hTERT e de hTR. De
facto, observou-se que a expressdo do péptido GSE 24.2
aumenta a actividade da linha de Dbase do promotor da
telomerase e, apds tratamento com cisplatina, as células 24.2
também possuem maior actividade. Curiosamente, Collins et al.
tinham previamente descrito que, nas células destes mesmos
doentes, a actividade de telomerase foi apenas recuperada
através da sobre-expressdo do gene hTERT, e ndo pela
expressdo da disquerina, uma proteina gque estd mutada nestes

doentes (Mitchell et al., 1999).

Foi descrito na literatura que as mutacdes na disquerina
podem afectar a acumulacdo do RNA da telomerase (Mochizuki et
al., 2004); por isso, os efeitos provocados pelo péptido GSE
24.2 podem ser devidos a um aumento nos niveis de hTERT e a
uma maior estabilizacdo de hTR, uma vez que o aumento nos
niveis de hTERT pode estabilizar a formacdo do complexo da
telomerase, evitando desse modo a degradacdo de hTR. A este
respeito, nesta invencdo foi observado que, em células
transfectadas com o péptido GSE 24.2, o promotor da proteina
hTERT, mas ndo hTR, é activado constitutivamente de um modo
dependente da expressdo de c-myc, mais especificamente
através da sua ligacdo a regido NHEIII, localizada na regido
do promotor rica em purina Pl (Pu27, ver Exemplo 2),

permitindo desse modo uma alteracdo na conformacdo secundéria

11
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do DNA, de modo a que os factores de transcricdo possam ter
acesso ao DNA. Qualgquer alteracdo na sequéncia desta regido
que modifica a sua estrutura secundaria, altera a actividade

do péptido GSE 24.2.

De um modo semelhante, uma sequéncia eqguivalente ao
péptido GSE 24.2 humano (CBF5 de levedura, S. cerevisiae
CBF5) apresenta uma actividade semelhante na activacdo de
hTERT (resultados n&do apresentados), indicando um grau mais
elevado de conservacdo funcional na actividade deste dominio
de disquerina, definindo desse modo e ilustrando as miltiplas
possibilidades de elementos ou sequéncias homdélogas a GSE

24.2 que podem ser utilizadas nesta invencéo.

Além disso, este péptido de GSE 24.2 proporciona linhas
celulares humanas com uma capacidade de sobrevivéncia a
cisplatina (Exemplo 1). A linha celular 24.2 aumenta a
viabilidade face ao inibidor da telomerase 1. Este inibidor
possui um mecanismo de accdo que é semelhante a cisplatina,
formando G-quadruplexos nos teldmeros e reduzindo a
actividade de telomerase (Sun et al., 1997). Foram também
descritas sequéncias que formam G-quadruplexos num intrédo
hTERT; por isso, é possivel que este inibidor também reduza
08 niveis de hTERT, reduzindo também desse modo a actividade

de telomerase (Lemateleur et al., 2004).

Tendo em conta gque ambos a cisplatina e o inibidor de
telomerase estabilizam a formacdo de G-quadruplexos (Redon et
al., 2001), o que pode, por sua vez bloquear a actividade de
telomerase, o péptido de GSE 24.2 pode reduzir a eficécia
destes inibidores prevenindo ou reduzindo a formacdo destes

G-quadruplexos, ou talvez seja capaz de aumentar os niveis de

12



EP1947175

hTERT, aumentando desse modo a actividade de telomerase,

através de outro mecanismo.

Os elementos de supressdo de genes (GSEs) sdo fragmentos
de CcDNA Dbiologicamente activos que codificam péptidos ou
inibidores de RNA anti-sentido inibidores e actuam de um modo
dominante na expressdo genética em células de mamifero. GSE
24.2 & um fragmento de 165-pb que compreende os nucledtidos
268 a 433, e corresponde a uma sequéncia formada por dois
dominios altamente conservados em diferentes esgpécies,
denominados TRUB (Figura 2b, wver SEQ ID N°:12 e 14,
respectivamente). Estes dominios parecem possuir uma funcédo
importante na pseudouridinizacdo de snoRNAs (Zucchini et al.,
2003; Pan et al., 2003) e, o que ¢ mais surpreendente,
sequéncias de nucledétidos preparadas com esses dominios,
clonadas separadamente, aumentaram a actividade da linha de
base do promotor da telomerase como inicialmente descrito, a
sequéncia inteira de 55 aminoécidos (Exemplo 1.7, Figura 8c).
E interessante notar que esta actividade, que induz
resisténcia a cisplatina e compensa os defeitos na actividade
da telomerase, estéd apenas localizada na regido da disquerina
encontrada nesta sequéncia de GSE 24.2, uma vez dJque a
proteina completa (ver SEQ ID 4) ou o fragmento aminoterminal
ndo possuem qualquer actividade. Finalmente, deve salientar-
se que estes resultados abrem novas perspectivas terapéuticas
para disturbios ou doencas humanas provocadas pelas
alteracdes do complexo da telomerase (encurtamento de
teldémeros e doencas com envelhecimento celular ou células
estaminais), de modo que o elemento GSE 24.2 ou seus
derivados possam ser utilizados como farmacos para recuperar
a actividade de telomerase. Para além disso, existem

sindromes diferentes para além de DC, que incluem um

13
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encurtamento de teldmeros entre os fendtipos celulares, e

também faléncias da medula bssea, imunossupresséo e

[ON

predisposicdo para o cancro. O gene da telomerase néo
afectado pelas mutacdes em qualquer um deles, mas a

substituicdo do teldmero e a actividade da telomerase sdo.

Por isso, um objecto desta invencdo é um composto que
induz ou activa a actividade de telomerase, de aqui em diante
composto activador desta invencdo, com base na sequéncia de
nucledétidos do fragmento GSE 24.2 da disguerina, ou a
proteina ou sequéncia peptidica codificada pela referida
sequéncia de nucledtidos, que ¢é capaz de recuperar a
actividade de telomerase no interior das células de um

mamifero, preferencialmente humano.

Como utilizado nesta invencdo, o termo “composto gue
induz ou activa a telomerase” refere-se a uma molécula que
aumenta a intensidade ou prolonga a duracdo da sua actividade
bioldégica. Esta definicdo inclui, para além disso, aqueles
compostos ou moléculas que permitem a expressdo de uma
sequéncia de nucledétidos que codifica uma proteina GSE 24.2.
Um composto activador pode ser composto por um péptido, uma

proteina ou uma sequéncia de nucledtidos.

Assim, um objecto particular da invencdo é uma sequéncia
de nucledbdtidos, de agqui em diante sequéncia do gene GSE 24.2
desta invencédo, que permite a expressdo de uma proteina ou
péptido que induz a recuperacdo da actividade de telomerase
no interior das células de um mamifero, preferencialmente
humano, e que ¢é composta por uma ou varias sequéncias de

nucledtidos de GSE 24.2 gque pertencem ao seguinte grupo:

14
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a) uma sequéncia de nucledtidos composta por uma

sequéncia de nucledtidos de GSE 24.2 humana (SEQ 1ID

N°:1),

b) uma sequéncia de nucledtidos andloga a sequéncia de
al,

c) um fragmento de qualquer uma das sequéncias de a) e
b), e

d) uma sequéncia de nucledtidos, construcdo genética,

que compreende qualquer sequéncia gue pertence a a), b)

e c).

No sentido utilizado nesta descricdo, o termo “anadlogo”
pretende incluir qualquer sequéncia de nucledbdétidos que pode
ser isolada ou construida com base na sequéncia apresentada
nesta egpecificacédo; por exemplo, introduzindo substituicdes
de nucledtidos conservadoras ou ndo conservadoras, incluindo
a insercdo de um ou mais nucledtidos, a adicdo de um ou mais
nucledétidos em qualquer das extremidades da molécula ou a
delecdo de um ou mais nucledtidos em gqualgquer extremidade ou
no interior da sequéncia, que permite a codificacdo de um
péptido ou proteina capaz de mimetizar a actividade da
sequéncia de GSE 24.2 (SEQ ID N°:2) ou seus fragmentos (SEQ
ID N°:12 e SEQ ID N°:14).

A enzima disquerina pertence a uma familia da sintase de
pseudouridina presente em varios organismos (ver Figura 3B,
Mitchel et al., 1999). Com base na informacdo descrita nesta

invencdo e de diferentes organismos encontrados na natureza,

15
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um especialista na técnica pode isolar ou construir uma

sequéncia de nucledtidos andloga as descritas nesta invencéo.

Em geral, uma sequéncia de nuclebdétidos andloga ¢é
substancialmente hombéloga a sequéncia de nucledbdétidos descrita
acima. No sentido wutilizado nesta descricdo, a expressao
“substancialmente homéloga” significa que as sequéncias de
nucledétidos em questdo possuem um grau de identidade de, pelo
menos 30%, preferencialmente de pelo menos 85%, ou mais

preferencialmente de pelo menos 95%.

Como utilizado nesta invencdo, o termo “sequéncia de

nucledtidos” refere-se a uma sequéncia de DNA, cDNA ou mRNA.

Uma forma de realizacdo particular desta invencdo é a
sequéncia de nuclebdétidos da sequéncia de GSE 24.2 de a)

composta de SEQ ID N°:1.

Outra forma de realizacdo particular desta invencdo ¢é a
sequéncia de nuclebdtidos da sequéncia de GSE 24.2 de Db)
composta por SEQ ID N°:11 ou SEQ ID N°:13, que codifica os
dominios dos péptidos Trub I e Trub II, respectivamente

(Exemplo 1.7).

A sequéncia de nucledtidos de GSE 24.2 identificada como
d) corresponde a uma construcdo genética GSE 24.2. Esta
construcdo genética GSE 24.2 da invencdo pode também
compreender, se necessario e de modo a permitir melhor
isolamento, deteccdo ou secrecdo para o citoplasma do péptido
expresso, uma Sequéncia de nucledtidos que codifica um
péptido susceptivel de ser utilizado para efeitos de

isolamento, deteccdo ou secrecdo do referido péptido. Por
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isso, outro objecto particular desta invencdo é uma
construcdo genética GSE 24.2 gue compreende, adicionalmente a
sequéncia de nuclebdétidos de GSE 24.2, qualquer outra
sequéncia de nucledtidos que codifica um péptido ou segquéncia
peptidica gue permite o isolamento, a deteccdo ou a secrecédo
para o citoplasma celular do péptido expresso; por exemplo,
para objectivos ilustrativos e sem isto limitar o dmbito da
invencdo, uma sequéncia de poli-histidina (6xHis), uma
sequéncia peptidica que ¢é reconhecivel por um anticorpo
monoclonal (por exemplo, para a sSua identificacdo, ou
qualgquer outro que pode ser utilizado para purificar a
proteina de fuséo resultante, por cromatografia de
imunoafinidade: péptidos tag, tal como c-myc, HA, E-taqg)
(“Using antibodies: a laboratory manual”. Ed. Harlow e David
Lane (1999). Cold Spring Harbor Laboratory Press. New York.

Chapter: Tagging proteins. Pp. 347-377).

Uma sequéncia de nucledtidos de GSE 24.2 e uma
construcdo genética GSE 24.2 descrita acima pode ser obtida
por um especialista na técnica utilizando técnicas que sé&o
largamente conhecidas no estado da técnica (Sambrook et al.
“Molecular <c¢loning, a Laboratory Manual”. 2nd ed., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, N.Y., 1989. wvols. 1-3). As
referidas sequéncias de nucledtidos podem ser integradas num
vector de expressdo génica que permite a regulacdo da sua

expressdo em condig¢des adequadas no interior das células.

Por isso, outro objecto particular desta invencido é um
vector de expressdo de GSE 24.2 que compreende uma sequéncia
de nucledtidos de GSE 24.2 ou uma construcdo genética de GSE
24.2, descritas nesta invencdo, que permite a expressido de

uma proteina ou péptido capaz de recuperar a actividade de
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telomerase no interior de células de mamiferos,
preferencialmente humanos. Um exemplo de uma forma de
realizacdo particular é o vector de expressdo pLNCX 24.2 da

invencédo (ver exemplos 1 e 2).

Em geral, um vector de expressdo compreende,
adicionalmente a sequéncia de nucledétidos de GSE 24.2 ou a
construcdo genética de 24.2 descritas na invencdo, um
promotor gque dirige a sua transcricdo (por exemplo, pIT7,
plac, ptrc, ptac, pBAD, ret, etc.), ao qual estd ligada
operacionalmente, e outras sequéncias necessarias ou
apropriadas que controlam e regulam a referida transcricédo e,
se aplicavel, a traducdo do produto de interesse; por
exemplo, sinais se iniciacdo e de terminacdo de transcricédo
(tit2, etc.), sinal de poliadenilacédo, origem de replicacéo,
sequéncias de 1ligacdo ao ribossoma (RBS), sequéncias dque
codificam o regulador de transcricdo (intensificadores),
silenciadores de transcricdo, repressores, etc. Exemplos de
vectores de expressdo apropriados podem ser seleccionados,
com base nas condicles e necessidades de cada caso
especifico, entre plasmideos de expressdo, vectores virais
(DNA ou RNA), cosmideos, cromossomas artificiais, etc., que
podem conter, adicionalmente, marcadores gque podem ser
utilizados para seleccionar as células transfectadas ou
transformadas com o gene ou genes de interesse. A seleccédo do
vector 1iréd depender da célula hospedeira e do tipo de
utilizacdo pretendida. Por isso, de acordo com uma forma de
realizacdo particular desta invencdo, o referido vector & um
plasmideo ou um vector viral. O referido vector pode ser
obtido por métodos convencionais conhecidos pelos
especialistas na técnica; de um modo semelhante, podem ser

utilizados diferentes métodos largamente conhecidos para a
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transformacdo de microrganismos e células eucaridticas -
transformacdo quimica, electroporacdo, microinjeccédo, etc. -,
que sdo descritos em véarios manuais [Sambrook, J., Fritsch,
E.F., e Maniatis, T. (1989). Molecular cloning: a laboratory
manual. 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, N.Y.].

Adicionalmente, outro objecto particular da invencédo é
uma proteina ou péptido, de aqui em diante a proteina GSE
24.2 desta invencdo, que apresenta actividade direccionada
para recuperar a telomerase no interior das células de um
mamifero, preferencialmente humano, e que compreende uma ou
vadrias sequéncias de aminoadcidos gque pertencem ao seguinte

grupo:

a) uma sequéncia de aminoacidos composta pela

sequéncia de aminodcidos de GSE 24.2 humana (SEQ 1ID

N°:2),

b) uma sequéncia de aminodcidos andloga a sequéncia de
al,

c) um fragmento de qualquer uma das sequéncias de a) e
b), e

d) uma sequéncia de aminoacidos que compreende

qualguer sequéncia pertencente a), b) e c).

No sentido utilizado nesta descricdo, o termo “anadlogo”
pretende incluir qualquer sequéncia de aminodcidos que pode
ser isolada ou construida com base na sequéncia apresentada

nesta especificacéio; por exemplo, pela introducdo de
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substituicdes de aminoacidos conservadoras e nao
conservadoras, incluindo a insercéo de um ou mais
aminoacidos, a adicdo de um ou mais aminodcidos em qualquer
uma das extremidades da molécula ou a delecdo de um ou mais
aminodcidos em qualguer uma das extremidades ou no interior
da sequéncia, e gque mimetiza a actividade de recuperacdo de

telomerase da SEQ ID N°:2.

A enzima disquerina pertence a uma familia da sintase de
pseudouridina presente em varios organismos (ver Figura 3B,
Mitchel et al., 1999). Com base na informacdo descrita nesta
invencdo e de diferentes organismos presentes na natureza, um
especialista na técnica pode isolar ou construir uma
sequéncia de aminodcidos anédloga a daqueles descritos nesta

invencéo.

Em geral, uma sequéncia de aminodcidos anédloga ¢é
substancialmente homéloga a sequéncia de aminoacidos
discutida acima. No sentido wutilizado nesta descricdo, a
expressdo “substancialmente homdéloga” significa que as
sequéncias de aminodcidos em qguestdo possuem um grau de
identidade de, pelo menos, 30%, preferencialmente de, pelo

menos, 85%, ou mais preferencialmente de, pelo menos, 95%.

Outra forma de realizacdo particular desta invencédo é
uma proteina cuja sequéncia de aminoidcidos de a) é composta

por SEQ ID N°:2.
Outra forma de realizacdo particular desta invencdo é

uma proteina cuja sequéncia de aminodcidos de cujo fragmento

c), é composto por SEQ ID N°:12 ou SEQ ID N°:14.
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Por outro lado, outro objecto adicional desta invencéo
sdo células geneticamente modificadas, quer eucaridticas -
preferencialmente humanas - ou procaridticas, de agqui em
diante células GSE 24.2 da invencgdo, qgue compreendem a
sequéncia de nucledtidos de GSE 24.2, construcdo e vector de
expressdo da invencdo e em que o péptido ou proteina GSE 24.2
da invencédo podem ser adequadamente expressos. Estas células
podem ser transformadas, infectadas ou transfectadas por meio
das referidas sequéncias de nucledtidos utilizando técnicas
de engenharia genética conhecidas dos especialistas na
técnica [Sambrook, J., Fritsch, E.F., e Maniatis, T. (1989).
Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd ed. Cold Spring
Harbor Laboratory] e sdo uma parte desta invencdo. Estas
células podem ser Uteis para a producdo de péptidos capazes
de recuperar a actividade de telomerase, que podem formar a
base para uma composicdo farmacéutica, para a amplificacéo
recombinante das referidas sequéncias de nucledtidos, ou
podem ser Uteis per se as células para terapia génica, etc.
Uma forma de realizacdo particular seria uma célula humana
transformada por estas sequéncias de GSE 24.2 de nucledtidos,
de diferentes estirpes de células, que podem ser utilizadas

como células para a regeneracdo de tecido humano.

Os sistemas de expressido genética podem permitir ou néo
a integracdo de material genético novo no genoma da célula
hospedeira. Assim, a sequéncia de nucledtidos de GSE 24.2,
construcao genética ou vector de expressdo podem ser
utilizados como um féarmaco para proteger as células
hospedeiras, preferencialmente células humanas afectadas por
uma alteracdo da actividade da telomerase, num método de
terapia génica de tratamento e profilaxia para um ser humano

afectado por uma doenca que se desenvolve com alteracdes da
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actividade de telomerase. De um modo semelhante, as células
GSE 24.2 da invencdo podem ser utilizadas como um farmaco
para a regeneracdo ou implantacdo de tecidos ou células em
seres humanos. As ferramentas biofarmacéuticas e processos de
terapia génica séo suficientemente conhecidos dos
egspecialistas na técnica, de modo a que, com a informacédo
descrita nesta invencdo, elas podem ser desenvolvidas com
relativa facilidade. Para além disso, as proteinas ou

péptidos e as proéprias células podem tornar-se biofdrmacos.

Por isso, outro objecto da invencdo é a utilizacdo do
composto activador de GSE 24.2 desta invencdo na preparacao
de um fédrmaco ou composicdo farmacéutica para o tratamento de
uma doenca provocada por uma alteracdo de, preferencialmente
uma reducdo na, actividade de telomerase, pertencendo, para
objectivos ilustrativos e sem isto limitar o Aambito da
invencdo, ao seguinte grupo: envelhecimento ou aceleracdo do
envelhecimento, doencas neurodegenerativas, disqueratose
congénita, Cri du chat (cdc, OMIM 123450), ataxia
telangiectasia (AT, OMIM 208900), Sindrome da Quebra de
Nijmegen (NBS, OMIM 251260), Sindrome de Bloom (BS, OMIM
10900), Sindrome de Werner (WS, OMIM 277900), anemia de
Fanconi (FA OMIM 227650), colite wulcerosa, envelhecimento

vascular, aterosclerose e cancro.

Estudos realizados em anos recentes evidenciaram a
relacdo potencial entre defeitos na manutencdo da actividade
de telomerase e outras sindromes com faléncias da medula
bssea. A  principal causa de morte para doentes com
disqueratose congénita ¢é uma faléncia de medula O4ssea

provocada por infecgdes oportunistas ou hemorragias (em 70%
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dos casos). Outras causas de morte sdo doenca pulmonar e

cancro.

A doenca de Cri du chat (CdC, OMIM 123450) ¢ uma
sindrome de hereditariedade congénita associada com delecdes
do braco curto do cromossoma 5 e surge com uma fregquéncia de
1:20 000 e 1:50 000; a frequéncia em doentes afectados por

atraso mental profundo (QI inferior a 20) alcanca 1%.

A ataxia telangiectasia (AT, OMIM 208900) é uma sindrome
autossdédmica recessiva provocada por mutacdes no gene ATM. Os

problemas surgem entre o segundo € o gquinto ano de vida e

consiste em degeneracéo neuronal progressiva (ataxia
cerebral), telangiectasia ocular, imunodeficiéncia,
hipogonadismo, instabilidade gendmica, envelhecimento

prematuro, diabetes mellitus moderado, Dbaixa altura e

predisposicdo para o cancro (linfomas e leucemias).

A Sindrome da Quebra de Nijmegen (NBS, OMIM 251260) é
uma doenca autossbdmica recessiva provocada por mutacdes ou
perdas do gene Nibrin. A sindrome ¢é caracterizada por
microcefalia, aspecto facial destrutivo, crescimento
retardado, atraso mental progressivo e forte predisposicéo

para linfomas e infecg¢des do tracto respiratédrio.

A Sindrome de Bloom (BS, OMIM 210900) e Sindrome de
Werner (WS, OMIM 277900). BS ¢ uma sindrome autossdmica
recessiva induzida por mutacdes no gene recQ, uma proteina
com actividade de helicase. WS ¢é também uma sindrome
autossdmica recessiva provocada pelas mutacdes na helicase
recQL2. Ambas as doencas sdo caracterizadas por

envelhecimento acelerado e os sintomas incluem aterosclerose,
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osteoporose, diabetes mellitus, cataratas Dbinoculares e
predisposicdo para alguns tipos de tumores, particularmente

sarcomas (WS) e leucemias (BS).

Anemia de Fanconi (FA, OMIM 227650) ¢é uma doenca
autossdémica recessiva caracterizada por um maior numero de
defeitos no desenvolvimento, faléncias da medula déssea e um
aumento de mil vezes na incidéncia de leucemias mieldides e
uma forte predisposicdo para desenvolver tumores sdélidos. A
frequéncia do desenvolvimento da doenga entre portadores da

mutacdo & de 1:100.

A colite wulcerosa ¢é uma doenca que afecta um em 100
Espanhéis. Cré-se que tenha uma origem auto-imune, em que
intervém factores genéticos e ambientais. A colite ulcerosa
afecta o intestino pegqueno e & caracterizada por inflamacédo
créonica da folha <coldnica, com consequente ulceracéo,
rebentamento na barreira mucosa e atrofia da membrana mucosa
do cdlon. O risco de cancro aumenta com a duracdo da doenca e

ocorre em numerosos 6rgdos, tais como o cdlon e linfomas.

Por outro lado, as consequéncias da senescéncia celular
incluem aterosclerose. Por um lado, a disfuncédo telomérica
esté presente nos vasos sanguineos com placas
aterosclerdticas. A reactivacdo da telomerase em células

vasculares progenitoras aumenta a capacidade de divisédo das

células e a vasculogénese. Uma perda destas células
progenitoras contribui para uma disfuncéo vascular
importante; por isso, uma terapia anti-senescéncia iria

proporcionar uma nova abordagem para remediar os efeitos

vasculares do envelhecimento e da aterosclerose.
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Por tltimo, em relacdo a outras aplicacdes potenciais do
elemento da invencdo GSE 24.4, deve notar-se que elas podem
ser muito vastas, uma vez que se conhegca o0 mecanismo, ou um
dos mecanismos, através dos quais este elemento realiza a sua
actividade bioldgica, e gque ¢é descrito pela primeira vez
nesta invencdo: através da ligacdo a regido NHEIII. Nesta
drea, existem alguns exemplos desta sequéncia de polipurina
noutros promotores, mas pode ser salientado o facto de esta
regido de polipurina estar localizadas nas regides de
promotor dos genes CCR5 e PDGFA, entre outros. Por outro
lado, s&o conhecidos alguns factores de +transcricdo que
interagem com este dominio NHE, embora deva ser salientado
que o péptido de supressdo de metadstases nm23H1 (Yoshiro O et
al., 2001; Grand et al., 2004). A este regpeito, o elemento
GSE 24.2 da invencdo pode ser utilizado como um factor de
supressdo para O crescimento tumoral e a propagacdo de

metdstases, uma aplicacdo que é uma parte desta invencéo.

Tal como wutilizado nesta invencdo, o termo “doenca
neurodegenerativa” refere-se a uma doenca que pertence, entre
outros, para efeitos ilustrativos, ao seguinte grupo: doenca
de Alzheimer, doenca de Parkinson, ataxia cerebelar e

degeneracdo da espinal medula.

Outro objecto desta invencéo é uma composicéao
farmacéutica ou farmaco para o tratamento de doencas,
disturbios ou patologias que se desenvolvem com alteracdes de
actividade de telomerase, preferencialmente uma reducdo na
actividade, de aqui em diante composicdo farmacéutica desta
invencdo, que compreende uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um composto ou agente capaz de recuperar a

actividade de telomerase juntamente com, opcionalmente, um ou
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mais adjuvantes farmaceuticamente aceitéveis e/ou veiculos,
que é capaz de estimular a criacdo e manutencdo da actividade

da telomerase.

Os adjuvantes e veiculos farmaceuticamente aceitéveis
que podem ser utilizados nas referidas composicdes sdo o0s
adjuvantes e veiculos conhecidos dos especialistas na técnica
que sdo utilizados habitualmente na preparacdo de composicdes

terapéuticas.

No sentido wutilizado nesta descricdo, a expresséo
“quantidade terapeuticamente eficaz” refere-se a uma
quantidade do agente ou composto capaz de recuperar a
actividade de telomerase calculada para produzir o efeito
desejado e, em geral, serd determinada, entre outras causas,
pelas caracteristicas dos compostos, incluindo a idade e o
estado do doente, a gravidade da alteracdo ou disttrbio, e a

via e a frequéncia de administracédo.

Noutra forma de realizacdo particular, a referida
composicdo terapéutica ¢é preparada na forma sélida ou
suspensdo aquosa, num diluente farmaceuticamente aceitével. A
composicdo terapéutica proporcionada por esta invencdo pode
ser administrada por qualgquer via de administracéao
apropriada; para esta finalidade, a referida composicgdo seré
formulada numa forma farmacéutica adequada para a via de
administracéo seleccionada. Numa forma de realizacédo
particular, a administracéo da composicéo terapéutica
proporcionada por esta invencdo ¢é realizada por via
parentérica, por via oral, por via intraperitoneal, via
subcutédnea, etc. Uma revisdo sobre as diferentes formas

farmacéuticas para administracdo do fadrmaco e o0s excipientes
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necessarios para o0s obter podem ser encontrados, por exemplo,
em “Tratado de Farmacia Galénica”, C. Fauli i Trillo, 1993,

Luzén 5, S.A. Ediciones, Madrid.

Outro objecto particular desta invencdo € uma composicéo
farmacéutica da invencdo em que o composto ou agente capaz de
recuperar a actividade de telomerase pertence ao seguinte
grupo: sequéncia, construcdo genética ou vector GSE 24.2 que
permite a expressdo de uma proteina ou péptido capaz de
recuperar a actividade de telomerase no interior das células

de um mamifero, preferencialmente humano.

Uma forma de realizacdo particular da invencdo € uma
composicdo farmacéutica da invencdo em gue o composto ou
agente capaz de recuperar a actividade de telomerase é uma ou
vadrias sequéncias de GSE 24.2 que pertencem ao seguinte

grupo:

a) uma sequéncia de nucledtidos composta por uma

sequéncia de nucledtidos de GSE 24.2 humana (SEQ 1ID

N°:1).

b) uma sequéncia de nucledtidos andloga a sequéncia de
a),

c) um fragmento de qualquer uma das sequéncias de a) e
b), e

d) uma sequéncia de nucledtidos, construcdo genética,

que compreende qualquer sequéncia gue pertence a a), b)

e c).
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Outra forma de realizacdo particular desta invencdo é
uma composicdo farmacéutica da invencdo em que a sequéncia de
nucledétidos de a) € a sequéncia de nucledtidos de GSE 24.2

(SEQ ID N°:1).

Outra forma de realizacdo particular desta invencédo ¢ a
composicdo farmacéutica da invencdo em que a sequéncia de
nucledétidos de c¢) & a sequéncia de nucledtidos SEQ ID N°:11

ou SEQ ID N°: 13.

Outra forma de realizacdo particular desta invencdo é
uma composicdo farmacéutica da invencdo em que a sequéncia de
nucledétidos é um vector, preferencialmente o vector pLNCX

24.2.

Outro objecto particular desta invencdo é uma composicédo
farmacéutica da invencdo em que o composSto ou agente capaz de
recuperar a actividade de telomerase é uma proteina ou um
péptido codificado pela sequéncia, construcdo genética ou

vector de GSE 24.2 da invencéao.

Uma forma de realizacdo particular da invencdo é uma
composicdo farmacéutica da invencdo em gque a proteina ou

péptido GSE 24.2 pertence ao seguinte grupo:

a) uma sequéncia de aminodcidos composta por uma

sequéncia de aminodcidos de GSE 24.2 humana (SEQ 1ID

N°:2),
b) uma sequéncia de aminodcidos andloga a sequéncia de
al,
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c) um fragmento de qualquer uma das sequéncias de a) e
b), e
d) uma sequéncia de aminoacidos que compreende

qualguer sequéncia que pertence a a), b) e c).

Outra forma de realizacdo particular desta invencdo & a
composicdo farmacéutica da invencdo em que a sequéncia de

aminodcidos de a) € a sequéncia SEQ ID N°:2.

Outra forma de realizacdo particular desta invencdo & a
composicdo farmacéutica da invencdo em gque a sequéncia de

aminodcidos de c) € a sequéncia SEQ ID N°:12 ou SEQ ID N°:14.

Outro objecto particular desta invencdo € uma composicéo
farmacéutica da invencdo em que o composto ou agente dque
activa a telomerase ¢ uma célula, preferencialmente humana,
que ¢ transformada pela sequéncia, construcdo ou vector GSE

24.2.

Outro objecto da invencdo ¢ a utilizacdo da composicéo
farmacéutica da invencdo, de aqui em diante utilizacdo da
composicdo farmacéutica da invencédo, num método de tratamento
ou profilaxia para um mamifero, preferencialmente um ser
humano, afectado por uma doenca, disturbio ou patologia que
se desenvolve com alteracdes da actividade de telomerase,
consistindo na administracéao da referida composicéao
terapéutica numa dose adequada que permite a recuperacdo da

actividade de telomerase no interior das suas células.
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A composicdo farmacéutica desta invencdo pode ser
utilizada num método de tratamento isolada ou juntamente com

outros compostos farmacéuticos.

Outro objecto particular desta invencdo é a utilizacéo
da composicdo farmacéutica da invencdo num método de
tratamento para uma doenca ou disturbio que se desenvolve com
alteracdes da actividade de telomerase e que afecta seres
humanos, pertencendo, para efeitos ilustrativos e sem estes
limitem o ambito da invencéo, ao seguinte grupo:
envelhecimento ou aceleracdo de envelhecimento, doencas
neurodegenerativas, disqueratose congénita, Cri du chat (CdC,
OMIM 123450), ataxia telangiectasia (AT, OMIM 208900),
Sindrome da Quebra de Nijmegen (NBS, OMIM 251260), Sindrome
de Bloom (BS, OMIM 210900), Sindrome de Werner (WS, OMIM
277900), anemia de Fanconi (FA OMIM 227650), colite ulcerosa,

envelhecimento vascular, aterosclerose e cancro.

Outra forma de realizacdo particular desta invencdo & a
utilizacdo da composicdo farmacéutica da invencdo num método
de tratamento para uma doenca neurodegenerativa que pertence
ao seguinte grupo: doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson,

ataxia cerebelar e degeneracdo da espinal medula.

Outra forma de realizacdo particular desta invencdo é a
utilizacdo da composicdo farmacéutica da invencdo num método
de tratamento para uma forma de disqueratose congénita ligada

ao cromossoma X.

Outra forma de realizacdo particular desta invencédo ¢ a

utilizacdo da composicdo farmacéutica da invencdo num método
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de tratamento para disqueratose congénita autossdmica

dominante.
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DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1.- Estrutura esquematica do complexo da
telomerase. As proteinas hTERT, disquerina, p23, hsp90 e
TEP1, juntamente com o RNA de hTR, constituem o complexo

de ribonucleoproteina da telomerase.

Figura 2.- Viabilidade celular e activagdo das vias de
morte JNK e p38 em linhas celulares 293T: pLNCX e 24.2,
tratadas com cisplatina. A) Viabilidade celular. Apds
semear as células 293T: expressar o vector vazio (pLNCX)
e GSE 24.2 (24.2) em placas de 24 pocos, elas foram

incubadas com concentracdes entre 0-100 ng/mL de
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cisplatina. A viabilidade celular foi medida por meio da
técnica do violeta de cristal apds 72 horas de exposicédo
ao féarmaco. 0s resultados representam a média de duas
experiéncias realizadas em quadruplicado. B) Cinética de
activacdo. Tratamento de ambas as linhas celulares nas
concentracdes de cisplatina indicadas na figura durante
© horas. Subsequentemente, a activacdo de JNK e p38 foi
estudada utilizando anticorpos que reconhecem
especificamente as formas activas. Como controlo de

carga, foram detectados os niveis de JNK-1.

Figura 3.- Diagrama das sequéncias de DSK contidas nas
construgdes utilizadas e sequéncia de genes homdélogos a
DSK. A) Diagramas do c¢DNA de disquerina gque representam
a regido de GSE 24.2, que cobre os nucledtidos 268 até
433, corresponde; a localizacdo da construcdo DSK 5’ é
também apresentada. B) Sequéncia comparativa em
aminodcidos de GSE 24.2 com sequéncias de pseudouridina
sintase de outros organismos. Sdo apresentados 0s

dominios conservados TRUB I e TRUB IT.

Figura 4.- Viabilidade das linhas celulares 293T: pLNCX,
24.2, DSK5' e DSK tratadas com cisplatina. Foram
utilizadas as linhas celulares descritas acima (pLNCX e
24.2), a linha celular DSK 5’, que expressa um fragmento
de disquerina descrito na figura anterior, e uma outra
que sobre-expressa o cDNA completo de disquerina (DSK).
A viabilidade foi determinada como apresentado na figura
1A. Os resultados representam a média de duas

experiéncias realizadas em quadruplicado.
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Figura 5.—- Actividade de telomerase das linhas celulares
293T: PLNCX e 24.2 apds tratamento com cisplatina. As
células foram semeadas em placas de 60 mm, pré-tratadas
com 0,5 upg/mL de <cisplatina durante 3 dias e
subsequentemente tratadas com cisplatina a uma dose de 3
ng/mL  (células ndo pré-tratadas). A actividade de
telomerase foi medida através do ensaio Intergen
TRAPeze. A experiéncia foi realizada 3 vezes, com

resultados semelhantes.

Figura 6.— Viabilidade celular e actividade de
telomerase das linhas celulares 293T: pLNCX e 24.2
tratados com o Inibidor da telomerase I. A) Viabilidade
celular. Apds semear as células 293T: pLNCX e 24.2 em
placas de 24 pocos, elas foram incubadas com
concentracdes entre 0-20 uM do Inibidor de Telomerase I.
A viabilidade celular foi medida através da técnica do
violeta de cristal apdés 72 horas de exposicdo ao
fadrmaco. Os resultados representam a média de duas
experiéncias realizadas em quadruplicado. B) Actividade
de telomerase a diferentes doses do Inibidor da
Telomerase I. Actividade de telomerase das células 293T:
24.2 e pLNCX na presenca de diferentes concentracgdes do
inibidor da telomerase I (5-7 uM) durante 3 dias. As
células foram semeadas em placas de 60 mm e
subsequentemente tratadas nas concentracdes e tempos
especificados. A actividade de telomerase foi medida
através do ensaio de Intergen TRAPeze. C) Actividade de
telomerase a diferentes tempos de tratamento com o
Inibidor da Telomerase I. Actividade de telomerase na

presenca de TI I (5 pM) aos 1 e 5 dias. As células foram
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semeadas como em B. Subsequentemente, elas foram

tratadas com 5 puM do Inibidor aos tempos especificados.

Figura 7.- Niveis de expressido de diferentes genes
relacionados com a telomerase em células 293T: pPLNCX e
24.2 apdbds tratamento com cisplatina. As células foram
semeadas em placas de 60 mm, tratadas com 3 pg/mL de
cDDP apdbds pré-tratamento com 0,5 upg/mL de cisplatina
durante 3 dias e, subsequentemente, recolhidas aos
tempos especificados na figura (3 e 7 dias). Apdbds a
extraccdo de RNA, foi realizada RT-PCR com oligos
especificos para hTERT, hTR e disquerina de modo a
estudar os niveis de expressdo dos RNAsS mensageiros.
Como RNA de controlo, foram utilizados oligos para a

amplificacdo de GAPDH.

Figura 8.- Actividade do promotor de hTERT nas linhas
celulares 293T: PpLNCX e 24.2 e nas células 293T
transitoriamente transfectadas com a construgdo pLNCX-
24.2 e o plasmideo pLNCX vazio. A) Ambas as células
PLNCX e as 24.2 foram transfectadas transitoriamente com
0,25 pg do vector repdédrter hTERT-luc. As células foram
semeadas em placas de 60 mm. Apds 24 horas de
transfeccdo, as células foram lisadas e a actividade da
luciferase de 10 ug de proteina total foi quantificada.
Como um controlo de transfeccdo, as células foram co-
transfectadas com um vector repdrter, CMV-Renilla. B) As
células 293T foram transfectadas com o vector pLNCX e o
plasmideo 24.2 (5 ug), e ambas foram co-transfectadas
com 0,25 png do vector repdrter hTERT-luc. Apds semear as
células como em A, elas foram transfectadas com pLNCX e

24.2, e co-transfectadas com o vector repdrter hTERT-
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luc; subsequentemente, elas foram tratadas como em A.
Como um controlo de transfeccdo, foi utilizado o vector
CMV-Renilla. Os resultados correspondem a proporcdo de
unidades relativas de luciferase em relacdo as células
ndo transfectadas. Cada ponto representa, com *, o©
desvio padrédo obtido com 3 experiéncias independentes.
C) As células 293T foram transfectadas com as diferentes
construcdes GSE 24.4, DSK, TRUB I, TRUB II e o plasmideo
vazio pLNCX (5 ug), e co-transfectadas com 0,25 ug do
vector repdédrter hTERT-1luc. As células foram semeadas em
placas de 60 mm; apds 24 horas de transfeccdo, as
células foram lisadas e a actividade de luciferase de 10
ug de proteina total foi quantificada. Como um controlo
de transfeccdo, as células foram co-transfectadas com um
vector repdrter CMVRenilla. Os resultados correspondem a
proporcdo de unidades relativas de luciferase em relacéo
as células ndo transfectadas. Cada ponto representa, com
+, o desvio padrdo obtido a partir de 3 experiéncias

independentes.

Figura 9.- Actividade do promotor hTERT apds tratamento
com cisplatina. A) Ambas a linha celular pLNCX e a linha
celular 24.2 foram transfectadas transitoriamente com
0,25 pg do vector repdrter hTERTluc. Apds 24 horas de
transfeccao, elas foram tratadas com 3 ug/mL de
cisplatina durante 8 horas. As células foram semeadas em
placas de 60 mm; apds 24 horas de transfeccdo e apds
tratamento com ¢DDP, as células foram lisadas e a
actividade de luciferase de 10 ug de proteina total foi
quantificada. Como um controlo de transfeccdo, as
células foram co-transfectadas com um vector repdrter

CMV-Renilla. B) células 293T que, apds terem sido
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transitoriamente transfectadas com pLNCX e 24.2, foram
co-transfectadas com 0,25 ug do vector repdrter hTERT-
luc e tratadas como em A. Apds semear as células como em
A, elas foram transfectadas com pPLNCX e 24.2, e co-
transfectadas com o vector repdrter hTERT-1uc;
subsequentemente, elas foram tratadas como em A. Como um
controlo de transfeccdo, foi utilizado o vector repdrter
CMV-Renilla. Os resultados correspondem a proporcdo de
unidades relativas de luciferase em relacdo as células
ndo transfectadas. Cada ponto representa, com *, O
desvio padrdo obtido a partir de 3 experiéncias

independentes.

Figura 10.- Actividade de telomerase e niveis de
expressdo de hTERT e hTR nas células de doentes com
disqueratose congénita e em células VAl3
transitoriamente transfectadas com o plasmideo 24.2 ou o
vector pLNCX vazio A) Actividade de telomerase medida
através do ensaio TRAP nas células de doentes com
disqueratose congénita (DC-1, DC-2 e DC-3) e no veiculo
mde (DC-C) apds electroporacdo de 45 ug do plasmideo
PLNCX wvazio (=) ou o vector pLNCX 24.2 (+) por 15
milhdes de células. B) RT-PCR do RNA das células de um
dos doentes com disqueratose congénita, DC3 transfectada
com o vector vazio e DC3 transfectado com o plasmideo
24.2, utilizando oligos especificos para hTERT e hTR.
Com um controlo de RNA de partida, foram utilizados os
oligos para a amplificacdo de GAPDH. (C) Actividade de
telomerase em células VA13. As células foram
transitoriamente transfectadas com 16 ug do vector de
controlo pLNCX vazio, expressando DKC ou o péptido de

GSE 24.2 por milh&o de células. 24 horas mais tarde, a

40



EP1947175

actividade de telomerase foi analisada como descrito
acima, utilizando diluic¢des dos extractos de proteina de
cada transfeccédo. (D) Os niveis de expressdo de hTERT e
hTR em c¢élulas VAl3 transfectadas com 16 ug das
diferentes construcdes por milhdo de células. 0Os niveis
de RNA foram detectados como descrito acima. Foi
utilizado GAPDH como um controlo. Em A, B, C, e D, as
experiéncias foram repetidas trés vezes com resultados
semelhantes. (E) Actividade do promotor hTERT em células
VA13. As células foram co-transfectadas com  as
construcdes especificadas (10 pg por milhdo de células)
e com o repdrter hTERT-luc (1 pg por milh&do de células).
Apds 24 h de transfeccdo, a actividade da luciferase foi
determinada como descrito acima. CMV-Renilla (0,1 ug/mL
por milhdo de células) foi utilizada como um controlo
para a eficiéncia de transfeccéo. Os resultados
representam a média de duas experiéncias realizadas em

quadruplicado.

Figura 11.- O péptido de GSE 24.2 aumenta a actividade
do promotor de hTERT regulado por c-MYC. (A) As células
293T foram co-transfectadas com diferentes construcdes
(10 ng/DNA por milhdo de células) e o repdrter hTERT-1luc
(1 pg por milhd&o de células). (B) As linhas celulares
especificadas foram co-transfectadas com o <repbdrter
hTERT-1luc e quantidades diferentes do vector de
expressdo Mad/myc. (C) As linhas celulares especificadas
foram co-transfectadas com o repdrter HIV-luc e com
diferentes gquantidades do vector de expressdo Mad/myc.
Apbs 24 h de transfeccido, as células foram estimuladas
com 50 ng/mlL de TNF-a durante 6 horas e a actividade de

luciferase foi analisada como descrito acima. Foi
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utilizado CMV-Renilla (0,1 pg/mL por milhdo de células)
como um controlo para a eficiéncia de transfeccgdo. Os
resultados representam a média de duas experiéncias

realizadas em quadruplicado.

Figura 12.- A actividade do promotor de c-MYC é induzida
pelo péptido GSE 24.2. (A) Representacdo esquemdtica do
promotor c¢c-MYC, indicando as diferentes construcdes
utilizadas nas experiéncias. (B) Foram co-transfectadas
células 293T com os plasmideos especificados (10 ug/DNA
por milh&o de células) e com o repdrter px3.2 c-MYC-luc
(1 pg por milhdo de células). (C) As linhas celulares
especificadas foram transfectadas com o repdrter px3.2
c-MYC-luc (1 npg por milhdo de células). (D) As linhas
celulares especificadas foram transfectadas com as
diferentes construcgdes do repdrter c-MYC-luc (1 ug por
milh&o de células). Apds 24 horas de transfeccdo, a
actividade de luciferase foi analisada como especificado
acima. CMV-Renilla (0,1 ug/mL por milhdo de células) foi
utilizado como um controlo para a eficiéncia de
transfeccdo. 0Os resultados representam a média de duas

experiéncias realizadas em quadruplicado.

Figura 13.- A actividade do promotor c-MYC induzida pelo
péptido de GSE 24.2 estid dependente do elemento NHE III.
(A) A representacdo esquemadtica das mutacdes criadas no
elemento NHE IIT. (B) As células 293T foram co-
transfectadas com diferentes construcdes (10 ug/DNA por
milhdo de células) e com os diferentes mutantes do
plasmideo repdrter px3.2 (1 pg por milhdo de células).
(C) As linhas celulares especificadas na figura foram

transfectadas com os diferentes mutantes do repdrter
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px3.2 (1 pug por milhd&o de células). Apds 24 h de
transfeccdo, a actividade de luciferase foi analisada
como especificado acima. Foi utilizado CMV-Renilla (0,1
ng/mL por milhdo de células) como um controlo para a
eficiéncia de transfeccdo. 0s resultados representam a

média de duas experiéncias realizadas em quadruplicado.

EXEMPLOS DE FORMAS DE REALIZACAO

Exemplo 1.- Identificagdo e actividade bioldégica da sequéncia

de GSE 24.2

1.1.- Identificagdo da sequéncia de GSE designada 24.2

A resisténcia a qguimioterapia é uma das maiores
limitacdes no tratamento de cancro. De modo a estudar os
mecanismos de resisténcia a cisplatina, foram isoladas
sequéncias de biblioteca de cDNA que conferem resisténcia a
cisplatina, através da identificacdo dos elementos de
supressdo genética. Esta metodologia, que foi descrita
anteriormente (Roninson et al., 1995), consiste na expresséo
de construcdes de cDNA a partir de uma biblioteca de placenta
humana, normalizada de modo a tornar equitativa a abundincia
da expressdo genética. Foram isolados quase 100 <clones
diferentes que conferiram resisténcia a cisplatina. Apds
amplificar as insercdes de cDNA, elas foram subclonadas no
plasmideo pLNCX e transfectadas novamente de modo a assegurar
que elas conferem resisténcia. Uma destas GSEs foi um
fragmento de 165 pb denominado 24.2 (ver SEQ ID N°:1) dque

correspondeu a uma sequéncia interna de disquerina humana.
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1.2.- Viabilidade das linhas celulares 293T: pLNCX e 24.2 em
relagdo a cisplatina e activagdo de JNK e p38 que mediam as

vias de morte celular

O plasmideo pPLNCX24-2 que contém GSE do mesmo nome foi
transfectado de um modo estivel nas células 293T e, como um
controlo, foi transfectado o vector wvazio pLNCX. Apds
verificar, por meio de PCR, que a linha celular 24.2 continha
esta 1insercdo (resultados ndo apresentados), a resposta a
cisplatina foi estudada, criando uma curva de viabilidade com
este farmaco. A Figura 2a apresenta a curva de viabilidade
para as duas linhas celulares em resposta a diferentes doses
de cisplatina apdés 72 horas. Ai, pode observar-se qgque as
células que expressam GSE 24.2 de um modo estdvel apresentam
maior viabilidade em resposta a cisplatina em comparacdo com
aquelas que expressam 0O vector vazio, especialmente em doses
baixas, préximo da dose de seleccdo de GSE. JNK e p38 sé&o
MAPKs que sdo activados em resposta a agentes genotdxicos
(Sdnchez-Perez et al., 1998). A cinética de activacdo destas
duas proteinas em resposta a cisplatina estéd relacionada com
a capacidade para induzir a morte celular; por esta razido, a
activacdo destas cinases nas duas linhas celulares foi
estudada (Figura 2b) e observou-se que €& necessaria uma maior
dose de cisplatina para activar ambas as cinases em células
que expressam GSE 24.2 de um modo estavel, sugerindo desse
modo que a expressdo de GSE 24.2 atenua o sinal de lesédo

celular que activa ambas as cinases.

1.3.- Viabilidade das linhas celulares 293T: pLNCX, DSK (Gene
Bank NM 001363.2), DSK-5’' e 24.2 em resposta a cisplatina
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De modo a estudar se a sSobre-expressdo de disquerina
poderia reproduzir o aumento na viabilidade celular em
resposta a cisplatina induzida por GSE 24.2, foi criada uma
linha celular que sobre-expressou, de um modo estdvel, o cDNA
completo, de disquerina (pLNCX DSK). Foi também transfectada
uma construcdo que continha um fragmento de disquerina
descrito na Figura 3 a), que inclui a sequéncia GSE 24.2, de
modo a estudar se o efeito é exclusivo da regido contida em
24.2 ou uma regido mais vasta da disquerina (pLNCX DSK-57). A
Figura 4 apresenta a curva de viabilidade para as quatro
linhas celulares em resposta a diferentes doses de
cisplatina. Ai, observou-se que as células que expressam a
construcdo 24.2 (SEQ ID N°:1) de um modo estavel apresentam
maior viabilidade em resposta a cisplatina em comparacdo com
aquelas que expressam o vector vazio, disquerina completa
(DSK) ou o fragmento 5’ da disgquerina (SEQ ID N°:3). Por
isso, pode afirmar-se que a viabilidade aumentada em resposta
a cisplatina estd restrita a sequéncia de c¢DNA contida no

fragmento GSE 24.2.

1.4.- Actividade de telomerase das linhas celulares pLNCX e

24 .2 tratadas com cisplatina

Como discutido acima, a cisplatina inibe a actividade de
telomerase através de um mecanismo que ainda ndo estéa
definido. Uma vez que a GSE 24.2 corresponde a uma sequéncia
interna de disquerina e a ultima é uma parte do complexo de
ribonucleoproteina da telomerase, o efeito da cisplatina na
actividade de telomerase foi estudado na linha celular que
expressou GSE 24.2; foi também estudado se este efeito variou

em relacdo a linha celular que expressa o vector vazio.
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Com esta finalidade, foi realizado um ensaio de
actividade de telomerase utilizando o método TRAP com as
linhas celulares pLNCX e pLNCX 24.2 (Figura 5), pré-tratando-
0s durante 3 dias com 0,5 ug/mL de cisplatina;
subsequentemente, eles foram tratados com 3 jug/mL de
cisplatina durante 3 e 7 dias. O tratamento de 3 dias foi
realizado porque tinha sido descrito gque era necessario um
inibidor especifico de telomerase para actuar durante este
tempo para a inibicdo eficiente da enzima (Kim et al., 2003;
Bednarek et al., 1999; Gowan et al., 2002). O tratamento de 7
dias nas células 293T pLNCX provocou a inibicdo da actividade
de telomerase, enquanto gque ndo foi observada nenhuma
inibicdo para a linha celular 24.2 durante este tempo (Figura
4) . Concluiu-se que a expressdo de GSE 24.2 confere
resisténcia a inibicdo da actividade de telomerase provocada
pela cisplatina e esta inibicdo é provavelmente responsavel
pela maior capacidade de sobrevivéncia destas células em

resposta ao féarmaco.

1.5.- Efeito do Inibidor de Telomerase I em células PLNCX e

24.2

O Inibidor da Telomerase I é um composto que forma G-
quadruplexos nos teldmeros, inibindo desse modo a actividade
de telomerase (Thompson et al., 1997). 0Os autores desejaram
estudar o efeito da GSE 24.2 em resposta ao inibidor de
telomerase I. Com esta finalidade, foi realizada uma curva da
viabilidade em que as linhas celulares pLNCX e 24.2 foram
tratadas com concentracdes crescentes do inibidor de
telomerase I (0-20 uM) durante 72 horas. A Figura o6a)
demonstra que as células 24.2 sdo mails resistentes ao

inibidor da telomerase I do que as células parentais. De modo
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a verificar se esta proteccdo foi acompanhada ©pelas
alteracdes na sensibilidade da actividade de telomerase, a
referida actividade foi estudada nas células pLNCX e pLNCX
24.2 tratadas com diferentes doses do Inibidor da Telomerase
I durante 3 dias (Figura o6b). Pode observar-se que a inibicé&o
da actividade da telomerase na linha celular pLNCX & superior
a das células PpPLNCX 24.2. A actividade de telomerase foi
também estudada tratando as células pLNCX e pLNCX 24.2 com
uma dose (5 uM) e a varios tempos (0-5 dias. Figura 6c).
Neste caso, foi também provado gque as células pLNCX 24.2
necessitam maior exposicdo ao inibidor de modo a dque a
actividade da telomerase seja reduzida. Por isso, os efeitos
observados para a actividade de telomerase e sobrevivéncia
celular em ambas as linhas celulares s&do comuns para a
cisplatina e o inibidor da telomerase I, sugerindo assim que
o fragmento GSE 24.2 possa ter um papel significativo na
manutencdo da estrutura dos teldmeros, pelo menos em parte,
uma vez que é capaz de prevenir a inibicdo provocada pelo

inibidor da telomerase I.

1.6.— Efeitos da cisplatina nos niveis de expressido de hTR,

hTERT e disquerina nas linhas celulares pLNCX e 24.2

Uma das explicacdes para a baixa sensibilidade das
células pLNCX 24.2 a cisplatina pode ser uma alteracdo nos
niveis de alguns dos componentes do complexo da telomerase.
Por 1isso, o0s niveis de expressdo de diferentes genes
envolvidos no complexo da telomerase e o efeito que a
cisplatina tinha na sua expressdo foram estudados. Para esta
finalidade, as células pLNCX e pLNCX 24.2 foram pré-tratadas
com 0,5 pg/mL e tratadas com 3 ug/mL de cisplatina durante 3
e 7 dias. Utilizando oligos especificos para hTR, hTERT e
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disquerina, o0s niveis de expressdo destes genes e o efeito da
cisplatina na referida expressdo foram estudados. Foi provado
que a cisplatina n&o tinha efeito na expressdo da disquerina
e hTR (Figura 7); pelo contradrio, observou-se que, apds 3
dias de tratamento, hé& uma reducdo na expressido de hTERT nas
células ©pLNCX; por outro lado, nédo existe reducdo na
expressdo nas células pLNCX 24.2 até 7 dias de tratamento.
Por isso, as células pLNCX 24.2 necessitam de maior exposicéo
a cisplatina de modo a exibir inibicdo da expressdo de hTERT.
Esta alteracdo na sensibilidade a cisplatina pode explicar,
pelo menos parcialmente, a diferenca em sensibilidade nos

ensaios de actividade de telomerase.

1.7.- Efeito da expressdao dos fragmentos GSE 24.2 e Trub I e
Trub II, de ambos um modo estdvel e transitdério, na

actividade do promotor hTERT

Uma vez que foram observadas alteracdes nos niveis de
expressdo de hTERT nas células que expressaram o péptido de
GSE 24.2 em resposta a cisplatina, foi decidido estudar se a
expressdo da sequéncia de GSE 24.2 e sequéncias dos seus
fragmentos - contendo os dominios Trub I (SEQ ID N°:11) e
Trub II (SEQ ID N°: 13) - tinham qualquer efeito na
actividade do promotor hTERT. O dominio TRUB da pseudouridina
sintase da disquerina compreende dois subdominios
estruturais: os motivos Trub I e II (Zucchini et al., 2003).
Estes dois dominios sdo criticos para manter a estrutura de
proteina global da disquerina. Para além disso, o motivo II
contém pelo menos um residuo (aspl25) que é essencial para a
actividade enzimatica. Para esta finalidade, o vector
repbdérter hTERT-luc que contém uma sequéncia de 3 402 pb (Song

et al., 1999) do promotor hTERT humano foi transfectada nas
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linhas celulares: pLNCX 24.2 e pLNCX. Figura 8a) demonstra
que, na linha celular pLNCX 24.2, a actividade do promotor
hTERT ¢é superior aquela nas células gue expressam o vector
vazio (pLNCX). A mesma experiéncia foi realizada através de
expressdo transitdéria de GSE 24.2 nas células 293T (Figura
8b) e observou-se que a expressdo transitdéria de GSE 24.2
também aumenta a actividade do promotor hTERT em comparacio
com as células transfectadas com o vector vazio. Por outro
lado, esta experiéncia foi realizada com os dois fragmentos
de GSE 24.2 que contém cada um dos dominios Trub I (SEQ ID
NO1ll) e Trub II (SEQ ID N°:13), respectivamente, de modo a
identificar a sequéncia mais pequena com uma actividade
similar a do fragmento GSE 24.2 (Figura 8c). Os resultados
demonstram que a sequéncia contida em GSE 24.2, as sequéncias
com dominios TruB, actuam activando a expressdo do promotor

hTERT.

Adicionalmente, a sequéncia do gene CBF5 da levedura, S.
cerevisiae CBF5, uma sequéncia equivalente a de GSE 24.2
(Figura 3b), foi subclonada no vector pLNCX, e observou-se
que a expressdo da referida construcdo aumentou a actividade
de hTERT, mas ndo a do promotor hTR (resultados néo
apresentados), indicando um elevado grau de conservacéao

funcional na actividade deste dominio da disquerina.

1.8.- Efeito da expressdo de GSE 24.2 no promotor hTERT em

células tratadas com cisplatina.

Apds observar que a expressdo de GSE 24.2 retardou a
inibicdo da expressdo de hTERT induzida pela cisplatina, foi
estudado se o tratamento com cisplatina tinha qualquer efeito

no promotor do referido gene e se a expressdo de GSE 24.2
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influenciou este altimo. Para este objectivo, foram
transfectadas as células pLNCX e pLNCX 24.2 com o vector
repbdérter hTERT-luc. Apds 24 horas de transfeccdo, elas foram
tratadas com 3 npg/mL de cisplatina durante 8 horas e a
actividade de telomerase foi ensaiada (Figura 9a). Pode ser
observado que, nas células pLNCX 24.2, a 1inducdo da
actividade do promotor é 4 vezes superior aquela nas células
PLNCX apds tratamento com cisplatina. Foi realizada a mesma
experiéncia expressando transitoriamente GSE 24.2 e
comparando-as com as células 293T transfectadas com o vector
PLNCX wvazio. Neste <caso, a actividade das células que
expressaram GSE 24.2 foi superior a actividade de linha de
base apds tratamento com cisplatina.

Exemplo 2.- O fragmento NHEIII do promotor do gene c-MYC é o
alvo do péptido GSE 24.2

O promotor de hTERT contém duas regides E-box (CACGTG),
sitios de ligacdo para heterodimeros myc/max (Oh et al.,
1999; Wu et al., 1999), assim como cinco regides spl. De modo
a estudar se a activacdo do promotor de hTERT pelo péptido de
GSE 24.2 ocorre através desta E-box, um molécula hibrida
contendo este dominio de ligacd&o ao DNA de c-myc e o dominio
de transactivacdo mad foi transfectado, que foi capaz de
inibir a 1ligacdo a esta E-box, inibindo a transcricéo
dependente de c-myc. As células de controlo e as células que
expressam a proteina disquerina (DKC) e o péptido de GSE 24.2
foram transfectadas com quantidades crescentes da referida
molécula hibrida. A expressdo da proteina de fusdo mad/myc
inibiu a actividade da linha de base do promotor de hTERT de
um modo dependente da dose, no grupo de controlo e nas

células DKC. Para além disso, a expressdo da proteina de
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fusdo myc/mad foi capaz de bloguear a transcricdo mediada
pelo péptido GSE-24.2 nas células GSE 24.2, sugerindo assim
que a activacdo da transcricdo de hTERT induzida por GSE 24.2
e dependente de c-myc (Figura 11b). Esta inibicdo foi
especifica, uma vez gque a transfeccdo na construcdo myc/mad
juntamente com um promotor dependente de NFxkB (HIVLuc) né&o
afectou a transcricédo apds estimulacdo com TNFa em qualquer

uma das linhas celulares (Figura 1llc).

A transcricdo do gene c-myc ¢é controlada por dois
promotores diferentes e parece estar reprimida por um dominio
hipersensivel para a DNase localizado entre os promotores PO
e Pl (NHEIII). Assim, foram utilizadas quatro construcdes
diferentes que continham 3,2 kb do ponto de iniciacdo de
transcricdo de c-myc ligado ao gene da luciferase (Figura
12a) . Este plasmideo (px3.2myc) foi transfectado nas células
de controlo e nas células GSE 24.2, e foi observado um
aumento de trés vezes na actividade no Ultimo grupo de
células (Figura 12b). Foi obtido um resultado semelhante
quando as células foram transfectadas em células 293T com o
vector pLNCX ou com o plasmideo que expressa o péptido de GSE

24.2 juntamente com o repdrter px3.2myc (Figura 12c).

Ambos o0s resultados indicaram que este fragmento interno
de disgquerina (GSE 24.2) foi capaz de activar a transcricédo
do gene c-myc. Este factor de transcricdo, c-myc, deve por
isso activar a transcricdo de hTERT. Assim, trés mutantes
eliminados no promotor c-myc foram utilizados para definir a
regido necessaria para o péptido de GSE 24.2 realizar a sua
actividade induzida. De todos os mutantes utilizados, apenas
aqueles contidos na regido distal dos promotores Pl e PO, que

incluem o dominio NHEIIT, foram capazes de manter a
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transcricdo nas células GSE 24.2, mas ndo nas células de
controlo (Figura 12d), indicando assim que a regido proximal
do promotor P2 ndo é necessiria para a actividade do péptido

GSE 24.2.

Uma vez dque a regido NHEIII foi descrita como um
inibidor da transcricdo de c-myc, foram construidos véarios
mutantes da regido NHEIII através de modificacdo de Guanina
da regido rica em purina. As 27 Guaninas presentes na regido
NHEIII estdo envolvidas na manutencdo da estrutura secundaria
dos G-quadruplexos da regido rica em purina (Pu27). Os
seguintes foram mutados: Gl12A, localizado da segunda guanina
do segundo quarteto; Gl7A, no segundo tripleto de Guaninas;
e, finalmente, duas Guaninas consecutivas (G26A/G27A) na
extremidade da regido rica em purina (Figura 13a). Estas
construcdes do promotor foram transfectadas nas células que
expressam, que o vector vazio, ou os vectores contendo a
proteina DKC ou o péptido GSE 24.2. Os resultados indicam que
apenas o promotor WT px3,2 myc foi capaz de ser activado
quando transfectado com GSE 24.2. 0Os trés mutantes na regido
Pu27 foram activados por meio de GSE 24.2, embora a niveis

muito baixos (Figura 13b).

Facto interessante, a transfeccdo do duplo mutante de G
nas células de controlo ou aquelas que expressam DKC foi
capaz de apresentar actividade aumentada no promotor,
indicando que esta regido ¢ importante para manter uma
conformacdo que reprime o promotor. Foram obtidos resultados
semelhantes em ensaios de transfeccdo transitdria em células
293T quando os diferentes mutantes foram transfectados com o
vector vazio, com a proteina DKC ou o péptido de GSE 24.2

(Figura 13c). Em geral, estes resultados sugerem gue o0
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péptido de GSE 24.2 ¢é capaz de modificar a estrutura
secunddria da regido Pu27 no sentido de wuma conformacéo

activa, permitindo assim a transcricdo do gene c-mycC.

Exemplo 3.- Expressdo de GSE 24.2 nas células de doentes com
a forma de disqueratose congénita ligada ao cromossoma X e em

células VAl3.

Uma vez que na forma de disqueratose congénita ligada ao
cromossoma X existem defeitos na actividade da telomerase,
com niveis baixos de RNA de telomerase, o efeito da expresséo
desta GSE 24.2 foi testado nas células de doentes com
disqueratose congénita. Para este objectivo, as células de
doentes com disqueratose congénita (DC-1, DC-2, DC-3) e
células mdes transportadoras comercialmente disponiveis (DC-
C) foram transfectadas com o vector GSE 24.2 ou com o vector
vazio. Estas células sdo mortais e normalmente envelhecem em
cultura. 24 horas apdés a transfeccdo, a actividade de
telomerase foi medida e foi observado um aumento na
actividade de telomerase tanto nas células maes
transportadoras como nas células de doentes com disqueratose
congénita quando o fragmento GSE 24.2 ¢é expresso (Figura
10a) . Curiosamente, nao foi observado um aumento na
actividade da telomerase com a expressdo de disquerina
completa (resultados ndo apresentados). Por outro lado, os
niveis de hTR s&o baixos nas células DC gue expressam uma
forma mutada do gene da disquerina (Mochizuki et al., 2004).
Foi investigado se este aumento na actividade foi a
consequéncia de um aumento na expressdo de qualguer um dos
componentes do complexo da telomerase, hTERT e hTR. Para este
objectivo, foi realizado um ensaio de RT-PCR 24 horas apds a

transfeccdo, utilizando oligos especificos para hTERT e hTR
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(Figura 10b), e em ambos o0s casos foi observado um aumento

nos niveis de expressdo apds a expressdo de GSE 24.2.

Para além disso, a expressdo do péptido de GSE 24.2 da
invencdo na linha celular deficiente em telomerase VAl3
(Cesare e Griffith, 2004) foi capaz de recuperar a actividade
de telomerase (Figura 10c), e a expressdo dos RNAs de hTERT e
hTR (Figura 10d). Nesta linha celular, a expressdo do motivo
I do péptido de GSE 24.2 (com uma baixa eficiéncia) e o
fragmento de gene de levedura CBF5 activava adicionalmente o
promotor hTERT (Figura 10e). Globalmente, os resultados
indicam que a expressdo do péptido de GSE 24.2 foi capaz de
recuperar a actividade de telomerase em ambas as linhas

celulares.

MATERIAIS E METODOS

Construgdes e linhas celulares. As linhas celulares de
doentes com disqueratose congénita ligada ao cromossoma X
foram obtidas do Corriel Cell Repository e mantidas em RPMI
com 20% de FBS. A linha VAl3 foi obtida de Dr. M Serrano. A
familia DKC foi clinicamente descrita (Sirinavin et al.,
1975; Trowbridge et al., 1977) e os individuos afectados
exibem a substituicdo de wum aminodcido T66A (dados né&o
apresentados) (DC-1, DC-2, DC-3). A 1linha celular materna
veiculo (DCC) expressa um RNA mensageiro sem mutacdo (dados
ndo apresentados). Estas células foram cultivadas em RPMI
(Gibco) suplementado com 20% de soro fetal de bovino (Gibco)

e 2 mM de Glutamina.

A construcdo DSK contém o cDNA completo da disquerina

humana e a construcdo DSK 57 (SEQ ID N°:5) contém os
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primeiros 500 nucledétidos de disquerina humana. Ambas as
construcdes, como GSE 24.2 (SEQ ID N°:1), foram clonadas no

sitio Clal do plasmideo pLNCX (BD Biosciences Clontech).

As células derivadas de doentes com DC e seus
respectivos controlos foram transitoriamente transfectadas
através de electroporacdo utilizando 3 pg da construcdo pLNCX

ou PLNCX 24.2 por milh&do de células.

A linha celular 293T foi obtida de American Type Culture
Collection e as células foram cultivadas em DMEM (Meio de
Eagle Modificado de Dulbecco) (Gibco) suplementado com 10% de
soro fetal de bovino (Gibco) e 2 mM de Glutamina. Esta linha
celular foi transfectada de uma forma estavel utilizando o
método de cloreto de célcio, 10 pg de plasmideo por milh&o de
células. Estas células foram co-transfectadas com pBABEpur, 1
Bng de vector por milhdo de células. 24 horas apds a
transfeccdo, as células foram tratadas com puromicina de modo
a seleccionar clones estéaveis. Foi confirmado que as células
expressavam o fragmento GSE 24.2 de uma forma estéavel através

de PCR do DNA gendémico (dados ndo apresentados).

A construcdo hTERT-luc foi clonada no plasmideo béasico
pGL3 (Promega) e foi proporcionada por Tae Kook Kim (Kim et

al., 1999).

Fadrmacos. Cisplatina e o Inibidor de Telomerase I foram
obtidos de Calbiochem e utilizados nas doses especificadas em
cada figura.

Ensaio de Actividade de telomerase com base no método

TRAP (Wright et al., 1995). A actividade de telomerase foi
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medida utilizando o kit de deteccdo de telomerase TRAPeze
(Intergen) de acordo com o manual de instrucédo. A
concentracdo de proteina de cada extracto foi quantificada
através do método de Bradford utilizando o reagente BIORAD e
apbds efectuar um PCR de acordo com o manual de instrucdes; a
electroforese em gel de poliacrilamida foi efectuada com os
produtos de reaccdo sob condicdes ndo desnaturantes e,
subsequentemente, foi corado com brometo de etideo durante 30

minutos.

Extracgdo da proteina total. As células foram lisadas
apbds terem sido lavadas com PBS de modo a eliminar residuos
do meio. O tampdo de 1lise foi preparado de acordo com
protocolos convencionais e os inibidores de proteina foram
adicionados: ABSF, ortovanadato, Leupeptina, pepstatina A,
aprotinina e DTT (Sigma). Subsequentemente, o0s extractos
foram centrifugados a 14 000 rpm durante 10 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi recuperado. O contetdo em proteina total foi
determinado através do método de Bradford utilizando reagente

da BIORAD.

Transferéncia de Western e anticorpos. 20 pg de proteina
foram separadas em géis de SDS-poliacrilamida;
subsequentemente, estes foram transferidos para membranas
Immobilon-P (Millipore) por transferéncia humida. As
membranas foram bloqueadas numa solucdo de BSA a 5% ou em 5%
de leite magro em TBS (20 mM de Tris-HCL, pH 7,5, 150 mM de
NaCl) 0,1% de Tween-20 (Sigma). As membranas foram incubadas
com oS anticorpos correspondentes. 0Os anticorpos secundéarios
utilizados foram anti-murganho/coelho (Biorad), directamente

conjugado com peroxidase. A deteccdo foi efectuada pelo
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método de ECL (Pharmacia), como especificado no manual de

instrucdes.

Os anticorpos wutilizados nos ensaios foram: anti-pJdNK
(V7391, Promega), anti-JNK1 (c-17, Santa Cruz

Biotechnologies), anti p-P38 (C20, Santa Cruz Technologies).

Expressdo de genes por RT-PCR. A extraccdo de RNA total
a partir das células foi efectuada utilizando o reagente
Trizol (Life Technologies) seguindo as instrucgdes do
fabricante. Em cada reaccdo, foram transcritos 2 pg de RNA
total para cDNA utilizando a transcriptase reversa M-Mlv

(Promega) .

Foram utilizados os oligos gque se seguem:

Oligo A: 5’ -CGGAAGAGTGTCTGGAGCAA-3" (SEQ ID N°:5) e

Oligo B: 5’ - GGATGAAGCGGAGTCGGA -3’ (SEQ ID N°:6) para hTERT;
Oligo C: 5’- TCTAACCCTAACTGAGAAGGGCGTAG -3’ (SEQ ID N°:7) e
Oligo D: b5’'- GTTTGCTCTAGAATGAACGGTGGAAG -3’ (SEQ ID N°:8)
para hTR;

Oligo E: 5’- ATGGCGGATGCGGAAGTAATT- 3’ (SEQ ID N°:9) e

Oligo F: 5’- CCCCTTCAATAGCATTGTGC - 3’ (SEQ ID N°:10) para

disquerina.

As condicdes de PCR para a amplificacdo de hTERT foram
as seguintes: 94°C, 45s; 60°C, 45s; 72°C, 90s durante 31
ciclos. As condicdes de PCR para hTR foram: 94°C, 45
segundos; 55°C, 45 segundos; 72°C, 90 segundos para 28
ciclos. As condicdes para a disquerina foram: 94°C, 40
segundos; 60°C, 60 segundos; 72°C, 120 segundos para 28
ciclos (Zhang et al., 2002).
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Ensaio de Luciferase. A regulacdo da transcricdo de
hTERT foi medida através do gene repdrter da Luciferase,
precedido de uma sequéncia de 3 402 pb do promotor hTERT.
Apbs 24 horas de transfeccdo, as células foram lisadas com o
Reporter Lysis Buffer (Promega) comercial. Os lisados foram
centrifugados e a expressdo de luciferase foi quantificada
com 10 mng de proteina do sobrenadante, utilizando um
lumindémetro de Berthold. Uma construcdo do promotor de CMV,
seqguido pelo gene da renilla, foi utilizada como um controlo
de transfeccdo. A actividade de luciferase é expressa por
micrograma de proteina e ¢é normalizada wutilizando a

luminescéncia da renilla no mesmo extracto.

Curvas de crescimento. A viabilidade <celular foi
estudada através da técnica de violeta de cristal. As células
foram semeadas em placas de 24 pocos e tratadas com
diferentes concentracdes do fadrmaco correspondente,
egpecificado nas figuras. Apbs 72 horas de incubacdo, as
células foram fixadas com 1% de glutaraldeido durante 15
minutos e, apds terem sido lavadas com PBS, estas foram
coradas com 0,1% do agente de coloracdo violeta de cristal. O
agente de coloracdo associado com as células foi removido com
uma solucdo de A&cido acético a 10%. O numero de células foi
determinado por estimativa da absorvéncia a 595 nm. As
figuras apresentam a % de viabilidade com respeito as células
ndo sujeitas ao tratamento e representam a média de 2
experiéncias efectuadas em qguadruplicado com os desvios

correspondentes.
Mutagénese dirigida. As mutacdes especificas de guanina

na regido NHEIII do promotor do gene c-myc, px3.2, foram

efectuadas utilizando o kit Quickchange X-L directed
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mutagenesis (Strategene) de acordo com as instrugdes do

fabricante.

Listagem de Sequéncias

<110> CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

<120> Sequéncia GSE 24.2
<130> GSE 24.2

<160> 14

<170> PatentIn versdo 3.3
<210> 1

<211> 165

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (1) ..(165)

<223> Sequéncia GSE 24.2

<400> 1
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gh tio sttt ast oblt gac aay woe tob aac oo bot Loo oab gag gtg 48
Gly Pha 112 Bsn Leu Asp Lys Pro Sex Ass Pro Ser Ser His Glu ¥al

X 5 g 18

gta goe gy att oga <gg ata ot o9y gty 98 239 aca guy oad agh S
Val ala Trp Ile Arg Arg 112 Len Arg Val Glu Lys Thr Gly His Sex

29 25 3

gat acht ctg gat ocC aag gty act gt tgbt tta alo glg tgoe ata gaa 144

3ly Thr Leu Asp Pro Lys Val Thr Gly Ovs Lew Ile Val Cyg Ile Slu
33 40 43

oga goee act oge thg gtg aay 185

Arg &la Thr Arg Leuw ¥al Lvs
50 55

<210> 2
<211> 55
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2

Gly Phe Ile Asn Leu Asp Lyvs Pro Ser Asn Pro Ser Segr His $lu Val

i S 16 15

Val ala Tep ile Arg Arg lils Lles Afg Val Glu Lys Thr Gly His Sex
: 28 25 30

Gly Thr Leu Asp Pro Lys Val Thr Gly Cys Leu Ile Val Jys Ile &lu
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REIVINDICAGOES

1. Sequéncia de nuclebdétidos consistindo em SEQ ID N°: 1 ou
a sequéncia de aminoédcidos codificada pela referida segquéncia

de nucledtidos.

2. Sequéncia de nucledbdétidos caracterizada por permitir a
expressdo de uma proteina ou péptido que induz a recuperacdo
de actividade de telomerase no interior das células de um
mamifero, preferencialmente humano, e gque é composta por uma
ou varias sequéncias de nucledbdétidos pertencentes ao seguinte

grupo:

a) uma sequéncia de nucledbdétidos apresentada na SEQ ID

N°: 1,

b) variantes biologicamente activas da sequéncia de (a),

e

c) um fragmento de qualquer uma das sequéncias de (a) ou

(b) .

3. Sequéncia de nucledtidos de acordo com a reivindicacéo

2, caracterizada por ser uma sequéncia de DNA, cDNA ou mRNA.

4. Sequéncia de nucledétidos de acordo com a reivindicacéo
2, caracterizada por a sequéncia de a) consistir em SEQ ID

N°: 1.

5. Sequéncia de nucledétidos de acordo com a reivindicacéo
2, caracterizada por a sequéncia de Db) consistir na SEQ ID

N°: 11 ou SEQ ID N°: 13.



EP1947175B1

6. Construcdo genética caracterizada por compreender uma ou
varias sequéncias de nucledtidos consistindo em pelo menos
uma sequéncia de nucledtidos de acordo com as reivindicacdes

2 a b.

7. Vector de expressdo caracterizada por compreender uma
sequéncia de nucledtidos de acordo com as reivindicacdes 3 a
5, ou uma construcdo genética de acordo com a reivindicacéo

6.

8. Expressdo vector de acordo com a reivindicacdo 7,
caracterizada por o vector de expressdo ser o plasmideo pLNCX

24.2.

9. Proteina ou ©péptido, caracterizada por induzir a
actividade de telomerase no interior das células de um
mamifero, preferencialmente humano, e gque consiste em uma ou
vadrias sequéncias de aminocdcidos pertencentes ao seguinte

grupo:

a) uma sequéncia de aminoé&cidos apresentada na SEQ ID

N°: 2,

b) variantes biologicamente activas de uma sequéncia de

(a), e

c) um fragmento de qualgquer uma das sequéncias de (a) ou

(b) .

10. Proteina de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizada
por a sequéncia de aminoadcidos de a) consistir na SEQ ID N°:

2.
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11. Proteina de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizada

por a sequéncia de aminodcidos de c¢) ser SEQ ID N°: 12 ou SEQ

ID N°: 14.
12. Células eucaridticas ou procaridticas geneticamente
modificadas, caracterizadas por estas compreenderem a

sequéncia de nucledtidos de acordo com as reivindicacdes 2 a
5, a construcdo de acordo com a reivindicacdo 6, ou o vector
de expressdo, de acordo com as reivindicacbes 7 e 8, em que o
péptido ou proteina, de acordo com as reivindicacdes 9 a 11,

podem ser adequadamente expressas.

13. Células eucaridéticas humanas geneticamente modificadas,
caracterizadas por estas compreenderem a sSequéncia de
nucledétidos de acordo com as reivindicacbes 2 a 5, a
construcdo de acordo com a reivindicacdo 6, ou o vector de
expressdo de acordo com as reivindicacbes 7 e 8, em que 0O
péptido ou proteina, de acordo com as reivindicacdes 9 a 11,

podem ser adequadamente expressas.

14. Utilizacdo da sequéncia de nucledtidos, a construcdo, o
vector, a proteina ou a célula, de acordo com as
reivindicacdes 1 a 13, para a preparacdo de um féarmaco ou
composicdo farmacéutica para o tratamento de uma doenca
causada por uma alteracdo de, preferencialmente a reducdo na,

actividade de telomerase.

15. Utilizacéo de acordo com a reivindicacéo 14
caracterizada por a doenca pertencer ao seguinte grupo:
envelhecimento ou aceleracdo do envelhecimento, doencas

neurodegenerativas e disqueratose congénita.
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16. Composicdo farmacéutica ou farmaco para o tratamento de
doencas, disturbios ou patologias causadas por uma reducdo na
actividade de telomerase, caracterizada por compreender um
composto ou agente capaz de recuperar a actividade de

telomerase de acordo com a reivindicacdo 1.

17. Composicdo farmacéutica ou farmaco para o tratamento de
doencas, disturbios ou patologias causadas por uma reducdo na
actividade de telomerase, caracterizada por compreender um
composto ou agente capaz de recuperar a actividade de
telomerase, caracterizada por o composto compreender ou
vadrias sequéncias pertencentes ao sSeguinte grupo ou a

sequéncia de aminoidcidos codificada pela referida sequéncia

de nucledtidos:

a) uma sequéncia de nucledétidos apresentada na SEQ ID

N°: 1,

b) variantes biologicamente activas da sequéncia de (a),

c) um fragmento de qualgquer uma das sequéncias de (a) ou

(b), e

d) uma sequéncia de nucledtidos que compreende qualquer

sequéncia pertencente a (a), (b) ou (c).

18. Composicédo farmacéutica de acordo com a reivindicacédo 16
ou 17, caracterizada por o composto ou agente que induz a
actividade de telomerase pertencer ao seguinte grupo:
sequéncia de nucledtidos, construcdo genética, vector de
expressao, proteina ou célula, de acordo com as

reivindicacdes 2 a 13.
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19. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacdo 17
ou 18, caracterizada por a sequéncia de nucledétidos de a)

consistir na SEQ ID N°: 1.

20. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacdo 17
ou 18, caracterizada por a sequéncia de nucledbdtidos de c) ser

a SEQ ID N°: 11 ou SEQ ID N°: 13.

21. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacédo
18, caracterizada por o composto ser uma construcdo genética

de acordo com a reivindicacdo 6.

22. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacédo
18, caracterizada por o composto ser um vector de expressdo

de acordo com as reivindicacdes 7 e 8.

23. Composicdo farmacéutica, de acordo com a reivindicacédo

22, caracterizada por o vector ser o plasmideo pLNCX 24.2.

24. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacéo
18, caracterizada por o composto ser uma proteina, de acordo

com as reivindicacdes 9 a 11.

25. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacéo

24, caracterizada por a proteina pertencer ao seguinte grupo:

a) uma sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID
N°: 2,
b) variantes biologicamente activas da sequéncia de

(a),
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c) um fragmento de gualquer uma das sequéncias de (a)

ou (b)), e

d) uma sequéncia de aminoacidos que compreende

qualguer sequéncia pertencente a (a), (b) ou (c).

26. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacdo 25

em que a sequéncia de aminoédcidos de a) é a SEQ ID N°: 2.

27. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacdo 25
em que a sequéncia de aminodcidos de c¢) é a SEQ ID N°: 12 e

SEQ ID N°: 14.

28. Composicdo farmacéutica, de acordo com a reivindicacédo
18, caracterizada por o) composto ser uma célula,
preferencialmente humana, transformada pela sequéncia,

construcdo ou vector, de acordo com as reivindicacdes 2 a 8.

29. Utilizacdo da composicdo farmacéutica, de acordo com as
reivindicacdes 16 a 25, para a preparacdo de um medicamento
para o) tratamento ou profilaxia para um mamifero,
preferencialmente um ser humano, afectado por uma doenca,
disturbio ou patologia que se desenvolve com alteracdes de,
preferencialmente uma reducdo na, actividade de telomerase,
consistindo na administracéao da referida composicéao
farmacéutica numa dose adequada gue torna possivel to
recuperar a actividade de telomerase no interior das suas

células.

30. Utilizacdo da composicdo farmacéutica para a preparacio
de um medicamento, de acordo com a reivindicacdo 29,

caracterizada por a doenca que se desenvolve com alteracdes
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de actividade de telomerase e que afecta seres humanos
pertencer ao seguinte grupo: envelhecimento ou aceleracdo do
envelhecimento, doencas neurodegenerativas, disqueratose
congénita, Grito do gato, ataxia telangiectasia, Sindrome
Clivagem de Nijmegen, Sindrome de Bloom, Sindrome de Werner,
anemia de Fanconi, colite ulcerosa, envelhecimento vascular,

aterosclerose e cancro.

31. Utilizacdo da composicdo farmacéutica para a preparacio
de um medicamento, de acordo <com a reivindicacdo 30,
caracterizada por a doenca neurodegenerativa pertencer ao
seguinte grupo: doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson,

ataxia cerebelar e degeneracdo da espinal medula.

32. Utilizacdo da composicdo farmacéutica para a preparacéio
de um medicamento, de acordo <com a reivindicacdo 30,

caracterizada por a doenca ser cancro.

33. Utilizacdo da composicdo farmacéutica para a preparacio
de um medicamento, de acordo <com a reivindicacdo 30,
caracterizada por a disqueratose congénita ser a forma ligada
ao cromossoma X de disqueratose congénita ou disqueratose

congénita autossdémica dominante.

Lisboa, 25 de Agosto de 2010
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