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CAMPO DA INVENGAO

A presente invengéao fornece métodos de tratamento do cancer pela administragédo
de um inibidor da via IL8-CXCR1 (por exemplo, um anticorpo anti-CXCR1 ou Repertaxina)
sozinho ou em combinagdo com um agente quimioterapéutico adicional, de tal forma que
células cancerosas ndo-tumorais e tumorais em um individuo s&o mortas. A presente inven-
¢ao também fornece composi¢cdes e métodos para detectar a presenga e isolar células-
tronco de tumores sélidos em um paciente (por exemplo, com base na presenga de CXCR1
ou FBX0O21).

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

O cancer continua a ser a segunda maior causa de mortalidade neste pais, resul-
tando em mais de 500.000 mortes por ano. Apesar dos avangos na detec¢ido e no tratamen-
to, a mortalidade por cancer permanece alta. Apesar dos notaveis progressos na compreen-
sdo da base molecular do cancer, esse conhecimento ainda nédo foi traduzido em estratégias
terapéuticas eficazes.

Em particular, o cancer de mama é o cancer mais comum em muiheres norte-
americanas, com aproximadamente uma em cada nove mulheres desenvolvendo cancer de
mama em sua vida. Infelizmente, o cancer de mama metastatico é ainda uma doeng¢a incu-
ravel. A maioria das mulheres com cancer de mama metastatico sucumbe a doenca.

As formas tradicionais de tratamento (radioterapia, quimioterapia e terapia hormo-
nal), apesar de uteis, tém sido limitadas pelo surgimento de células cancerosas resistentes
ao tratamento. E evidente que sdo necessarias novas abordagens para identificar alvos para
o tratamento de cancer de mama metastatico e cancer em geral.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencdo fornece métodos de tratamento do cancer pela administragdo
de um inibidor da via IL8-CXCR1 (por exemplo, um anticorpo anti-CXCR1 ou Repertaxina)
sozinho ou em combinagdo com um agente quimioterapéutico adicional, de tal forma que

células cancerosas nado-tumorais e tumorais em um individuo sdo mortas. A presente inven-
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¢do também fornece composicbes e métodos para detectar a presenga e isolar células-
tronco de tumores sélidos em um paciente (por exemplo, com base na presenga de CXCR1
ou FBXO21).

Em algumas modalidades a presente invencgédo fornece métodos de tratamento do
cancer, compreendendo: administragdo de um antagonista da via IL8-CXCR1 e um agente
quimioterapico complementar a um individuo. Em certas modalidades a presente invengao
fornece métodos para reduzir ou eliminar células-tronco cancerosas e células cancerosas
nao-tumorais em um individuo, compreendendo: a administracdo de Repertaxina ou deriva-
do do mesmo a um individuo em condigcbes tais que pelo menos uma parte das células-
tronco cancerosas e pelo menos uma parte das células cancerosas nao-tumorais sdo mor-
tas. Em outras modalidades, a presente invengéo fornece métodos para reduzir ou eliminar
células-tronco cancerosas e células cancerosas ndo-tumorais em um individuo, compreen-
dendo: a administragdo de um antagonista da via IL8-CXCR1 e um agente quimioterapico
complementar a um individuo em condi¢des tais que pelo menos uma parte das células-
tronco cancerosas e pelo menos uma parte das células cancerosas nao-tumorais sao mor-
tas. Em modalidades especificas a presente invengéo fornece composicdes ou kits que in-
cluem um antagonista da via IL8-CXCR1 e um agente quimioterapéutico adicional.

Em certas modalidades o antagonista da via IL8-CXCR1 compreende um agente
que bloqueia especificamente a ligagédo de IL8 com CXCR1. Em algumas modalidades o
agente se liga a (é especifico para) CXCR1, mas néo se liga a CXCR2. Em outras modali-
dades o agente se liga a CXCR1. Em modalidades especificas 0 agente compreende um
anticorpo anti-CXCR1 ou fragmento de anticorpo. Em modalidades adicionais o agente
compreende Repertaxina ou um derivativo deste. Em modalidades adicionais o agente qui-
mioterapico adicional compreende um composto anti-mitético. Em certas modalidades o
composto anti-mitdtico é selecionado a partir do grupo que consiste em: docetaxel, doxorru-
bicina, paclitaxel, fluoruracil, vincristina, vinblastina, nocodazol, colchicina, podofillotoxina,
steganacina e combretastatina. Em outras modalidades o composto anti-mitético € um alca-
I6ide catharalthus (por exemplo, vincristina e vinblastina); ou um benzimidazol carbamato,
como nocodazol; ou colquicina ou compostos relacionados, como podofillotoxina, steganaci-
na ou combretastatina; ou um taxano, como paclitaxel e docetaxel. Em certas modalidades o
agente quimioterapico adicional compreende docetaxel.

Em modalidades especificas o individuo tem um tipo de cancer que, quando tratado
com quimioterapia, aumentou os niveis da produg¢édo de IL-8 (por exemplo, 0 que provoca
um aumento no nimero de células-tronco cancerosas da motilidade). Em algumas modali-
dades o individuo tem um tipo de cancer selecionado a partir do grupo que consiste em:
cancer de préstata, cancer de ovario, cancer de mama, melanoma, cancer de pulmio de

células ndo-pequenas, cancer de pulméo de células pequenas e adenocarcinoma de esdfa-
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go.

Em outras modalidades, a presente invengéo fornece métodos de detecgdo de célu-
las-tronco de tumores sélidos, compreendendo: a) fornecimento de: i) uma amostra retirada
de um tumor de um individuo e ii) um anticorpo ou fragmento de anticorpo (ou outra molécu-
la de ligag&o) especifico para a proteina CXCR1 ou a proteina FBXO21 (ou outra proteina
da Tabela 1); e b) por em contato a amostra de tecido com o anticorpo ou fragmento de an-
ticorpo em condigdes tais que a presenga ou a auséncia de células-tronco de tumor sélido
de CXCR1+ ou FBXO21+ sdo detectadas.

Em modalidades especificas o anticorpo ou fragmento de anticorpo é conjugado em
uma molécula de sinalizagdo. Em outras modalidades a molécula de sinalizagdo compreen-
de uma molécula fluorescente. Em outras modalidades a molécula de sinalizagdo compre-
ende uma enzima que pode catalisar uma reagdo de producgdo de cor na presenga de um
substrato colorimétrico. Em certas modalidades o método inclui ainda por a amostra em con-
tato com um anticorpo secundario ou fragmento de anticorpo secundario especifico para o
anticorpo ou fragmento de anticorpo. Em outras modalidades o anticorpo secundario ou
fragmento de anticorpo secundario € composto por uma molécula de sinalizagdo. Em moda-
lidades especificas nenhuma outra proteina ou acido nucleico sdo ensaiados a fim de de-
terminar a presenga ou a auséncia de células-tronco de tumor sélido CXCR1 ou FBX021+.
Em modalidades adicionais o tumor é selecionado a partir do grupo que consiste em: tumor
de cancer de préstata, tumor de cancer de ovario, tumor de cancer de mama, melanoma,
tumor de cancer de pulméo de células ndo-pequenas, tumor de cancer de pulméo de células
pequenas e tumor de adenocarcinoma de eséfago.

Em algumas modalidades a presente invengdo fornece métodos de enriquecimento
para uma populagéao de células-tronco de tumores sélidos, incluindo: a) dissociar um tumor
solido para gerar células dissociadas; b) por as células dissociadas em contato com um rea-
gente que se liga a CXCR1 ou FBXO21 (ou outra proteina da Tabela 1); e c) selecionar cé-
lulas que se ligam ao reagente em condi¢des tais que uma populagéo enriquecida para célu-
las-tronco de tumores sélidos é gerada.

Em certas modalidades nenhum reagente adicional é empregado para gerar a po-
pulagéo enriquecida para células-tronco de tumor sélido. Em algumas modalidades o tumor
selecionado a partir do grupo que consiste em: tumor de cancer de prostata, tumor de can-
cer de ovario, tumor de cancer de mama, melanoma, tumor de cancer de pulméo de células
nao-pequenas, tumor de cancer de pulmao de células pequenas e tumor de adenocarcino-
ma de eséfago. Em modalidades adicionais o reagente é um anticorpo ou fragmento de an-
ticorpo (por exemplo, fragmento Fab). Em outras modalidades o reagente é conjugado em
um fluorocromo ou particulas magnéticas. Em outras modalidades a seleg¢do de células é

realizada por citometria de fluxo, classificagdo de células ativadas por fluorescéncia, filtra-
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¢ao, separagado por coluna de afinidade, ou selegdo magnética.

Em modalidades especificas a presente invengdo fornece uma populagdo enrique-
cida de células-tronco de tumores sélidos isoladas pelos métodos descritos aqui.

Em algumas modalidades a presente invengao fornece populagdes isoladas de cé-
lulas-tronco cancerosas que sdo: a) tumorigénicas e b) CXCR1+ ou FBX021+. Em certas
modalidades as células-tronco cancerosas sdo células-tronco cancerosas selecionadas a
partir do grupo que consiste em: células-tronco de cancer de prostata, células-tronco de
céancer de ovario, células-tronco de cancer de mama, células-tronco de cancer de pele, célu-
las-tronco de céncer de puimao de células ndo-pequenas, células-tronco de cancer de pul-
mao de células pequenas e células-tronco de adenocarcinoma de eséfago. Em outras mo-
dalidades a populagdo compreende pelo menos 60% de células-tronco cancerosas € menos
de 40% de células tumorais ndo-tumorigénicas. Em outras modalidades as células-tronco
cancerosas: sao enriquecidas pelo menos duas vezes mais em comparagio a células tumo-
rais ndo fracionadas ndo-tumorigénicas (por exemplo, 2 vezes, 3 vezes, 4 vezes, 5 vezes,
..., 10 vezes , ... 100 vezes, ... 1.000 vezes).

Em algumas modalidades a presente invengao fornece métodos para obter, a partir
de um tumor, uma composi¢do celular que compreende células-tronco cancerosas e células
tumorais nao-tumorigénicas, em que pelo menos 60% sdo células-tronco tumorigénicas e
40% ou menos sao células tumorais ndo-tumorigénicas, o método compreendendo: a) obter
uma mistura dissociada de células tumorais de um tumor; b) separar a mistura de células
tumorais em uma primeira fragdo, compreendendo pelo menos 60% de células-tronco can-
cerosas e 40% ou menos de células tumorais ndo-tumorigénicas € uma segunda fragdo de
células tumorais empobrecidas de células-tronco cancerosas em que a separagdo é feita
pondo a mistura em contato com um reagente contra CXCR1 ou FBXO021; e c¢) demonstrar
que a primeira fragdo é tumorigénica através de: i) injegdo em série em um primeiro animal
hospedeiro e que a segunda fragdo é ndo-tumorigénica através de uma injecdo em série em
um segundo animal hospedeiro. Em certas modalidades a separagao é realizada por citome-
tria de fluxo, classificagédo celular ativada por fluorescéncia (FACS), filtragdo, cromatografia
por afinidade ou selegdo magnética. Em algumas modalidades a separagao é feita por ana-
lise com separadores de células ativadas por fluorescéncia (FACS).

Em modalidades especificas a presente invencédo fornece métodos de selegdo de
um tratamento para um paciente com um tumor sélido, compreendendo: (a) obter uma a-
mostra do paciente; (b) identificar a presenga de uma célula-tronco de tumor sélido CXCR1+
ou FBX0O21+ na amostra; e (c) selecionar um tratamento para o paciente que direcione célu-
las-tronco de tumor sélido CXCR1+ ou FBXO21+ (por exemplo, selecionando o uso de um
anticorpo ou fragmento de anticorpo anti-CXCR1). Em certas modalidades as células-tronco
de tumor sélido CXCR1+ ou FBXO21+ s&o células-tronco cancerosas selecionadas a partir
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do grupo que consiste em: células-tronco cancerosas da préstata, células-tronco cancerosas
do ovario, células-tronco cancerosas da mama, células-tronco cancerosas da pele, células-
tronco cancerosas de pulmdo de células ndo-pequenas, células-tronco cancerosas de pul-
méo de células pequenas e células-tronco de adenocarcinoma de eséfago.

Em algumas modalidades a presente invengéo fornece métodos para a selegdo de
um composto, compreendendo: a) expor uma amostra que inclui uma célula-tronco cancero-
sa CXCR1+ ou FBXO21+ a um composto anti-neoplasico candidato, em que o composto
anti-neoplésico candidato compreende um antagonista de CXCR1 ou FBX021 ou um anta-
gonista da via de sinalizagdo IL8-CXCR1; e b) detectar uma alteragdo na célula em resposta
ao composto.

Em certas modalidades a amostra compreende uma mamoesfera ndo aderente. Em
outras modalidades o antagonista de CXCR1 ou FBX021, ou o antagonista da via de sinali-
zagéo IL8-CXCR1 compreende um anticorpo ou fragmento de anticorpo. Em algumas moda-
lidades o antagonista de CXCR1 é um derivado de Repartaxina. Em outras modalidades a
detecgdo compreende detectar a morte celular da célula tumorigénica da mama. Em outras
modalidades os métodos compreendem ainda a identificagdo do agente anti-neoplasico
candidato como capaz de matar células tumorigénicas, assim como células cancerosas néo-
tumorigénicas.

Em algumas modalidades a presente invengao fornece métodos para determinar a
capacidade de um composto de ensaio em inibir a tumorigénese de células-tronco de tumor
sélido que compreendem: a) obter células-tronco de tumor sélido enriquecidas, em que as
células-tronco de tumor sdlido: i) sdo enriquecidas pelo menos duas vezes em comparagao
com células tumorais ndo fracionadas; e ii) expressam CXCR1 ou FBX021; b) expor um
primeiro conjunto, mas ndo um segundo conjunto, de células-tronco de tumor sélido a um
composto de teste; c) injetar o primeiro conjunto de células-tronco de tumor sélido em um
primeiro animal hospedeiro e injetar o segundo conjunto de células-tronco de tumor sélido
em um segundo animal hospedeiro; e d) comparar um tumor, se presente, no primeiro ani-
mal com um tumor formado no segundo animal a fim de determinar se o composto de en-
saio inibe a formagédo do tumor. Em modalidades especificas o composto de ensaio é um
inibidor de CXCR1 ou FBXO021, ou um inibidor da via IL8-CXCR1.

Em outras modalidades a presente invengdo fornece métodos para determinar a
capacidade de um composto de ensaio para inibir a tumorigénese de células-tronco de tu-
mor sélido que compreende: a) obter uma amostra que compreende pelo menos 60% de
células-tronco de tumor sélido, em que as células-tronco de tumor sélido expressam CXCR1
ou FBXO021; b) injetar as células-tronco de tumor sélido em um primeiro e um segundo ani-
mais; ¢) tratar o primeiro animal hospedeiro com um composto de ensaio, e ndo tratar o se-

gundo animal hospedeiro com o composto de ensaio; e d) comparar um tumor, se presente,
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no primeiro animal com um tumor formado no segundo animal, a fim de determinar se o
composto de ensaio inibe a formag¢do do tumor. Em outras modalidades o composto de en-
saio € um inibidor de CXCR1 ou FBX021 ou um inibidor da via IL8-CXCR1.

DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 mostra que as populagbes de células ALDEFLUOR-positivas de linha-
gens de células de cancer de mama (MDA-MB-453, SUM159) tém propriedades de célula-
tronco cancerosa. A-B, G-H. Analise por citometria de fluxo representativa da atividade en-
zimatica ALDH em células MDA-MB-453 (A-B) e SUM159 (G-H). Um ensaio ALDEFLUOR
foi realizado conforme descrito no Exemplo 1 abaixo. (C, 1) A populagdo ALDEFLUOR-
positiva foi capaz de gerar tumores em camundongos NOD/SCID que recapitularam a hete-
rogeneidade fenotipica do tumor inicial. (F, L) Curvas de crescimento do tumor foram plota-
das para numeros diferentes de células injetadas (para MDA-MB-453: 50.000 células, 5.000
células e 500 células e para SUM159: 100.000 células, 10.000 células e 1.000 células) e
para cada populagdo (ALDEFLUOR-positiva, ALDEFLUOR-negativa, ndo separada). Cinéti-
ca de crescimento do tumor correlacionada com a laténcia e o tamanho da formagéo do tu-
mor e o0 niumero de células ALDEFLUOR-positivas (F, L). (D, J) marcagdo H&E do sitio de
injecdo de células ALDEFLUOR-positivas, revelando a presenga de células tumorais (D:
sitio de inje¢do de células ALDEFLUOR-positivas MDA-MB-453, e J: sitio de injecdo de cé-
lulas ALDEFLUOR-positivas SUM59). (E, K) O sitio de injecdo de células ALDEFLUOR-
positivas continha apenas Matrigel residual, células apoptéticas e tecido de camundongos
(E: sitio de injecao de células ALDEFLUOR-negativas MDA-MB-453, e K: sitio de injegédo de
células ALDEFLUOR-negativas SUM59). Os dados representam a média + SD.

A Figura 2 mostra a classificagdo de populagdes ALDEFLUOR-positivas e
ALDEFLUOR-negativas isoladas de linhagens celulares da mama com base na “assinatura
de célula-tronco cancerosa”. Figura 2A. Agrupamento hierarquico de 16 amostras com base
em uma assinatura da expresséo de 413 genes. Cada linha da matriz de dados representa
um gene e cada coluna representa uma amostra. Observe a separagdo entre as amostras
ALDEFLUOR-positivas (nomes sublinhados) e negativas (nomes nao-sublinhados) com os
413 genes para 15 das 16 amostras. Alguns genes incluidos na assinatura s&o referencia-
dos por sua sigla HUGO, conforme usada em ‘Entrez Gene’ (Genes reprimidos nas popula-
¢oes ALDEFLUOR-positivas sdo marcados em verde e genes aumentados nas populagoes
ALDEFLUOR-positivas sdo marcados em vermelho). Fig. 2B-C. Para confirmar os resulta-
dos de expressdo génica, em um conjunto de cinco linhagens de células cancerosas da
mama classificadas pelo fenétipo ALDEFLUOR, a expresséo de cinco genes discriminado-
res super-expressos em populagdes ALDEFLUOR-positivas (CXCR1/IL8RA, FBXO21,
NFYA, NOTCH2 e RAD51L1) foram medidos por RT-PCR quantitativo. Os niveis de expres-
sdo de RT-PCR quantitativo de CXCR1 e FBX0O21 sdo apresentados nesta figura. Os niveis



10

15

20

25

30

35

de expressdo génica medidos por RT-PCR quantitativo confirmam os resultados obtidos
utilizando micro-matrizs de DNA com um aumento do nivel de RNAm CXCR1 e FBX021 na
populagdo ALDEFLUOR-positiva em comparagdo com a populagdo ALDEFLUOR-negativa
(p<0,05). |

A Figura 3 mostra o papel do eixo IL8/CXCR1 na regulag¢do das células-tronco can-
cerosas da mama. A. Células que expressam CXCR1 estdo contidas na populagdo
ALDEFLUOR-positiva. As populagbes ALDEFLUOR-positiva e negativa de quatro linhagens
celulares da mama diferentes (HCC1954, SUM159, MDA-MB-453, BrCa-MZ-01) foram iso-
ladas por FACS, fixadas e analisados quanto a expressdo da proteina CXCR1 por imunoco-
loragdo e analise FACS. Células ALDEFLUOR-positivas foram altamente enriquecidas em
células CXCR1-positivas em comparagao com a populagdo ALDEFLUOR-negativa. B. Efeito
do tratamento com IL8 na formagédo de tumoroesfera de trés linhagens de células diferentes
(HCC1954, SUM159, MDA-MB-453). O tratamento com IL8 aumentou a formagdo de tumo-
roesferas primaria e secundaria de uma forma dose-dependente. C. Efeito do tratamento
com IL8 na populagdo ALDEFLUOR-positiva de quatro linhagens de células diferentes culti-
vadas em condigbes aderentes. IL8 aumentou a populagdo ALDEFLUOR-positiva de uma
forma dose-dependente da dose em cada uma das quatro linhagens de células analisadas (*
p<0,05/ ** p<0,01, diferengas estatisticamente significativas do grupo de controle).

A Figura 4 mostra que as células ALDEFLUOR-positivas exibem maior potencial
metastatico. A. O eixo IL8/CXCR1 esta envolvido na invasdo da célula-tronco cancerosa. O
papel do eixo IL8/CXCR1 na invasédo foi avaliado por um ensaio de invasdo Matrigel usando
soro ou IL8 como atrativo para trés linhagens de células diferentes (HCC1954, MDA-MB-
453, SUM159). Células ALDEFLUOR-positivas foram de 6 a 20 vezes mais invasivas do que
as células ALDEFLUOR-negativas (p<0,01). Ao utilizar IL8 (100 ng/ml) como atrativo, obser-
vou-se que um aumento significativo de células ALDEFLUOR-positivas estavam invadindo o
Matrigel em comparagdo com o soro como atrativo (p<0,05). Em contraste, IL8 néo teve e-
feito na capacidade invasiva da populagdo ALDEFLUOR-negativa. B-M. A populagéo
ALDEFLUOR-positiva apresentou aumento do potencial metastatico. B-D. Quantificacdo do
fluxo de fétons normalizado medido em intervalos semanais apés a inoculagdo de 100.000
células infectadas com luciferase de cada grupo (ALDEFLUOR-positiva, ALDEFLUOR-
negativa, ndo separada). E-J Deteccdo de metastase utilizando o software de imagem por
bioluminescéncia (E, G, I: Camundongos virados para baixo; F, H, J: Camundongos virados
para cima). Camundongos inoculados com células ALDEFLUOR-positivas desenvolveram
varias metastases localizadas em diferentes sitios (osso, musculo, pulméo, tecido mole) e
exibiram uma emiss@o maior de fluxo de fétons do que os camundongos inoculados com
células ndo separadas, que desenvolveram n&do mais do que uma metastase por camun-
dongo. Em contraste, os camundongos inoculados com células ALDEFLUOR-negativas de-
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senvolveram apenas uma pequena metastase ocasional, que antes era restrita aos linfono-
dos. K-M. Confirmagéo histolégica, por marcagdo H&E, de metastase no osso (K), tecido
mole (L) e musculo (M) resultante da inje¢do de células ALDEFLUOR-positivas.

A Figura 5 mostra o efeito da inibigdo de CXCR1 na viabilidade de células tumorais
(Fig. 5A), bem como na viabilidade de células-tronco cancerosas (Fig. 5B).

A Figura 6 mostra que o tratamento com Repertaxina induz um efeito espectador
mediado pela sinalizagdo do FAS-ligante/FAS e, especificamente, mostra que a inibigdo do
crescimento celular induzida pelo tratamento com Repertaxina foi parcialmente resgatada
pela adicdo de um antagonista de FAS e que as células tratadas com um agonista de FAS
exibiram uma inibigdo do crescimento celular semelhante a das células tratadas com Reper-
taxina.

A Figura 7 mostra a ativagdo de FAK, AKT e FOXOA3 sem o tratamento com Re-
pertaxina (7A) e na presenca de Repertaxina (7B).

A Figura 8 mostra o efeito de Repertaxina, docetaxel, ou a combinagédo dos mes-
mos em uma linhagem de células de cancer de mama (8A, SUM159) e trés xenoenxertos de
cancer de mama humanos gerados a partir de diferentes pacientes (8B, MC1; 8C, UM2; e
8D, UM3).

A Figura 9 mostra o efeito de Repertaxina, docetaxel, ou do tratamento combinado
na populagdo de células-tronco cancerosas conforme avaliado pelo ensaio ALDEFLUOR em
varias linhagens celulares, incluindo SUM159 (9A), MC1 (9B), UM2 (9C), UM3 (9D).

A Figura 10 mostra o efeito de Repertaxina, docetaxel, ou a combinagdo dos mes-
mos em diluicdes em série de tumores primarios (10A. SUM159, 10B. MC1, 10C. UM2, 10D.
UM3) que foram impiantados na gordura mamaria de camundongos NOD-SCID secunda-
rios.

A Figura 11 mostra que o tratamento com Repertaxina reduz o potencial metastati-
co da linhagem de células SUM159. A Figura 11A mostra uma quantificagéo do fluxo de f6-
tons normalizado medido em intervalos semanais apds a inoculagdo com células SUM 159
administradas por via intracardiaca. A formagdo de metastase foi monitorada através de
imageamento por bioluminescéncia (11B: Camundongos tratados com solu¢do salina; 11C:
Camundongos tratados com Repertaxina).

A Figura 12 mostra representagdes da sobreposigdo entre a subpopulagéo
ALDEFLUOR-positiva e a subpopulagcdo CXCR1-positiva (superior) ou subpopulagdo
CXCR2-positiva (inferior) de células SUM159. B-C. Células SUM159 foram cultivadas em
condi¢gdes aderentes e tratadas com repertaxina (100nM) ou dois anticorpos de bloqueio
especificos para CXCR1 (10ug/ml) ou CXCR2 (10pg/ml). Depois de trés dias, o efeito sobre
a populagao de células-tronco cancerosas foi analisado utilizando o ensaio ALDEFLUOR (B)
a viabilidade celular foi avaliada apés cinco dias de tratamento utilizando o ensaio MTT (C).
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Uma redugdo significativa da populagdo ALDEFLUOR-positiva e da viabilidade celular foi
observada ap6s o tratamento com repertaxina ou anticorpo anti-CXCR1. Em contraste, ne-
nhum efeito significativo foi observado com o anticorpo anti-CXCR2. D. Apés 4 dias de tra-
tamento, o nimero de células apoptéticas foi avaliado utilizando um ensaio TUNEL. 36%
das células apoptéticas (marcadas em verde) foram detectadas em células tratadas com
repertaxina em comparagdo com os controles, onde a maioria de células viaveis (marcadas
em azul) estavam presentes. E-F. Para determinar se a morte celular foi mediada através de
um efeito espectador, populagdes CXCR1-positivas e CXCR1-negativas foram classificadas
quanto ao fluxo e cada populagdo tratada com varias concentragdes de repertaxina (D).
Uma diminui¢gdo da viabilidade celular em populagdes CXCR1-positivas e populagdes néo
diferenciadas foi detectada, enquanto nenhum efeito foi observado na populagdo CXCR1-
negativa (E). Meio condicionado dialisado (dCM) a partir de células CXCR1-positivas trata-
das por trés dias com repertaxina foi utilizado para tratar populagdes CXCR1-positivas,
CXCR1-negativas, ou ndo separadas. Diluicbes em série do meio condicionado dialisado
foram utilizadas (Controle, dCM 1/4, dCM 1/2, dCM 3/4, dCM). Apés dois dias de tratamento
a viabilidade celular foi avaliada utilizando o ensaio MTT. Uma diminuigdo maciga da viabili-
dade celular foi observada em ambas as populagdes CXCR1-negativa € ndo separada, en-
quanto nenhum efeito foi observado na populagdo CXCR1-positiva (F). '

A Figura 13 mostra a tumorigenicidade das populagdes celulares ALDEFLUOR-
positivas/CXCR1-positivas e ALDEFLUOR-positivas/CXCR1-negativas da linhagem celular
SUM159. A. Curvas de crescimento do tumor foram plotadas para nimeros diferentes de
células injetadas (50.000 células, 5.000 células, 1.000 células e 500 células) e para cada
populagdo (ALDEFLUOR-positiva/CXCR1-positiva, ALDEFLUOR-positiva/CXCR1-negativa).
Ambas as populagdes de células geraram tumores. Cinética de crescimento do tumor corre-
lacionada com a laténcia e o tamanho da formagéo do tumor e o nimero de células injeta-
das. B-C. Tumores gerados pela populagéo ALDEFLUOR-positiva/CXCR1-positiva reconsti-
tuiram a heterogeneidade fenotipica do tumor inicial apds passagens seriadas, enquanto a
populagdo ALDEFLUOR-positiva/CXCR1-negativa deu origem a tumores contendo apenas
células ALDEFLUOR-positiva/CXCR1-negativa. Transplantamos a popuiagdo de ambas as
células por trés passagens.

A Figura 14 mostra o efeito do bloqueio de CXCR1 na formagéo da tumoresfera.
Células SUM159 e HCC1954 foram cultivadas em condi¢des aderentes e tratadas por trés
dias com repertaxina (100nM), um anticorpo de bloqueio anti-CXCR1 (10ug/ml), ou um anti-
anticorpo de bloqueio anti-CXCR2 (10pg/ml). Apés trés dias de tratamento as células foram
destacadas e cultivadas em suspens&o. O numero de tumoresferas formadas apés 5 dias de
cultura foi avaliado. Resultados similares foram observados para ambas as linhas celulares
com uma diminui¢do significativa na formagado de tumoresfera primaria e secundaria nas
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condigbes tratadas com repertaxina e anti-CXCR1 em comparagdo com os controles. Em
contraste, o anticorpo de bloqueio anti-CXCR2 ndo teve nenhum efeito na formagéo da tu-
moresfera.

A Figura 15 mostra o efeito do tratamento com repertaxina na viabilidade celular de
linhagens de células SUM159, HCC1954 e MDA-MB-453. Trés linhagens de células diferen-
tes (SUM159, HCC1954, MDA-MB-453) foram cultivadas em condi¢gdes aderentes e tratadas
com repertaxina (100nM). A viabilidade celular foi avaliada apds um, trés e cinco dias de
tratamento utilizando ensaio MTT. Uma diminui¢do da viabilidade celular foi observada apés
trés dias de tratamento para as linhagens celulares SUM159 e HCC1954. No entanto, a re-
pertaxina nao teve efeito na viabilidade de células MDA-MB 453.

A Figura 16 mostra o efeito do bloqueio de CXCR1 na populagdo ALDEFLUOR-
positiva in vitro. A-B. Células HCC1954 (A) e MDA-MB-453 (B) foram cultivadas em condi-
¢Oes aderentes e tratadas com repertaxina (100nM) ou dois anticorpos de bloqueio especifi-
cos para CXCR1 (10ug/ml) ou CXCR2 (10pg/mi). Apds trés dias o efeito na populagdo de
células-tronco cancerosas foi analisado através de ensaio ALDEFLUOR. Para HCC1954,
uma reducgao significativa da populagdo ALDEFLUOR-positiva e da viabilidade celular foi
observada ap6s o tratamento com repertaxina ou anticorpo anti-CXCR1. Em contraste, ne-
nhum efeito significativo foi observado com o anticorpo anti-CXCR2 (A). Para MDA-MB-453,
nenhum efeito na populagdo ALDEFLUOR-positiva foi observado (B).

A Figura 17 mostra que o tratamento com repertaxina induz um efeito espectador
mediado pela sinalizagdo FAS/FAS-ligante. A. Para determinar se o efeito mortal espectador
induzido pelo tratamento com repertaxina foi mediado pelo FAS-ligante, o nivel de FAS-
ligante soluvel no meio foi medido utilizando um ensaio ELISA. Apés 4 dias de tratamento,
um aumento maior do que de quatro vezes do FAS-ligante soluvel foi detectado no meio de
células tratadas com repertaxina em comparagéo aos controles nao tratados. B. O nivel de
RNAm do FAS-ligante foi medido por RT-PCR e confirmou 0 aumento da produgdo de FAS-
ligante apods tratamento com repertaxina. Resultados semelhantes foram observados apos 4
dias de tratamento com um agonista de FAS que ativa a sinalizagdo de FAS, com um au-
mento de cinco vezes do RNAmM do FAS-ligante em comparagédo ao controle. C. Células
SUM159 foram cultivadas em condi¢bes aderentes e tratadas com repertaxina apenas ou
em combinagdo com um ligante anti-FAS. A inibi¢do do crescimento celular induzida pelo
tratamento com Repertaxina foi parcialmente resgatada pela adigdo do ligante anti-FAS.
Células tratadas com um agonista de FAS exibiram inibi¢do do crescimento celular seme-
Ihantes & das células tratadas com repertaxina apenas. D-E. O efeito do tratamento com
repertaxina apenas ou em combinagdo com um ligante anti-FAS e o tratamento de um ago-
nista de FAS na populagdo CXCR1-positiva e ALDEFLUOR-positiva foi analisado. A diminu-
icdo acentuada na populagdo CXCR1-positiva e ALDEFLUOR-positiva induzida pelo trata-
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mento com repertaxina ndo foi resgatada pelo ligante anti-FAS e o tratamento com o agonis-
ta de FAS produziu aumentos de dez vezes e trés vezes no percentual da populagéo
CXCR1-positiva e ALDEFLUOR-positiva, respectivamente.

A Figura 18 mostra o efeito do agonista de FAS em células CXCR1-positivas e
CXCR1-negativas. Populagdes CXCR1-positivas e CXCR1-negativas foram classificadas
quanto ao fluxo e cada populagdo tratada com varias concentragdes de agonista de FAS.
Uma diminuigdo da viabilidade celular em populagdes CXCR1-negativa e ndo separada foi
detectada, enquanto nenhum efeito foi observado na populagdo CXCR1-positiva.

A Figura 19 mostra a andlise da expresséo da proteina CXCR1 no tronco da mama
normal/populagdo progenitora e o efeito do tratamento com IL-8 na formag¢do da mamoesfe-
ra. A. A populagdo ALDEFLUOR-positiva e negativa de células epiteliais normais da mama
isoladas de redugdo de mamoplastias foi isolada por FACS, fixada e analisada quanto a ex-
pressdo da proteina CXCR1 por imunocoloragdo e andlise por FACS. Células ALDEFLUOR-
positivas foram altamente enriquecidas em células CXCR1-positivas em comparagéo com a
populagdo ALDEFLUOR-negativa. B-C. Efeito do tratamento com IL8 na formagédo da ma-
moesfera. O tratamento com IL8 aumentou a formagdo das mamoesferas primaria (B) e se-
cundaria (C) de maneira dose-dependente.

A Figura 20 mostra o efeito do tratamento com repertaxina nas células epiteliais
mamarias normais. A. Células epiteliais mamarias normais isoladas das mamoplastias de
redugdo foram cultivadas em condigdo aderente e tratadas com repertaxina (100nM ou
500nM) ou agonista de FAS (500ng/ml). Apés cinco dias de tratamento a viabilidade celular
foi avaliada utilizando MTT. O tratamento com repertaxina ou agonista de FAS nédo teve efei-
to na viabilidade das células epiteliais mamarias normais cultivadas em condigbes aderen-
tes, mesmo quando altas concentragdes de repertaxina (500nm) foram utilizadas. B. O nivel
de FAS-ligante sollvel foi avaliado por ELISA no meio de células epiteliais mamarias nor-
mais tratadas com repertaxina. Apos 4 dias de tratamento, um aumento do FAS-ligante so-
juvel foi detectado em meio de células tratadas. C. Analise da expressdo de FAS/CD95 nas
células epiteliais mamarias normais por analise FACS. Nenhuma expressdo FAS/CD95 foi
detectada nas células epiteliais mamarias normais cultivadas em condi¢do aderente. D. Efei-
to do tratamento com repertaxina na formagdo da mamoesfera. Células epiteliais mamarias
normais foram cultivadas em condigdo aderente e tratadas durante quatro, oito, onze e quin-
ze dias com repertaxina (100nM). Apés o tratamento com repertaxina as células foram des-
tacadas e cultivadas em suspensdo. Uma diminui¢éo significativa de células iniciadoras de
mamoesfera foi observada na condigdo tratada com repertaxina.

A Figura 21 mostra o efeito do tratamento com repertaxina na ativagdo de FAK,
AKT e FOXO3a. Para avaliar o efeito do tratamento com repertaxina na sinalizagéo a jusan-

te de CXCR1, dois constructos virais diferentes foram utilizados, um derrubando a expres-
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séo de PTEN através de um siRNA-PTEN e o outro levando a superexpresséao de FAK (Ad-
FAK). A. Células de controle SUM159, PTEN-siRNA SUM159 e Ad-FAK SUM159 foram cul-
tivadas em condigdes aderentes por dois dias na auséncia ou presenga de 100nM de reper-
taxina e a ativagdo da via FAK/AKT foi avaliada por western blotting. O tratamento com re-
pertaxina levou a uma diminui¢cdo da fosforilagdo FAK Tyr397 e AKT Ser473, enquanto a
supressdo de PTEN e a superexpressdo de FAK bloquearam o efeito do tratamento com
repertaxina na atividade de FAK e AKT. B. Utilizando marcagdo por imunofluorescéncia em
células CXCR1-positivas, constatou-se que o tratamento com repertaxina resulta no desapa-
recimento de fosfo-FAK (marcagdo membranosa em vermelho) e na expressédo de fosfo-
AKT (marcagédo citoplasmatica em vermelho). A marcagdo por imunofluorescéncia com um
anti-FOXO3A revelou uma localizagao citoplasmatica de FOX0O3a (em vermelho) nas célu-
las ndo tratadas, enquanto o tratamento com repertaxina induziu uma re-localizagéo de
FOXO3A para o nucleo. Em contraste, as células com supressdo de PTEN ou superexpres-
sdo de FAK exibem um alto nivel de fosfo-FAK, fosfo-AKT e expresséo citoplasmatica de
FOXO3A em ambas as células tratadas com repertaxina e nas nao tratadas. Em todas as
amostras, os nucleos foram contra-marcados com DAPI (em azul). C-D. Efeito de repertaxi-
na na viabilidade celular de PTEN-siRNA SUM159 e Ad-FAK SUM159 e na populagédo de
célula-tronco cancerosa foi avaliado utilizando ensaios MTT e ALDEFLUOR, respectivamen-
te. Apds 3 dias de tratamento, células com supressdo de PTEN ou superexpressdo de FAK
desenvolveram resisténcia a repertaxina (C). O tratamento com repertaxina ndo alterou a
proporcao de células SUM159 knockdown PTEN ALDEFLUOR-positivas. (D).

A Figura 22 mostra o efeito do tratamento com repertaxina na ativagdo de FAK/AKT
em linhagens de células HCC1954 e MDA-MB-453. Para avaliar o efeito do tratamento com
repertaxina na sinalizagdo a jusante de CXCR1, utilizamos um constructo lentiviral derru-
bando a expressdo de PTEN através de um PTEN-siRNA A. Células HCC1954 de controle e
PTEN-siRNA HCC1954 foram cultivadas em condigbes aderentes por dois dias na auséncia
ou presenga de 100nM de repertaxina e a ativagéo da via FAK/AKT foi avaliada por western
blotting. O tratamento com repertaxina levou a uma diminuigdo da fosforilagdo de FAK T-
yr397 e AKT Ser473, enquanto a supressdo de PTEN bloqueou o efeito do tratamento com
repertaxina na atividade FAK e AKT. B. O tratamento com repertaxina ndo tem nenhum efei-
to na viabilidade celular da linhagem celular de MDA-MB-453 que abrigam mutagéo de
PTEN. Utilizando andlise western blot constatou-se que a via FAK/AKT nao foi perturbada
pelo tratamento com repertaxina.

A Figura 23 mostra o efeito da repertaxina na viabilidade celular de PTEN-siRNA
HCC1954, avaliada utilizando ensaio MTT. Apds 3 dias de tratamento, as células com su-
pressdo de PTEN desenvolveram resisténcia a repertaxina.

A Figura 24 mostra a expressao do FAS-ligante e RNAm de IL-8 apds tratamento
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com docetaxel ou repertaxina medido por RT-PCR quantitativo. A-B. Células SUM159 culti-
vadas em condicdo aderente foram tratadas com repertaxina (100nM), agonista de FAS
(500 ng/ml) ou docetaxel (10nM). Apés trés dias de tratamento as células foram coletadas e
0 RNA extraido. Docetaxel induziu o FAS-ligante (A) e RNAm de IL-8 (B) em células
SUM159. Um aumento de 4 vezes no nivel de RNAm de IL-8 foi detectado apés tratamento
com agonista de FAS ou docetaxel (B).

A Figura 25 mostra a avaliagdo da ativagdo de PTEN/FAK/AKT nos trés xenoenxer-
tos diferentes do cancer da mama. A analise western blot revelou que ambos os xenoenxer-
tos apresentaram uma expresséo de PTEN e uma ativagdo da via FAK/AKT, como mostrado
pela fosforilagdo de FAK Tyr397 e AKT Ser473.

A Figura 26 mostra o efeito do tratamento com repertaxina na populagdo de células-
tronco cancerosas da mama in vivo. A-C. Para avaliar o efeito do tratamento com repertaxi-
na no crescimento tumoral e na populagdo de celulas-tronco cancerosas in vivo uma linha-
gem de células cancerosas de mama (SUM159) e trés xenoenxertos de cancer de mama
humanos gerados a partir de diferentes pacientes (MC1, UM2, UM3) foram utilizados. A.
Para cada amostra, 50.000 células foram injetadas na gordura mamaria humanizada de ca-
mundongos NOD/SCID e o tamanho do tumor monitorado. Quando os tumores tinham cerca
de 4 mm, injegdo s.c. de repertaxina (15mg/kg) duas vezes/dia por 28 dias ou uma
vez/semana, injecdo I.P. de docetaxel (10mg/Kg) ou a combinagédo (repertaxina/docetaxel)
foi iniciada. O grafico mostra o tamanho do tumor antes e durante o desenrolar de cada tra-
tamento indicado (seta, inicio do tratamento). Resultados similares foram observados para
cada amostra com uma reducao estatisticamente significante do tamanho do tumor em gru-
pos tratados com docetaxel isoladamente ou a combinagédo repertaxina/docetaxel em com-
para¢ao com o controle, ao passo em que nédo houve diferenga entre o crescimento dos tu-
mores de controle e os tumores tratados com repertaxina isoladamente. B-C. Avaliagédo de
repertaxina, docetaxel ou do tratamento combinado na populagdo de células-tronco cance-
rosas conforme avaliado pelo ensaio ALDEFLUOR (B) e por reimplante em camundongos
secundarios (C). xenotransplantes tumorais tratados com docetaxel demonstraram percen-
tual semelhante ou maior de células ALDEFLUOR-positivas em comparagdo com o controle,
enquanto o tratamento com repertaxina apenas ou em combinagédo com docetaxel provocou
uma diminuigdo estatisticamente significativa nas células ALDEFLUOR-positivas, com uma
reducdo de 65% a 85% nas células-tronco cancerosas em comparagdo com o controle
(p<0,01) (B). Diluicdes em série de células obtidas a partir de tumores primarios de camun-
dongos sem tratamento (controle) e tratados foram implantadas na gordura mamaria de ca-
mundongos NOD/SCID secundarios que nao receberam nenhum tratamento adicional. Tu-
mores primarios de controle e tratados com docetaxel formaram tumores secundarios em

todas as diluicdes, enquanto apenas os numeros mais altos de células obtidas a partir de
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tumores primarios tratados com repertaxina ou em combinagdo com docetaxel foram capa-
zes de formar tumores. Além disso, o crescimento do tumor foi significativamente atrasado e
os tumores resultantes foram significativamente menores em tamanho do que os tumores do
controle ou tratados com docetaxel (C). D. Xenotransplantes de cada grupo foram coletados
e marcagao imuno-histoquimica foi feita para detectar a expressao de fosfo-FAK, fosfo-AKT,
FOXO3A e ALDH1. A expresséao de fosfo-FAK membranoso e fosfo-AKT citoplasmatico (se-
ta) foi detectada nos tumores de controle e nos tratados com docetaxel, enquanto nenhuma
expressdo foi detectada nos tumores tratados com repertaxina apenas ou em combinagéo
com docetaxel. Expressdo nuclear FOXO3A (em marrom) foi detectada nas células tratadas
com docetaxel ou repertaxina isoladamente ou em combinagédo. A diminuigdo da expresséo
ALDH1 (seta) foi detectada em tumores tratados com repertaxina apenas ou em combina-
¢d0, em comparagdo com os tumores do controle e os tratados com docetaxel.

A Figura 27 mostra o efeito do tratamento com repertaxina na populagéo de células-
tronco cancerosas da mama in vivo. A-C. Para avaliar o efeito do tratamento com repertaxi-
na no crescimento tumoral e na populagdo de células-tronco cancerosas in vivo, uma linha-
gem de células de cancer da mama (SUM159, A) e trés xenoenxertos de cancer de mama
humanos foram gerados a partir de pacientes diferentes.

Para cada amostra, 50.000 células foram injetadas na gordura mamaria humaniza-
da de camundongos NOD/SCID e o tamanho do tumor monitorado. Quando os tumores ti-
nham cerca de 4 mm, injegdo s.c. de repertaxina (15mg/kg) duas vezes/dia por 28 dias ou
uma vez/semana, inje¢do |.P. de docetaxel (10mg/Kg) ou a combinagdo (repertaxi-
na/docetaxel) foi iniciada. O grafico mostra o tamanho do tumor antes e durante o desenro-
lar de cada tratamento indicado (seta, inicio do tratamento). Resultados similares foram ob-
servados para cada amostra com uma redugéo estatisticamente significante do tamanho do
tumor em grupos tratados com docetaxel isoladamente ou a combinagdo repertaxi-
na/docetaxel em comparagéo com o controle, ao passo em que nado houve diferenga entre o
crescimento dos tumores de controle e os tumores tratados com repertaxina isoladamente.
Avaliacdo de repertaxina, docetaxel ou do tratamento combinado na populagdo de células-
tronco cancerosas foi realizada pelo ensaio ALDEFLUOR e por reimplante em camundon-
gos secundarios. Xenotransplantes tumorais tratados com docetaxel demonstraram percen-
tual semelhante ou maior de células ALDEFLUOR-positivas em comparagédo com o controle,
enquanto o tratamento com repertaxina apenas ou em combinag¢édo com docetaxel provocou
uma diminuigdo estatisticamente significativa nas células ALDEFLUOR-positivas, com uma
reducdo de 65% a 85% nas células-tronco cancerosas em comparagdo com O controle
(p<0,01). Diluigdes em série de células obtidas a partir de tumores primarios de camundon-
gos sem tratamento (controle) e tratados foram implantadas na gordura mamaria de camun-
dongos NOD/SCID secundarios que ndo receberam nenhum tratamento adicional. Tumores
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primarios de controle e tratados com docetaxel formaram tumores secundarios em todas as
diluigdes, enquanto apenas os nuimeros mais altos de células obtidas a partir de tumores
primarios tratados com repertaxina ou em combinagdo com docetaxel foram capazes de
formar tumores. O crescimento do tumor foi significativamente atrasado e os tumores resul-
tantes foram significativamente menores em tamanho do que os tumores do controle ou tra-
tados com docetaxel.

A Figura 28 mostra o efeito do tratamento com repertaxina na populag¢éo de células-
tronco cancerosas da mama, conforme avaliado pelo fenétipo CD44+/CD24-. A-B. Avaliagéo
de repertaxina, docetaxel, ou do tratamento combinado na populagéo de células-tronco can-
cerosas foi feita pela presenca de células CD44+/CD24-. Nos tumores residuais tratados
apenas com docetaxel, temos observado de forma consistente um percentual inalterado ou
aumentado de células CD44+/CD24-, enquanto o tratamento com repertaxina apenas ou em
combinagdo com docetaxel resultou em uma redugcdo da populagdo de células
CD44+/CD24-. A. A andlise do fluxograma para o xenoenxerto UM3 é apresentada. B. Re-
sultados semelhantes foram observados para MC1, UM2 e UM3. Quase todas as células
SUM159 sdo CD44+/CD24- sob todas as condigdes de tratamento.

A Figura 29 mostra que o tratamento com repertaxina reduz o desenvolvimento da
metastase sistémica. Para avaliar o efeito do tratamento com repertaxina na formagéao de
metastases, linhagens de células HCC1954 (A), SUM159 (B), MDA-MB-453 (C) cancerosas '
da mama foram infectadas com um lentivirus que expressa luciferase e 250.000 células in-
fectadas com luciferase inoculadas em camundongos NOD/SCID através de injegao intra-
cardiaca. Os camundongos foram tratados 12 horas apés a injegéo intracardiaca, com inje-
¢do s.c. de solugdo salina ou injecdo s.c. de repertaxina (15mg/kg), duas vezes por dia du-
rante 28 dias. A formacgédo de metastases foi monitorada através de imageamento por biolu-
minescéncia. A quantificacdo do fluxo de fétons normalizado medido em intervalos semanais
apds a inoculagdo revelou uma diminuicdo estatisticamente significativa na formagéo de
metastases em repertaxina em comparagdo com os controles de solugdo salina para ca-
mundongos inoculados com células HCC1954 ou SUM159 (A-B). Em contraste, o tratamen-
to com repertaxina ndo teve nenhum efeito na formagdo de metastases para os camundon-
gos injetados com células MDA-MB-453. (C). Confirmac&o histolégica, por marcagéo H&E,
de metastase no osso e tecido mole, resultante de camundongos néo tratados por repertaxi-
na (D).

A Figura 30 mostra a sinalizagdo de IL-8/CXCR1 em células-tronco cancerosas tra-
tadas com quimioterapia isoladamente ou em combinagdo com repertaxina. A. Representa-
¢do da sinalizagdo celular potencial de |L-8/CXCR1 em células-tronco cancerosas. A ativa-
¢do de CXCR1 apés a ligagdo com IL-8 induz a fosforilagdo da quinase de adeséo focal
(FAK). FAK ativo fosforila AKT e ativa a via WNT, que regula a renovagéo das células-tronco



10

15

20

25

30

35

16

e FOXO3A que regula a sobrevida celular. A ativagdo de FAK protege as células-tronco
cancerosas de um efeito espectador mediado pelo FAS-ligante/FAS através da inibigdo de
FADD, um efetor a jusante da sinalizagdo de FAS. Na presenga de quimioterapia, apenas
células tumorais em grandes quantidades s&o sensiveis ao tratamento e liberam um elevado
nivel de IL-8 e proteinas FAS-ligante durante o processo de apoptose. Células-tronco cance-
rosas da mama séo estimuladas através de um efeito espetador mediado por IL-8 e s&o re-
sistentes ao efeito espectador mortal mediado pelo FAS-ligante. B. O tratamento com reper-
taxina bloqueia a sinalizagdo de IL-8/CXCR1 e inibe a auto-renovagéo e a sobrevida da cé-
lula-tronco cancerosa da mama. Quando o tratamento com repertaxina é combinado com a
quimioterapia as células-tronco cancerosas séo sensibilizadas para o efeito espectador mor-
tal mediado pelo FAS-ligante.

DEFINICOES

Para facilitar a compreenséo da presente invengdo, uma série de termos e frases
sdo definidos abaixo:

Conforme utilizados aqui, os termos "agente anti-cancer”, "agente anti-cancer con-
vencional", ou "farmaco terapéutico contra o cancer" se referem a quaisquer agentes tera-
péuticos (por exemplo, compostos quimioterapicos e/ou compostos terapéuticos molecula-
res), terapias de radiagdo, ou intervengdes cirurgicas, utilizados no tratamento de cancer
(por exemplo, em mamiferos).

Conforme utilizados aqui, os termos "farmaco" e "agente quimioterapico” referem-se
a moléculas farmacologicamente ativas que sdo usadas para diagnosticar, tratar ou prevenir
doengas ou condigdes patolégicas em um sistema fisiolégico (por exemplo, um individuo, ou
células, tecidos e 6rgaos in vivo, in vitro, ou ex vivo). Os farmacos agem alterando a fisiolo-
gia de um organismo vivo, tecido, célula, ou sistema in vitro ao qual o farmaco foi adminis-
trado. Pretende-se que os termos "farmaco" e "agente quimioterapico” englobem compostos
anti-hiperproliferativos e antineoplasicos, bem como outros compostos biologicamente tera-
péuticos.

Uma "quantidade eficaz" € uma quantidade suficiente para efetuar resultados bené-
ficos ou desejaveis. Uma quantidade eficaz pode ser administrada em uma ou mais adminis-
tragoes.

Conforme utilizado aqui, o termo "administragdo" se refere ao ato de dar um farma-
co, pré-farmaco, anticorpo ou outro agente, ou tratamento terapéutico para um sistema fisio-
l6gico (por exemplo, um individuo ou células, tecidos e 6rgéos in vivo, in vitro, ou ex vivo).
Vias de administragdo exemplares para o corpo humano podem ser através dos olhos (of-
talmica), boca (oral), pele (transdérmica), nariz (nasal), pulmdes (inalante), mucosa oral (bu-
cal), ouvido, por injegdo (por exemplo, por via intravenosa, subcutanea, intratumoral, intrape-
ritoneal, etc.) e similares.
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"Co-administragéo" se refere a administragdo de mais de um agente quimico ou tra-
tamento terapéutico (por exemplo, terapia de radiagéo) a um sistema fisiolégico (por exem-
plo, um individuo ou células, tecidos e 6rgdos in vivo, in vitro, ou ex vivo). A "co-
administragao" dos agentes quimicos respectivos (por exemplo, antagonista da via de sinali-
zagdo IL8-CXCR1 e quimioterapia adicional) pode ser simultdnea, ou em qualquer ordem
temporal ou combinagao fisica.

Conforme utilizado aqui, o termo "regressao” se refere ao retorno de um individuo,
célula, tecido, ou 6rgdo doente a um estado ndo-patoldgico, ou menos patolégico em rela-/
¢édo ao individuo, célula, tecido, ou 6rgdo basal ndo-patogénico exemplar. Por exemplo, a
regressdo de um tumor inclui uma redugédo da massa tumoral, bem como o desaparecimen-
to completo de um tumor ou tumores.

Conforme utilizado aqui, o termo "in vitro" refere-se a um ambiente artificial e a pro-
cessos ou reagdes que ocorrem dentro de um ambiente artificial. Ambientes in vitro podem
consistir em, mas ndo estdo limitados a, tubos de ensaio e culturas de células. O termo "in
vivo" se refere ao ambiente natural (por exemplo, um animal ou uma célula) e aos processos
ou reagdes que ocorrem dentro de um ambiente natural. |

Conforme utilizado aqui, o termo "cultura de células" se refere a qualquer cultura in
vitro de células. Incluidos neste termo estéo Iinhagens de células continuas (por exerhplo,
com um fenodtipo imortal), culturas de células primarias, linhagens celulares finitas (por e-
xemplo, células ndo-transformadas) e qualquer outra populagdo de células mantidas in vitro,
incluindo o6citos e embrides.

Conforme utilizado aqui, o termo "individuo" ou "paciente" refere-se a organismos a
serem tratados pelos métodos da presente invengdo. Tais organismos incluem, mas nao
estéo limitados a, seres humanos e animais veterinarios (caes, gatos, equinos, suinos, bovi-
nos, ovinos, caprinos e similares). No contexto da invengéo, o termo "individuo” ou "pacien-
te" geralmente se refere a um individuo que vai receber ou que tenha recebido tratamento.

O termo "diagnostico”, conforme utilizado aqui, refere-se ao reconhecimento de
uma doenga pelos seus sinais e sintomas ou analise genética, andlise patoldgica, analise
histolégica e assim por diante.

Conforme utilizado aqui, o termo "antisense" é usado em referéncia as sequéncias
de acido nucleico (por exemplo, RNA, DNA fosforotioato) que sdo complementares a uma
sequéncia de RNA especifica (por exemplo, RNAm). Incluidas nesta definigdo estdo molécu-
las naturais ou sintéticas de RNA antisense, incluindo moléculas que regulam a expressao
génica, como RNAs de interferéncia curtos ou micro RNAs. Um tipo de sequéncia antisense
que pode ser empregado pela presente invengdo é o tipo que é especifico para o RNAm de
CXCRA1.

O termo "composto de ensaio" ou "composto candidato” se refere a qualquer enti-
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dade quimica, farmacéutica, farmaco e afins, que pode ser usada para tratar ou prevenir
uma doenga, enfermidade ou disturbio das fungdes corporais, ou alterar o estado fisiolégico
ou celular de uma amostra. Compostos de ensaio compreendem tanto os compostos tera-
péuticos conhecidos quanto aqueles em potencial. Um composto de ensaio pode ser deter-
minado como terapéutico através do uso dos métodos de triagem da presente invengdo. Um
"composto terapéutico conhecido" se refere a um composto terapéutico que tem se mostra-
do eficaz (por exemplo, através de ensaios em animais ou experiéncia prévia com adminis-
tragdo a seres humanos) neste tratamento ou prevengdo. Em modalidades preferidas os
"compostos de ensaio” sdo agentes anti-cAncer. Em modalidades particularmente preferidas
os "compostos de ensaio" s&o agentes anti-cancer que induzem a apoptose em células.

Conforme utilizado aqui, o termo "proteina de ligagdo ao antigeno" se refere a pro-
teinas que se ligam a um antigeno especifico. "Proteinas de ligagdo ao antigeno" incluem,
mas ndo estdo limitadas a, imunoglobulinas, incluindo anticorpos policlonais, monoclonais,
quiméricos de cadeia unica e humanizados, fragmentos Fab, fragmentos F(ab')2 e bibliote-
cas de expressdo de Fab. Varios procedimentos conhecidos na técnica sdo usados para a
produc¢ido de anticorpos policlonais. Para a produgdo de anticorpos, varios animais hospe-
deiros podem ser imunizados pela injegdo com o peptideo correspondente ao epitopo dese-
jado, incluindo, mas ndo limitado a, coelhos, camundongos, ratos, ovelhas, cabras, etc. Em
uma modalidade preferida o peptideo é conjugado em um carreador imunogénico (por e-
xemplo, toxéide diftérico, albumina de soro bovino (BSA), ou hemocianina de lapa california-
na (KLH)). Varios adjuvantes séo usados para aumentar a resposta imunolégica, dependen-
do da espécie de hospedeiro, incluindo, mas n&o limitados a, géis minerais de Freund (com-
pletos e incompletos), tais como hidréxido de aluminio, substancias ativas de superficie,
como lisolecitina, polidis plurdnicos, polidnions, peptideos, emulsdes em 6leo, hemocianinas
de lapa californiana, dinitrofenol e adjuvantes humanos potencialmente uteis, como BCG
(Bacilo de Calmette-Guerin) e Corynebacterium parvum.

Para a preparagédo de anticorpos monoclonais, qualquer técnica que fornega a pro-
dugdo de moléculas de anticorpos por linhagens celulares continuas em cultura pode ser
utilizada (por exemplo, Harlow e Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). Estes incluem, mas néo estao limitados a técni-
ca de hibridoma originalmente desenvolvida por Kdhler e Milstein (Kdhler e Milstein, Nature,
256:495-497 (1975)), bem como a técnica de trioma, a técnica de hibridomas humanos de
células B (Ver, por exemplo, Kozbor et al., Immunol. Today, 4:72 (1983)) e a técnica de hi-
bridoma EBV para produzir anticorpos monoclonais humanos (Cole et al., em Monoclonal
Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96 (1985)).

De acordo com a invengéo, técnicas descritas para a produgdo de anticorpos de
cadeia Unica (U.S. 4.946.778; aqui incorporado por referéncia) podem ser adaptadas para
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produzir anticorpos especificos de cadeia Unica conforme desejado. Uma modalidade adi-
cional da invengdo utiliza os métodos conhecidos na técnica para a construgéo de bibliote-
cas de expressdo de Fab (Huse et al., Science, 246:1275-1281 (1989)) para permitir uma
identificagdo rapida e facil de fragmentos de Fab monoclonal com a especificidade desejada.

Fragmentos de anticorpos que contém o idiotipo (regido de ligagdo ao antigeno) da
molécula do anticorpo podem ser gerados por meio de técnicas conhecidas. Por exemplo,
tais fragmentos incluem, mas néo estdo limitados a: fragmento F(ab')2, que pode ser produ-
zido pela digestdo de pepsina de uma molécula de anticorpo; fragmentos Fab', que podem
ser gerados pela redugdo das pontes dissulfeto de um fragmento F(ab')2, e fragmentos Fab,
que podem ser gerados pelo tratamento de uma molécula de anticorpo com papaina e um
agente redutor.

Os genes que codificam proteinas de ligagdo ao antigeno podem ser isolados por
métodos conhecidos na técnica. Na produgédo de anticorpos, a triagem do anticorpo deseja-
do pode ser conseguida através de técnicas conhecidas na técnica (por exemplo, radioimu-
noensaio, ELISA (ensaio imunoabsorvente de ligagdo de enzimas), imunoensaios tipo "san-
duiche", ensaios imunorradiométricos, reagdes de precipitagdo em gel de difusédo, ensaios
de imunodifusdo, imunoensaios in situ (utilizando marcadores de ouro coloidal, enzima, ou
radioisétopos, por exemplo), Western blots, reagdes de precipitagdo, ensaios de aglutinagdo
(por exemplo, ensaios de aglutinagdo em gel, ensaios de hemaglutinagéo, etc.), ensaios de
fixagdo complementar, ensaios de imunofluorescéncia, ensaios de proteina A e ensaios de
imunoeletroforese, etc.), etc.

Conforme utilizado aqui, o termo "modular” se refere a atividade de um composto
para atacar (por exemplo, para promover ou retardar) um aspecto da fungéo celular, incluin-
do, mas néo limitado ao crescimento, proliferagéo, invasao, angiogénese, apoptose celular e
assim por diante.

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGAO

A presente invengédo fornece métodos de tratamento do cancer pela administragéo
de um inibidor da via IL8-CXCR1 (por exemplo, um anticorpo anti-CXCR1 ou Repertaxina)
sozinho ou em combinagdo com um agente quimioterapéutico adicional, de tal forma que as
células cancerosas ndo-tumorigénicas e tumorigénicas em um individuo sdo mortas. A pre-
sente invengdo também fornece composi¢des e métodos para tratar e diagnosticar a pre-
senga de células-tronco de tumor sélido em um paciente (por exemplo, com base na pre-
senga de CXCR1 ou FBX0O21).

|. Células cancerosas tumorigénicas, inibigdo de ALDH, CXCR1 e CXCR1

A evolugdo de uma célula normal para uma completamente transformada requer a
desregulacdo de varios processos celulares (1, 2). De acordo com os modelos classicos da

carcinogénese, esses eventos podem ocorrer em qualquer célula. Em contraste, a "hipotese
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da célula-tronco cancerosa" afirma que os alvos preferenciais da transformagdo oncogénica
sdo células-tronco do tecido ou progenitoras novas que tenham adquirido potencial de auto-
renovagao (3-6). Estas "células de iniciagdo tumoral" ou “células-tronco cancerosas” (CSC),
por sua vez, sdo caracterizadas pela sua habilidade de sofrer auto-renovagdo, um processo
que leva a tumorigénese diferenciagcdo e que contribui para a heterogeneidade celular do
tumor. Evidéncias recentes apoiando a hipétese da célula-tronco cancerosa foram geradas
utilizando xenoenxertos de tumores humanos primarios. Estes estudos tém sugerido que os
tumores sdo compostos por uma hierarquia celular induzida pelo componente da célula-
tronco cancerosa. Além disso, dados recentes sugerem que linhagens de células imortaliza-
das derivadas de tecidos humanos e murinos também podem conter uma populag¢éo celular
que exibe propriedades de célula-tronco. A maioria desses estudos tem sido baseada em
propriedades in vitro, incluindo potencial clonogénico, formagéo de esfera e potencial de
diferenciagdo de multi-linhagem (7-10). Estudos mais limitados utilizando transplante funcio-
nal de linhagens celulares imortalizadas em xenoenxertos também tém sugerido a existéncia
de tal hierarquia. Estes estudos geralmente tém utilizado exclusdo do marcador Hoechst
para identificar a chamada "populagéo lateral" (SP) (7, 9, 11). Além disso, marcadores de
superficie celular definidos utilizando xenoenxertos de tumor primario, como CD44 e CD133,
também tém sido utilizados para identificar populagdes semelhantes nas linhagens celulares
estabelecidas (7, 8).

Conforme descrito nos exemplos abaixo, a expressdo do marcador de células-
tronco aldeido desidrogenase (ALDH) foi estudada em uma série de 33 linhagens de células
derivadas de células de cancer de mama humano e células mamarias ndo-transformadas.
ALDH é uma enzima desintoxicante responsavel pela oxidacédo de aldeidos intracelulares e
imagina-se que este desempenha um papel na diferenciacéo de células-tronco através do
metabolismo do acido retinal para retindico (12, 13). A atividade de ALDH, conforme avalia-
da pelo ensaio ALDEFLUOR fluorescente, tem sido utilizada com sucesso para isolar célu-
las-tronco cancerosas em mieloma multiplo e leucemia mieléide aguda (LMA), bem como de
tumores cerebrais (14-16). Foi demonstrado recentemente que a atividade de ALDH pode
ser utilizada para isolar uma subpopulacdo de células que exibem propriedades de células-
tronco do tecido mamario humano normal e carcinomas de mama (17). A populagdo
ALDEFLUOR-positiva isolada do tecido da mamoplastia de redugado é capaz de reconstituir
estruturas alveolares ductais na gordura mamaria de camundongos NOD/SCID humaniza-
dos. Além disso, as células ALDELFUOR-positivas isolados de carcinomas mamarios hu-
manos tém propriedades de células-tronco, conforme demonstrado pela sua capacidade de
reconstituir tumores na passagem seriada em camundongos NOD/SCID, bem como de ge-
rar a heterogeneidade fenotipica dos tumores iniciais (17). Nos exemplos abaixo, € demons-

trado que a maioria das linhagens de células de cancer de mama contém uma populagdo
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ALDEFLUOR-positiva com um perfil molecular distinto que apresenta propriedades de célu-
la-tronco cancerosa.

Conforme descrito nos exemplos abaixo, trabalho realizado durante o desenvolvi-
mento de modalidades da presente invengéo identificou CXCR1 (que € um receptor para a
quimiocina inflamatéria IL8) como um marcador de cancer de células-tronco. Apenas as cé-
lulas dentro da populagdo Aldefluor-positiva expressaram CXCR1. Além disso, foi demons-
trado que esse receptor desempenha um papel funcional na medida em que IL8 recombi-
nante é capaz de aumentar a proporgdo de células-tronco em linhagens celulares, conforme
determinado pelos ensaios Aldefluor e de formagéo de esfera. Embora IL8 tenha sido asso-
ciado a canceres de mama agressivos € seja maior no soro de mulheres com doenga me-
tastatica, acredita-se que a presente invengdo é a primeira a mostrar uma liga¢édo funcional
entre IL8 e seu receptor CXCR1 em células-tronco.

Conforme descrito nos exemplos abaixo, foi demonstrado que se pode direcionar
seletivamente células-tronco cancerosas bloqueando-se o receptor CXCR1 nessas células.
Em uma abordagem descrita nos exemplos, linhagens de células de cancer de mama foram
tratadas com anticorpos monoclonais para CXCR1, mas ndo para o outro receptor de IL8,
CXCR2. Esse tratamento direcionou seletivamente células-tronco cancerosas, conforme
demonstrado pela redugdo das populagdes Aldefluor-positivas. Surpreendentemente, des-
cobriu-se que apesar de CXCR1 s6 ser expresso em uma porcentagem muito pequena de
células (por exemplo, menos de 1%), o bloqueio do receptor de CXCR1 induziu a morte ce-
lular na maioria das outras células cancerosas, apesar do fato de que elas ndo tém o recep-
tor de CXCRA1. A via molecular que medeia os efeitos de IL nas células-tronco cancerosas e
é responsavel por este chamado "efeito espectador” de matar outras células foi elucidada.
IL8 estimula a auto-renovagao de células-tronco ligando ao CXCR1, que por sua vez, ativa a
via Fak da quinase de adeséo focal. Isto resulta na ativagdo de Akt, que direciona a auto-
renovagao de células-tronco. Quando essa via estd bloqueada nas células-tronco cancero-
sas, a diminuigdo da sinalizagdo de Akt provoca o sequestro citoplasmatico dos fatores de
transcrigdo Foxo, resultando em um aumento da sintese do Fas-ligante. O Fas-ligante é se-
cretado das células-tronco cancerosas e induz a morte celular nas células vizinhas que con-
tém o receptor de Fas.

Embora a invengéo ndo se limite a nenhum mecanismo especifico, e um entendi-
mento do mecanismo n3o seja necessario para a pratica da presente invengéo, acredita-se
que CXCR1 medeia a auto-renovagédo da célula-tronco cancerosa através de uma via que
envolve Fak e Akt e que o blogueio desta via induz a morte celular em células-tronco cance-
rosas, bem como das células tumorais vizinhas. Assim, em certas modalidades a presente
invengado fornece composigdes e métodos para romper a via IL8-CXCR1 (por exemplo, com
anticorpos anti-CXCR1, anticorpos anti-FAK, ou outros agentes), a fim de tratar o cancer.



10

15

20

25

30

35

22

Como IL8 é uma quimiocina envolvida na inflamagao do tecido, houve um interesse
prévio no desenvolvimento de inibidores da sinalizagdo de IL8. Um inibidor de molécula pe-
quena, Repartaxina, foi desenvolvido como um agente anti-inflamatério para reduzir poten-
cialmente as complicagdes do infarto do miocardio e acidente vascular cerebral. A repartaxi-
na foi introduzida nos ensaios médicos de fase | e Il e mostrou pouca toxicidade. Conforme
mostrado nos exemplos abaixo, a repartaxina (como os anticorpos anti-CXCR1) é capaz de
direcionar células-tronco cancerosas, bem como induzir uma apoptose mediada por Fas-
ligante através do efeito espectador em células vizinhas. Importantemente, em xenoenxertos
tumorais a repartaxina potencializa o efeito da quimioterapia. Além disso, diferentemente da
quimioterapia, que destréi preferencialmente as células diferenciadas em tumores, poupan-
do as células-tronco tumorais, a repartaxina & capaz de direcionar células-tronco tumorais.
Como mostrado nos exemplos, isto foi demonstrado por uma diminuigéo na populagdo Alde-
fluor em tumores tratados com repartaxina e pela diminuicdo da capacidade dessas células
tumorais tratadas de formar tumores secundarios em camundongos. Também foram testa-
dos os efeitos da repartaxina na capacidade de bloquear a metastase. As células tumorais
foram marcadas com luciferase e injetadas por via intracardiaca em um modelo experimen-
tal de metastase. Um dia depois das células tumorais serem introduzidas, um grupo de ani-
mais foi colocado em tratamento com repartaxina apenas e o outro sem tratamento. A repar-
taxina reduziu significativamente o desenvolvimento da metastase.

A presente invengao identificou o receptor de IL8 CXCR1 como um alvo no trata-
mento de células-tronco cancerosas. O inibidor de pequenas moléculas, repartaxina, inibe
CXCR1 e CXCR2. Os exemplos demonstraram que CXCR1 é o receptor mais importante
nas células-tronco cancerosas. Além disso, os exemplos indicam que a falha da quimiotera-
pia citotoxica em tratar efetivamente canceres estabelecidos pode ser ndo sé devido a inca-
pacidade desta terapia em direcionar células-tronco cancerosas, mas, além do documenta-
do, aumentar a secreg¢do de IL8 no tratamento de quimioterapia citotdxica tumoral. Os pre-
sentes exemplos indicam que o uso de inibidores de CXCR1 tem efeitos benéficos ao ser
capaz de direcionar especificamente as células-tronco cancerosas, bem como de bloquear o
estimulo de IL8 dessas células, induzido por quimioterapia citotéxica.

O direcionamento da via IL8-CXCR1 ndo se limita ao cancer de mama, mas em vez
disso, pode ser utilizado em qualquer tipo de cancer. De preferéncia, o tipo de cancer trata-
do é aquele em que ha evidéncia de aumento na produgéo de IL8 (por exemplo, em conjun-
to com a quimioterapia). Agentes quimioterapicos mostraram regular diretamente a transcri-
¢do de IL8 em células cancerosas. Paclitaxel aumenta a transcrigdo e a secregéo de IL8 em
linhagens de células cancerosas da mama, ovario e pulméao (Uslu et al., 2005, Int. J. Gyne-
col. Cancer, 15:240-245; e Collins et al., 2000, Can. Imm. Immuno., 49:78-84, ambos incor-
porados aqui por referéncia). Além disso, a administragdo de adriamicina e 5-fluoro-2'-



10

15

20

25

30

35

23

deoxiuridina a células cancerosas da mama (Delarco et al., 2001, Can. Res. 61:2857-2861,
incorporado aqui por referéncia), a adigdo de 5-FU nas células do cancer bucal (Tamatani et
al., 2004, Int., J. Can., 108:912:921, incorporado aqui por referéncia), a adicdo de doxorrubi-
cina a células de cancer de pulméo de células pequenas (Shibakura et al., 2003, Int. J. Can.,
103:380-386, incorporado aqui por referéncia) e a administragdo de dacarbazina a células
de melanoma (Lev et al., 2003, Mol., Can. Ther., 2:753-763, incorporado aqui por referén-
cia), todos resultaram na expressdo aumentada de CXCL8. Como tal, em certas modalida-
des a presente invengio fornece agentes para direcionar o IL-CXCR1, em combinagéo com
agentes de quimioterapia (por exemplo aqueles mencionados nas referéncias acima) para o
tratamento de um individuo com um tipo de cancer, incluindo, mas nao limitado a, cancer de
prostata, cancer de ovario, cancer de mama, melanoma, céncer de puiméo de células ndo-
pequenas, cancer de pulmao de células pequenas e adenocarcinoma de eséfago.

A presente invengdo nao se limita ao tipo de cancer tratado e, em vez disso, inclui,
mas nédo esta limitada a, fibrossarcoma, mixossarcoma, lipossarcoma, condrossarcoma,
sarcoma osteogénico, cordoma, angiossarcoma, endoteliossarcoma, linfangiossarcoma,
limfangioendoteliossarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiossarcoma,
rabdomiossarcoma, carcinoma de célon, cancer pancreatico, cancer de mama, cancer de
ovario, cancer de préstata, carcinoma de células escamosas, carcinoma de células basais,
adenocarcinoma, carcinoma de glandulas sudoriparas, carcinoma de glandulas sebaceas,
carcinoma papilar, adenocarcinoma papilar, cistadenocarcinoma, carcinoma medular, carci-
noma broncogénico, carcinoma de células renais, hepatoma, carcinoma do ducto biliar, cori-
ocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilms, cancer cervical, tumor tes-
ticular, carcinoma de pulmao, carcinoma do pulméo de células pequenas, carcinoma da be-
xiga, carcinoma epitelial, glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craniofaringioma, ependi-
moma, pinealoma, hemangioblastoma, neuroma do acustico, oligodendroglioma, meningio-
ma, melanoma, neuroblastoma e retinoblastoma.

Il. Detecgdo de Marcadores de Cancer de célula-tronco de tumor sélido

Em algumas modalidades a presente invengédo fornece métodos para detecgéo da
expressdo de marcadores de cancer de células-tronco (por exemplo, CXCR1, FBXO21,
NFYA, NOTCH2, RAD51L1, TBP e outras proteinas da Tabela 1). Em algumas modalidades
a expressao é medida diretamente (por exemplo, no nivel de proteina ou RNA). Em algumas
modalidades a expresséo € detectada em amostras de tecido (por exemplo, tecido de bidp-
sia). Em outras modalidades a expressdo & detectada em fluidos corporais (por exemplo,
incluindo, mas ndo limitado a, plasma, soro, sangue, muco € urina).

A presente invengao fornece ainda painéis e kits para a detecgdo de marcadores.
Em algumas modalidades a presenga de um marcador de cancer de células-tronco é usada
para fornecer um prognéstico de um individuo. As informagdes fornecidas também sdo usa-
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das para direcionar o curso do tratamento. Por exemplo, se um individuo tem um marcador
indicativo de uma célula-tronco de tumor soélido (por exemplo, CXCR1, FBXO21, NFYA,
NOTCH2, RAD51L1, TBP e outras proteinas da Tabela 1), terapias complementares (por
exemplo, terapias de radiagdo) podem ser iniciadas em um momento anterior, quando s&o
mais propensas a serem eficazes (por exemplo, antes da metastase). Além disso, se um
individuo tem um tumor que ndo responde a uma determinada terapia, o custo e a inconve-
niéncia de tais terapias podem ser evitados.

Em algumas modalidades a presente invengdo fornece um painel para a analise de
uma pluralidade de marcadores (por exemplo, a combinagdo de CXCR1 ou FBXO21 e pelo
menos um dentre CD44, CD24 e ESA). O painel permite a analise simultanea de multiplos
marcadores, correlacionando com a carcinogénese e/ou metastase. Dependendo do indivi-
duo, os painéis podem ser analisados isoladamente ou em combinagéo, a fim de proporcio-
nar o melhor diagndstico e prognéstico possiveis. Os marcadores para inclusdo em um pai-
nel sdo selecionados por triagem quanto ao seu valor preditivo, usando qualquer método
adequado, incluindo, mas nao limitado aqueles descritos nos exemplos abaixo.

1.Detecgdo de RNA

Em algumas modalidades a detecgédo de marcadores de cancer de célula-tronco de
tumor sélido é feita medindo-se a expressdo de RNAm correspondente em uma amostra de
tecido. A expressdo de RNAm pode ser medida por qualquer método adequado, incluindo,
mas nao limitado aqueles divulgados abaixo. O numero de acessdo para o acido nucleico
humano CXCR1 é NM_000634 (incorporado aqui por referéncia) e o nimero de acessédo
para o FBX0O21 humano € NM_033624 (incorporado aqui por referéncia). Essas sequéncias
podem ser usadas para projetar primers e sondas (assim como sequéncias de siRNA).

Em algumas modalidades o RNA é detectado por analise Northern blot. A analise
Northern blot envolve a separag¢do do RNA e a hibridizagdo de uma sonda marcada com-
plementar.

Em outras modalidades o RNA (ou DNAc correspondente) é detectado por hibridi-
zagdo a uma sonda de oligonucleotideos). Uma variedade de ensaios de hibridizagéo utili-
zando diferentes tecnologias para hibridizacdo e detecgdo esta disponivel. Por exemplo, em
algumas modalidades, ensaio TagMan (PE Biosystems, Foster City, CA; Ver, por exemplo,
Patente N°* U.S. 5.962.233 e 5.538.848, cada umas das quais é incorporada aqui por refe-
réncia) € utilizado. O ensaio é realizado durante uma reagdo de PCR. O ensaio TagMan
explora a atividade da 5'-3' exonuclease da polimerase do DNA AMPLITAQ GOLD. Uma
sonda consistindo em um oligonucleotideo com um corante 5'-repérter (por exemplo, um
corante fluorescente) e um corante 3'-repressor esta incluida na reagdo de PCR. Durante o
PCR, se a sonda estiver ligada ao seu alvo, a atividade nucleolitica da 5'-3' polimerase
AMPLITAQ GOLD cliva a sonda entre o repérter e o corante repressor. A separag¢ido do co-
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rante rep6rter do corante repressor resulta em um aumento de fluorescéncia. O sinal se a-
cumula a cada ciclo de PCR e pode ser monitorado com um fluorimetro.

Em outras modalidades PCR com transcriptase reversa (RT-PCR) é usado para de-
tectar a expressdo do RNA. No RT-PCR o RNA é enzimaticamente convertido em DNA
complementar, ou "DNAc", utilizando uma enzima transcriptase reversa. O DNAc é entédo
usado como um molde para uma reagédo de PCR. Os produtos de PCR podem ser detecta-
dos por qualquer método adequado, incluindo, mas ndo limitados a eletroforese em gel e
marcagédo com um corante especifico de DNA ou hibridizagdo a uma sonda marcada. Em
algumas modalidades o método de PCR da transcriptase reversa quantitativa com misturas
padronizadas de modelos competitivos descrito nas Patentes U.S. 5.639.606, 5.643.765 e
5.876.978 (cada umas das quais é incorporada aqui por referéncia) é utilizado.

2.Detecgéo de Proteina

Em outras modalidades uma expresséo génica de marcadores de cancer de célu-
las-tronco é detectada medindo-se a expressédo da proteina ou polipeptideo correspondente
(por exemplo, CXCR1, FBXO21, NFYA, NOTCH2, RAD51L1, TBP e outras proteinas da
Tabela 1). A expressao da proteina pode ser detectada por qualquer método adequado. Em
algumas modalidades proteinas sdo detectadas por imuno-histoquimica. Em outras modali-
dades as proteinas sdo detectadas pela sua ligagdo a um anticorpo feito contra a proteina.
O numero de acessao para a proteina CXCR1 humana é NP_000625 (incorporado aqui por
referéncia) e o numero de acessédo para FBXO21 humano é NP_296373 (incorporado aqui
por referéncia). A geragao de anticorpos € descrita abaixo.

A ligagdo ao anticorpo é detectada através de métodos conhecidos na técnica (por
exemplo, radioimunoensaio, ELISA (ensaio imunoabsorvente de ligagdo de enzimas), imu-
noensaios tipo "sanduiche", ensaios imunorradiométricos, reagdes de precipitacdo em gel de
difusdo, ensaios de imunodifusdo, imunoensaios in situ (utilizando marcadores de ouro co-
loidal, enzima, ou radioisétopos, por exemplo), Western blots, reagdes de precipitagdo, en-
saios de aglutinagédo (por exemplo, ensaios de aglutinagdo em gel, ensaios de hemaglutina-
¢do, etc.), ensaios de fixagdo complementar, ensaios de imunofluorescéncia, ensaios de
proteina A e ensaios de imunoeletroforese, etc.), etc.

Em uma modalidade a ligagdo ao anticorpo é detectada através da detecgdo de um
marcador no anticorpo primario. Em outra modalidade o anticorpo primario é detectado atra-
vés da deteccdo da ligacdo de um anticorpo secundario ou reagente ao anticorpo primario.
Em outra modalidade o anticorpo secundario € marcado. Varios métodos sdo conhecidos na
técnica para a detecgdo de ligagdo em um imunoensaio e estdo dentro do escopo da pre-
sente invencéo.

Em algumas modalidades um ensaio de detec¢édo automatica é utilizado. Métodos
para a automac¢do de imunoensaios inciluem aqueles descritos nas Patentes U.S. 5.885.530,
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4.981.785, 6.159.750 e 5.358.691, cada uma das quais é incorporada aqui por referéncia.
Em algumas modalidades a analise e a apresentagéo dos resultados também sdo automati-
zadas. Por exemplo, em algumas modalidades é utilizado um software que gera um prog-
noéstico baseado na presenga ou na auséncia de uma série de proteinas correspondentes a
marcadores do cancer.

Em outras modalidades o imunoensaio é o descrito nas Patentes U.S. 5.599.677 e
5.672.480; cada uma das quais € incorporada aqui por referéncia.

3.Tecnologia de Micro-matriz de DNAc

Micro-matrizs de DNAc s&o compostos de varios (normalmente milhares) DNAcs di-
ferentes marcados (geralmente usando um dispositivo de marcagdo robético) em posigbes
conhecidas sobre um suporte sélido, como uma lamina de vidro de microscépico. Os DNAcs
sdo normalmente obtidos por amplificagédo por PCR de insertos da biblioteca plasmidial utili-
zando primers complementares a parte estrutural do vetor do plasmideo ou ao préprio gene
em si para genes em que a sequéncia é conhecida. Produtos de PCR adequados para a
produgdo de micro-matrizs estdo tipicamente entre 0,5 e 2,5 kB de comprimento. DNAcs de
comprimento total, etiqueta de sequéncia expressa (ESTs), ou DNAcS aleatoriamente esco-
lhidos a partir de qualquer biblioteca de interesse podem ser escolhidos. ESTs sdo DNAs
parcialmente sequenciados, como descrito, por exemplo, em Hillier, et al., 1996, 6:807-828.
Embora algumas ESTs correspondam a genes conhecidos, por vezes muito pouca ou ne-
nhuma informagéo sobre qualquer EST em particular esta disponivel, exceto por uma pe-
qguena quantidade de sequéncia 3' e/ou 5' e, possivelmente, o tecido de origem do RNAm do
qual a EST foi derivada. Como sera apreciado por aqueles versados na técnica, em geral os
DNAcs contém informagdes de sequéncia suficientes para identificar exclusivamente um
gene no genoma humano. Além disso, em geral os DNAcs sdo de comprimento suficiente
para se hibridizar, seletivamente, especificamente ou exclusivamente, a um DNAc obtido a
partir do RNAm derivado de um unico gene sob as condi¢gdes de hibridizagdo do experimen-
to.

Em um experimento de micro-matriz tipico, um micro-matriz é hibridizado com po-
pulagdes de RNA, DNA ou DNAc diferencialmente marcadas, provenientes de duas amos-
tras diferentes. Mais comumente, 0 RNA (RNA total ou RNA poli A+) é isolado de células ou
tecidos de interesse e é transcrito de forma reversa para produzir o DNAc. A marcagéo é
geralmente realizada durante a transcrigdo reversa, incorporando um nucleotideo marcado
na mistura da reagdo. Apesar de varios marcadores poderem ser usados, mais comumente
o nucleotideo é conjugado com corantes fluorescentes Cy3 ou Cy5. Por exemplo, Cy5-dUTP
e Cy3-dUTP podem ser usados. DNAc derivado de uma amostra (representando, por exem-
plo, um tipo especifico de célula, tipo de tecido ou condigdo de crescimento) é marcado com
um fluoréforo enquanto o DNAc derivado de uma segunda amostra (representando, por e-
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xemplo, um tipo de célula diferente, tipo de tecido, ou condigdo de crescimento) é marcado
com o segundo fluoréforo. Quantidades similares de material marcado das duas amostras
sdo co-hibridizadas ao micro-matriz. No caso de um experimento de micro-matriz em que as
amostras sdo marcadas com Cy5 (que emite fluorescéncia vermelha) e Cy3 (que emite fluo-
rescéncia verde), os dados primarios (obtidos por imageamento do micro-matriz usando um
detector capaz de detectar quantitativamente a intensidade da fluorescéncia) sédo razbes de
intensidade de fluorescéncia (vermelho/verde, R/G). Essas razdes representam as concen-
tragdes relativas de moléculas de DNAc que se hibridizaram aos DNAcs representados no
micro-matriz e, portanto, refletem os niveis de expresséao relativa do RNAm correspondente
a cada DNAc/gene representado no micro-matriz.

Cada experimento de micro-matriz pode fornecer dezenas de milhares de pontos de
dados, cada um representando a expressao relativa de um gene em particular nas duas
amostras. A organizagéo e a analise adequadas dos dados séo de fundamental importancia,
€ varios programas de computador que incorporam ferramentas estatisticas padrdo foram
desenvolvidos para facilitar a analise dos dados. Uma base para organizar os dados de ex-
pressdo génica e para agrupar os genes com padrdes de expressao similar em clusters. Um
método para a realizacdo da analise de agrupamento hierarquico e visualizagdo de dados
provenientes dos experimentos de micro-matriz € descrito em Eisen ef al. 1998, PNAS
95:14863-14868. Conforme descrito nele, o agrupamento pode ser combinado com uma
representagdo gréafica dos dados primarios, em que cada ponto de dados é representado
com uma cor que representa quantitativamente e qualitativamente esse ponto de dados. Ao
converter os dados de uma grande tabela de nUmeros em um formato visual, este processo
facilita uma andlise intuitiva dos dados. Informagdes adicionais e detalhes sobre as ferra-
mentas matematicas e/ou a abordagem de agrupamento em si podem ser encontradas, por
exemplo, em Sokal & Sneath, Principles of numerical taxonomy, xvi, 359, W. H. Freeman,
San Francisco,1963; Hartigan, Clustering algorithms, xiii, 351, Wiley, New York, 1975; Paull
et al., 1989, J. Natl. Cancer Inst. 81:1088-92; Weinstein et al. 1992, Science 258:447-51; van
Osdol et al., 1994, J. Natl. Cancer Inst. 86:1853-9; e Weinstein et al., 1997, Science,
275:343-9.

Mais detalhes sobre os métodos experimentais usados na presente invengédo en-
contram-se no exemplo abaixo. Informagdes complementares descrevendo métodos para
fabricar e usar os micro-matrizs sdo encontradas na Pat. U.S. N° 5.807.522, que é incorpo-
rada aqui por referéncia. Instru¢gbes para a construcdo de hardware de micro-matriz (por
exemplo, arrayers e scanners) usando pegas comercialmente disponiveis. Discussdes adi-
cionais da tecnologia de micro-matrizs e protocolos para o preparo de amostras e realizagdo
de experimentos de micrormatriz sdo encontrados, por exemplo, em DNA arrays for analysis
of gene expression, Methods Enzymol, 303:179-205, 1999; Fluorescence-based expression
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monitoring using microarrays, Methods Enzymol, 306: 3-18, 1999; e M. Schena (ed.), DNA
Microarrays: A Practical Approach, Oxford University Press, Oxford, UK, 1999.

4.Anélise de Dados

Em algumas modalidades um programa de analise baseado em computador € usa-
do para traduzir os dados brutos gerados pelo ensaio de detecc¢éo (por exemplo, a presen-
¢a, auséncia, ou quantidade de um determinado marcador ou marcadores) em dados de
valor preditivo de um médico. O médico pode acessar os dados preditivos utilizando qual-
quer meio adequado. Assim, em algumas modalidades a presente invengdo fornece para
beneficio do médico, que provavelmente ndo é treinado em genética e biologia molecular,
este ndo precisa entender os dados brutos. Os dados sdo apresentados diretamente para o
médico em sua forma mais util. O médico entdo é capaz de utilizar imediatamente a infor-
magao, a fim de otimizar o atendimento ao individuo.

A presente invengdo contempla qualquer método capaz de receber, processar e
transmitir as informagdes para e a partir dos laboratérios que conduzem os ensaios, infor-
magodes fornecidas, pessoal médico e individuos. Por exemplo, em algumas modalidades da
presente invengdo uma amostra (por exemplo, uma bidépsia ou uma amostra de soro ou uri-
na) é obtida de um individuo e enviada a um servigo de perfil (por exemplo, laboratério mé-
dico no centro médico, empresa de perfil genémico, etc.), localizado em qualquer parte do
mundo (por exemplo, em um pais diferente do pais onde o individuo reside ou onde a infor-
macgédo &, em Ultima andlise, utilizada) para gerar dados brutos. Quando a amostra € consti-
tuida por um tecido ou outra amostra bioldgica, o individuo pode visitar um centro médico
para que a amostra seja obtida e enviada para o centro de perfil, ou os individuos podem
coletar a amostra por si mesmos e envia-la diretamente a um centro de perfil. Quando a
amostra é constituida por informagao biolégica previamente determinada, as informagdes
podem ser enviadas diretamente para o servigo de perfil pelo individuo (por exemplo, um
cartdo de informagédo contendo as informagdes pode ser escaneado por um computador e
os dados transmitidos para um computador do centro de perfis usando um sistema de co-
municagao eletrénica). Uma vez recebida pelo servigo de perfil, a amostra & processada e
um perfil € produzido (por exemplo, dados de expresséo), especifico para as informagdes de
diagnéstico ou progndstico desejaveis para o individuo.

Os dados de perfil sdo entdo preparados em um formato adequado para interpreta-
¢do por um médico. Por exemplo, em vez de fornecer dados de expressdo brutos (por e-
xemplo, examinar um numero de marcadores), o formato elaborado pode representar um
diagnéstico ou avaliagdo de risco para o individuo, juntamente com recomendacgdes para
opcoes de tratamento especifico. Os dados podem ser exibidos ao médico por qualquer mé-
todo adequado. Por exemplo, em algumas modalidades o servigo de perfil gera um relatério

que pode ser impresso para o médico (por exemplo, no ponto de atendimento) ou exibido
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para o médico em um monitor de computador.

Em algumas modalidades as informagdes sdo primeiro analisadas no ponto de a-
tendimento ou em uma instalagdo regional. Os dados brutos sdo entdo enviados a uma uni-
dade central de processamento para posterior andlise e/ou para converter os dados brutos
em informagdes Uteis para um médico ou paciente. A unidade de processamento central
oferece a vantagem da privacidade (todos os dados sdo armazenados em um local central,
com protocolos de seguranga uniforme), velocidade e uniformidade de analise de dados. A
unidade central de processamento pode entdo controlar o destino dos dados apds o trata-
mento do individuo. Por exemplo, usando um sistema de comunicagéo eletrdnica, a unidade
central pode fornecer dados para o médico, o individuo, ou aos pesquisadores.

Em algumas modalidades o individuo é capaz de acessar diretamente os dados u-
sando o sistema de comunicagéo eletrénica. O individuo pode escolher uma nova interven-
¢ao ou aconselhamento com base nos resultados. Em algumas modalidades os dados s&o
utilizados para fins de pesquisa. Por exemplo, os dados podem ser usados para promover a
inclusé@o a eliminagdo de marcadores como indicadores Uteis de uma determinada condigédo
ou estagio da doenga.

5.Kits

Em outras modalidades a presente invengao fornece kits para a detecg¢édo e caracte-
rizagdo do cancer (por exemplo, para detectar um ou mais dos marcadores, ou para modular
a atividade de um peptideo expresso por um ou mais dos marcadores). Em algumas moda-
lidades os kits contém anticorpos especificos para um marcador do cancer, além de reagen-
tes de detecgdo e tampdes. Em outras modalidades os kits contém reagentes especificos
para a detecgdo de RNAm ou DNAc (por exemplo, sondas de oligonucleotideos ou primers).
Em algumas modalidades os kits contém todos os componentes necessarios e/ou suficien-
tes para realizar um ensaio de detecgdo, incluindo todos os controles, indicagdes para en-
saios de desempenho e qualquer software necessario para a analise e apresentagdo dos
resultados.

Outra modalidade da presente invengéo compreende um kit para testar a presenca
do polinucleotideos ou proteinas. O kit pode incluir, por exemplo, um anticorpo para a detec-
¢do de um polipeptideo ou uma sonda para a detec¢do de um polinucleotideo. Além disso, o
kit pode incluir uma referéncia ou amostra de controle; instrucdes para tratamento das a-
mostras, realizagdo do teste e interpretagdo dos resultados; e tampdes e outros reagentes
necessarios para a realizagdo do teste. Em outras modalidades o kit compreende pares de
primers para detectar a expressdo de um ou mais dos genes da assinatura genética da célu-
la-tronco de tumor soélido. Em outras modalidades o kit € composto por um DNAc ou uma
matriz de oligonucleotideos para detecgdo da expressdo de um ou mais dos genes da assi-
natura genética da célula-tronco de tumor sélido.
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6.Imageamento in vivo

Em algumas modalidades técnicas de imageamento in vivo sdo utilizadas para vi-
sualizar a expressdo de marcadores do cancer em um animal (por exemplo, um mamifero
humano ou ndo-humano). Por exemplo, em algumas modalidades 0 RNAm do marcador do
cancer (por exemplo, RNAm de CXCR1 ou FBXO21) ou proteina (por exemplo, proteina de
CXCR1 ou FBX021) é marcado usando um anticorpo marcado especifico para o marcador
do cancer. Um anticorpo especificamente ligado e marcado pode ser detectado em um indi-
viduo usando-se um método de imageamento in vivo, incluindo, mas néo limitado a cintilo-
grafia, tomografia de emissdo de pésitrons, tomografia axial computadorizada, método de
ressonancia magnética ou raios-X, detecg¢ao por fluorescéncia e detecgdo quimiluminescen-
te. Métodos para gerar anticorpos para os marcadores de cancer da presente invengéo sao
descritos abaixo.

Os métodos de imageamento in vivo da presente invengao séo uteis no diagnéstico
de cénceres que expressam os marcadores de cancer da célula-tronco de tumor sélido da
presente inveng¢do. O imageamento in vivo é usado para visualizar a presenga de um mar-
cador indicativo de cancer. Tais técnicas permitem o diagnéstico sem o desagradavel uso de
uma biépsia. Os métodos de imageamento in vivo da presente invengdo também sdo Uteis
para fornecer prognésticos para pacientes com céncer. Por exemplo, a presenga de um
marcador indicativo de células-tronco cancerosas pode ser detectada. Os métodos de ima-
geamento in vivo da presente invengdo também podem ser usados para detectar canceres
metastaticos em outras partes do corpo.

Em algumas modalidades, reagentes (por exemplo, anticorpos) especificos para
CXCR1 ou FBX021 sdo marcados com fluorescéncia. Os anticorpos marcados s&o introdu-
zidos em um individuo (por exemplo, por via oral ou parenteral). Os anticorpos marcados
com fluorescéncia sdo detectados através de qualquer método adequado (por exemplo, u-
sando o aparelho descrito na Patente U.S. 6.198.107, incorporada aqui por referéncia).

Em outras modalidades os anticorpos sdo marcados radioativamente. O uso de an-
ticorpos para o diagnéstico in vivo € bem conhecido na técnica. Sumerdon et al., (Nucl. Med.
Biol 17:247-254 [1990] descreveram e otimizaram um anticorpo-quelante para o imagea-
mento radioimunocintilografico de tumores usando indio-111 como marcador. Griffin et al., (J
Clin Onc 9:631-640 [1991]) descreveram o uso deste agente na detecgdo de tumores em
pacientes com suspeita de cancer no pancreas. O uso de agentes similares com os ions
paramagnéticos como marcadores para a ressonancia magnética € conhecido na técnica
(Lauffer, Magnetic Resonance in Medicine 22:339-342 [1991]). O marcador utilizado vai de-
pender da modalidade de imagem escolhida. Marcadores radioativos, como indio-111, tec-
nécio-99m, ou iodo-131 podem ser usados para varreduras planas ou tomografia computa-
dorizada por emissdo de féton Unico (SPECT). Marcadores que emitem pésitrons, como o
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flaor-19, também podem ser usados para tomografia por emissédo de pésitrons (PET). Para a
ressonancia magnética, ions paramagnéticos, como gadolinio (lll) ou manganés (ll) podem
ser usados.

Metais radioativos com meias-vidas que variam de 1 hora a 3,5 dias estdo disponi-
veis para conjugagdo em anticorpos, como o escandio-47 (3,5 dias), galio-67 (2,8 dias), ga-
lio-68 (68 minutos), tecnécio-99m (6 horas) e indio-111 (3,2 dias), dos quais galio-67, tecné-
cio-99m e indio-111 sao preferiveis para imageamento por cAmera gama, galio-68 é preferi-
vel para tomografia por emissao de pésitrons.

Um método (til para marcar anticorpos com estes radiometais é por meio de um
agente quelante bifuncional, como o acido dietilenopentacético (DTPA), conforme descrito,
por exemplo, por Khaw et al. (Science 209:295 [1980]) para In-111 e Tc-99m, e por Schein-
berg et al. (Science 215:1511 [1982]). Outros agentes quelantes também podem ser usados,
mas o 1-(p-carboximetoxibenzil)EDTA e o anidrido carboxicarbdnico de DTPA sdo vantajo-
S0s, porque seu uso permite a conjugagao sem afetar substancialmente a imunorreatividade
do anticorpo.

Outro método para o acoplamento de DPTA as proteinas é pelo uso do anidrido ci-
clico de DTPA, como descrito por Hnatowich et al. (Int. J. Appl. Radiat. Isot. 33:327 [1982])
para marcagdo de albumina com In-111, mas que pode ser adaptado para a marcag¢édo de
anticorpos. Um método adequado de marcagdo de anticorpos com Tc-99m que nido usa
quelacdo com DPTA é o método de estanhagem Crockford ef al., (Pat. N° U.S. 4.323.546,
incorporada aqui por referéncia).

Um método de marcagéo de imunoglobulinas com Tc-99m é o descrito por Wong et
al. (Int. J. Appl. Radiat. Isot., 29:251 [1978]) para proteinas do plasma e recentemente apli-
cado com sucesso por Wong et al. (J. Nucl. Med., 23:229 [1981]) para marcar anticorpos.

No caso do radiometais conjugados em um anticorpo especifico também é deseja-
vel introduzir uma proporgéo tao elevada do radiomarcador quanto possivel na molécula do
anticorpo sem destruir a sua imunoespecificidade. Uma melhoria pode ser obtida efetuando
radiomarcagéo na presenga do marcador especifico do cancer da célula-tronco da presente
invengdo para garantir que o sitio de ligagdo ao antigeno no anticorpo seja protegido.

Em outras modalidades o imageamento in vivo biofotdnico (Xenogen, Almeda, CA)
é utilizado para imageamento in vivo. Este imageamento in vivo em tempo real utiliza lucife-
rase. O gene da luciferase € incorporado nas células, microorganismos e animais (por e-
xemplo, como uma proteina de fusdo com um marcador do cancer da presente invengdo).
Quando ativa, ela leva a uma reagdo que emite luz. Uma camera CCD e um software sdo
usados para capturar a imagem e analisa-la.

lIl. Anticorpos e Fragmentos de Anticorpos

A presente invengao fornece anticorpos e fragmentos de anticorpos isolados contra
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CXCR1, FBX021, NFYA, NOTCH2, RAD51L1, TBP e outras proteinas da Tabela 1. O anti-
corpo ou fragmento de anticorpo pode ser qualquer anticorpo monoclonal ou policlonal que
reconhega especificamente estas proteinas. Em algumas modalidades a presente invengao
fornece anticorpos monoclonais, ou fragmentos dos mesmos, que se ligam especificamente
a CXCR1, FBX021, NFYA, NOTCH2, RAD51L1, TBP e outras proteinas da Tabela 1. Em
algumas modalidades os anticorpos monoclonais, ou fragmentos dos mesmos, s&o anticor-
pos quiméricos ou humanizados que se ligam especificamente a essas proteinas. Em outras
modalidades os anticorpos monoclonais, ou fragmentos dos mesmos, sdo anticorpos huma-
nos que se ligam especificamente a estas proteinas.

Os anticorpos contra CXCR1, FBX021, NFYA, NOTCH2, RAD51L1, TBP e outras
proteinas da Tabela 1 encontram uso nos métodos experimentais de diagnéstico e terapéu-
ticos aqui descritos. Em certas modalidades os anticorpos da presente invengdo sdo usados
para detectar a expressdao de uma proteina marcadora da célula-tronco cancerosa em a-
mostras biolégicas, como, por exemplo, a biépsia do tecido de um paciente, efuséo pleural,
ou amostra de sangue. As bidpsias de tecido podem ser seccionadas e a proteina detectada
usando, por exemplo, imunofluorescéncia ou imuno-histoquimica. Alternativamente, as célu-
las individuais de uma amostra sdo isoladas e a expressdo de proteina detectada em células
fixas ou vivas por andlise FACS. Além disso, os anticorpos podem ser usados em matrizes
de proteina para detectar a expressdo de um marcador da célula-tronco cancerosa, por e-
xemplo, nas células tumorais, em lisados celulares, ou em amostras de outras proteinas. Em
outras modalidades os anticorpos da presente invengdo sdo usados para inibir o0 crescimen-
to de células tumorais pondo os anticorpos em contato com células tumorais, tanto em en-
saios baseados em células in vitro quanto em modelos animais in vivo. Em outras modalida-
des os anticorpos sdo usados para tratar o cancer em um paciente humano através da ad-
ministragdo de uma quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo contra um marca-
dor da célula-tronco cancerosa (por exemplo, da Tabela 1).

Anticorpos policlonais podem ser preparados por qualquer método conhecido. Anti-
corpos policlonais podem ser conseguidos por meio da imunizagdo de um animal (por e-
xemplo, coelho, rato, camundongo, burro, etc.) por multiplas injecdes por via subcutdnea ou
intraperitoneal do antigeno relevante (um fragmento de peptideo purificado, proteina recom-
binante de comprimento total, proteina de fusao, etc.) opcionalmente conjugado com hemo-
cianina de lapa californiana (KLH), albumina sérica, etc. diluidos em solug&o salina estéril e
combinadas com um adjuvante (por exemplo, Adjuvante de Freund completo ou incompleto)
para formar uma emulsdo estavel. O anticorpo policlonal é entdo recuperado do sangue,
ascites e semelhantes, de um animal entdo imunizado. O sangue coletado é coagulado e o
soro decantado, clarificado por centrifuga¢do e analisado para a titulagdo de anticorpos. Os
anticorpos policlonais podem ser purificados a partir do soro ou ascite, de acordo com méto-
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dos padrdo na técnica, incluindo cromatografia por afinidade, cromatografia por troca iénica,
eletroforese em gel, didlise, etc.

Os anticorpos monoclonais podem ser preparados através de métodos de hibrido-
ma, como os descritos por Kohler e Milstein (1975) Nature 256:495. Utilizando o método de
hibridoma, um camundongo, hamster, ou outro animal hospedeiro apropriado, € imunizado
conforme descrito acima para induzir a produgdo pelos linfocitos de anticorpos que se liga-
rdo especificamente a um antigeno imunizante. Alternativamente, os linfécitos podem ser
imunizados in vitro. Apés a imunizagéo os linfécitos séo isolados e fundidos com uma linha-
gem celular de mieloma adequada, utilizando, por exemplo, polietileno glicol, para formar
células de hibridoma que podem depois ser selecionadas a partir de linfécitos ndo fundidos
e células de mieloma. Hibridomas que produzem os anticorpos monoclonais especificamen-
te direcionados contra um antigeno escolhido, como determinado por imunoprecipitagéo,
imunoblotting, ou por um ensaio de ligagao in vitro, como radioimunoensaio (RIA) ou ensaio
imunoabsorvente de ligagdo de enzimas (ELISA) podem ser reproduzidos tanto em cultura
in vitro, usando métodos padrdao (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,
Academic Press, 1986) quanto in vivo, como tumores de ascites em um animal. Os anticor-
pos monoclonais podem ser entdo purificados a partir do meio de cultura ou do fluido asciti-
co, conforme descrito acima para os anticorpos policlonais.

Alternativamente, os anticorpos monocionais também podem ser feitos através de
métodos de DNA recombinante, tal como descrito na Patente U.S. 4.816.567. Os polinucleo-
tideos que codificam um anticorpo monoclonal séo isolados, como de células B maduras ou
céluias de hibridoma, como por RT-PCR usando primers de oligonucleotideo que amplificam
especificamente os genes que codificam as cadeias leve e pesada do anticorpo, e sua se-
quéncia é determinada utilizando procedimentos convencionais. Os polinucleotideos isola-
dos que codificam das cadeias pesada e leve sdo depois clonados em vetores de expressdo
adequados, que, quando transfectados em células hospedeiras, como células de E. coli,
células COS de simios, células do ovario de hamster chinés (CHO), ou células de mieloma
que nao produzem proteina da imunoglobulina, anticorpos monoclonais sdo gerados pelas
células do hospedeiro. Além disso, os anticorpos monoclonais recombinantes, ou fragmen-
tos dos mesmos, da espécie desejada podem ser isolados das bibliotecas de exibi¢gdo de
fagos, conforme descrito (McCafferty et al., 1990, Nature, 348:552-554; Clackson et al.,
1991, Nature, 352:624-628; e Marks et al., 1991, J. Mol. Biol., 222:581-597).

O(s) polinucleotideo(s) que codificam um anticorpo monoclonal podem ser modifi-
cados adicionalmente em uma série de maneiras diferentes, usando tecnologia de DNA re-
combinante para gerar anticorpos alternativos. Em uma modalidade os dominios constantes
das cadeias leve e pesada de, por exemplo, um anticorpo monoclonal de camundongo, po-
dem ser substituidos 1) para as regides de, por exemplo, um anticorpo humano para gerar
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um anticorpo quimérico ou 2) para um polipeptideo ndo-imunoglobulinico para gerar um an-
ticorpo de fusdo. Em outras modalidades as regides constantes sdo truncadas ou removidas
para gerar os fragmentos de anticorpos desejados de um anticorpo monoclonal. Além disso,
a mutagénese sitio-dirigida ou de alta densidade da regido variavel pode ser usada para
otimizar a especificidade, afinidade, etc. de um anticorpo monoclonal.

Em algumas modalidades da presente invengéo o anticorpo monoclonal contra um
marcador da célula-tronco cancerosa € um anticorpo humanizado. Os anticorpos humaniza-
dos sdo anticorpos que contém sequéncias minimas de anticorpos ndo-humanos (por e-
xemplo, murinos) dentro das regibes variaveis. Tais anticorpos sdo usados terapeuticamente
para reduzir a antigenicidade e as respostas a HAMA (anticorpos humanos anti-
camundongo) quando administrados a um ser humano. Na pratica, anticorpos humanizados
sdo tipicamente anticorpos humanos com um minimo de ou nenhuma sequéncia n&o-
humana. Um anticorpo humano é um anticorpo produzido por um humano ou um anticorpo
com uma sequéncia de aminoacidos correspondente a um anticorpo produzido por um ser
humano.

Anticorpos humanizados podem ser produzidos usando varios métodos conhecidos
na técnica. Um anticorpo pode ser humanizado substituindo-se a CDR de um anticorpo hu-
mano pela de um anticorpo ndo-humano (por exemplo, camundongo, rato, coelho, hamster,
etc.) com a especificidade, afinidade e capacidade desejadas (Jones et al., 1986, Nature,
321:522-525; Riechmann et al., 1988, Nature, 332:323-327; Verhoeyen et al., 1988, Science,
239:1534-1536). O anticorpo humanizado pode ser modificado pela substituicdo do residuo
suplementar, na regido da estrutura Fv e/ou dentro dos residuos ndo-humanos substituidos
para aperfeigoar e otimizar a especificidade, afinidade e/ou capacidade do anticorpo.

Os anticorpos humanos podem ser diretamente preparados utilizando varios méto-
dos conhecidos na técnica. Linfécitos B humanos imortalizados imunizados in vitro ou isola-
dos de um individuo imunizado que produzem um anticorpo direcionado contra um antigeno-
alvo podem ser gerados (Ver, por exemplo, Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, Alan R. Liss, p. 77 (1985); Boemer et al., 1991, J. Immunol., 147 (1):86-95; e Pa-
tente U.S. 5.750.373). Além disso, os anticorpos humanos podem ser selecionados a partir
de uma biblioteca de fagos, onde esta biblioteca de fagos expressa anticorpos humanos
(Vaughan et al., 1996, Nature Biotechnology, 14:309-314; Sheets et al., 1998, PNAS,
95:6157-6162; Hoogenboom e Winter, 1991, J. Mol. Biol., 227:381; Marks et al., 1991, J.
Mol. Biol., 222:581). Os anticorpos humanizados também podem ser feitos em camundon-
gos transgénicos contendo loci de imunoglobulina humana que sdo capazes, em imuniza-
¢do, de produzir o repertério completo de anticorpos humanos na auséncia da produgéo de
imunoglobulina endégena. Esta abordagem esta descrita nas Patentes U.S. 5.545.807;
5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; e 5.661.016.
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Esta invengdo também engloba anticorpos biespecificos que reconhecem especifi-
camente os marcadores da célula-tronco cancerosa. Anticorpos biespecificos s&o anticorpos
que séo capazes de reconhecer especificamente e ligar pelo menos dois epitopos diferen-
tes. )

Anticorpos biespecificos podem ser anticorpos intactos ou fragmentos de anticor-
pos. Os métodos de produgdo de anticorpos biespecificos sdo comuns na técnica (Millstein
et al., 1983, Nature 305:537-539; Brennan et al., 1985, Science 229:81; Suresh et al, 1986,
Methods in Enzymol. 121:120; Traunecker et al., 1991, EMBO J. 10:3655-3659; Shalaby et
al., 1992, J. Exp. Med. 175:217-225; Kostelny et al., 1992, J. Immunol. 148:1547-1553; Gru-
ber et al., 1994, J. Immunol. 152:5368; e Patente U.S. 5.731.168).

Em certas modalidades da invengdo pode ser desejavel a utilizagdo de fragmentos
de anticorpos ao invés de um anticorpo intacto, para aumentar a penetragéo do tumor, por
exemplo. Varias técnicas sdo conhecidas para a producdo de fragmentos de anticorpos.
Tradicionalmente, esses fragmentos sdo obtidos através da digestéo proteolitica de anticor-
pos intactos (por exemplo, Morimoto et al., 1993, Journal of Biochemical and Biofisical Me-
thods 24:107-117 e Brennan et al., 1985, Science, 229:81). No entanto, esses fragmentos
sdo agora normalmente produzidos diretamente por células hospedeiras recombinantes, tal
como descrito acima. Assim, fragmentos de anticorpos Fab, Fv e scFv podem todos ser ex-
pressos e secretados de E. coli ou outras células do hospedeiro, permitindo assim a produ-
¢do de grandes quantidades desses fragmentos. Alternativamente, estes fragmentos de an-
ticorpos podem ser isolados das bibliotecas de fagos de anticorpo discutidas acima. O frag-
mento de anticorpo anticorpos também podem ser anticorpos lineares, como descrito na
Patente U.S. 5.641.870, por exemplo, e podem ser monoespecificos ou biespecificos. Ou-
tras técnicas para a produgédo de fragmentos de anticorpos ficara aparente para aquele ver-
sado na técnica.

Pode ainda ser desejavel, especialmente no caso de fragmentos de anticorpos,
modificar um anticorpo a fim de aumentar a sua meia-vida sérica. Isto pode ser conseguido,
por exemplo, pela incorporagdo de um epitopo de ligagédo do receptor de salvamento nos
fragmentos de anticorpos por mutagéo na regido apropriada no fragmento de anticorpo, ou
incorporando o epitopo em uma etiqueta de peptideo que é entdo fundida ao fragmento de
anticorpo em cada extremidade ou no meio (por exemplo, por sintese de DNA ou peptideo).

A presente invengdo ainda abrange variantes e equivalentes que sdo substancial-
mente homélogas aos anticorpos quiméricos, humanizados e humanos, ou fragmentos de
anticorpos dos mesmos, aqui estabelecidos. Estes podem conter, por exemplo, muta¢des de
substituigdo conservadora, ou seja, a substituicdo de um ou mais aminoacidos por aminoa-
cidos similares. Por exemplo, a substituicdo conservadora se refere a substituicdo de um

aminoacido por outro na mesma classe geral, como, por exemplo, um aminoacido por outro
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aminoacido, um aminoacido basico por outro aminoacido basico, ou um aminoacido neutro
por outro aminoacido neutro. O que se pretende pela substituicdo conservadora do aminoa-
cido é bem conhecido na técnica.

A invengao também se refere a imunoconjugados que compreendem um anticorpo
conjugado em um agente citotdxico. Agentes citotdxicos incluem agentes quimioterapicos,
agentes inibidores do crescimento, toxinas (por exemplo, uma toxina enzimaticamente ativa
de origem bacteriana, flingica, de plantas, ou animal, ou fragmentos da mesma), is6topos
radioativos (ou seja, um radioconjugado), etc. Agentes quimioterapéuticos Uteis na geragdo
de imunoconjugados incluem, por exemplo, metotrexato, adriamicina, doxorubicina, meifala-
no, mitomicina C, clorambucil, daunorrubicina ou outros agentes intercalantes. Toxinas en-
zimaticamente ativas e fragmentos das mesmas que podem ser usados incluem a cadeia de
difteria A, fragmentos ativos néo-ligantes da toxina difteria, cadeia da exotoxina A, cadeia da
ricina A, cadeia da abrina A, cadeia da modeccina A, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites
fordii, proteinas de diantina, proteinas de Fitolaca americana (PAPI, PAPII e PAP-S), inibidor
da momordica carantia, curcina, crotina, inibidor da sapaonaria officinalis, gelonina, mitogeli-
na, restrictocina, fenomicina, enomicina e tricotecenos. Uma variedade de radionuclideos
estdo disponiveis para a produgdo de anticorpos radioconjugados, incluindo 212Bi, 131,
131In, 90Y e 186Re. Conjugados do anticorpo e agente citotoxico sdo feitos usando uma
variedade de agentes de ligagdo da proteina bifuncional, tais como N-succinimidil-3-(2-
piridiiditiol)propionato (SPDP) iminotiolano (Tl), derivados bifuncionais de imidoésteres (tal
como dimetil adipimidato HCL), ésteres ativos (como suberato de disuccinimidil), aldeidos
(como glutareldeido), compostos bis-azido (como bis(p-azidobenzoil) hexanodiamina), deri-
vados de bis-diazénio (como bis(p-diazoniombenzoil)-etilenodiamina), diisocianatos (como
tolieno 2,6-diisocianato) e compostos de flior bis-ativos (como 1,5-difltor-2,4-
dinitrobenzeno). Conjugados de um anticorpo € uma ou mais toxinas de molécula pequena,
como caliqueamicina, maitansinoides, tricoteno e CC1065, e os derivados destas toxinas
que tém atividade de toxina, também podem ser usados.

Em algumas modalidades o anticorpo da invengao contém regides Fc humanas que
sdo modificadas para aumentar a funcdo efetora, por exemplo, citotoxicidade antigeno-
dependente mediada por células (ADCC) e/ou citotoxicidade dependente de complemento
(CDC). Isto pode ser conseguido através da introdugdo de uma ou mais substituicdes de
aminoacidos em uma regido Fc do anticorpo. Por exemplo, residuo(s) de cisteina podem ser
introduzidos na regido Fc para permitir a formagédo da ligagdo dissulfeto inter-cadeia nesta
regido para melhorar a morte celular mediada por complemento e a citotoxicidade antigeno-
dependente mediada por células (ADCC) (Caron et al., 1992, J. Exp Med. 176:1191-1195;
Shopes, 1992, Immunol. 148:2918-2922). Anticorpos homodiméricos com atividade anti-
tumoral reforcada também podem ser preparados usando ligantes cruzados heterobifuncio-
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nais, conforme descrito em Wolff et al., 1993, Cancer Research 53:2560-2565. Como alter-
nativa, pode ser projetad um anticorpo que tem regides Fc duplas (Stevenson et al., 1989, |
Anti-Cancer Drug Design 3:219-230).

IV. Triagem de Farmacos

Em algumas modalidades a presente invengdo fornece ensaios de triagem de far-
macos (por exemplo, para selecionar farmacos anti-cancer). Os métodos de triagem da pre-
sente invengdo utilizam marcadores do céncer da célula-tronco (por exemplo, CXCR1,
FBXO21, NFYA, NOTCH2, RAD51L1, TBP e outras proteinas da Tabela 1) identificados
usando os métodos da presente invengao. Por exemplo, em algumas modalidades a presen-
te invengao fornece métodos de triagem para compostos que alteram (por exemplo, aumen-
tam ou reduzem) a expresséo, ou a atividade de CXCR1 ou FBXO21. Em algumas modali-
dades compostos candidatos s&o agentes antisense ou agentes siRNA (por exemplo, oligo-
nucleotideos) direcionados contra marcadores do cancer. Em outras modalidades compos-
tos candidatos s&@o anticorpos que se ligam especificamente a um marcador de cancer das
células-tronco da presente invengdo. Em certas modalidades, bibliotecas de compostos de
moléculas pequenas séo selecionadas usando os métodos descritos aqui.

Em um método de triagem os compostos candidatos sdo avaliados pela sua capa-
cidade de alterar a expressdo dos marcadores de células-tronco cancerosas pelo contato do
composto com uma célula que expressa um marcador de cancer de células-tronco e, em
seguida, avaliando o efeito dos compostos candidatos na expressdo. Em algumas modali-
dades o efeito dos compostos candidatos na expressdo de um gene do marcador do céncer
€ analisado através da detecgdo do nivel do RNAm do marcador de cancer expresso pela
célula. A expressdao de RNAm pode ser detectada por qualquer método adequado. Em ou-
tras modalidades o efeito dos compostos candidatos na expressédo de genes dos marcado-
res de cancer é analisado através da medigdo do nivel de polipeptideos codificados pelos
marcadores de cancer. O nivel de polipeptideos expressos podem ser medidos utilizando
qualquer método adequado, incluindo, mas nao limitado aqueles divuigados aqui. Em algu- '
mas modalidades outras alteragdes na biologia celular (apoptose, por exemplo) sdo detec-
tadas.

Especificamente, a presente invengdo fornece métodos de triagem para identifica-
¢do de moduladores, ou seja, compostos candidatos de ensaio ou agentes (por exemplo,
proteinas, peptideos, peptidomiméticos, peptoides, pequenas moléculas ou outros farma-
cos) que se ligam a, ou alteram a sinalizagédo ou fungdo associada a marcadores de cancer
da presente invengéo, tém um efeito inibitério (ou estimulante) em, por exemplo, expresséo
do marcador células-tronco cancerosas ou atividade dos marcadores de cancer, ou tém um
efeito estimulador ou inibidor, por exemplo, a expressdo ou a atividade de um substrato do

marcador do cancer. Os compostos assim identificados podem ser usados para modular a
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atividade dos produtos do gene-alvo (por exemplo, genes de marcadores de células-tronco
cancerosas, como CXCR1 ou FBXO21), direta ou indiretamente em um protocolo terapéuti-
co para elaborar a fungdo biolégica do produto do gene-alvo, ou para identificar compostos
que rompem as interagdes normais do gene-alvo. Compostos que inibem a atividade ou ex-
pressdo de marcadores de céncer sdo uteis no tratamento de disturbios proliferativos, por
exemplo, cancer, particularmente metastatico, ou eliminagdo ou controle de células-tronco
tumorais para prevenir ou reduzir o risco de cancer.

Em uma modalidade a invengado fornece ensaios para a triagem de compostos de
ensaio ou candidatos que sdo substratos de uma proteina ou polipeptideo marcadores de
céncer ou uma porgado biologicamente ativa da mesma. Em outra modalidade a invengao
fornece ensaios para a triagem de compostos de ensaio ou candidatos que se ligam ou mo-
dulam a atividade de uma proteina ou polipeptideo marcadores do cancer ou uma porgao
biologicamente ativa do mesmo.

Os compostos de ensaio da presente invengdo podem ser obtidos utilizando qual-
quer uma das varias abordagens em métodos de biblioteca combinatéria conhecidos na téc-
nica, incluindo bibliotecas bioldgicas; bibliotecas de peptoides (bibliotecas de moléculas com
funcionalidades de peptideos, mas com uma nova estrutura ndo-peptidica, que séo resisten-
tes a degradacgdo enzimatica, mas que, todavia, permenacem bioativos; ver, por exemplo,
Zuckennann et al., J. Med. Chem. 37: 2678-85 [1994]); bibliotecas fase de solugdo ou fase
sélida paralelas espaciaimente enderegaveis; métodos de biblioteca sintéticos que requerem
deconvolugdo; método de biblioteca "uma microesfera um composto”; e métodos de bibliote-
ca sintéticos que usam selegdo de afinidade cromatografica. As abordagens de biblioteca
biolégica e biblioteca peptoide sdo preferidas para uso com bibliotecas de peptideos, en-
quanto as outra quatro abordagens séo aplicaveis aos oligbmeros peptidicos ndo-peptidicos
ou bibliotecas de moléculas pequenas de compostos (Lam (1997) Anticancer Drug Des.
12:145).

Exemplos de métodos para a sintese de bibliotecas moleculares podem ser encon-
trados na técnica, por exemplo, em DeWitt et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EUA. 90:6909 [1993];
Erb et al., Proc. Nad. Acad. Sci. EUA 91:11422 [1994]; Zuckermann et al., J. Med. Chem.
37:2678 [1994]; Cho et al., Science 261:1303 [1993]; Carrell et al., Angew. Chem. Int. Ed.
Engl. 33.2059 [1994]; Carell et al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33:2061 [1994]; e Gallop et
al., J. Med. Chem. 37:1233 [1994].

Bibliotecas de compostos podem ser apresentadas em solugado (por exemplo, Hou-
ghten, Biotechniques 13:412-421 [1992]), ou em microesferas (Lam, Nature 354:82-84
[1991]), chips (Fodor, Nature 364:555-556 [1993]), bactérias ou esporos (Patente N° U.S.
5.223.409; incorporada aqui por referéncia), plasmideos (Cull et al., Proc. Nad. Acad. Sci.
USA 89:18651869 [1992]) ou em fagos (Scott e Smith, Science 249:386-390 [1990]; Deviin
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Science 249:404-406 [1990]; Cwirla et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 87:6378-6382 [1990]; Felici,
J. Mol. Biol. 222:301 [1991]).

Em uma modalidade um ensaio € um ensaio baseado em células no qual uma célu-
la que expressa uma proteina marcadora de células-tronco cancerosas ou porgédo biologi-
camente ativa dela é posta em contato com um composto de ensaio, e a capacidade do
composto de ensaio para a atividade do marcador do cancer modulado é determinada. A
determinagdo da capacidade do composto de ensaio para modular a atividade marcadora de
células-tronco cancerosas pode ser realizada através do monitoramento, por exemplo, de
mudangas na atividade enzimatica. A célula, por exemplo, pode ser originaria de mamiferos.

A capacidade do composto de ensaio de modular 0 marcador do cancer de ligacdo
a um composto, por exemplo, um substrato do marcador de cancer de células-tronco, tam-
bém pode ser avaliada. Isto pode ser conseguido, por exemplo, pelo acoplamento do com-
plexo, por exemplo, o substrato, com um radiois6topo ou etiqueta enzimaticas de modo que
a ligagdo do composto, por exemplo, o substrato, a um marcador do cancer possa ser de-
terminada através da detecgdo do composto marcado, por exemplo, substrato, em um com-
plexo.

Alternativamente, o marcador de cancer de células-tronco € acoplado com um ra-
diois6étopo ou etiqueta enzimatica para monitorar a capacidade de um composto de ensaio
de moduiar o marcador do céncer que se liga a um substrato de marcadores de céncer em
um complexo. Por exemplo, os compostos (por exemplo, substratos) podem ser marcados
com 1251, 35S, 14C ou 3H, direta ou indiretamente, e o radioisétopo detectado através da
contagem direta de radioemiss&o ou por contagem de cintilagdo. Alternativamente, os com-
postos podem ser marcados enzimaticamente com, por exemplo, peroxidase, fosfatase alca-
lina, ou luciferase, e a etiqueta enzimatica pode ser detectada por determinagéo de conver-
sdo de um substrato adequado ao produto.

A capacidade de um composto (por exemplo, um substrato marcador de cancer de
células-tronco) de interagir com um marcador de cancer de células-tronco com ou sem a
marcagédo de qualquer um dos interagentes pode ser avaliada. Por exemplo, um microfisio-
metro pode ser usado para detectar a interagdo de um composto com um marcador de can-
cer sem a marcagédo do composto ou do marcador de cancer (McConnell et al. Science
257:1906-1912 [1992]). Conforme utilizado aqui, um "microfisibmetro” (por exemplo, Cito-
sensor) € um instrumento analitico que mede a taxa na qual uma célula acidifica seu ambi-
ente usando um sensor de luz enderegavel potenciométrica (LAPS). As alteragdes nesta
taxa de acidificagdo podem ser usadas como um indicador da interagdo entre um composto
e os marcadores de cancer.

Em outra modalidade um ensaio livre de células é fornecido em que uma proteina
marcadora de cancer ou porgao biologicamente ativa dela € posta em contato com um com-
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posto de ensaio e a capacidade do composto de ensaio de se ligar a proteina do marcador
de células-tronco cancerigenas ou porgao biologicamente da mesma sera avaliada. Porgdes
biologicamente ativas de proteinas de marcadores do céncer a serem usadas em ensaios
da presente invengédo incluem fragmentos que participam das interagdes com substratos ou
outras proteinas, por exemplo, fragmentos com alta pontuagédo de probabilidade de superfi-
cie.

Ensaios livres de células envolvem a preparagdo de uma mistura de reagdo da pro-
teina do gene-alvo e do composto de ensaio sob condigbes e por um tempo suficiente para
que os dois componentes interajam e se liguem, formando assim um complexo que pode ser
removido e/ou detectado.

A interagdo entre duas moléculas também pode ser detectada, por exemplo, utili-
zando transferéncia de energia de fluorescéncia (FRET) (ver, por exemplo, Lakowicz et al.,
Patente N° U.S. 5.631.169; Stavrianopoulos et al., Patente N° U.S. 4.968.103; cada uma das
quais é incorporada aqui por referéncia). Um marcador fluoréforo é selecionado de modo
que a energia fluorescente emitida pela molécula de um primeiro doador sera absorvida por
uma etiqueta fluorescente em uma segunda molécula do "receptor”, que por sua vez é ca-
paz de fluorescer devido a energia absorvida.

Alternativamente, a molécula da proteina do 'doador' pode simplesmente utilizar a
energia fluorescente natural dos residuos de triptofano. Sdo escolhidos marcadores que
emitem diferentes comprimentos de onda de luz, de tal forma que a etiqueta da molécula do
"receptor” possa ser diferenciada da do "doador". Uma vez que a eficiéncia da transferéncia
de energia entre as etiquetas esta relacionada com a distancia que separa as moléculas, as
relagdes espaciais entre as moléculas podem ser avaliadas. Em uma situagdo em que a
ligagdo ocorre entre as moléculas, a emisséo fluorescente da etiqueta da molécula do "re-
ceptor” no ensaio deve ser maxima. Um evento de ligacdo FRET pode ser faciimente medi-
do através da deteccdo fluorométrica padrdo, bem conhecida na técnica (por exemplo, u-
sando um fluorimetro).

Em outra modalidade a determinag¢do da capacidade da proteina dos marcadores
da célula-tronco cancerosa de se ligar a uma molécula-alvo pode ser realizada utilizando a
Andlise de Interagdo Biomolecular em tempo real (BIA) (ver, por exemplo, Sjolander e Urba-
niczky, Anal. Chem. 63:2338-2345 [1991] e Szabo et al. Curr. Opin. Struct. Biol. 5:699-705
[1995]). "Ressonéncia de plasmon de superficie" ou "BIA" detecta interagdes bioespecificas
em tempo real, sem a marcagdo de nenhum dos interagentes (por exemplo, BlAcore). As
alteragbes na massa na superficie de ligacdo (indicativas de um evento de ligagdo) resultam
em alteragdes do indice de refragdo da luz perto da superficie (0 fendémeno 6ético de resso-
nancia de plasmon de superficie (SPR)), resultando em um sinal detectavel que pode ser
usado como uma indicagéo de reagdes em tempo real entre as moléculas biologicas.
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Em uma modalidade o produto do gene-alvo ou da substéncia de ensaio é ancora-
do em uma fase sélida. O produto do gene-alvo/composto de ensaio complexo ancorados
na fase sélida pode ser detectado no final da reagdo. O produto do gene-alvo pode ser an-
corado em uma superficie sélida e o composto de ensaio (que ndo esta ancorado) pode ser
marcado, quer direta quer indiretamente, com as etiquetas detectaveis aqui discutidas.

Pode ser desejavel imobilizar os marcadores de células-tronco cancerosas, um an-
ticorpo marcador anti-cancer, ou sua molécula-alvo para facilitar a separagdo de formas
complexadas de formas ndo complexadas de uma ou de ambas as proteinas, bem como
acomodar a automagcédo do ensaio. A ligagdo de um composto de ensaio a uma proteina do
marcador da célula-tronco cancerosa, ou interagdo de uma proteina do marcador de cancer
com uma molécula-alvo na presenga e na auséncia de um composto candidato pode ser
realizada em qualquer recipiente adequado para conter os reagentes. Exemplos destes re-
cipientes incluem placas de microtitulagdo, tubos de ensaio e tubos de micro-centrifuga. Em
uma modalidade uma proteina de fusdo pode ser fornecida, o que acrescenta um dominio
que permite que uma ou ambas as proteinas se liguem a uma matriz. Por exemplo, as prote-
inas de fusdo do marcador de céancer da glutationa-S-transferase ou as proteinas de fuséo
da glutationa-S-transferase/alvo podem ser adsorvidos em microesferas de glutationa sefa-
rose (Sigma Chemical, St. Louis, MO) ou placas de microtitulagdo de glutationa-derivada,
que séo entdo combinadas com 0 composto de ensaio ou 0 composto de ensaio e a protei-
na-alvo ndo-adsorvida ou a proteina marcador do céncer, e a mistura é incubada em condi-
¢Oes propicias para a formagao do complexo (por exemplo, em condigdes fisioldégicas de sal
e pH). Apés a incubagao, as microesferas ou pogos de placas de microtitulagdo séo lavadas
para remover quaisquer componentes ndo ligados, a matriz é imobilizada, no caso das mi-
croesferas, o complexo determinado, direta ou indiretamente, por exemplo, como descrito
acima.

Alternativamente, os complexos podem ser dissociados da matriz e o nivel de liga-
¢do ou atividade dos marcadores de cancer determinado por técnicas convencionais. Outras
técnicas para imobilizar proteinas de marcadores de cancer ou uma molécula-alvo em ma-
trizes incluem o uso de uma conjugacgdo de biotina e estreptavidina. Proteinas do marcador
de cancer ou moléculas-alvo biotiniladas podem ser preparadas a partir de biotina-NHS (N-
hidroxi-succinimida) utilizando métodos conhecidos na técnica (por exemplo, kit de biotinila-
¢do, Pierce Chemicals, Rockford, IL) e imobilizados em pogos de placas revestidas com es-
treptavidina de 96 pogos (Pierce Chemical).

A fim de realizar o ensaio, 0 componente ndo imobilizado é adicionado a superficie
revestida que contém o componente ancorado. Apds a reagdo estar completa, os compo-
nentes ndo reagidos sdo removidos (por exemplo, por lavagem) sob condi¢gdes tais que
quaisquer complexos formados permanecerao imobilizados na superficie sélida. A detecgéo
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dos complexos ancorados na superficie sélida pode ser realizada de varias maneiras.
Quando o componente anteriormente ndo imobilizado é pré-marcado, a detecgédo da etique-
ta imobilizada na superficie indica que os complexos foram formados. Quando o componen-
te anteriormente ndo imobilizado ndo é pré-marcado, uma etiqueta indireta pode ser usada
para detectar complexos ancorados na superficie; por exemplo, usando um anticorpo mar-
cado especifico para 0 componente imobilizado (o anticorpo, por sua vez, pode ser direta-
mente ou indiretamente marcado com, por exemplo, um anticorpo marcado anti-IgG).

Este ensaio é realizado utilizando anticorpos reativos com a proteina do marcador
de cancer de células-tronco ou moléculas-alvo, mas que nao interferem na ligagdo da prote-
ina de marcadores das célula-tronco cancerosas com sua molécula-alvo. Esses anticorpos
podem ser derivados em pogos da placa, e o alvo no ligado ou proteina dos marcadores de
cancer presos nos pogos pela conjugacgédo de anticorpos. Métodos para a detecgdo de tais
complexos, além dos descritos acima para os complexos GST-imobilizados, incluem imuno-
detecgao de complexos utilizando anticorpos reativos com a proteina do marcador de cancer
ou uma molécula-alvo, bem como ensaios de enzima ligada que se baseiam na detecgéo de
uma atividade enzimatica associada a proteina do marcador de cancer ou uma molécula-
alvo.

Alternativamente, os ensaios livres de células podem ser realizados em uma fase
liquida. Neste ensaio, os produtos da reagéo séo separados de componentes que nao reagi-
ram, por qualquer uma dentre uma série de técnicas padrao, incluindo, mas néo limitadas a:
centrifugagao diferencial (ver, por exemplo, Rivas e Minton, Trends Biochem Sci 18:284-7
[1993]); cromatografia (cromatografia por filtragdo em gel, cromatografia por troca iénica);
eletroforese (ver, por exemplo, Ausubel et al., eds. Current Protocols in Molecular Biology
1999, J. Wiley: New York.); e imunoprecipitagédo (ver, por exemplo, Ausubel et al., eds. Cur-
rent Protocols in Molecular Biology 1999, J. Wiley: New York). Tais resinas e técnicas cro-
matograficas sdo conhecidas daqueles versados na técnica (Ver, por exemplo, Heegaard J.
Mol. Recognit 11:141-8 [1998]; Hageand Tweed J. Chromatogr. Biomed. Sci. App1 699:499-
525 [1997]). Além disso, a transferéncia de energia de fluorescéncia também pode ser con-
venientemente utilizada, como descrito aqui, para detectar ligagdo sem purifica¢do adicional
do complexo a partir de solugéo.

O ensaio pode incluir por a proteina dos marcadores de células-tronco cancerosas
ou porgdes biologicamente ativas das mesmas em contato com um composto conhecido
que se liga ao marcador de cancer para formar uma mistura de ensaio, por a mistura de en-
saio em contato com um composto de ensaio, e determinar a capacidade do composto de
ensaio de interagir com uma proteina marcador do cancer, Que in determinar a capacidade
do Composto de Ensaio para interagir com uma proteina do marcador de cancer inclui de-
terminar a capacidade do composto de ensaio de se ligar preferencialmente a marcadores
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de cancer ou uma porgéo biologicamente ativa dos mesmos, ou modular a atividade de uma
molécula-alvo em comparagdo com os composto conhecido.

Na medida em que surgem os marcadores de células-tronco cancerosas podem, in
vivo, interagir com um ou mais macromoléculas celulares ou extracelulares, tais como prote-
inas, os inibidores de tal interagdo sdo Uteis. Um ensaio homogéneo pode ser usado para
identificar os inibidores.

Por exempio, um complexo pré-formado do produto do gene-alvo e do produto par-
ceiro de ligagdo celular interativa ou extracelular é preparado de tal forma que os produtos
de gene-alvo ou os seus parceiros de ligagdo sdo marcados, mas o sinal gerado pela etique-
ta é extinto devido a formagado do complexo (ver, por exemplo, Patente N° U.S. 4.109.496,
incorporada aqui por referéncia, que utiliza essa abordagem para os imunoensaios). A adi-
¢do de uma substancia de ensaio que compete com e desloca uma das espécies do com-
plexo pré-formado vai resultar na geragdo de um sinal acima do fundo. Desta forma, as
substancias de ensaio que destroem a interagdo do parceiro de ligagéo ao produto do gene-
alvo podem ser identificadas. Alternativamente, proteinas de marcadores de cancer podem
ser usadas como uma "proteina isca" em um ensaio duplo-hibrido, ou ensaio triplo-hibrido
(ver, por exemplo, Patente N° U.S. 5,283,317; Zervos et al., Cell 72:223-232 [1993]; Madura
et al., J. Biol. Chem. 268.12046-12054 [1993]; Bartel et al., Biotechniques 14:920-924
[1993]; lwabuchi et al., Oncogene 8:1693-1696 [1993]; e Brent WO 94/10300; cada uma das
quais é incorporada aqui por referéncia), para identificar outras proteinas que se ligam ou
interagem com marcadores de cancer ("proteinas de ligagdo ao marcador de cancer" ou pl-
marcador de cancer") e estdo envolvidas na atividade do marcador de céancer. Tais pls- mar-
cador de cancer podem ser ativadoras ou inibidoras de sinais pelas proteinas do marcador
de cancer ou alvos, como, por exemplo, elementos a jusante de uma via de sinalizagdo me-
diada por marcadores de cancer.

Moduladores de expressdo de marcadores de cancer também podem ser identifica-
dos. Por exemplo, uma mistura de células ou livre de células é posta em contato com um
composto de candidato do RNAm do marcador de céncer ou proteina avaliada em relagéo
ao nivel de expressdo do RNAm de proteina ou marcador de cancer de células-tronco na
auséncia do composto candidato. Quando a expressdo do RNAm de proteina ou marcador
de cancer é maior na presenga do composto candidato do que na sua auséncia, o composto
candidato é identificado como um estimulador da expressdo do RNAm da proteina ou mar-
cador de cancer. Alternativamente, quando a expressdo do RNAm da proteina ou marcador
de cancer € menor (ou seja, significativamente menor, estatisticamente) na presenca do
composto candidato do que na sua auséncia, o0 composto candidato é identificado como um
inibidor do RNAm da proteina ou marcador de cancer. O nivel da expressdo do RNAm da
proteina ou marcador de cancer pode ser determinado por métodos descritos aqui para a
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detecgdo de RNAm da proteina ou marcador de céncer.

Esta invengao refere-se ainda a novos agentes identificados pelos testes de triagem
descritos acima (Ver, por exemplo, a descri¢gdo abaixo de terapias contra o cancer). Assim, &
do escopo desta invengao utilizar ainda um agente identificado conforme descrito aqui (por
exemplo, um agente marcador do marcadore de cancer, uma molécula de acido nucleico do
marcador de cancer antisense, uma molécula de siRNA, um anticorpo especifico do marca-
dor de céancer, ou um parceiro de ligagdo ao marcador de cancer) em um modelo animal
apropriado (como aqueles descritos aqui) para determinar a eficacia, toxicidade, efeitos co-
laterais, ou mecanismo de agdo do tratamento com um desses agentes. Além disso, novos
agentes identificados pelos ensaios de triagem descritos acima podem ser, por exemplo,
usados em tratamentos conforme descrito aqui (por exemplo, para tratar um paciente huma-
no que tem cancer).

Em certas modalidades a presente invengdo emprega mamoesferas ndo-aderentes
para varios procedimentos de triagem, incluindo métodos de triagem de antagonistas da via
de sinalizagdo CXCR1 ou FBXO21. Mamoesferas ndo-aderentes sdo um sistema de cultura
in vitro que permite a propagacgao de células-tronco epiteliais mamarias humanas primarias
e células progenitoras em um estado indiferenciado, com base na sua capacidade de se
proliferar em suspensdo como estruturas esféricas. Mamoesferas ndo-aderentes foram des-
critas previamente em Dontu et al Genes Dev. 2003 May 15;17(10):1253-70, e Dontu et al.,
Breast Cancer Res. 2004;6(6):R605-15, ambos incorporados aqui por referéncia. Essas re-
feréncias séo incorporadas por referéncia em suas totalidades e especificamente para o
ensino da construgédo e utilizagdo de mamoesferas ndo-aderentes. Conforme descrito em
Dontu et al., as mamoesferas foram caracterizadas como sendo compostas por células-
tronco e progenitoras capazes de auto-renovagao e diferenciagdo de multi-linhagem. Dontu
et al. também descreve que as mamoesferas contém células capazes de gerar clonalmente
estruturas ductal-alveolares funcionais complexas em sistemas de cultura 3-D reconstituidos
em Matrigel.

Em certas modalidades, os seguintes métodos de selegdo exemplares sdo empre-
gados. Para estudos in vitro, poderia-se tratar células com constru¢des adenovirais expres-
sando controle ou siRNA candidato de CXCR1 ou FBX021 (m.o.i. 10 a 100) por trés dias
ou um candidato de molécula pequena (por exemplo, o derivado PHA665752) (0,1-0,5 uM)
por 3 dias e comparar a capacidade de CXCR1+ ou FBXO21 + células para formar as esfe-
ras do tumor comparadas em células ndo tratadas contra tratadas. Para estudos in vivo,
poderia-se infectar células humanas de cancer de mama com um lentivirus expressando
luciferase para acompanhar o crescimento do tumor. Células cancerosas que expressam
luciferase poderiam ser injetadas no tecido da mama e tumores de aproximadamente 0,5-
0,7 cm de tamanho poderiam ser estabelecidos, com 5 animais por grupo. Animais com tu-
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mores estabelecidos poderiam entdo ser tratados com um inibidor de FBX021 ou CXCR1
candidato (diariamente i.v. 30mg/kg/dia por 7 dias), ou controle do veiculo. Poderiam ser
realizados estudos em paralelo usando infecgdo com adenovirus expressando controle ou
siRNA de CXCR1 ou FBXO21 candidato (m.o.i. 100 ou 500 por 7 dias). Animais poderiam
ser visualizados nos dias 7, 14, 21 e 28 para avaliar o tamanho do tumor e, em seguida,
serem sacrificados. O tamanho do tumor poderia ser adicionalmente avaliado na autopsia e
uma parte do tumor corado para avaliar a histologia do tumor. O restante do tumor poderia
ser coletado e classificado para avaliar o percentual de células positivas para CXCR1 ou
FBX021 e negativas para CXCR1 ou FBXO021. Para verificar se a administragdo de infec¢édo
por adenovirus com inibidor candidato de CXCR1 ou FBX021 e siRNA candidato de CXCR1
ou FBX021 esta inibindo a fungdo de sinalizagdo de CXCR1 ou FBX021, fosforilagdo de
mediadores a jusante, como Gab-1 e ERK poderia ser examinada (veja, Chistensen et al.,
Cancer Res., 2003; 63:7345-7355, aqui incorporado como referéncia).

V.Terapias para Cancer

Em algumas modalidades, a presente invengdo fornece terapias para o cancer. Em
algumas modalidades, terapias se direcionam a marcadores de cancer (por exemplo, inclu-
indo mas nédo limitando a, CXCR1 ou FBXO21 e proteinas na via de sinalizagdo de CXCR1
ou FBX0O21). Em algumas modalidades, qualquer terapia para células-tronco cancerosas
conhecida ou posteriormente desenvolvida pode ser usada. Por exemplo, agentes terapéuti-
cos para células-tronco cancerosas sdo descritos nas Pats. US 6.984.522 e 7.115.360 e
pedidos WO03/050502, WO05/074633 e WO05/005601, aqui incorporados como referéncia
em suas totalidades.

Terapia com Anticorpo

Em algumas modalidades, a presente invengdo fornece anticorpos que se direcio-
nam aos tumores que expressam um marcador canceroso de células-tronco da presente
invengdo. Qualquer anticorpo adequado (por exemplo, monoclonal, policlonal, ou sintético)
pode ser utilizado nos métodos terapéuticos aqui divulgados. Em algumas modalidades, os
anticorpos utilizados para terapia de céncer sdo anticorpos humanizados. Métodos para a
humanizagao de anticorpos sdo bem conhecidos na técnica (veja, por exemplo, Patentes US
6.180.370, 5.585.089, 6.054.297 e 5.565.332; cada uma das quais é aqui incorporada como
referéncia).

Em algumas modalidades, os anticorpos terapéuticos incluem um anticorpo gerado
contra um marcador cancerosos de células-tronco da presente invengao, onde o anticorpo &
conjugado a um agente citotdxico. Nessas modalidades, é gerado um agente terapéutico
tumor-especifico que ndo se direciona as células normais, reduzindo assim muitos dos efei-
tos colaterais nocivos da quimioterapia tradicional. Para determinadas aplicagdes, prevé-se
que os agentes terapéuticos serdo agentes farmacolégicos que atuardo como agentes lteis
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para a fixagdo de anticorpos, particularmente agentes citotéxicos ou de outra forma anticelu-
lares com a capacidade de matar ou suprimir o crescimento ou divisdo celular de células
endoteliais. A presente invengdo contempla o uso de qualquer agente farmacolégico que
possa ser conjugado a um anticorpo, e distribuido na forma ativa. Agentes anticelulares e-
xemplares incluem agentes quimioterapicos, radioisétopos e citotoxinas. Os anticorpos tera-
péuticos da presente invengdo podem incluir uma variedade de moléculas citotdxicas, inclu-
indo mas nédo limitando a, is6topos radioativos (por exemplo, iodo-131, iodo-123, tecnécio-
99m, indio-111, rénio-188, rénio-186, galio-67, cobre-67, itrio-90, iodo-125 ou astato-211),
hormdnios, como um esteroide, antimetabdlitos, como citosinas (por exemplo, arabinosideo,
fluoruracil, metotrexato, ou aminopterina; uma antraciclina; mitomicina C), vinca alcaloides
(por exemplo, demecolcina; etoposideo; mitramicina) e agente alquilante antitumoral, como
clorambucil e melfalano. Outras modalidades podem incluir agentes como um coagulante,
uma citocina, fator de crescimento, endotoxina bacteriana ou a molécula de lipidio de endo-
toxina bacteriana. Por exemplo, em algumas modalidades, agentes terapéuticos incluirdo
toxina derivada de plantas, fungos ou bactérias, como toxinas de cadeia A, uma proteina
inativadora de ribossomo, a-sarcina, aspergillina, restrictocina, uma ribonuclease, toxina
diftérica ou exotoxina de pseudomonas, para citar apenas alguns exemplos. Em algumas
modalidades, a cadeia A de ricina deglicosilada ¢ utilizada.

De qualquer modo, é proposto que os agentes como esses possam, se desejado,
ser conjugados com sucesso a um anticorpo, de forma que permita o seu direcionamento,
internalizagao, liberagé@o ou apresentacdo aos componentes sanguineos no sitio das células
tumorais aivo conforme necessario, utilizando-se a tecnologia de conjugagéo conhecida (ve-
ja, por exemplo, Ghose et al., Methods Enzymol., 93:280 [1983]).

Por exemplo, em algumas modalidades, a presente invengdo fornece imunotoxinas
que se direcionam ao marcador canceroso de células-tronco da presente invengdo. Imuno-
toxinas sdo conjugados de um agente de direcionamento especifico tipicamente um anticor-
po ou fragmento direcionado para tumor, com um agente citotéxico, como uma molécula de
toxina. O agente de direcionamento dirige a toxina para e, desse modo, elimina seletivamen-
te, células portadoras do antigeno alvo. Em algumas modalidades, os anticorpos terapéuti-
cos empregam reticuladores que proporcionam alta estabilidade in vivo (Thorpe et al., Can-
cer Res., 48:6396 [1988]).

Em outras modalidades, particularmente aquelas que envolvem o tratamento de
tumores soélidos, os anticorpos séo projetados para ter um efeito citotoxico ou de oura forma
anticelular contra a vasculatura do tumor, suprimindo o crescimento ou a divisdo celular das
células do endotélio vascular. Este ataque é destinado a levar a um colapso vascular locaii-
zado do tumor, privando as células tumorais, particularmente aquelas células tumorais da

vasculatura distal, de oxigénio e nutrientes, levando por fim a morte celular e necrose do
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tumor.

Em algumas modalidades, a terapéutica baseada em anticorpos é formulada como
composigdes farmacéuticas, como descrito abaixo. Em algumas modalidades, a administra-
¢do de uma composigao de anticorpo da presente invengao resulta em uma redugéo mensu-
ravel do cancer (por exemplo, reducdo ou eliminagdo do tumor).

VI.Therapeutic Compositions and Administration

Uma composi¢do farmacéutica contendo um regulador de tumorigénese de acordo
com a presente invengédo pode ser administrada por qualquer método eficaz. Por exempilo,
um antagonista da via de sinalizagdo de IL8-CXCR1, ou outro agente terapéutico que atue
como um antagonista de proteinas na via de transdugdo de sinal/resposta de IL8-CXCR1,
pode ser administrado por qualquer método eficaz. Em certas modalidades da presente in-
vengdo, o agente terapéutico compreende repertaxina ou seu derivativo.

Em certas modalidades, uma solugdo adequada fisiologicamente contendo uma
concentragdo eficaz de um antagonista da via de sinalizagdo de IL8-CXCR1 pode ser admi-
nistrada por via tépica, intraocular, parenteral, oral, intranasal, intravenosa, intramuscular,
subcutdnea ou por qualquer outro meio eficaz. Em particular, o agente antagonista da via de
sinalizagdo de IL8-CXCR1 pode ser injetado diretamente em um cancer ou tumor ailvo (por
exemplo, no tecido de mama) por uma agulha em quantidades eficazes para tratar as célu-
las tumorais do tecido alvo. Em alternativa, um cancer ou tumor presente em uma cavidade
corporal, como no olho, trato gastrointestinal, trato geniturinario (por exemplo, a bexiga uri-
naria), sistema puimonar e brénquico e similares, pode receber uma composi¢ao fisiologi-
camente adequada (por exemplo, uma solugdo como uma salina ou tampao fosfato, uma
suspensdo, ou uma emuisdo, que é estéril) contendo uma concentragdo eficaz de um anta-
gonista da via de sinalizagdo de IL8-CXCR1 através da injeccado direta com uma agulha ou
através de um cateter ou outro tubo de distribui¢do colocado no 6rgéo oco afligido com céan-
cer ou tumor. Qualquer dispositivo de imagem eficaz, tais como raios-X, ultrassom, ou sis-
tema de visualizagado por fibra 6ptica pode ser usado para localizar o tecido-alvo e guiar a
agulha ou o tubo do cateter. Em outra alternativa, uma solugéo fisiologicamente adequada,
contendo uma concentragéo eficaz de um antagonista da via de sinalizagdo de IL8-CXCRH1,
pode ser administrada por via sistémica na circulagdo sanguinea para tratar um cancer ou
tumor que ndo pode ser diretamente atingido ou anatomicamente isolado.

Tais manipulagdes tém em comum o objetivo de colocar o antagonista da via de si-
nalizagéo de IL8-CXCR1 em contato suficiente com o tumor alvo para permitir que o anta-
gonista entre em contato, transduza ou transfecte as células tumorais (dependendo da natu-
reza do agente). Em uma modalidade, os tumores sélidos presentes nos revestimentos epi-
teliais dos 6rgédos ocos podem ser tratados através da infusdo da suspensdao em um orgao
oco cheio de fluido, ou por pulverizagdo ou nebulizagdo em um 6rgéao oco cheio de ar. As-
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sim, as células tumorais (tais como células-tronco de tumor sélido) podem estar presentes
no ou entre o tecido epitelial no revestimento da arvore brénquica pulmonar, no revestimento
do trato gastrointestinal, no revestimento do trato reprodutor feminino, no trato geniturinario,
na vesicula biliar e qualquer outro tecido de 6rgaos acessivel ao contato pelo antagonista da
via de sinalizag¢do de IL8-CXCR1. Em outra modalidade, o tumor sélido pode estar localiza-
do no ou sobre o revestimento do sistema nervoso central, como, por exemplo, a medula
espinhal, raizes nervosas ou cérebro, de modo que o antagonista da via de sinalizagédo de
IL8-CXCR1 infundido no liquido cefalorraquidiano entre em contato e transduza as células
do tumor sélido nesse espago. Alguém versado na técnica da oncologia pode apreciar que o
antagonista pode ser administrado ao tumor sélido por injecdo direta no tumor de forma que
o antagonista entra em contato e afeta as células tumorais dentro do tumor.

As células tumorigénicas identificadas pela presente invengdo também podem ser
usadas para aumentar anticorpos anti-células cancerosas. Em uma modalidade, o método
envolve a obtengdo de uma populagdo enriquecida por células tumorigénicas ou células tu-
morigénicas isoladas, o tratamento da populagdo para evitar a replicagédo celular (por exem-
plo, por irradiag@o) e a administragdo das células tratadas a um individuo humano ou ani-
mal, em uma quantidade eficaz para induzir uma resposta imune para células-tronco de tu-
mor sélido. Para orientagdo quanto a uma dose eficaz de células a ser injetada ou adminis-
trada por via oral; veja, Pat. US Nos. 6.218.166, 6.207.147 e 6.156.305, aqui incorporadas
como referéncia. Em outra modalidade, o método envolve a obtengédo de uma populagéo
enriquecida por células-tronco de tumor sélido ou células-tronco de tumor sélido isoladas; a
mistura das células-tronco tumorais em uma cultura in vitro com céluias imunes efetoras (de
acordo com métodos imunolégicos conhecidos na técnica) de um ser humano ou animal
hospedeiro, no qual o anticorpo é para ser gerado; a remogao das células imunes efetoras
da cultura; o transplante das células imunes efetoras em um animal hospedeiro, em uma
dose que é eficaz para estimular uma resposta imune no animal.

Em algumas modalidades da presente invengao, os agentes terapéuticos antitumo-
rigénicos (por exemplo, antagonistas da via de sinalizagdo de IL8-CXCR1) da presente

- invengdo sdo co-administrados com outras terapias antineoplasicas. Uma ampla gama de

agentes terapéuticos sdo Uteis com a presente invengdo. Qualquer agente terapéutico que
pode ser co-administrado com os agentes da presente inveng¢do, ou associado aos agentes
da presente invengdo é adequado para uso nos métodos da presente invengao.

Varias classes de agentes antineoplasicos (p. ex., anticancerigenos) estédo previs-
tas para uso em certas modalidades da presente invengdo. Agentes anticancerigenos ade-
quados para uso com a presente invengéo incluem, mas ndo estéo limitados a, agentes que
induzem apoptose, agentes que inibem a fungé@o da adenosina desaminase, inibem a bios-

sintese de pirimidina, inibem a biossintese do anel de purina, inibem interconversdes nu-
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cleotidicas, inibem a ribonucleotideo redutase, inibem a sintese de timidina monofosfato
(TMP), inibem a redugdo de di-hidrofolato, inibem a sintese de DNA, formam adutos com o
DNA, causam danos ao DNA, inibem o reparo do DNA, se intercalam com o DNA, desami-
nam asparaginas, inibem a sintese de RNA, inibem a sintese ou a estabilidade proteica,
inibem a sintese ou fungdo dos microtubulos e semelhantes.

Em algumas modalidades, agentes anticancerigenos exemplares adequados para
uso em composicdes e métodos da presente invengao incluem, mas nao estdo limitados a:
1) alcaloides, incluindo inibidores de microtubulos (p. ex., vincristina, vimblastina e vindesi-
na, etc.), estabilizadores de microtibulos (p. ex., paclitaxel (TAXOL) e docetaxel, etc.) e ini-
bidores de fungdo da cromatina, incluindo inibidores da topoisomerase, como epipodofiloto-
xinas (p. ex., etoposideo (VP-16) e teniposideo (VM-26), etc.) e agentes que tém como alvo
a topoisomerase | (p. ex., camptotecina e isirinotecano (CPT-11), etc.); 2) agentes de liga-
¢éo ao DNA covalentes (agentes alquilantes), incluindo mostardas nitrogenadas (p. ex., me-
cloretamina, clorambucil, ciclofosfamida, ifosfamida e busuifano (MYLERAN), etc.), nitrosou-
reias (p. ex., carmustina, lomustina e semustina, etc.) e outros agentes alquilantes (p. ex.,
dacarbazina, hidroximetilmelamina, tiotepa e mitomicina, etc.); 3) agentes de ligagédo ao
DNA n&o covalentes (antibiéticos antitumorais), incluindo inibidores de acido nucleico (p. ex.,
dactinomicina (actinomicina D), etc.), antraciclinas (p. ex., daunorrubicina (daunomicina e
cerrubidina), doxorrubicina (adriamicina) e idarrubicina (idamicina), etc.), antracenodionas
(p. ex., andlogos de antraciclina, tais como mitoxantrona, etc.), bleomicinas (BLENOXANE),
etc. e plicamicina (mitramicina), etc.; 4) antimetabdlitos, incluindo antifolatos (p. ex., metotre-
xato, FOLEX e MEXATE, etc.), antimetabdlitos de purina (p. ex., 6-mercaptopurina (6-MP,
PURINETHOL), 6-tioguanins (6-TG), azatioprina, aciclovir, ganciclovir, clorodesoxiadenosi-
na, 2-clorodesoxiadenosina (CdA) e 2'-desoxicoformicina (pentostatina), etc.), antagonistas
de pirimidina (p. ex., fluorpirimidinas (p. ex., 5-fluoruracil (ADRUCIL), 5-fluordesoxiuridina
(FdUrd) (floxuridina)) etc.) e citosina arabinosideos (p. ex., CYTOSAR (ara-C) e fludarabins,
etc.); 5) enzimas, incluindo L-asparaginase e hidroxiureia, etc.; 6) hormdnios, incluindo gli-
cocorticoides, antiestrogénios (p. ex., tamoxifeno, etc.), antiandrogénios ndo esteroidais (p.
ex., flutamida, etc.) e inibidores de aromatase (p. ex., anastrozol (ARIMIDEX), etc.); 7) com-
postos de platina (p. ex., cisplatina e carboplatina, etc.); 8) anticorpos monoclonais conjuga-
dos com radionuclideos, toxinas e/ou farmacos anticancer, etc.; 9) modificadores de respos-
ta biolégica (p. ex., interferons (p. ex., IFN-a, etc.) e interleucinas ((p. ex., IL-2, etc.) etc.); 10)
imunoterapia adotiva; 11) fatores de crescimento hematopoiéticos; 12) agentes que induzem
a diferenciagédo das células tumorais (p. ex., acido all-trans-retinoico, etc.); 13) técnicas de
terapia génica; 14) técnicas de terapia antisentido; 15) vacinas tumorais; 16) terapias dire-
cionadas contra metastases tumorais (p. ex., batimastat, etc.); 17) inibidores de angiogéne-
se; 18) inibidores de proteossomo (p. ex., VELCADE); 19) inibidores de acetilagdo e/ou meti-
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lagdo (p. ex., inibidores de HDAC); 20) moduladores de NF-kappa B; 21) inibidores da regu-
lagdo do ciclo celular (p. ex., inibidores de CDK); 22) moduladores da fungdo da proteina
p53 e 23) radiagéo.

Qualquer agente oncolitico que é rotineiramente usado em um contexto de terapia
contra o cancer é Util nas composi¢gdes e métodos da presente invengédo. Por exemplo, o
Food and Drug Administration dos EUA mantém um formulario de agentes oncoliticos apro-
vados para uso nos Estados Unidos. Organismos congéneres internacionais para o USFDA
mantém formularios similares. A Tabela 3 fornece uma lista de agentes antineoplasicos e-
xemplares aprovados para uso nos EUA. Aqueles versados na técnica irdo apreciar que os
"rétulos dos produtos" necessarios em todos os quimioterdpicos aprovados nos EUA des-
crevem indicagdes aprovadas, informagdes sobre dose, dados relativos a toxicidade e se-
melhantes, para os agentes exemplares.

TABELA 3
Aldesleucina Proleukin  |Chiron Corp., Emeryville, CA
(des-alanil-1, serino-125 interleucina hu-
mana 2)
Alemtuzumab Campath Millennium and ILEX Partners, LP,
(anticorpo 1gG1k anti-CD52) Cambridge, MA
Alitretinoina Panretin Ligand Pharmaceuticals, Inc., San
(acido 9-cis-retinoico) Diego CA
Alopurinol Zyloprim GlaxoSmithKline, Research Trian-
(sal monossédico de 1,5-di-hidro-4 H - gle Park, NC
pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ona)
Altretamina Hexalen US Bioscience, West Consho-
(N,N,N',N',N",N",- hexametil-1,3,5-triazino- hocken, PA

2, 4, 6-triamina)

Amifostina Ethyol US Bioscience
(etanotiol, 2-[(3-aminopropil)amino]-, di-
hidrogeno fosfato (éster))

Anastrozol Arimidex AstraZeneca Pharmaceuticals, LP,
(1,3-Benzenodiacetonitrile, a, a, a', a'- Wilmington, DE
tetrametil-5-(1H-1,2,4-triazol-1-ilmetil))

Triéxido de arsénio Trisenox Cell Therapeutic, Inc., Seattle, WA

Asparaginase Elspar Merck & Co., Inc., Whitehouse
(L-asparagine amido-hidrolase, tipe EC-2) Station, NJ
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BCG Viva TICE BCG |Organon Teknika, Corp., Durham,
(preparagao liofilizada de uma cepa atenu- NC

ada de Mycobacterium bovis (Bacillus

Calmette-Gukin [BCG], subcepa Montreal)

Capsulas de bexaroteno Targretin Ligand Pharmaceuticals

(acido 4-[1-(5,6,7,8-tetrahidro-3,5,5,8,8-

pentametil-2-naftalenil) etenil] benzoico)

Gel de bexaroteno Targretin Ligand Pharmaceuticals
Bleomicina Blenoxane |Bristol-Myers Squibb Co., NY, NY
(antibidtico de glicopeptideo citotdxico pro-

duzido por Streptomyces verticillus; bleo-

micina A, e bleomicina By)

Capecitabina Xeloda Roche
(5'-deséxi-5-flior-N-[(pentiloxi)carbonil]-

citidina)

Carboplatina Paraplatin  |Bristol-Myers Squibb

(platina, diamina [1,1-

ciclobutanodicarboxilato(2-)-0, 0'-,(SP-4-

2))

Carmustina BCNU, Bristol-Myers Squibb
(1,3-bis(2-cloroetil)-1-nitrosoureia) BiCNU

Carmustina com implante de Polifeprosan|Gliadel Wa-|Guilford Pharmaceuticals, Inc.,
20 fer Baltimore, MD

Celecoxib Celebrex Searle Pharmaceuticals, England
[(como 4-[5-(4-metilfenil)-3- (trifluormetil)-

1H-pirazol-1-il}

benzenossulfonamida)

Clorambucil Leukeran |GlaxoSmithKline

(4cido 4-

[bis(2cloretil)amino]benzenobutanoico)

Cisplatina Platinol Bristol-Myers Squibb

(PtCloHgN2)

Cladribina Leustatin, 2-|R.W. Johnson Pharmaceuticall
(2-cloro-2'-desoxi-b-D-adenosina) CdA Research Institute, Raritan, NJ
Ciclofosfamida Cytoxan, Bristol-Myers Squibb
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(2-6xido  monoidratado de  2-[bis(2-|Neosar

cloroetil)amino] tetraidro-2H-13,2-

oxazafosforina)

Citarabina Cytosar-U |Pharmacia & Upjohn Company

(1-b-D-Arabinofuranosilcitosina,

CoH13N305)

citarabine lipossomal DepoCyt Skye Pharmaceuticals, Inc., San|
Diego, CA

Dacarbazina DTIC-Dome |Bayer AG, Leverkusen, Germany

(5-(3,3-dimetil-I-triazeno)-imidazol-4-

carboxamida (DTIC))

Dactinomicina, actinomicina D Cosmegen |Merck

(actinomicina produzida por Streptomyces|

parvullus, CgzHgsN12016)

Darbepoetina alfa
(peptideo recombinante)

Aranesp

Amgen, Inc., Thousand Oaks, CA

daunorrubicina lipossomal
de (8S-cis)-8-acetil-10-[(3-
amino-2,3,6-tridesoxi-a-L-lyxo-

(cloridrato

hexopiranosil)éxi]-7,8,9,10-tetraidro-6,8,11-
tri-hidréxi-1-metéxi-5,12-naftacenodiona)

DanuoXome

Nexstar Pharmaceuticals,
Boulder, CO

Inc.,

Daunorrubicina HCI, daunomicina
(cloridrato de (1 S ,3 S )-3-Acetil-
1,2,3,4,6,11-hexaidro-3,5,12-tri-hidréxi-10-
metdxi-6,11-dioxo-1-naftacenil
2,3,6-tridesoxi-(alfa)-L-
hexopiranosideo)

3-amino-

lyxo

Cerubidine

Wyeth Ayerst, Madison, NJ

Denileucina diftitox
(peptideo recombinante)

Ontak

Seragen, Inc., Hopkinton, MA

Dexrazoxano
((S)-4,4'-(1-metil-1,2-etanodi-il)bis-2,6-
piperazinodiona)

Zinecard

Pharmacia & Upjohn Company

Docetaxel
((2R,3S)-N-carboxi-3-fenilisoserino, N-terc-
butil

éster, 13-éster com 5b-20-epoxi-

Taxotere

Aventis Pharmaceuticals, Inc.,

Bridgewater, NJ
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12a,4,7b,10b,13a-hexaidroxitax- 11-en-9-
ona 4-acetato 2-benzoato, tri-hidratado)

Doxorrubicina HCI Adriamycin, |Pharmacia & Upjohn Company
Cloridrato de (8S,10S)-10-[(3-amino-2,3,6-|Rubex
tridesoéxi-a-L-lyxo-hexopiranosil)xi] -8-
glicolil-7,8,9,10-tetraidro-6,8,11- tri-hidroxi-
1-met6xi-5,12-naftacenodiona)
doxorrubicina Adriamycin |Pharmacia & Upjohn Company
PFS Intra-
venous in-
jection
doxorrubician lipossomal Doxil Sequus Pharmaceuticals, Inc.,
Menlo park, CA
Propionato de dromostanolona Dromo- Eli Lilly & Company, Indianapolis,
(17b-Hidréxi-2a-metil-5a-androstan-3-ona |stanolone |IN
propionato)
propionato de dromostanolona Masterone
. . Syntex, Corp., Palo Alto, CA
injection
Solugéo B de Elliott Elliott's B|Orphan Medical, Inc
Solution
Epirrubicina Ellence Pharmacia & Upjohn Company
(cloridrato de (8S-cis)-10-[(3-amino-2,3,6-
tridesoxi-a-L-arabino-  hexopiranosil)éxi]-
7,8,9,10-tetraidro-6,8,11-tri-hidréxi-8-  (hi-
droxiacetil)-1-metdxi-5,12-naftacenodiona)
Epoetina aifa Epogen Amgen, Inc
(peptideo recombinante)
Estramustina Emcyt Pharmacia & Upjohn Company
(estra-1,3,5(10)-trieno-3,17-diol(17(beta))-,
3-[bis(2-cloroetil)carbamato] 17-(di-
hidrogeno fosfato), sal dissédico, monoi-
dratado, ou estradiol 3-[bis(2-
cloroetil)carbamato] 17-(di-hidrogeno fosfa-
to), sal dissédico, monoidratado)
Fosfato de etoposideo Etopophos |Bristol-Myers Squibb
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(4'-Demetilepipodofilotoxina  9-[4,6-O-(R)-
etilideno-(beta)-D-glicopiranosideo], 4'-(di-

(imunoconjugado resultante de

covalente de tioureia entre o anticorpo mo-

ligagéo]

|hidrogeno fosfato))

etoposideo, VP-16 Vepesid Bristol-Myers Squibb
(4'-demetilepipodofilotoxina  9-[4,6-0-(R)-

etilideno-(beta)-D-glicopiranosideo])

Exemestano Aromasin |Pharmacia & Upjohn Company
(6-metilenandrosta-1,4-dieno-3, 17-diona)

Filgrastim Neupogen JAmgen, Inc

(r-metHuG-CSF)

floxuridina (intra-arterial) FUDR Roche

(2'-desoxi-5-fluoruridina)

Fludarabina Fludara Berlex Laboratories, Inc., Cedar|
(andlogo nucleotidico fluorado do agente Knolls, NJ

antiviral vidarabina, 9-b -D-

arabinofuranosiladenina (ara-A))

Fluoruracil, 5-FU Adrucil ICN Pharmaceuticals, Inc., Huma-
(5-flaor-2,4(1H,3H)-pirimidinodiona) cao, Puerto Rico

Fulvestrant Faslodex IPR Pharmaceuticals, Guayama,
(7-alfa-[9-(4,4,5,5,5-penta fluorpentilsulfinil)} Puerto Rico

nonillestra-1,3,5-(10)- triene-3,17-beta-diol)

Gencitabina Gemzar Eli Lilly

(monocloridrato de  2'-deséxi-2', 2'-

difluorcitidina (isbmero b))

Gemtuzumab Ozogamicina Mylotarg Wyeth Ayerst

(anti-CD33 hP67.6)

Acetato de goserelina Zoladex AstraZeneca Pharmaceuticals

(sal de acetato de [D-]Implant

Ser(But)’, Azgly’°]LHRH; acetato de piro-

Glu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Ser(But)-Leu-Arg-

Pro-Azgly-NH2 [CsgHgaN15014 *(C2H4O2)x

Hidroxiureia Hydrea Bristol-Myers Squibb

Ibritumomab Tiuxetano Zevalin Biogen IDEC, Inc., Cambridge MA
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noclonal lbritumomab e o Iigante-quelante|

tiuxetan [N-[2-bis(carboximetil)amino]-3-(p-

isotiocianatofenil)- propil]-[N-[2-
bis(carboximetil)amino]-2-(metil) -
etiljglicina)
Idarrubicina Idamycin Pharmacia & Upjohn Company
(5, 12-Naftacenodiona, 9-acetil-7-[(3-
amino-2,3,6-tridesoxi-(alfa)-L- lyxo -
hexopiranosil)6xi]-7,8,9,10-tetraidro-6,9,11-
tri-hidroxicloridrato, (7S- cis ))
Ifosfamida IFEX Bristol-Myers Squibb
(2-6xido de 3-(2-cloroetil)-2-[(2-
cloroetil)amino]tetraiydro-2H-1,3,2-
oxazafosforina)
Mesilato de Imatinib Gleevec Novartis AG, Basel, Switzerland
(metanossulfonato de 4-[(4-metil-1-
piperazinil)metil]-N-[4-metil-3-[[4-(3-
piridinil)-2-pirimidiniljamino}-
fenillbenzamida)
Interferon alfa-2a Roferon-A |Hoffmann-La Roche, Inc., Nutley,
(peptideo recombinante) NJ
Interferon alfa-2b Intron A (Ly-{Schering AG, Berlin, Germany
(peptideo recombinante) ophilized
Betaseron)
Irinotecano HCI Camptosar |Pharmacia & Upjohn Company
(cloridrato tri-hidratado de (4S)-4,11-dietil-
4-hidroxi-9-[(4- piperi-
dinopiperidino)carboniléxi]-1H-pirano[3', 4"
6,7] indolizino[1,2-b] quinolino-3,14(4H,
12H) diona)
Letrozol Femara Novartis
(4,4'-(1H-1,2,4 -Triazol-1-ilmetileno) diben-|
zonitrile)
Leucovorina Wellcovorin, [Immunex, Corp., Seattle, WA
(acido L-glutamico, N[4[[(2amino-5-formil-{Leucovorin

1,4,5,6,7,8 hexaidro4oxo6-
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pteridinil)metillamino]benzoil], sal de calcio

(1:1))

Levamisol HCI
6-
tiazol

(monocloridrato de (-)-( S)-2,3,5,

tetraidro-6-fenilimidazo [2,1-b]

C11H12N2S-HCI)

Ergamisol

Janssen Research Foundation,
Titusville, NJ

Lomustina
(1-(2-cloro-etil)-3-ciclo-hexil-1-nitrosoureia)

CeeNU

Bristol-Myers Squibb

Mecloretamina, mostarda nitrogenada (clo-
de 2-cloro-N-(2-cloroetil)-N-
metiletanamina)

ridrato

Mustargen

Merck

Acetato de Megestrol
17a( acetiloxi)- 6- metilpregna- 4,6- dieno-
3,20- diona

Megace

Bristol-Myers Squibb

Melfalano, L-PAM
(4-[bis(2-cloroetil) amino]-L-fenilalanina)

Alkeran

GlaxoSmithKline

Mercaptopurina, 6-MP
(1,7-di-hidro-6 H -purino-6-tiona monoidra-
atada)

Purinethol

GlaxoSmithKline

Mesna
(2-mercaptoetano sulfonato de sédio)

Mesnex

Asta Medica

Metotrexato
(acido N-{4-[[(2,4-diamino-6-
pteridinil)metiljmetilamino]benzoil]-L-

glutdmico)

Meth-
otrexate

Lederle Laboratories

Metoxsaleno
(9-metoxi-7H-furo[3,2-g][1]-benzopiran-7-

ona)

Uvadex

Therakos, Inc., Way Exton, Pa

Mitomicina C

Mutamycin

Bristol-Myers Squibb

mitomicina C

Mitozytrex

SuperGen, Inc., Dublin, CA

Mitotano
(1,1-dicloro-2-(o-clorofenil)-2-(p-clorofenil)

etano)

Lysodren

Bristol-Myers Squibb

Mitoxantrona
(dicloridrato de 1,4-di-hidréxi-5,8-bis[[2- [(2-

Novantrone

Immunex Corporation
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hidroxietil)amino]etillamino]-9,10-

((monometoxipolietileno glicol succinimidil){(Pegade-

antracenodiona) .

Fenpropionato de nandrolona Durabolin- |Organon, Inc., West Orange, NJ
50

Nofetumomab Verluma Boehringer Ingelheim Pharma KG,

Germany

Oprelvecina Neumega |Genetics Institute, Inc., Alexandria,

(IL-11) VA

Oxaliplatina Eloxatin Sanofi Synthelabo, Inc., NY, NY

(cis-[(1R,2R)-1,2-ciclohexanodiamino-N,N’]

[oxalato(2-)-0,0’] platina)

Paclitaxel TAXOL Bristol-Myers Squibb

(5B, 20-Epédxi-1,2a, 4,78, 10R, 13a-

ihexaidroxitax—11-en-9-ona 4,10-diacetato]

2- benzoato 13-éster com (2R, 3 S)- N-

benzoil-3-fenilisoserina)

Pamidronato Aredia Novartis

(acido fosfénico (3-amino-1-

|hidroxipropilideno) bis-, sal dissédico, pen-

taidratado, (APD))

Pegademase Adagen Enzon Pharmaceuticals, Inc.,

Bridgewater, NJ

11 - 17 -adenosina desaminase) mase Bo-
vine)
Pegaspargase Oncaspar |Enzon
(monometoxipolietileno glicol succinimidil
L-asparaginase)
Pedfilgrastim Neulasta Amgen, Inc
|(conjugado covalente de G-CSF humano|
metionil recombinante (Filgrastim) e mo-|
nometoxipolietileno glicol)
Pentostatina Nipent Parke-Davis Pharmaceutical Co.,
Rockville, MD
Pipobromano Vercyte Abbott Laboratories, Abbott Park,

IL
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Plicamicina, Mitramicina Mithracin Pfizer, Inc., NY, NY
(antibiotico produzido por Streptomyces
plicatus)
Porfimer sédio Photofrin QLT Phototherapeutics, Inc., Van-
couver,
Canada
Procarbazina Matulane  |Sigma Tau Pharmaceuticals, Inc.,
(monocloridrato de N-isopropil-p-(2- Gaithersburg, MD
metilidrazino)-p-toluamida)
Quinacrina Atabrine Abbott Labs
(6-cloro-9-( 1 —metil-4-dietil-amino) butila-
mino-2-metoxiacridina)
Rasburicase Elitek Sanofi-Synthelabo, Inc.,
(peptideo recombinante)
Rituximab Rituxan Genentech, Inc., South San Fran-
(anticorpo anti-CD20 recombinante) cisco, CA
Sargramostim Prokine Immunex Corp
(peptideo recombinante)
Estreptozocina Zanosar Pharmacia & Upjohn Company
(estreptozocina 2 —deséxi - 2 -
[[(metilnitrosoamino)carbonillamino] - a(e b
) - D - dlicopiranose e 220 mg de acido
citrico anidro)
Talco Sclerosol Bryan, Corp., Woburn, MA
(MgsSisO10 (OH)2)
Tamoxifeno Nolvadex |AstraZeneca Pharmaceuticals
((Z)2-[4-(1,2-difenil-1-butenil) fendxi]-N, N-
dimetiletanamina 2-hidréxi-1,2,3- propano-
tricarboxilato (1:1))
Temozolomida Temodar Schering
(3,4-di-hidro-3-metil-4-oxoimidazol[5,1-d]-
as-tetrazino-8-carboxamida)
teniposideo, VM-26 Vumon Bristol-Myers Squibb

(4'-demetilepipodofilotoxin  9-[4,6-0-(R)-2-

tenilideno-(beta)-D-glicopiranosideo])
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Testolactona

Teslac

Bristol-Myers Squibb

(acido 13-hidréxi-3-oxo-13,17-
secoandrosta-1,4-dien-17-oico  [dgr }-

lactona)

Tioguanina, 6-TG Thioguanine |GlaxoSmithKline
(2-amino-1,7-di-hidro-6 H - purino-6-tiona)

Tiotepa Thioplex Immunex Corporation
(Aziridina, 1,1',1"-fosfinotioilidinetris-, ou}

Tris (1-aziridinil) fosfino sulfeto)

Topotecano HCI Hycamtin  |GlaxoSmithKline
((S)-10-[(dimetilamino) metil]-4-etil-4,9-

dihidréxi-1H-pirano[3', 4": 6,7] indolizino

[1,2-b] quinolino-3,14-(4H,12H)-diona mo-
nocloridrato)

Toremifeno
(citrato de 2~(p-[(Z)-4-cloro-1,2-difenil-1-
butenil}-fendxi)-N,N-dimetiletilamina (1:1))

Fareston

Roberts
Eatontown, NJ

Pharmaceutical

Corp.,

Tositumomab, | 131 Tositumomab
(anticorpo anti-CD20 de 1gG,, lambda mo-
noclonal imunoterapico murino recombi-
nante (I 131 é um anticorpo radioimunote-
rapéutico))

Bexxar

Corixa Corp., Seattle, WA

Trastuzumab
(anticorpo anti-HER2 IgG, kappa monoclo-
nal recombinante)

Herceptin

Genentech, Inc

Tretinoina, ATRA Vesanoid Roche
(acido all-trans retinoico)
Mostarda de Uracila Uracil Mus-|Roberts Labs
tard Cap-
sules
Valrubicina,  N-trifluoracetiladriamicin-14-|Valstar Anthra --> Medeva
valerato

(pentanoato de (2S-cis)-2- [1,2,3,4,6,11-
hexahydro-2,5,12-tri-hidréxi-7 meté6xi-6,11-
dioxo-[[4 2,3,6-tridesbxi-3- [(trifluoracetil)-
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amino-a-L-lyxo-hexopiranosil]oxil]-2-
[naftacenil]-2-oxoetil)

Vinblastina, Leurocristina Velban Eli Lilly
(CasHs6N4O10°H2SO4)

Vincristina Oncovin Eli Lilly
(CasHseN4O10°H2S04)

Vinorelbina Navelbine |GlaxoSmithKline
3 ,4'-didesidro-4'-desoxi-C'-

norvincaleucoblastina [R-(R*,R*)-2,3-di-
hidroxibutanodioato (1:2)(sal)])

Zoledronato, Acido Zoledrénico Zometa Novartis
(acido (1-Hidréxi-2-imidazol-1 -iI-fosfonoetiI)F
fosfénico monoidratado)

Agentes terapéuticos antimicrobianos também podem ser utilizados como agentes
terapéuticos na presente invengdo. Qualquer agente que possa matar, inibir, ou de outra
forma atenuar a fungéo de microrganismos pode ser utilizados, assim como qualquer agente
contemplado por ter essas atividades. Os agentes antimicrobianos incluem, mas ndo estéo
limitados a, antibidticos naturais e sintéticos, anticorpos, proteinas inibidoras (p. ex., defen-
sinas), acidos nucleicos antissentido, agentes perturbadores de membrana e similares, utili-
zados isoladamente ou em combinagdo. Na verdade, qualquer tipo de antibiético pode ser
utilizado, incluindo mas ndo limitando a, agentes antibacterianos, antivirais, agentes antifan-
gicos e semelhantes.

Em modalidades ainda adicionais, a presente invengdo fornece compostos da pre-
sente invengdo (e quaisquer outros agentes quimioterapicos) associados com agentes de
direcionamento que sdo capazes de se direcionarem especificamente a tipos celulares parti-
culares (p. ex., células tumorais). Geralmente, o composto terapéutico que esta associado
com um agente de direcionamento, se direciona as células neoplasicas através da interagéo
do agente de direcionamento com uma molécula de superficie celular que é levada para
dentro da célula através de endocitose mediada por receptor.

Qualquer molécula conhecida por estar localizada na superficie de céiulas alvo (p.
ex., células tumorais) é util com a presente invengdo. Por exemplo, um anticorpo dirigido
contra tal molécula direciona as composi¢des da presente invengéo para superficies celula-
res que contém a molécula. Em alternativa, a molécula de direcionamento pode ser um li-
gante dirigido a um receptor presente na superficie celular ou vice-versa. Da mesma forma,
as vitaminas também podem ser usadas para direcionar a terapéutica da presente invencéo
a uma célula em particular.
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Conforme aqui utilizado, o termo "moléculas de direcionamento" refere-se a molé-
culas quimicas e suas partes Uteis para direcionamento de compostos terapéuticos para
células, tecidos e 6rgaos de interesse. Varios tipos de moléculas de direcionamento estédo
contemplados para uso com a presente invengdo, incluindo mas ndo limitando a, peptideos
sinais, anticorpos, acidos nucleicos, toxinas e semelhantes. Moléculas de direcionamento
podem adicionalmente promover a ligagdo dos compostos quimicos associados (p. ex., pe-
quenas moléculas) ou a entrada dos compostos nas células, tecidos e 6rgaos alvos. De pre-
feréncia, moléculas de direcionamento sdo selecionadas de acordo com sua especificidade,
afinidade e eficacia na distribuicdo seletiva de compostos ligados aos sites alvos em um
individuo, tecido ou uma célula, incluindo organelas e localizagdes subcelulares especificas.

Varias questdes de eficiéncia afetam a administragdo de todos os farmacos - e de
farmacos altamente citotoxicos (p. ex., farmacos anticancer), em particular. Uma questéo de
particular importancia é garantir que os agentes administrados afetem apenas células (p.
ex., células cancerosas), tecidos ou drgdos-alvo. A distribuigdo inespecifica ou ndo intencio-
nal de agentes altamente citotoxicos para células ndo-alvo pode causar problemas de toxici-
dade grave.

Numerosas tentativas foram feitas para desenvolver esquemas de direcionamento
de farmacos para tratar os problemas associados a distribuigdo inespecifica de farmacos.
(Veja, p. ex., K.N. Syrigos and A.A. Epenetos Anticancer Res., 19:606-614 (1999); Y.J. Park

et al., J. Controlled Release, 78:67-79 (2002); R.V.J. Chari, Adv. Drug Deliv. Rev., 31:89-104

(1998); e D. Putnam and J. Kopecek, Adv. Polymer Sci., 122:55-123 (1995)). A conjugag&o
de moléculas de direcionamento, tais como anticorpos e peptideos ligantes (p. ex., RDG
para células endoteliais), a moléculas de farmaco tem sido usada para aliviar alguns pro-
blemasde toxicidade colateral associada a determinados farmacos.

Os compostos e agentes anticancerigenos pode ser administrados em qualquer
carreador farmacéutico estéril, biocompativel, incluindo, mas nao limitando a, salina, salina
tamponada, dextrose e agua. Em algumas modalidades, as composi¢cdes farmacéuticas da
presente invengdo podem conter um agente (p. ex., um anticorpo). Em outras modalidades,
as composiges farmacéuticas contém uma mistura de pelo menos dois agentes (p. ex., um
anticorpo € um ou mais agentes anticancerigenos convencionais). Em modalidades ainda
adicionais, as composigdes farmacéuticas da presente invengdo contém pelo menos dois
agentes que sdo administrados a um paciente sob uma ou mais das seguintes condigées:
em periodicidades diferentes, em duragdes diferentes, em diferentes concentragdes, por
diferentes vias de administragdo, etc. Em algumas modalidades, o antagonista da via de
sinalizagdo de IL8-CXCR1 ¢é administrado antes do segundo agente anticancerigeno, p. ex.,
0,5,1,23,4,5,10, 12 0u 18 horas, 1, 2, 3, 4, 5 ou 6 dias, 1, 2, 3 ou 4 semanas antes da
administragdo do agente anticancerigeno. Em algumas modalidades, o antagonista da via
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de sinalizagdo de IL8-CXCR1 é administrado apds o segundo agente anticancerigeno, p.
ex., 0,5, 1,2, 3,4,5,10,12 ou 18 horas, 1, 2, 3, 4, 5 ou 6 dias, 1, 2, 3 ou 4 semanas apos a
administragdo do agente anticancerigeno. Em algumas modalidades, o antagonista da via
de sinalizagdo de IL8-CXCR1 e o0 segundo agente anticancerigeno sdo administrados simul-
taneamente, mas em agendamentos diferentes, p. ex., 0 composto de antagonista de via de
sinalizagdo de IL8-CXCR1 é administrado diariamente, enquanto o segundo agente antican-
cerigeno é administrado uma vez por semana, uma vez a cada duas semanas, uma vez a
cada trés semanas, ou uma vez a cada quatro semanas. Em outras modalidades, o antago-
nista da via de sinalizagédo de IL8-CXCR1 é administrado uma vez por semana, enquanto o
segundo agente anticancerigeno é administrado diariamente, uma vez por semana, uma vez
a cada duas semanas, uma vez a cada trés semanas, ou uma vez a cada quatro semanas.

Dependendo da doenga a ser tratada, modalidades preferidas das presentes com-
posigdes farmacéuticas sdo formuladas e administradas por via sistémica ou local. Técnicas
para a formulagdo e administragdo podem ser encontradas na ultima edi¢do de "Reming-
ton's Pharmaceutical Sciences" (Mack Publishing Co, Easton Pa.). Vias adequadas podem,
por exemplo, incluir a administragdo oral ou por transmucosa, assim como a distribuigdo
parenteral (p. ex., administragdo intramuscular, subcutanea, intramedular, intratecal intra-
ventricular, intravenosa, intraperitoneal, ou intranasal).

A presente invengdo contempla a administragdo de compostos terapéuticos e, em
algumas modalidades, um ou mais agentes anticancerigenos convencionais, de acordo com
métodos de distribuicdo farmacéutica e técnicas de preparo aceitaveis. Por exemplo, com-
postos terapéuticos e agentes anticancerigenos adequados podem ser administrados a um

“individuo por via intravenosa em um carreador farmaceuticamente aceitavel, tal como salina

fisiolégica. Métodos padrbes para a distribuigéo intracelular de agentes farmacéuticos sdo
contempladas (p. ex., distribui¢cdo através de lipossomo). Tais métodos sdo bem conhecidos
por aqueles de conhecimento ordinario da técnica.

Em algumas modalidades, as formulagdes da presente invengdo sao Uteis para a
administragdo parenteral (p. ex., intravenosa, subcutanea, intramuscular, intramedular e in-
traperitoneal). A co-administragdo terapéutica de alguns agentes anticancerigenos contem-
plados (p. ex., polipeptideos terapéuticos) também pode ser feita com o uso de reagentes e
técnicas de terapia génica.

Em algumas modalidades da presente invengdo, compostos terapéuticos sdo admi-
nistrados a um individuo isoladamente ou em combinagdo com um ou mais agentes anti-
cancerigenos convencionais (p. ex., sequéncias nucleotidicas, farmacos, hormédnios, etc.) ou
em composi¢des farmacéuticas onde os componentes sdo opcionalmente misturados com
excipiente(s) ou outros carreadores farmaceuticamente aceitaveis. Em modalidades preferi-
das da presente invengdo, carreadores farmaceuticamente aceitaveis sdo biologicamente
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inertes. Em modalidades preferidas, as composi¢des farmacéuticas da presente invencéo
sdo formuladas usando carreadores farmaceuticamente aceitaveis bem conhecidos na téc-
nica, em doses adequadas para administragdo oral. Esses carreadores permitem que as
composi¢des farmacéuticas sejam formuladas na forma de comprimidos, pilulas, capsulas,
drageas, liquidos, géis, xaropes, pastas fluidas, solu¢des, suspensdes e afins, para a res-
pectiva ingestdo oral ou nasal por um individuo.

Preparagdes farmacéuticas para uso oral podem ser obtidas pela combinagdo dos
principios ativos com excipientes sélidos, moendo opcionalmente a mistura resultante e pro-
cessando a mistura em granulos, apés adicionar auxiliares adequados, se desejado, para
obter nucleos de drageas ou comprimidos. Excipientes adequados sdo enchimentos de car-
boidratos ou proteina, tais como agucares, incluindo lactose, sacarose, manitol ou sorbitol;
amido de milho, trigo, arroz, batata, etc.; celulose, tal como a metil celulose, hidroxipropilme-
til-celulose, ou carboximetilcelulose de sddio; gomas, incluindo arabica e tragacanto; protei-
nas como gelatina e colageno. Se desejado, agentes desintegrantes ou de solubilizagdo
podem ser adicionados, tais como a polivinil pirrolidona reticulada, agar, acido alginico ou
seu sal, como o alginato de sédio.

Em modalidades preferidas, regimes de dose e administragdo sdo adaptados pelo
médico, ou outros versados nas técnicas farmacolégicas, com base em consideragdes far-
macoloégicas e terapéuticas bem conhecidas, incluindo, mas nao limitando a, o nivel deseja-
do de efeito terapéutico e o nivel pratico de efeito terapéutico capaz de ser obtido. Geral-
mente, é aconselhavel seguir principios farmacolégicos bem conhecidos para administrar
agentes quimioterapicos (p. ex., € geralmente aconselhavel ndo alterar as doses em mais de
50% no tempo e ndo mais de cada 3-4 de meias-vidas de agente). Para composi¢des que
tém relativamente pouca ou nenhuma consideragéo sobre toxicidade dose-dependente e
quando deseja-se maxima eficacia (p. ex., a destruigdo de células cancerosas), doses supe-
riores a dose média necessaria ndo sdo incomuns. Esta abordagem para a dose é comu-
mente referida como a estratégia da "maxima dose". Em certas modalidades, o antagonista
da via de sinalizagéo de IL8-CXCR1 é administrado a um individuo com uma dose de 10-40
mg por dia (p. ex., por 4-6 semanas). Em certas modalidades, ao individuo é administrada
uma dose de carga entre 15 e 70 mg do antagonista da via de sinalizagdo de IL8-CXCR1.
Em certas modalidades, ao individuo é administrada uma dose de carga de cerca de 35-45
mg do antagonista da via de sinalizagdo de IL8-CXCR1 (p. ex., por via subcutéanea) e, em
seguida, doses diarias de cerca de 10 mg (p. ex., por via subcutanea) por cerca de 4-6 se-
manas.

Consideragbes adicionais sobre dose estado relacionadas com o calculo dos niveis-
alvo apropriados para o agente a ser administrado, a toxicidade potencial e acimulo do a-
gente, estimulagdo da resisténcia, falta de eficacia e com a descri¢gdo do intervalo do indice
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terapéutico do agente.

Em certas modalidades, a presente invengdo contempla a utilizagido de métodos de
rotina de titulagdo da administragdo do agente. Uma estratégia comum para a administragdo
é definir um nivel-alvo razoavel para o agente no individuo. Em algumas modalidades prefe-
ridas, os niveis de agente sdo medidos no plasma do individuo. Frequéncias e niveis de
dose apropriados sdo entdo projetados para atingir o nivel-alvo de estado estacionario dese-
jado para o agente. Niveis reais, ou médios, do agente no individuo sdo monitorados (p. ex.,
por hora, diariamente, semanalmente, etc.) tal que os niveis de dose ou frequéncia podem
ser ajustados para manter os niveis-alvo. Naturalmente, a farmacocinética e a farmacodi-
namica (p. ex., biodisponibilidade, depuragdo ou bioacumulagéo, biodistribuicdo, interagdes
medicamentosas, etc.) do agente ou agentes em particular que estdo sendo administrados
pode potencialmente afetar 0 que sdo considerados niveis-alvo razoaveis e, assim, afetar
niveis ou frequéncias de dose.

Métodos de dose em nivel-alvo tipicamente dependem do estabelecimento de um
objetivo terapéutico razoavel definido em termos de um intervalo desejavel (ou intervalo
terapéutico) para o agente no individuo. Em geral, o limite inferior do intervalo terapéutico é
aproximadamente igual a concentragdo do agente que fornece cerca de 50% do maximo
efeito terapéutico possivel. O limite superior do intervalo terapéutico é geralmente estabele-
cido pela toxicidade do agente e ndo por sua eficacia. A presente invengdo contempla que o
limite superior do intervalo terapéutico para um determinado agente sera a concentragdo na
qual menos de 5 ou 10% dos individuos apresentam efeitos colaterais téxicos. Em algumas
modalidades, o limite superior do intervalo terapéutico & de cerca de duas vezes, ou menos,
que o limite inferior. Aqueles versados na técnica entenderdo que estas consideragdes so-
bre dose séo altamente variaveis e até certo ponto, individualistas (p. ex., com base em pre-
disposi¢bes genéticas, consideragdes imunoldgicas, tolerancias, resisténcias e outros). As-
sim, em algumas modalidades, niveis de dose-alvo eficazes de um agente em um determi-
nado individuo podem serde 1, ...5...10,...15,...20,...50,...75,...100,...200,.
.. X%, superior a ideal em outro individuo. Por outro lado, alguns individuos podem sofrer
significativos efeitos colaterais significativos e toxicidade relacionada com a saude em niveis
ou frequéncias de dose muito menores (1, ... 5,...10,...15,...20,...50,...75, ...
100, . .. 200, . . . X%) do que aquelas que tipicamente produzem niveis terapéuticos ideais
em alguns ou na maioria dos individuos. Na auséncia de informagdes mais especificas, os
niveis de administragdo-alvo sdo frequentemente situados no meio do intervalo terapéutico.

Em modalidades preferidas, o médico racionalmente projeta um regime de dose in-
dividualizado baseado em equagdes e principios farmacolégicos conhecidos. Em geral, o
médico projeta um regime de dose individualizado baseado no conhecimento de varias pro-
priedades farmacolégicas e farmacocinéticas do agente, incluindo, mas néo limitando a, F
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(biodisponibilidade fraccionada da dose), Cp (concentragéo no plasma), CL (taxa de depura-
¢do/depuragdo), Vss (volume de distribuicdo de farmaco no estado estacionario) Css (con-
centragdo no estado estacionario) e t1/2 (meia-vida do farmaco), assim como informacdes
sobre a taxa de absorgdo e distribuicdo do agent . Aqueles versados na técnica sdo apre-
sentados a todo numero de textos farmacolégicos bem conhecidos (p. ex., Goodman and
Gilman's, Pharmaceutical Basis of Therapeutics, 10th ed., Hardman et al., eds., 2001) para
mais explicagdes sobre essas variaveis e para equagdes completas ilustrando o célculo de
regimes de dose individualizados. Aqueles versados na técnica também serdo capazes de
antecipar possiveis flutuagdes nessas variaveis em diversos individuos. Por exemplo, o des-
vio-padrao dos valores observados para F, CL, e Vss é tipicamente de cerca de 20%, 50% e
30%, respectivamente. O efeito pratico de parametros potencialmente muito diferentes em
diversos individuos é que 95% do tempo do Css alcangado em um individuo esta entre 35 e
270% daquele do nivel-alvo. Para farmacos com baixos indices terapéuticos, este € um in-
tervalo indesejavelmente amplo. Aqueles versados na técnica irdo apreciar, entretanto, que
uma vez que a Cp (concentragdo no plasma) do agente é medida, é possivel estimar os va-
lores de F, CL, e Vss diretamente. I1sso permite que o médico ajuste eficazmente um regime
de dose de um determinado individuo.

Em ainda outras modalidades, a presente invengdo contempla que a continuagdo
das técnicas de monitoramento terapéutico do farmaco seja usada para ajustar regimes e
métodos individuais. Por exemplo, em uma modalidade, dados de Css s&o usados para a-
perfeicoar ainda mais as estimativas de CL/F e, subsequentemente, ajustar a dose de ma-
nutengdo individual para alcangar os niveis-alvo desejados do agente usando equagdes e
principios farmacolégicos conhecidos. O monitoramento terapéutico do farmaco pode ser
conduzido durante praticamente todo a esquema de dose. Em modalidades preferidas, o
monitoramento é realizado em diferentes periodos durante a dose e, especialmente, quando
se administram doses intermitentes. Por exemplo, o monitoramento de farmaco pode ser
conduzido concomitantemente, em fracdes de segundo, segundos, minutos, horas, dias,
semanas, meses, etc., da administracdo do agente, independentemente da metodologia de
dose empregada (p. ex., dose intermitente, doses de carga, dose de manutenc¢do, dose ale-
atéria, ou qualquer outro método de dose). Entretanto, aqueles versados na técnica irdo a-
preciar que quando a amostragem ocorre imediatamente apds a administragdo de agentes,
as alteragdes nos efeitos e dindmicas de agentes podem néo ser prontamente observaveis,
pois as alteragdes na concentragdo plasmatica do agente podem ser postergadas (p. ex.,
devido a uma baixa taxa de distribuicdo ou a outros fatores farmacodinamicos). Consequen-
temente, amostras de individuos obtidas logo apds a administragdo do agente podem ter
valor limitado ou diminuido.

O principal objetivo da coleta de amostras bioldgicas do individuo durante o nivel-
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alvo de estado estacionario previsto da administragdo é modificar o regime de dose do indi-
viduo com base no calculo subsequente de estimativas revisadas da proporgédo de CL/F do
agente. Entretanto, aqueles versados na técnica irdo apreciar que concentragdes de farma-
co pés-absorgdo iniciais tipicamente ndo refletem a depuragdo do agente. Concentragdes de
farmaco iniciais pos-absorgédo séo ditadas principalmente pela taxa de absorgdo do agente,
pela estado central, ao invés do estacionario, volume de distribuicdo de agentes e pela taxa
de distribuicdo. Cada uma dessas caracteristicas farmacocinéticas tém valor limitado para o
célculo de regimes terapéuticos de dose de manutengéo a longo prazo.

Assim, em algumas modalidades, quando o objetivo é a dose terapéutica de manu-
tencdo a longo prazo, as amostras biologicas sdo obtidas do individuo, células ou tecidos de
interesse bem apds a dose anterior ter sido administrada, e ainda de maior preferéncia logo
antes da préxima dose planejada ser administrada.

Ainda em outras modalidades, quando o agente terapéutico esta quase totalmente
depurado pelo individuo no intervalo entre as doses, entédo, a presente invengéo contempla
a coleta de amostras bioldgicas do individuo em varios pontos do tempo apés a administra-
¢do anterior e da maior preferéncia logo apés a dose ter sido administrada.

VIl.Repertaxina e Outros Inibidores de CXCR1 de Pequena Molécula

Em certas modalidades, os métodos, kits e composi¢cdes da presente invengdo em-
pregam inibidores de pequena molécula de CXCR1. Um agente exemplar é repartaxina. Em
certas modalidades, a dose in vivo da repartaxina esta entre 3 e 60 mg por quilograma (p.
ex., 3...... 30 ...... 50 ...... 60 mg/kg). Em modalidades particulares, a dose de repartaxina é
de cerca de 30 mg por quilograma. A férmula quimica da repartaxina € mostrada abaixo:

Em outras modalidades, os derivados da repertaxina sdo empregados. Outros an-
tagonistas de CXCR1 de pequena molécula incluem SB265610 (Glaxo SmithKline Beecham;
Benson et al., 2000, 151:196-197), assim como SCH 527123 (2-hidréxi-N,N-dimetil-3-{2-
[[(R)-1-(5-metilfuran-2-il)propillamino]-3,4-dioxociclobut-1-enilamino} ~ benzamida (SCH
527123), um antagonista do receptor CXCR2/CXCR1 oralmente biodisponivel (Schering
Plough)). Outros inibidores de pequena molécula podem ser identificados pelos métodos de
selegdo descritos acima.

EXEMPLOS

O exemplo a seguir é fornecido, a fim de demonstrar e ilustrar ainda mais certas
modalidades e aspectos preferidos da presente invengdo e ndo deve ser interpretado como
limitante do escopo da mesma.
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EXEMPLO 1

CXCR1 Identifica Células-tronco Cancerosas

Este exemplo descreve a identificagdo de CXCR1, assim como de outras proteinas
(p. ex., FBX0O21), como marcadores de células-tronco cancerosas.

Cultura de células. Linhagens celulares de mama (BCL) foram obtidas a partir da
ATCC ("http://www." seguido por "lgcpromochem-
atcc.com/common/catalog/cellBiology/cellBiologylndex.cfm") ou de colegdes desenvolvidas
nos laboratérios de Drs. S. Ethier (agora disponivel em "http://www." seguido por "aste-
rand.com/Asterand/BIOREPOSITORY

Hbreastcancercelllines.aspx, SUM44, SUM52, SUM149, SUM159, SUM185,
SUM190, SUM225, SUM229"), V.J. Mébus (BrCa-MZ-01), e V. Catros (S68). Todas as BCLs
testadas foram obtidas de carcinomas exceto a MCF10A, que é derivada de doenga fibrocis-
tica e a 184A1 derivada de HMEC, que foi derivada de tecido mamario normal. As linhagens
celulares foram cultivadas usando as condigdes de cultivo recomendadas. Todos os experi-
mentos foram realizados com células confluentes na fase exponencial de crescimento.

Separagédo e ensaio ALDEFLUOR da populag@o positiva para ALDH por FACS. A
atividade de ALDH foi avaliada em 33 BCLs representando os principais subtipos molecula-
res de cancer de mama humano. O kit ALDEFLUOR (StemCell technologies, Durham, NC,
EUA) foi usado para isolar a populagdo com alta atividade enzimatica de ALDH (17). Células
obtidas a partir de linhagens celulares subconfluentes apés tripsinizagdo ou de xenoenxertos
recém dissociados foram suspensas em tampao de ensaio ALDEFLUOR contendo substrato
para ALDH (BAAA, 1 umol/L por 1x106 células) e incubadas por 40 minutos a 37°C. Em
cada experimento, uma amostra de células foi corada sob condi¢gdes idénticas, com
50mmol/L de dietilaminobenzaldeido (DEAB), um inibidor especifico de ALDH, como contro-
le negativo. A triagem por citometria de fluxo foi realizada utilizando um FACStarPLUS (Bec-
ton Dickinson). A fluorescéncia do ALDEFLUOR foi excitada a 488 nm e detectada usando
isotiocianato de fluoresceina padréo (FITC) filtro passa-banda de 530/30. Para tumores xe-
notransplantados, a incubag¢do com um anticorpo anti-H2Kd (BD Biosciences, 1/200, 20 min
no gelo), seguido por um anticorpo secundario marcado com ficoeritrina (Jackson labs,
1/250, 20 min no gelo) foi utilizada para eliminar as células de origem de camundongo. Os
padrées de triagem foram estabelecidos utilizando células coradas com PI para a viabilida-
de, células coradas com ALDEFLUOR tratadas com DEAB e aquelas marcadas com anti-
corpo secundario sozinho. Antes de realizar perfis de RNA ou inje¢do em camundongos
NOD/SCID, a pureza das populagbes classificadas foi verificada com a dupla triagem de
10.000 células positivas e negativas para ALDEFLUOR em linhagens celulares BrCA-MZ-01
e SUM159. Para ambas as linhagens celulares, populagdes classificadas positivas para
ALDEFLUOR continham mais de 98% das células positivas para ALDEFLUOR e nenhuma
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célula positiva para ALDEFLUOR foi detectada na populagéo negativa para ALDEFLUOR.

Tumorigenicidade em camundongos NOD/SCID. A tumorigenicidade de células po-
sitivas, negativas para ALDELFUOR e SUM159, MDA-MB-453 e BrCA-MZ-01 n&o separa-
das foi avaliada em camundongos NOD/SCID. Bolsas de gordura foram depuradas do epité-
lio em 3 semanas de idade antes da puberdade e humanizadas, injetando fibroblastos hu-
manos (1:1 irradiados:néo irradiados, 50.000 células/ 100pL de Matrigel/bolsa de gordura),
como descrito (17). Os animais foram sacrificados, quando os tumores tinham 1,2 cm no
maior didmetro, em conformidade com os regulamentos para o uso de animais vertebrados
em pesquisa. Uma parte de cada bolsa de gordura foi fixada em formalina e incluida em
parafina para analise histolégica. Outra parte foi avaliada pelo ensaio ALDEFLUOR, seguido
de triagem e transplante em série.

Cultura independente de ancoragem. Células positivas, negativas para
ALDEFLUOR e as ndo separadas de 184A1, SUM149 e SUM159 foram plaqueadas como
células Unicas em placas de adesdo ultra-baixa (Corning, Acton, MA) em baixa densidade
(5000 células viaveis/mL). As células foram cultivadas em meio livre de soro de epitélio ba-
sal de mama (Cambrex Bio Science, Walkerville, MD), durante 3-7 dias, como descrito (18).
A capacidade das células para formar esferas foi quantificada apés tratamento com diferen-
tes doses de IL8 (Genway Biotech, San Diego, CA) adicionadas ao meio.

Extragdo de RNA. O RNA total foi extraido de células positivas e negativas para
ALDEFLUOR congeladas usando o kit DNA/RNA All Prep Maxi, de acordo com as instru-
¢bes do fabricante (Qiagen, Sample and Assay technologies, Holanda). Oito BCLs foram
usadas para analise da transcri¢do: 184A1, BrCA-MZ-01, HCC1954, MDA-MB-231, MDA-
MB-453, SK-BR-7, SUM149 e SUM159. A integridade do RNA foi controlada por eletrofore-
se em gel de agarose com formaldeido desnaturante e micro-analise (Agilent Bioanalyzer,
Palo Alto, CA).

Perfis de expresséo génica com microarranjos de DNA. Analises de expressao gé-
nica utilizaram microarranjos de oligonucleotideos humanos Affymetrix U133 Plus 2.0 que
continham mais de 47.000 transcritos e variantes, incluindo 38.500 genes humanos bem
caracterizados. A preparagdo de cRNA, hibridizacdes, lavagens e deteccéo, foi feita con-
forme recomendado pelo fornecedor ("http:/www." seguido por "affymetrix.com/index.affx").
Os dados de expressao foram analisados pelo método RMA (Robust Multichip Average) em
R usando Bioconductor e pacotes associados (19), como descrito (20, 21). O RMA fez ajus-
te de valores basais, normalizagédo de quantile e resumo de 11 oligonucleotideos por gene.

Antes da analise, um processo de filtragem removeu os genes de conjunto de da-
dos com expresséo baixa e mal medida, conforme definido pelo valor da expresséo inferior a
100 unidades em todas as 16 amostras, mantendo 25,285 genes/ESTs. Um segundo filtro,

com base na intensidade do desvio padrdo (DP), foi aplicado para a analise ndo supervisio-
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nada para excluir os genes que mostram baixa variagdo de expressdo em toda a analise. O
DP foi calculado com dados transformados por log2, em que os valores mais baixos foram
primeiro submetidos a fungdo chdo em um valor minimo de 100 unidades, ou seja, a intensi-
dade basal, mantendo a 13.550 genes/ESTs com DP superior a 0,5. Uma analise ndo su-
pervisionada foi realizada em 16 células positivas, negativas para ALDEFLUOR em 13.550
genes. Antes do agrupamento hierarquico, os dados filtrados foram transformados em log2 e
submetidos ao programa Cluster (22) usando dados mediana-centrados em genes, a corre-
lagdo de Pearson como similaridade métrica e agrupamento de articulagdo centroide. Os
resultados foram apresentados utilizando o programa TreeView (22). Para identificar e clas-
sificar os genes discriminando populagdes positivas e negativas para ALDEFLUOR, um tes-
te de Mann e Whitney foi aplicado aos 25.285 genes/ESTs e a taxa de falsa descoberta
(FDR (23), foi usada para corrigir a hipétese de multiplos testes. O poder de classificagdo da
assinatura discriminadora foi ilustrado pela classificagdo de amostras por agrupamento hie-
rarquico. UM LOOCYV foi aplicado para estimar a acuracia de predi¢do das assinaturas mo-
leculares identificadas e a validade da analise supervisionada; cada amostra foi excluida,
uma por uma, e classificada com a analise discriminante linear (LDA (24), usando modelo
definido nas amostras nédo excluidas.

RT-PCR em tempo real. Depois que as populagdes positivas para ALDEFLUOR e
negativas para ALDEFLUOR de diferentes linhagens celulares foram triadas, o RNA total foi
isolado utilizando o kit RNeasy Mini (QIAGEN) e utilizado para ensaios de RT-PCR quantita-
tivo em tempo real (QRT-PCR) em um sistema de detec¢do de sequéncia ABI PRISM®
7900HT com maédulo de bloco de 384 pogos e acessoério de automacgédo (Applied Biosys-
tems). Iniciadores e sondas para o sistema Tagman foram selecionados a partir do site da
Applied Biosystems. As sequéncias dos pares de iniciadores de PCR e sondas fluorogéni-
cas utilizadas para CXCR1, FBX021, NFYA, NOTCH2, RAD51L1 e TBP estédo disponiveis
no site da Applied Biosystems (ID de ensaio de CXCR1: Hs_00174146_mi; ID de ensaio de
FBXO021: Hs_00372141_mi, ID de ensaio de NFYA: Hs_00953589_mi, ID de ensaio de
NOTCH2: Hs_01050719_mi, ID de ensaio de RAD51L1: Hs00172522_mi, ID de ensaio de
TBP: Hs_00427620_mi). O nivel de expresséo relativa de RNAm de CXCR1, FBXO21,
NFYA, NOTCH2, RAD51L1 foi computado com o relagdo gene TBP como padrido interno
para normalizar as variagdes na qualidade do RNA e na quantidade de cDNA de entrada,
conforme descrito anteriormente (25).

Ensaio de invas&o. Ensaios foram feitos em ftriplicata em camaras Transwell com
insertos de filiro de policarbonato de 8um de poro para placas de 12-pogoss (Corning, NY).
Filtros foram revestidos com 30 ul de extrato de membrana basal gelada 1:6 (Matrigel, BD-
Bioscience) em DMEM/F12 incubado 1 hora a 37°C. Células foram adicionadas a cadmara

superior em 200 ul de meio livre de soro. Para o ensaio de invasdo, 5000 células foram se-
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meadas sobre filtros revestidos com Matrigel e a cdmara inferior foi preenchida com 600 ul
de meio suplementado com 10% de soro humano (Cambrex) ou com 600 ul de meio livre de
soro suplementado com IL8 (100ng/mL). Apés incubagé@o de 48 horas, as células na parte
inferior do filtro foram contadas usando microscopia ética. A invasao relativa foi normalizada
para as linhagens celulares correspondentes ndo separadas sob condigdo de soro.

Infecgdo por lentivirus. Para a transdugédo do gene da luciferase, células 70% con-
fluentes de HCC1954, MDA-MB-453 e SUM159 foram incubadas durante a noite com uma
mistura precipitada 1:3 de sobrenadantes lentivirais Lenti-LUC-VSVG (Vector Core, Ann Ar-
bor, MI) em meio de cultura. No dia seguinte, as células foram coletadas por tripsina/EDTA e
repicadas na proporgdo de 1:6. Apds 1 semana de incubagdo, as células foram triadas de
acordo com o fenétipo ALDEFLUOR e a expressdo da luciferase foi verificada em cada po-
pulagao triada (positiva para ALDEFLUOR e negativa para ALDEFLUOR), adicionando 2 mli
de D-luciferina a 0,0003% (Promega, Madison, WI) no meio de cuitura e contando o fluxo de
fotons pelo sistema de camera de dispositivo (Xenogen, Alameda, CA).

Inoculagéo intracardiaca. Camundongos NOD/SCID de seis semanas de idade fo-
ram anestesiados com mistura de isofluorano/ar a 2% e injetados no ventriculo esquerdo do
coragdo com 100000 células em 100 uL de PBS de Dulbecco estéril livre de Ca2+ e Mg2+.
Para cada uma das trés linhagens celulares (HCC1954, MDA-MB-453, SUM159) e para ca-
da populagdo (positiva para ALDEFLUOR, negativa para ALDEFLUOR e néo triada), trés
animais foram injetados.

Detecgédo de bioluminescéncia. A bioluminescéncia basal foi avaliada antes da ino-
culagdo e inoculagdes de cada semana depois disso. Os camndongos foram anestesiados
com mistura d eisofluorano/ar a 2% e receberam uma dose Unica i.p. de 150 mg/kg de D-
luciferina (Promega, Madison, WI) em PBS. Animais foram, em seguida, re-anestesiados 6
minutos apds a administragdo da D-luciferina. Para a contagem de fluxo de fétons, um sis-
tema de camera de dispositivo acoplada a carga (Xenogen, Alameda, CA) foi usado com um
sistema de distribuigdo de isofluorano de bocal conico e aquecido para manter a temperatu-
ra corporal. Resultados foram analisados apés 2 a 12 minutos de exposi¢cdo usando o soft-
ware de Living Image fornecido com o sistema de imagem Xenogen. A intensidade de sinal
foi quantificada como a soma de todas as contagens de fluxo de fétons detectados dentro de
uma regido uniforme de interesse colocada manualmente durante o pds-processamento de
dados. O fluxo de fétons normalizado representa a relagéo entre o fluxo de fétons detectado
cada semana apos inoculagdes e o fluxo de fétons detectado antes da inoculag&o.

Andlise estatistica. Os resultados sdo apresentados como a média +DP de pelo
menos trés experimentos individuais repetidos para cada grupo. As andlises estatisticas
utilizaram o programa SPSS (versdo 10.0.5). Correlagdes entre grupos de amostra e paréa-

metros moleculares foram calculados com o teste exato de Fisher ou ANOVA unidirecional



5

10

15

25

30

35

71

para amostras independentes. Um valor de p de *0,05 foi considerado significativo.

A maioria das linhagens celulares de mama contém uma populagéo positiva para
ALDEFLUOR. O ensaio ALDEFLUOR (17) foi usado para isolar CSCs de 33 BCLs que re-
presentam as diversas caracteristicas e subtipos moleculares do cancer de mama (20). Veri-
ficou-se que 23 das 33 linhagens celulares continham uma populagdo de células positiva
para ALDEFLUOR que variou de 0,2 a quase 100%. Todas as 16 BCLs ba-
sais/mesenquimais continham uma populagdo positiva para ALDEFLUOR, enquanto 7 das
12 BCLs luminais ndo continham quaisquer detectaveis células positivas para ALDEFLUOR
(p = 0,0006, teste exato de Fischer).

Células positivas para ALDEFLUOR tém a capacidade de formagdo de tumoresfera.
Foi previamente relatado que células-tronco e progenitoras do epitélio mamario séo capazes
de sobreviver e proliferar em condi¢gées de independentes de ancoragem e formam coldnias
esféricas flutuantes que sdo denominadas mamoesferas (18). Dados de tumores de mama,
assim como linhagens celulares, demonstraram que células semelhantes as células-tronco
cancerosas ou células iniciadoras de cancer também podem ser isoladas e propagadas co-
mo "tumoresferas” em ensaios similares (26). Todas as células iniciadoras de mamoesferas
na glandula mamaria humana normal estdo contidas dentro de uma populagdo positiva para
ALDEFLUOR (17). Para caracterizar a populagédo positiva para ALDEFLUOR de BCLs, a
capacidade das populagdes positivas € negativas para ALDEFLUOR de 184A1, SUM149 e
SUM159 em formar tumoresferas foi comparada. Em cada linhagem celular, a populagdo
positiva para ALDEFLUOR apresentou maior capacidade formadora de tumoresfera em re-
lagdo as células negativas para ALDEFLUOR.

Células BCL positivas para ALDEFLUOR tém propriedades de célula-tronco cance-
rosa in vivo. Para determinar a organizagéo hierarquica da BCL, foram analisadas as propri-
edades de células-tronco das populagdes positivas e negativas para ALDEFLUOR das li-
nhagens celulares MDA-MB-453, SUM159 e BrCA-MZ-01. As populagdes positivas para
ALDEFLUOR destas trés BCLs constituiram entre 3,54+1,73% e 5,49+3,36% da populagdo
total de células (Fig. 1A-B, G-H; Fig. 2A-B). Como mostrado na Fig. 1F, L o tamanho e a
laténcia de formacdo de tumores se correlacionou ao nimero de células positivas para
ALDEFLUOR injetadas. Notavelmente, 500 células positivas para ALDEFLUOR de MDA-
MB-453 e 1.000 células positivas para ALDEFLUOR de SUM159 foram capazes de formar
tumores. A capacidade de geragdo de tumor foi mantida através de passagens seriadas
demonstrando a capacidade de auto-renovagdo dessas células. Em contraste, as células
negativas para ALDEFLUOR néo conseguiram gerar tumores, embora um crescimento limi-
\tado tenha sido produzido quando 50.000 células de MDA-MB-453 negativas para
ALDEFLUOR foram injetadas. A marcagédo por H&E dos cortes de bolsa de gordura confir-
mou que os tumores formados por células positivas para ALDEFLUOR continham células
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malignas, enquanto apenas células apoptéticas, residuais de Matrigel e tecido de camun-
dongo foram observados nos locais das injegbes de células negativas para ALDELFUOR
(Fig. 1E, K). Consistente com a populagéo positiva para ALDEFLUOR ter caracteristicas de
célula-tronco cancerosa, tumores gerados por esta populagdo recapitularam a heterogenei-
dade fenotipica do tumor inicial, com uma proporgao similar de células positivas e negativas
para ALDEFLUOR (Fig. 1C, I). Isso indica que as células positivas para ALDEFLUOR foram
capazes de se auto-renovar, gerando células positivas para ALDEFLUOR e foram capazes
de se diferenciar, gerando células negativas para ALDEFLUOR.

Quando células BrCa-MZ-01 foram separadas em componentes positivos e negati-
vos para ALDEFLUOR, ambos foram capazes de geragao de tumor. Tumores gerados pela
populagéo positiva para ALDEFLUOR consistiram tanto em células positivas como negativas
para ALDEFLUOR, recapitulando a heterogeneidade fenotipica do tumor inicial. Em contra-
partida, os tumores gerados pelas células negativas para ALDEFLUOR deram origem aos
tumores de crescimento lento, contendo apenas células negativas para ALDEFLUOR. Em
contraste com a capacidade de células positivas para ALDEFLUOR de serem transplanta-
das em série, passagens seriadas de tumores negativos para ALDEFLUOR produziram a
diminuigdo do crescimento do tumor, ndo havendo crescimento apds trés passagens. Isto
sugere que o componente positivo para ALDEFLUOR das células BrCa-MZ-01 contém célu-
las com propriedades de células-tronco, enquanto as células negativas para ALDEFLUOR
contém células progenitoras capazes de sofrer um crescimento limitado, mas ndo de auto-
renovagao. v

Caracterizagédo de perfil de expressédo génica das populagbes de células positivas e
negativas para ALDELFUOR. Para determinar se as células positivas para ALDEFLUOR
isoladas de diferentes BCLs expressavam um conjunto comum de genes de "célula-tronco
cancerosa", as populagdes de células positivas e negativas para ALDEFLUOR isoladas de
oito BCLs (184A1, BrCA-MZ-01, HCC1954, MDA-MB-231, MDA-MB-453, SK-BR-7, SUM49
e SUM159) foram analisados utilizando microarranjos de oligonucleotideos de genoma intei-
ro da Affymetrix. O agrupamento hierarquico ndo supervisionado, aplicado as 16 amostras e
aos 13.550 genes/ESTs filtrados, ndo separou as populagdes positivas e negativas para
ALDEFLUOR. Em vez disso, as populagdes positivas e negativas para ALDEFLUOR se a-
gruparam com a linhagem celular parental. Isto sugere que as diferengas de transcritos de
mRNA entre linhagens celulares clonais prevalecem sobre as diferengas entre as células
positivas para ALDEFLUOR e negativas para ALDEFLUOR. Isso sugere ainda que apenas
um numero limitado de genes é diferencialmente expresso entre as putativas células-tronco
cancerosas e sua progénie.

Para determinar quais genes separariam populagdes positivas e negativas para
ALDEFLUOR, o teste de Mann e Whitney U foi aplicado a todos os genes, menos aqueles
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mente subexpressos sdo apresentados na Tabela 2.

TABELA 1 - Genes Regulados Ascendentemente

com expressao fraca e mal medida, ou seja, 25.285 conjuntos de sonda. Este teste identifi-
cou e classificou apds a corregédo por FDR, 413 genes/ESTs que separaram as populagdes
de células positivas e negativas para ALDEFLUOR. Os 28 genes superexpressos corres-

pondentes a genes especificos sdo apresentados na Tabela 1 e os genes mais frequente-

Categoria | Simbolo | Descrigéo Citobanda [!Dde :::L“a““ de Fungao
g:::‘ﬁ;m:ﬁ%“: repetigo tetrapeptidica semelhante a homeob
TPRXL ¢chr3p25.1 Z3006%_at desenvolvimento embrionario inicial
papel na biologia de = v !
slulas-tro
NOTCH2 homologo 2 de Notch (Drosophila) chripi3o11 202443 x_at Programa de auto-renovacio
! A ) determinagao de fate de célula hemato-
RBM15 protein de motive de ligago a RNA 15 chript3 1555700_a_at poietica
beta-galactosideo alfa-2,3-sialitransferase 3 ST3 . manutenggo dos antigenos
STIEAM3 9 chrip34.1 1555181_a_at embrionsrios SSEA-3 & -4
NFYA fator de transcrigdo nuclear Y, alfa chrép21.3 204107 _at Programa de auto-renovago
p determinagao de fate de célula neurai de
FLHX homal6go de pecanex (Drosophils) chride2d2 213173 at embrizo em desenvolvimento inicial
Sinalizagdo FBXD21*  |proteina F-box 21 chr12g24.22 21223t _at Ubiquitinago
. § Degrad: protéica, icdo e
WWOX oxidoredutase contendo dominio WW chr18q23.3-924.1 210865 s_at splicing de RNA
protelna qui dependente de célcio/calmoduli 1 " .
CAMK2B FCaM quinasea) i bta chr22q12 34846_at Sinalizago de célcio
PMPLA2 contendo dominio de fosfolipase semelhante a patatina 2 | chrytp15.5 30854 ¢ at Hidrdlise de triglicerideos
cues canal intracellular de cloreto § chr8pt12.1-24.1 213317 _at Transporte de fon cloreto
UBLGLE semelhante 4 UDP-glicose ceramida glicosiitransferase 1 chr2gia.3 222680 at Glcosilagaio proteica
FBXL1E protein de repetiao rica em leucina e F-box 18 chr7p22.2 220896 _at Ubiquitinag2o
. . Fosforilag3o de recep lados a
ADRBKY quinase de receptor 1, beta, adrenérgico chrtqid 38447 _at protelna G
SLC38AZ  [familia cameadora de solute 38, membro 2 chri2g 1550024 _ak Transportador de aminoacido neutro
Proteina demembrana =¥ | receptor denterleucina, afa chr2g35 207004_at Resposta inflamatbria
TASZRI4 receptor de paladar, tipo 2, membro 14 chri2p13 241097 _at Percepgso do amargo
Co3omB membro b da familia semelhante a molécula CD300 chri7¢25.1 1554173 3k Respostaimune
SIPC3 familia contendo dominio GIPC PDZ, membro 3~ | rchri8pi%3 2368730 _at
Reparo de DNA RADSILY Ihante a RADS1 (S. isiae) ohride@3-424.2 1570188_a_at Reparo de recombinagdo homéloga
Remodelagem de dominio de interagao rico em AT 1B (semelhante a Remodelagem de cromatina (complexo
" ARIEIB SWi1) chrfq25.1 225181 _at SWUSNF)
) L Manutengdo dos filamentos intermedia-
Citoesqueleto EPPK1 epiplacin 1 chrloZ4.3 208158 _x_at rios de queratina
Matriz extracelular COLYSAZ calageno, tipo X, alfa 2 shrgp2t.3 218093 _s_at Morfogénese esquelética
KLK3 3, (antigeno especifico da préstata) chridgi34t 231823 _x_at F
RNAdsinterforgncla | EIF2C2 | fator deiniciagdo a radugso eucaribtca 2C, 2 chrag2e 213310_at axeniciamerto gérico meado por RNA
Desconhecido ZFPat homélogo de protein de dedo de zinco 41 (camundongo) | chr8q24.3 227888 s _at Desconhecido
FAM4E8 Familia com similaridade de sequéncia 49, membro B whr8g24.21 243182_at Desconhecido
PSORS102 [candidate 2 de suscetibllidade & psoriase 1 <hrBpdi.3 20636 _at Desconhecido
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TABELA 2 - Genes Regulados Descendentemente

: ‘ oz . ID de conjunto 5
Categoria| Simbolo Descrigio Citobanda) " 48 ok Fungao
Sintese de proteina Protelina ribossomal mitocondrial
_‘.....__.’_) MRPL42Y S | 7. 74 chri2g22 217840 s at Sintese de proteina na mitocdndria

MRPL54" Protelna ribossomal mitocondrial 54 chirtBp13.3 225787 at Sintesa de proteina na mitocdndria )
MRPL47" Proteina ribossomal mitocondrial .47 b .33 223450 s at Sintese de proteina na mitocéndri
MRPS23* Proteina ribossomal mitocondrial 523 shri7ad2-g2d | 223158 at Sintese de proteina na mi
Fator de iniciagéo de tradugo eucariotica 3, Iniciagao da sintess de proteina (complexo
EiFass Subunidade 9 ta. 116kDa cheTp20.2 236274 at ioroteico EIF3 |
Snalizagho | args* Glicosiag3o aspargina-igada homdiogo 5 | chridgias 218203 at Glicosiiago de protelna ]
Homéiogo DnaJ (Hsp40), subfamilia C, membro 19
ENASCYD® ohr3q26.33 225350 at Importagao da proteina mitocondrial
HBLD2Y Dominio HESB-similar contendo 2 m 229425 s & Biogénese de cluster ion-enxofre
Fosforibosilglicinamida
Formiltransferase
GART* Fosforibosilglcinamida sintetase
; e sintetase 219231 230007 at Biossintese de purina de novo
3 Transporte de proteina intracelular ao longo da £
[t il Nucleoporina 37k Da che$2g23.2 298822 at membrana nuclear
Sub-unidade da caixa SKP1-culina)COC53-F
RNFT Proteina dedo de anel 7 che3022024 | 224438 x &t | Ligases de ubiayitina de proteina
[27eY.ol Proteina DC2 chrdq2s 2753004 A Glicosilagéo de proteina
UsP15* Peptidase especifica de ubiquitina 15 chri2qld 210881 s _at Degradagéo de proteina
CONMDS* Dominio COMMcontendo€ __ _ - 225312 at Inibigo da sinelizago NF-Kappad
UBLE" Ubiquitina-simitar 5 chrtBp133 218011 at Ubiquitinagéo
Estabilizagdo da proteina p53, amesto de ciclo celular
Apoptose MRPE4T* Protsina ribossomal mitocondrial L41 chriq34.3 225425_s_at (P2H{WAF1/CIP1) @ p27(Kip1) dopendents)
PDCBID* Morte celular programada 10 chr3g28.1 210907 s at | Iniciagio da apoptose
POLDS Morte coludar programada § chriggl2- 227751 at Iniciagdo da apoptose
Programa de x Complexo nascente-polipetideo-associado ohri2q2d- y . L
. i NAcA Paiigentideosfa . 224 1 220018 at Dierenciagdo eftride
 Cido celulr — Emﬂla com s similaridade de sequéncia 82, elemento chricp13 218548 & at Regulago da dindmica de microibulo
SplicingdeRNA | coagt 1+ Ciclina L1 chr3q25.32 155541 a at | Processamento pré-RNAm
Fator de procassamento pré-mRNA PRP39
PREF38" Hombloao (S, cerevisae) chridq21 3 200553 s at | Processamento pré-RNAM
LSMI Homdlogo LSM::,:NA nuclear pe)queno UB6 associado chedp25.14 202200_at Proc to pré-RNAM
Fator de splicing, rico em arginina/serina 7,
SFRST 35kDa chedp23.4 242640 at Regulagéo de splicing de RNA
Fator de processamento pré-mRNA PRP4
FRPF48" Hombioao § flevgdura) chelp25.2 20227 at Processamento pré-RNAM
Fosforilzagéo Sintetase ATP, transporte H+, complexo FD
oxidativa ATP5S* ‘mitocondrial, sub-unidade s (fator B) chrido2 1 208992_s at Sub-unidade de sintase mitocondrial de ATP
Desidrogenase NADH (ubiquinona) 1 C o complexo 1 multi-subuni t
NDUFA2* subgomolexoalfa. 2 . . chrBg3t 209224 s at enzima
Sintetase ATP, transporte H+, complexo FD mitocondri-
ATPSS2 al, sub-unidade F2 chrPgdd t 202881 s at Sub-unidade de sintase mitocondrial de ATP
Membrana mitocondrial intema IMP1 peptidase-
BAMPAL semelhante chritpia 230556 _at Protodiise
Desconhecido . .
ASTE1* Homélogo asterdide 1 {Drosophita) chede22t 24135 s at Desconhecido
MGCAISTI® Proteina hipotética ; 81571 she3p24.1 225283 at Desconhecido
WDRS3* Dominio de repeticio WD 53 chr3g29 227844 at Desconhecido
CKFZPBOBAI0121* | Proteina hipotética chr?g2y.13 224311 s at  [Desconhecido
CHCHDE® Bominio héice-bobina-héica contondo 8 chritg¥34 | 220647 st | Desconhecido
FLIAZ745" Protsina hipotética FLIBDT45 23 235844 at Desconhecido
CHURC1" Dominio Churehill contendo 1 chrt4o23.3 233268 s at ___[Desconhecido
XTP3TPA* Proeina XTPS torsativada 1A chrigpi1.2 | 218060 at Desconhecido
FLI37053" Proteina potéfica  ; FL 137083 shedn33a | 235181 ot Desconhecido
SHORDE0A* RNA nuclear pequeno, G/D caixa gy S04 chrdgid.3 DS4RRY B Desconhecido
LOTH44053*  Proteina hipotética :LOCA4A083 chrigtt 235468 s _at D i
THEMISY Proteina transmembrana ; y4¢ s ) 225588 at Desconhecido
CRorfsn* Estrutura de leitura aberta do cromossomo 8 59 chirBg21.2 228165 Desconhecido

O poder de classificacao desta assinatura de separagéo foi ilustrado, classificando
as 16 amostras positiva e negativas para ALDEFLUOR com os 413 genes/ESTs diferenci-
almente expressos. O agrupamento hierarquico classificou 15 das 16 amostras (Fig. 2A).

Vérios genes conhecidos por desempenhar um papel na biologia de células-tronco
estavam ascendentemente regulados nas populagdes positivas para ALDEFLUOR (Tabela
1), incluindo NFYA, NOTCH2, PCNX, RBM15, ST3GAL3 e TPRXL. Outros genes codificam
proteinas que desempenham um papel putativo ou ndo caracterizado na fungédo das células-
tronco, como ARID1B, RAD51L1 e o receptor de quimiocina CXCR1/IL8RA (27). Genes
subexpressos na populagédo positiva para ALDEFLUOR estdo envolvidos na diferenciagdo
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celular, apoptose, splicing de RNA e metabolismo mitocondrial.

Para aumentar a estringéncia da andlise, o limiar da analise de Mann e Whitney foi
elevado para o risco 0,5 e obteve uma lista de 49 genes/ESTs que separou as populagdes
positiva e negativa para ALDELFLUOR (genes com asterisco nas Tabelas 1-2). Com esta
lista, todas as células positivas para ALDEFLUOR, com excepg¢do de SK-BR-7, ficaram no
mesmo grupo. Entre estes 49 genes/ESTS, 45 corresponderam a genes Unicos identifica-
dos; apenas 3 destes 45 foram superexpressos no grupo positivo para ALDEFLUOR, en-
quanto 42 foram subexpressos. Genes superexpressos caracterizados codificam uma prote-
ina F-box FBX021 e CXCR1/IL8RA. Genes subexpressos incluem aqueles que codificam
proteinas mitocondriais (MRPL41, MRPL42, MRPL47, MRPL54, MRPS23, IMMP1L) e fato-
res de diferenciagdo (NACA) e de splicing de pré-mRNA (LSM3, fator de processamento de
pré-mRNA PRPF39 e PRPF4B). A validagdo cruzada que deixa um de fora (Leave-one-out)
(LOOCYV) a 0,5% de risco estimou a exatiddo da predigdo da assinatura molecular identifica-
dora e 88% das amostras foram preditas na classe certa com esta "assiantura de célula-
tronco cancerosa", confirmando a analise supervisionada.

Avaliagdo de RT-PCR quantitativa confirmou um aumento significativo de CXCR1 e
FBX021 em células positivas para ALDEFLUOR. A analise por RT-PCR quantitativa de cin-
co genes discriminantes superexpressos em populacdes positivas para’ ALDEFLUOR
(CXCR1/IL8RA, FBXO21, NFYA, NOTCH2 e RAD51L1) foi realizada. Trés linhagens celula-
res utilizadas na andlise de caracterizagdo de perfis (BrCa-MZ-01, MDA-MB-453, SUM159)
e duas linhagens celulares luminais adicionais (MCF7, S68) foram classificados pelo ensaio
ALDEFLUOR e populagbes positivas e negativas para ALDEFLUOR foram processadas
separadamente para andlise de RT-PCR quantitativa. O nivel de expressdo na RT-PCR
quantitativa de CXCR1 e FBXO021 é apresentado na Fig. 2 B e C. Os niveis de expressido
génica medidos por RT-PCR quantitativa confirmaram os resultados obtidos utilizando mi-
croarranjos de DNA com um aumento do nivel de mRNA de CXCR1 e FBX021 na popula-
Gao positiva para ALDEFLUOR em relagdo a populagdo negativa para ALDEFLUOR (p
<0,05).

IL8 promove auto-renovagéo de células-tronco cancerosas . Os estudos de caracte-
rizagdo de perfil sugerem que o receptor de IL8 CXCR1/IL8RA foi consistentemente expres-
so ha populagdo de células positivas para ALDEFLUOR. Para confirmar esta associagéo, a
expressdo da proteina de CXCR1/IL8RA foi medida por citometria de fluxo em populagdes
positivas e negativas para ALDEFLUOR. As populagdes positivas e negativas para
ALDEFLUOR de quatro linhagens celulares diferentes foram isoladas por FACS, fixadas é
marcadas com um anticorpo monoclonal de CXCR1 marcado com ficoeritrina. Como mos-
trado na Fig. 3A, células positivas para ALDEFLUOR estavam altamente enriquecidas com

células positivas para CXCR1 em comparagédo com as populagdes ALDEFLUOR-negativas.
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Para determinar se a sinalizagdo de IL8 é importante na fungéo de células-tronco,
quatro BCLs foram tratadas com IL8 recombinante humana para determinar seu efeito sobre
a populagdo de células-tronco cancerosas, conforme medido pela formagéo de tumoresferas
e pela atividade enzimatica de ALDH. Como mostrado na Fig. 3B, a adi¢cdo de IL8 aumentou
a formacgado de tumoresferas primarias e secundarias de uma forma dose-dependente. Além
disso, a IL8 aumentou a populagdo ALDEFLUOR-positiva de uma forma dose-dependente
em cada uma das quatro BCLs analisadas (Fig. 3C). Isso ilustra o poder da "assinatura
CSC" para identificar vias que podem desempenhar um papel na fungdo de células-tronco.

O eixo de IL8/CXCR1 esta envolvido na invaséo de células-tronco cancerosas. O
eixo de IL8/CXCR1 foi relatado como desempenhador de um papel na invasédo por células-
tronco cancerosas (28, 29). Um ensaio de invasdo de Matrigel foi utilizado, com soro como
atrativo, para examinar a capacidade das populagdes de células positivas e negativas para
ALDEFLUOR de trés linhagens celulares diferentes (HCC1954, MDA-MB-453, SUM159) em
invadir. Como mostrado na Fig. 4A, céluias positivas para ALDEFLUOR demonstraram inva-
sdo através de Matrigel 6 a 20 vezes maior que a da populagéo negativa para ALDEFLUOR
(p < 0,01). Quando usado como quimioatrativo, a IL8 (100 ng/mL) aumentou a invensé&o por
células ALDEFLUOR-positivas (p<0,05) (Fig. 4A). Em contraste com os seus efeitos sobre
as células positivas para ALDEFLUOR, a IL8 ndo teve qualquer efeito sobre a capacidade
invasiva de células negativas para ALDELFLUOR. Estes resultados indicam que as células-
tronco cancerosas exibiram comportamento invasivo e além disso que a IL8 facilita esse
processo.

Células positivas para ALDEFLUOR aumentaram o potencial metastatico. Foi pro-
posto que CSCs desempenham um papel crucial na metastase do cancer (30, 31). Os expe-
rimentos acima demonstraram que as células ALDEFLUOR-positivas tém maior capacidade
invasiva em relagdo as células ALDEFLUOR-negativas. Para determinar a relagéo entre a
positividade para ALDEFLUOR e a capacidade metastatica, HCC1954, MDA-MB-453 e
SUM159 foram infectadas com um sistema repdrter de lentivirus e luciferase. Células infec-
tadas com luciferase foram triadas utilizando o ensaio ALDEFLUOR e introduzidas em ca-
mundongos NOD/SCID por injegdo intracardiaca. Uma suspensdo de 100.000 células de
cada populagao foi injetada e a metastase foi avaliada pela imagem de bioluminescéncia.
Camundongos inoculados com células positivas para ALDEFLUOR desenvolveram metéas-
tases em diferentes locais e exibiram uma emissédo maior de fluxo de fétons que camundog-
nos inoculados com células ndo separadas, que desenvolveram ndo mais que uma metas-
tase por camundongo, ou camundongos inoculados com células negativas para
ALDEFLUOR, que desenvolveram apenas metastases ocasionais limitadas aos linfonodos
(Fig. 4B-J). Cortes histologicos confirmaram a presenca de metastases nesses locais (Fig.

4K-M). Assim, a capacidade metastatica de BCLs é predominantemente mediada por CSCs



10

15

20

25

30

35

77

contidas na populagao positiva para ALDEFLUOR.

A hipotese de que tumores sdo organizados em uma hierarquia celular impulsiona-
da por CSCs tem implicagbes fundamentais para a biologia do cancer, assim como implica-
¢Oes clinicas para a precoce detecgéo, prevengdo e tratamento do céncer. Evidéncias das
CSCs baseou-se em grande parte em modelos de xenoenxerto de passagem primaria e
inicial (32-34). Entretanto, o sucesso do estabelecimento do xenoenxerto de tumor de mama
foi baixo particularmente para certos subtipos moleculares. Em contraste com os tumores
primarios, linhagens celulares estéo disponiveis em quantidades ilimitadas e fornecem ape-
nas populagdes carcinomatosas para analise molecular sem o tecido normal e estroma. No
cancer de mama, foi produzido um grande numero de linhagens celulares imortalizadas que
representam os diferentes subtipos moleculares encontrados em cénceres de mama huma-
nos primarios (2, 20). Entretanto, uma questdao fundamental permanece: com que seme-
lhanga estas linhagens celulares sédo capazes de recapitular a biologia do cancer de mama
humano.

Evidéncia in vivo de células-tronco em linhagens celulares. Estudos recentes suge-
rem que, embora linhagens celulares possam ser derivadas de modo clonal, elas contém
uma hierarquia celular que representa diferentes estagios da diferenciagdo celular. Varios
estudos utilizaram marcadores como CD44+/CD24- para identificar CSCs dentro de linha-
gens celulares de cancer de mama. Entretanto, sua utilidade ¢ limitada pela observagéo de
que frequentemente uma grande porcentagem de células dentro de uma linhagem celular
expressa esses putativos marcadores de células-tronco. Por exemplo, mais de 90% das
células em linhagens celulares de cancer de mama basal exibem o fenétipo CD44+/CD24-.
Na verdade, o fenétipo CD44+/CD24- n3o isolou a populagdo tumorigénica dessas linha-
gens celulares (Ginestier et al. Cell Stem Cell 1:555-567., aqui incorporada como referéncia
em sua totalidade). Uma abordagem alternativa foi utilizada usar o SP dessas linhagens
celulares. Entretanto, estudos funcionais utilizando coloragdo Hoechst séo limitados pela
toxicidade deste agente (35). HaA também evidéncias de que a atividade funcional das célu-
las-tronco ndo esta contida dentro do SP (36).

A atividade de ALDH avaliada pelo ensaio ALDEFLUOR isola células com proprie-
dades de células-tronco de varios tipos de cancer (14, 37). Neste exemplo foi demonstrado
que 23 das 33 BCLs (predominantemente linhagens basocelulares) contém uma populagéo
positiva para ALDEFLUOR. Falta de uma populagéo positiva para ALDEFLUOR em algumas
BCLs luminais pode indicar que essas BCLs luminais s&o derivadas de células progenitoras
negativas para ALDEFLUOR.

Este exemplo utilizou ensaios in vivo em camundongos NOD/SCID para demonstrar
as propriedades de células-tronco das populagbes positivas para ALDEFLUOR. A auto-
renovacéo foi demonstrada por passagem seriada em camundongos NOD/SCID e a diferen-
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ciagdo foi demonstrada pela capacidade de células positivas para ALDEFLUOR, mas ndo
das negativas para ALDEFLUOR em regenerar a heterogeneidade celular do tumor inicial.

Uma assinatura de células-tronco de cdncer de mama. Utilizando oito linhagens ce-
lulares de mama, este Exemplo identificou 413 genes cuja expressédo discrimina células po-
sitivas de negativas para ALDEFLUOR. Essa assinatura contém uma série de genes conhe-
cidos por desempenhar um papel na biologia das células-tronco. Genes superexpressos na
populagao positiva para ALDEFLUOR incluem o homdélogo 2 de Notch (NOTCHZ2), que regu-
la a auto-renovacgéo e a diferenciagio de células-tronco mamarias (18, 38), NFYA, conheci-
do por regular a auto-renovagéo e a diferenciagdo de células-tronco. (39, 40), o homélogo
de pecanex PCNX, RBM15/0TT, que desempenha um papel pleiotrépico em células-tronco
hematopoéticas (41) e afeta a diferenciagdo mieloide através da sinalizagdo de NOTCH
(42), o fator semelhante a homeobox TPRXL envolvido no desenvolvimento embrionario,
ST3GAL3, que codifica uma antigeno embrionario estagio-especifico 4 sintase, associada
ao desenvolvimento fetal e a carcinogénese renal e gastrica (43). Notavelmente, a proteina
do antigeno embrionario estagio-especifico 4 (SSEA-4) é expressa em populagbes de célu-
las-tronco, tais como células-tronco CXCR4+/CD133+/CD34+/lin- no sangue do corddo um-
bilical humano e células-tronco mamérias quiescentes (44).

Genes subexpressos na populagéo positiva para ALDEFLUOR estdo envolvidos na
diferenciagdo celular, apopfose e oxidagdo mitocondrial. Eles incluem genes que codificam
subunidades alfa de complexo associado ao polipeptideo nascente NACA, proteinas de
morte programada PDCD5 e PDCD10, proteina de ribossomo mitocondrial L41 (MRPL41),
que induz a apoptose através de maneira P53-dependente e independente através de BCL2
€ caspases e proteinas envolvidas em processos mitocondriais como a fosforilagéo oxidativa
(NDUFA2, ATP5J2, IMMP1L) e sintese proteica na mitocondria (MRPL42, MRPL47,
MRPL54, MRPS23). A regulagdo descendente de genes apoptéticos em CSCs pode de-
sempenhar um papel na resisténcia destas células a radiagdo e quimioterapia (45, 46).
ALDH1A1 néo foi identificado como um gene diferencialmente expresso na assinatura posi-
tiva para ALDEFLUOR. Entretanto, a analise do perfil de expressdo génica de BCLs indivi-
duais revelou que, embora algumas tenham exibido expresséo diferencial de ALDH1A1 na
populagdo positiva para ALDEFLUOR, outras mostraram expressdo diferencial de
ALDH1A3, uma isoforma diferente de ALDH nesta populagao. Isto sugere que a expressao
de diferentes isoformas de ALDH poderia contribuir para o fendtipo positivo par
ALDEFLUOR.

De quimiocinas a "troncocinas.” A expressdo de CXCR1, um receptor de IL8, esta
aumentada em uma variedade de canceres (47-50). Embora a expressao de IL8 esteja as-
sociada ao cancer de mama ER-negativo (51), esta quimiocina nao foi anteriormente relata-

da como desempenhadora de papel na fungdo de células-tronco. Sua implicagdo na regula-



10

15

20

25

30

35

79

¢éo de crescimento e metastase é bem estabelecida no céncer de préstata independente de
androgénio (52). Além disso, o nivel de expressao de IL8 esta associado a tumorigenicidade
e metastase através da angiogénese e produgdo de VEGF (53, 54). Os dados de expresséo
génica foram validados de trés maneiras. Primeiro, a analise por RT-PCR quantitativa con-
firmou um aumento significativo do RNAm de CXCR1 na populagdo positiva para
ALDEFLUOR tanto de linhagens celulares incluidas como n3o incluidas na analise de carac-
terizagédo de perfil. Segundo, demonstrou-se utilizando citometria de fluxo que células con-
tendo CXCR1 foram encontradas exclusivamente na populagéo positiva para ALDEFLUOR.
Terceiro, a IL8 recombinante aumentou a formagdo de mamoesfera e a porcentagem de
células positivas para ALDEFLUOR em BCLs. O eixo IL8/CXCR1 assim, parece regular a
proliferagdo ou auto-renovagdo de células-tronco mamarias. Ja& que células endoteliais e
estromais secretam IL8, esta quimmiocina parece desempenhar um papel na mediagédo de
interagdes entre células-tronco tumorais e o microambiente tumoral.

Estudos recentes sugeriram um papel para as interleucinas/quimiocinas na regulagéo
das CSCs (55, 56). Isso inclui um papel para a IL6 em CSCs de mama e para a I1L4 na mediagéo
da quimiorresisténcia de CSCs de colon (56-59). Estes fatores podem estar envolvidos na associ-
acéo entre inflamagéo e cancer. Isto também inclui um papel para CCL5 (RANTES), uma quimio-
cina secretada por células-tronco mesenquimais, que atua como um fator paracrino e intensifica a
motilidade, invasdo e metastase de células de cancer de mama (55).

As raizes da metastase. CSCs podem ser responsaveis pela mediagdo de metasta-
ses de tumor. Um elo entre CSC e metastase foi sugerido pela primeira vez com a identifi-
cagdo de genes de células-tronco em uma assinatura de 11 genes gerada usando o perfil
comparativo de tumores metastaticos e primarios em modelo de camundongo transgénico
do cancer de préstata e pacientes com céncer (60). Essa assinatura foi também um podero-
so preditor de recorréncia da doenga, morte apds a terapia e metastases distantes em uma
variedade de tipos de cancer. Este exemplo demonstrou que células positivas para
ALDEFLUOR sdo mais metastaticas que células negativas para ALDEFLUOR e que a ILS,
relatada previamente como desempenhadora de um papel na metastase tumoral, promove a
invasdo e quimiotaxia de células-tronco cancerosas, que preferencialmente expressam o
receptor de IL8, CXCR1. A capacidade de isolar células-tronco cancerosas metastaticas de
linhagens celulares deve facilitar os estudos sobre os mecanismos moleculares pelos quais
as células-tronco cancerosas mediam a metastase do tumor.

EXEMPLO 2

Inibicdo de CXCR1 e Terapia de Combinagéo

Este exemplo descreve varios métodos utilizados para testar o efeito da inibicdo de
CXCR1 em células tumorais, assim como a combinagdo da inibigdo de CXCR1 em combi-
nagdo com um agente antimitético (docetaxel).
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Efeito da inibigdo de CXCR1 no crescimento celular e na populagdo positiva para
ALDEFLUOR da linhagem celular SUM159.

A linhagem celular SUM159 foi cultivada em condigdo aderente e as células trata-
das usando o inibidor de CXCR1/CXCR2, Repertaxina, ou dois anticorpos especificos de
bloqueio para CXCR1 ou CXCR2. Apés 4 dias de tratamento, o efeito sobre o crescimento
celular foi analisado usando o ensaio MTT (Figura 5A) e sobre a populagdo de células-
tronco cancerosas usando o ensaio ALDEFLUOR (Figura 5B). Mais de 95% de inibigdo do
crescimento celular foi observado nas células tratadas com Repertaxina ou com o anticorpo
de blogueio a CXCR1, enquanto nenhum efeito foi observado para as células tratadas com o
anticorpo de bloqueio a CXCR2 (Figura 5A). Curiosamente, efeito similar foi observado na
populagao positiva para ALDEFLUOR com uma reducgdo de 80% e 50% da populagédo posi-
tiva para ALDEFLUOR nas células tratadas com Repertaxina e anticorpo de bloqueio a
CXCR1 respectivamente (Figura 5B).

Tratamento com Repertaxina induz um efeito espectador mediado pela sinalizagédo
de FAS/ligante de FAS

Células da linhagem celular SUM159 foram cultivadas em condi¢gdes aderentes e,
em seguida, tratadas com Repertaxina, isoladamente ou em combinagdo com um antagonis-
ta de FAS. Curiosamente, a inibigdo do crescimento celular induzida pelo tratamento com
Repertaxina foi parcialmente recuperada pela adicdo de um antagonista de FAS. (anti/Fas-
ligante da BD PharMingen (cat # 556371)). Além disso, as células tratadas com um agonista
de FAS apresenta‘ram uma inibi¢do do crescimento celular similar aquele das células trata-
das com Repertaxina. Estes resultados sugerem que o tratamento com a Repertaxina induz
um efeito espectador mediado pela sinalizacdo de FAS/ligante de FAS.

Efeito do tratamento com Repertaxina sobre a ativagdo de FAK, AKT e FOXOAS3.

Para avaliar o efeito do tratamento com Repertaxina sobre a sinalizagdo a jusante de
CXCR1, células SUM159 foram cultivadas, durante 2 dias, em condi¢édo aderente na auséncia ou
na presenc¢a de 100nM de Repertaxina e marcadas por imunofluorescéncia com anticorpos contra
p-FAK, p -AKT e FOXOAS3. Nas células ndo tratadas (Fig. 7A), detectou-se que 30% das células
expressando p-FAK e 10% das células expressando p-AKT apresentaram inativagdo, enquanto
células tratadas com Repertaxina exibiram uma completa inativacéo de p-FAK e p-AKT (Fig. 7B).
As células SUM159 ndo tratadas apresentaram 80% de células positivas no citoplasma para
FOXOA3. Curiosamente, células SUM159 tratadas com Repertaxina apresentaram 80% de célu-
las positivas no ndcleo para FOXOA3. A alteragdo na localizagdo celular de FOXOA3 do
citoplasma para o nucleo indica uma ativagéo da proteina FOXOAS3. "

Curvas de crescimento de tumores apds o tratamento com Repertaxina, docetaxel
ou com a combinaggo

O efeito de repertaxina, docetaxel, ou da combinagdo deles foi avaliado utilizando
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uma linhagem celular de cancer de mama (8A, SUM159) e trés xenoenxertos de cancer de
mama humano gerados a partir de diferentes pacientes (88, MC1; 8C, UM2; 8D, UM3). Para
cada amostra, 50.000 células foram injetadas na bolsa de gordura mamaria de camundon-
gos NOD-SCID que foram monitorados pelo tamanho do tumor. Inje¢gdes foram iniciadas
quando o tamanho do tumor era de cerca de 4 mm. A Repertaxina foi injetada (15 mg/Kg)
duas vezes por dia por 28 dias ou uma vez por semana, docetaxal foi injetado .P. (10
mg/Kg), ou a combinagdo (Repertaxina/Docetaxel) foi empregada. A Figura 8 mostra os ta-
manhos dos tumores antes e durante o desenrolar de cada tratamento indicado (seta, inicio
do tratamento). Resultados similares foram observados para cada amostra (SUM159, MCH1,
UM2, UM3), com uma redugdo estatisticamente significante do tamanho do tumor, quando
tratadas com docetaxel isoladamente ou com a combinag¢ao rpertaxina/docetaxel comparada
ao controle (p <0,01), enquanto nenhuma diferenga significativa foi observada entre o cres-
cimento dos tumores de controle e os tumores tratados com repertaxina.

Efeito do tratamento com repertaxina, docetaxel, ou com a combinag&o sobre a po-
pulagéo de células-tronco cancerosas, conforme avaliado pelo ensaio ALDEFLUOR

A atividade de ALDH foi avaliada pelo ensaio ALDEFLUOR para analisar o tamanho
das populagdes de células-tronco cancerosas em cada tumor (9A. SUM159, 9B. MC1, 9C.
UM2, 9D. UMB3) tratado com repertaxina, docetaxel ou com a combinagao. Resultados simi-
lares sdo observados para cada amostra. Xendenxertos tumorais tratados com docetaxel
mostraram porcentagem similar ou aumento de porcentagem de células positivas para
ALDEFLUOR em comparagédo com o controle, enquanto o tratamento com repertaxina iso-
ladamente ou em combina¢do com docetaxel produziu uma diminui¢gdo estatisticamente sig-
nificativa nas células positivas para ALDEFLUOR com 65% a 85% menos células-tronco
cancerosas em comparagdo com o controle (p <0,01).

Efeito do tratamento com repertaxina, docetaxel, ou com a combinagdo sobre a po-
pulacdo de células-tronco cancerosas, conforme avaliado por implantagdo em um camun-
dongo secundario.

Diluigbes em série de células obtidas de tumores primarios (10A. SUM159, 10B.
MC1, 10C UM2., 10D. UM3) sem tratamento (controle) e tratados com repertaxina, doceta-
xel ou com a combinagao foram implantados na bolsa de gordura mamaria de camundongos
NOD-SCID secundarios. Tumores primarios controle e tratados com docetaxel formaram
tumores secundarios em todas as diluigbes enquanto, apenas uma maior concentragéo de
tumores primarios tratados com repertaxina ou em combinagdo com docetaxel foi capaz de
formar tumores secundarios tardios, que eram de tamanho significativamente menor que o
dos tumores controle ou tratados com docetaxel (p <'0,01). Além disso, 1.000 e 100 células
primarias tratadas com a combinagdo ndo conseguiram formar tumores secundarios para 3
das 4 amostras (SUM159, UM2, UM3).
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O tratamento com repertaxina reduz o potencial metastatico da linhagem celular
SUM159

A linhagem celular SUM159 foi infectada com um lentivirus expressando luciferase e
250.000 células infectadas com luciferase foram inoculadas no coragdo de camundongos
NOD/SCID. Os camundongos foram organizados em dois grupos. Os dois grupos de camundon-
gos foram tratados 12 horas apés a injegéo intracardiaca quer com injegdo s.c. de solugéo salina
quer com injegdo s.c. de repertaxina (15mg/kg), duas vezes por dia durante 28 dias. A formagéo
de metastase foi monitorada através de imagem de bioluminescéncia (11B: Camundongos trata-
dos com solugdo salina; 11C: Camundongos tratados com repertaxina). A quantificagdo do fluxo
de fétons normalizado medido em intervalos semanais apds a inoculagdo revelou um aumento
estatisticamente significativo da formag&o de metastase no grupo de camundongos tratados com
solugdo salina em comparagéo ao grupo de camundongos tratados com repertaxina (11A).

EXEMPLO 3

Tratamento de células-tronco cancerosas por bloqueio de CXCR1

Este exemplo demonstra o efeito da inibicdo de CXCR1 nas células tumorais, tanto
através de ensaios in vitro como de modelos de camundongo.

Dissociagéo do tecido mamario. Cem a duzentos gramas de tecido mamario normal
de mamoplastias de redugédo foram picados com bisturis, dissociados enzimaticamente e
células individuais foram cultivadas em suspensdo para gerar mamoesferas ou sobre um
substrato de colageno em condi¢do aderente para induzir a diferenciagdo celular (Dontu et
al. Genes Dev. 17:1253-1270., aqui incorporada como referéncia em sua totalidade).

Cultura de células. Linhagens celulares de cancer de mama foram cultivadas usan-
do condi¢des de cultura recomendadas (Charafe-Jauffret et al. Cancer Res. 69:1302-1313.
, aqui incorporada como referéncia em sua totalidade). Linhagens celulares de cancer de
mama foram tratadas em condigdo aderente com repertaxina (Sigma-Aldrich), anticorpo mo-
noclonal de camundongo anti-CXCR1 humano (Clone 42705, R&D Systems), anticorpo mo-
noclonal de camundongo anti-CXCR2 humano (clone 48311, R&D Systems), anticorpo mo-
noclonal de camundongo anti-CD95 humano (clone DX2, BD Pharmingen) utilizado como
um agonista da sinalizagdo de FAS, anticorpo monoclonal de camundongo anti-FAS-ligante
humano (clone NOK-1, BD Pharmingen) utilizado como um antagonista da sinaliza¢éo de
FAS, ou com docetaxel (Taxotere, da Sanofi-Aventis).

Viabilidade celular. Para ensaios de MTT, as células foram plaqueadas em condi-
¢Oes de aderéncia em placas de 96 pogos a 5.000 células por pogo. Depois um dia, o trata-
mento com repertaxina foi iniciado. O efeito do tratamento com repertaxina na viabilidade
celular foi estimado em momentos diferentes pela adigdo de 20 yL da solugdo de MTT (5
mg/mL em PBS) em cada pogo. As células foram entdo incubadas por 1 hora a 37°C, segui-
da pela adigdo de 50 uL de DMSO a cada pogo. A absorbancia foi medida a 560 nm em lei-
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tor de placas de fluorescéncia (Spectrafluor, Tecan). Para ensaios TUNEL, as células foram
plaqueadas em condigbes de aderéncia em placas de 6 pogos a 50.000 células por pogo.
Depois um dia, o tratamento com repertaxina foi iniciado. O nimero de células apoptéticas
foi estimado apds quatro dias de tratamento. As células foram fixadas em 3,7% de formalde-
ido e coradas utilizando o kit TACS TdT (R&D Systems). Os nucleos foram contracorados
com DAPI/antifade (Invitrogen). Os cortes foram examinados com um microscépio de fluo-
rescéncia (Leica, Bannockborn, IL, EUA), com células apoptéticas detectadas em verde.

Ensaio ALDEFLUOR. O kit ALDEFLUOR (StemCell technologies) foi usado para i-
solar a populagdo com alta atividade enzimatica de ALDH usando um FACStarPLUS (Bec-
ton Dickinson), como descrito anteriormente (Ginestier et al. Cell Stem Cell 1:555-567., aqui
incorporada como referéncia em sua totalidade). Para eliminar células de origem de camun-
dongos dos tumores xenotransplantados, a populag¢éo celular foi marcada com um anticorpo
anti-H2Kd (BD Biosciences, 1/200, 20 min no gelo), seguido por marca¢gdo com um anticor-
po secundario marcado com ficoeritrina (PE) (Jackson labs, 1/250, 20 min no gelo).

Teste ELISA. Para medir o nivel de ligante de FAS soltvel secretado no meio de
cultura de células tratadas ou ndo com repertaxina, foi utilizado o Elisa de Human sFAS Li-
gand (Bender MedSystems). A absorbancia foi lida em um espectrofotdmetro utilizando 450
nm como o comprimento de onda primario.

Transferéncia (blotting) de Western. As células foram lisadas em tampédo de Laem-
mli e carregadas em géis de SDS-poliacrilamida. As transferéncias foram incubadas com os
respectivos anticorpos primarios diluidos em TBST (contendo 0,1% de Tween20 e 2% de
BSA), quer durante a noite a 40 quer por 2 horas em temperatura ambiente. As transferén-
cias foram lavadas e incubadas com anticorpos secundarios apropriados (GE Healthcare,
UK) e detectadas usando o substrato quimioluminescente SuperSignal West Pico (Pierce).

Imunomarcagdo. Para a marcagdo de imunofluorescéncia, células positivas para
CXCRH1 triadas foram fixadas com metanol a 95% a -20°C por 10 minutos. As células foram
reidratadas em PBS e incubadas com os respectivos anticorpos em temperatura ambiente
por 1 hora. Os anticorpos primarios utilizados foram P-FAK (1:50, Cell Signaling Technol-
ogy), P-AKT (1:300, Cell Signaling Technology) e FOXO3a (1:250, Cell Signaling Technol-
ogy). As laminas foram em seguida lavadas e incubadas por 30 minutos com anticorpos se-
cundarios conjugados a PE (Jackson Labs). Os nucleos foram contracorados com
DAPI/antifade (Invitrogen) e cobertos com laminulas. Os cortes foram examinados em um
microscopio de fluorescéncia (Leica, Bannockborn, IL, EUA). A imuno-histoquimica para a
detecgdo da expressdo de ALDH1 (1:100, BD Biosciences), P-FAK, P-AKT, FOXO3a foi
feita em corte de parafina (Ginestier et al. Am. J Pathol. 161:1223-1233., aqui incorporada
como referéncia em sua totalidade). A marcagao foi feita utilizando o kit Histostainplus (Zy-
med laboratories). Diaminobenzidina (DAB) ou 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) foi usado como
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cromoégeno e os cortes foram contracorados.

Modelo animal. A tumorigenicidade de células SUM159 ALDELFUOR-
positivas/CXCR1-positivas e ALDEFLUOR-positivas/CXCR1-negativas foi avaliada em ca-
mundongos NOD/SCID (Ginestier et al. Cell Stem Cell 1:555-567., aqui incorporada como
referéncia, em sua totalidade). A linhagem celular SUM159 e trés xenoenxertos de cancer
de mama humano primario gerados a partir de trés pacientes diferentes (MC1, UM2, UM3)
foram utilizados para determinar a eficiéncia do tratamento com repertaxina sobre o cresci-
mento tumoral (Ginestier et al. Cell Stem Cell 1:555-567., aqui incorporada como referéncia
em sua totélidade). Células destes tumores foram transplantadas ortotopicamente na bolsa
de gordura depurada humanizado de camundongos NOD/SCID, sem cultivo in vitro. Bolsas
de gordura foram preparadas como descrito anteriormente (Ginestier et al. Cell Stem Cell
1:555-567., aqui incorporada como referéncia em sua totalidade). Cinquenta mil células de
cada xenotransplante foram injetadas na bolsa de gordura humanizada de camundongos
NOD/SCID e o crescimento do tumor foi monitorado. Quando o tamanho do tumor era de
aproximadamente 4 mm, o tratamento com repertaxina isoaladamente (s.c., 15mg/Kg duas
vezes ao dia, durante 28 dias), docetaxel isoladamente (i.p., 10mg/kg, uma vez por semana,
durante 4 semanas), em combinagéo (repertaxina/docetaxel), ou um grupo controle injetado
com salina (i.p,, uma vez por semana e s.c. duas vezes ao dia, durante 28 dias) foi iniciado.
Os animais foram sacrificados, quando os tumores tinham aproximadamente 1,5 cm no mai-
or didmetro, para evitar a necrose do tumor e em conformidade com os regulamentos para o
uso de animais vertebrados em pesquisa. Uma parte de cada bolsa de gordura injetada foi
fixada em formalina e incluida em parafina para analise histolégica. O restante das células
tumorais foram re-implantadasd em camundongos NOD/SCID secundarios. Diluigbes seria-
das de células foram utilizadas para a re-implantagdo com a injegéo de 10.000, 1.000 e 100
células para cada tumor tratado.

Cultura independente de ancoragem. BCLs tratadas, em condi¢bes de aderéncia, com
repertaxina (100nM), anticorpo anti-CXCR1 (10ug/ml), ou anti-CXCR2 (10ug/ml) foram dissocia-
das e plaqueadas como células isoladas em placas de ades&o ultrabaixa (Corning, Acton, MA) em
baixa densidade (5.000 células vidveis/mL). As células foram cultivadas como descrito anterior-
mente (Charafe-Jauffret et al. Cancer Res. 69:1302-1313., aqui incorporada como referéncia em
sua totalidade). Culturas subsequentes apds a dissociagdo de tumoresferas primarias foram pla-
queadsa em placas de adeséo ultra-baixo em uma densidade de 5.000 células viaveis/mL. A ca-
pacidade de células em formar tumoresferas foi quantificada apds a primeira (tumoresferas pri-
marias) e a segunda (tumoresferas secundarias) passagem.

Extragdo de RNA e qRT-PCR. Apbs as células SUM159 serem tratadas, o RNA total foi
isolado utilizando o kit RNeasy Mini (QIAGEN) e utilizado em ensaios de RT-PCR quantitativa em
tempo real (QRT-PCR) em um sistema de detecgdo de sequéncias ABI PRISM® 7900HT. Inicia-
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dores e sondas para o sistema Tagman foram selecionados a partir do site da Applied Biosystems
(www ponto appliedbiosystems ponto com) (ID de ensaio de FAS-Ligante: Hs_00899442_mi; ID
de ensaio de IL8: Hs_00174103_mi, ID de ensaio de TBP: Hs_00427620_mi). O nivel de expres-
sao relativa de RNAmM de FAS-Ligante e IL8 foi computado com relagédo ao gene TBP como pa-
drdo interno para normalizar as variagdes na qualidade do RNA e na quantidade de cDNA de en-
trada, conforme descrito anteriormente (Ginestier ef al. Clin. Cancer Res. 12:4533-4544., aqui
incorporada como referéncia em sua totalidade).

Anélise por citometria de fluxo. A marcagdo de CD44/CD24/Lin foi realizada (Gines-
tier et al. Cell Stem Cell 1:555-567., aqui incorporada como referéncia, em sua totalidade). A
marcagdo de CD95/FAS foi realizada utilizando-se um anti-CD95 marcado com APC (1:20,
BD biosciences). Para a marcagdo com CXCR1 e CXCR2, anticorpos primarios anti-CXCR1
(1:100, Clone 42705, R&D Systems) e anti-CXCR2 (1:100, clone 48311, R&D Systems) fo-
ram seguidos por uma marcagdo com um anticorpo secundario anti-camundongo marcado
com PE (diluigdo 1:250, Jackson Labs). Células frescas foram coradas com 1ug/mL de Pl
(Sigma) por 5 min para viabilidade.

Infecgao viral. Duas construgées lentivirais diferentes foram produzidas para a expressédo
do gene da luciferase (Lenti-LUC-VSVG) (Charafe-Jauffret et al. Cancer Res. 69:1302-1313,,
aqui incorporada como referéncia, em sua totalidade) e para a inibigdo da expressdo de PTEN
(Lenti-PTEN-SIRNA-DsRed) (Korkaya et al. PLoS Biolog. 7:€1000121., aqui incorporada como
referéncia em sua totalidade), respectivamente. Todos as construgdes lentivirais foram preparadas
pela University of Michigan Vector. Um construgdo adenoviral para a superexpressdo de FAK
(Ad-FAK-GFP) também foi utilizada (Luo et al. Cancer Res. 69:466-474., aqui incorporada como
referéncia em sua totalidade). A infecgdo de células com diferentes vetores foi realizada como
descrito previamente (Charafe-Jauffret et al. Cancer Res. 69:1302-1313., aqui incorporada como
referéncia, em sua totalidade). A eficiéncia de infecgdo foi verificada pela mensuragdo do percen-
tual de células expressando DsRed ou GFP.

Inoculagéo intracardiaca. Camundongos NOD/SCID de seis semanas de idade fo-
ram anestesiados com mistura de isofluorano/ar a 2% e injetados no ventriculo esquerdo do
coragdo com 250.000 células em 100 pL de PBS de Dulbecco estéril livre de Ca2+ e Mg2+.
Para cada uma das trés linhagens celulares (HCC1954, MDA-MB-453 e SUM159) e para
cada tratamento (salina ou repertaxina) seis animais foram injetados. Doze horas apés as
injecdes intracardiacas, os camundongos foram iniciados em inje¢des duas vezes ao dia de
repertaxina ou soro fisiolégico para os controles.

Detecgéo de bioluminescéncia. A bioluminescéncia basal foi avaliada antes da ino-
culagdo e inoculagdes de cada semana depois disso. Procedimentos de detecgdo de biolu-
minescéncia foram realizados conforme descrito anteriormente (Charafe-Jauffret et al. Can-
cer Res. 69:1302-1313., aqui incorporada como referéncia, em sua totalidade). O fluxo de
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fotons normalizado representa a relagdo entre o fluxo de fétons detectado cada semana a-
pds inoculagdes e o fluxo de fétons detectado antes da inoculagéo.

A expressédo de CXCR1 subdivide as populagdes de células-tronco cancerosas. A
identificagdo de vias de sinalizagédo celular que regulam as células-tronco cancerosas (CSC)
fornece potenciais alvos terapéuticos em uma populagdo de células. Uma assinatura de
CSC de mama baseada em caracterizagdo de perfil de expressdo génica que continha va-
rios genes potencialmente envolvidos nas vias regulatérias de CSC de mama foi identificada
(Charafe-Jauffret et al. Cancer Res. 69:1302-1313., aqui incorporada como referéncia, em
sua totalidade). Entre os genes superespressos na populacdo de CSC de mama, CXCR1,

“um receptor que se liga a quimiocina pré-inflamatério IL-8/CXCL8, pareceu ser um candidato

promissor ja que a IL.-8 recombinante estimulou a auto-renovagdo de CSCs de mama (Cha-
rafe- Jauffret et al. Cancer Res. 69:1302-1313., aqui incorporada como referéncia, em sua
totalidade). Utilizando citometria de fluxo, a expressdo da proteina CXCR1 foi medida na
populagdo CSC de mama, conforme avaliado pelo ensaio ALDELFUOR nas linhagens celu-
lares de cancer de mama humano HCC1954, MDA-MB-453 e SUM159. Células com propri-
edades funcionais de células-tronco em xenoenxertos de camundongo NOD/SCID estavam
contidas na populagdo de células ALDEFLUOR-positivas (Charafe-Jauffret et al. Cancer
Res. 69:1302-1313., aqui incorporada como referéncia, em sua totalidade). A populagéo
CXCR1-positiva, que representa menos de 2% da populagéo total, estava quase exclusiva-
mente contida na populagdo ALDEFLUOR-positiva (VEJA a FIG.12A e a Tabela 4).
Tabela 4.

ALDEFLUOR C. Sobreposigdo CXCR1/ALDEFLUOR 'R
(%) (%)

Linhagens celulares de cancer de

mama
HCC1954 342 172 054
MDA-MB-453 422 08 05
SUM159 524 052 0.48

Xenoenxertos de cancer de mama

humano_
MC1 12.3 1.81 1.32
M2 84 1.23 g.88
UM3 97 084 0.76

A expressdo CXCR2 também foi avaliada. CXCR2 é um receptor que pode também
se ligar a IL-8/CXL8, embora com menor afinidade em comparagdo com CXCR1. Em con-
traste com as células CXCR1 positivo, as células CXCR2 positivo foram igualmente distribu-
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idas entre as populagées ALDEFLUOR positivo e ALDEFLUOR negativo (ver figura 12A).
Para determinar a organizagdo hierarquica da populagdo de células-tronco cancerosas de
acordo com a expressdo CXCR1, populagdes de células ALDEFLUOR-positivo/CXCR1-
positivo e ALDEFLUOR-positivo/CXCR1-negativo foram ordenadas e injetadas em camun-
dongos NOD / SCID (ver FIG. 13 Ambas as populagdes de células geraram tumores. A ciné-
tica de crescimento do tumor foi correlacionada com a laténcia e o tamanho da formagéo do
tumor e o nimero de células injetadas. Tumores gerados pela populagdo ALDEFLUOR-
positivo/CXCR1-positivo reconstituiram a heterogeneidade fenotipica do tumor inicial apés
passagens seriadas considerando que a populacdo ALDEFLUOR-positivo/CXCR1-negativo
deu origem aos tumores que contém apenas células ALDEFLUOR-positivo/CXCR1-
negativo. Estes resultados sugerem que a hierarquia celular CSC é organizada de acordo
com a expressdo CXCR1, porém as duas populagdes de células tumorais exibiram capaci-
dade similar.

O bloqueio CXCR1 diminui o cdncer de mama na populagéo de células-tronco in vi-
tro. Trés linhas de células diferentes foram tratadas com com repertaxina (100nM), um inibi-
dor de CXCR1 / 2, para avaliar o efeito do bloqueio CXCR1 sobre a populagdo de mama
CSC (Bertini et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U. SA 101:11791-11796., aqui incorporado por refe-
réncia, na sua totalidade). Para SUM159, apés trés dias de tratamento, uma redugéo de
cinco vezes na proporgédo de células ALDEFLUOR-positiva foi observada (VER FIG. 12B).
Um efeito similar foi observado apds o tratamento de células SUM159 com um anticorpo de
bloqueio anti-CXCR1. Em contraste, nenhum efeito foi observado apés o tratamento com um
anticorpo de bloqueio anti-CXCR2, sugerindo que os efeitos de repertaxina sobre a popula-
¢do ALDEFLUOR-positivo foram mediadas por CXCR1.

Dados de tumores de mama, bem como linhas de células, demonstram que as célu-
las-tronco cancerosas ou células iniciadoras de cancer também podem ser isoladas e pro-
pagadas como "tumoresferas" na cultura de suspenséo (Ponti et al. Cancer Res. 65:5506-
5511., aqui incorporado por referéncia, na sua totalidade). Apds trés dias de tratamento com
repertaxina ou com o anticorpo de bloqueio anti-CXCR1, quando células foram desanexadas
e cultivadas em suspensé@o, uma diminuicdo de oito vezes na formagao da tumoresfera pri-
maria e secundaria foi observada em relagéo aos controles. Em contraste, o anticorpo anti-
CXCR2 de bloqueio ndo teve nenhum efeito sobre a formagdo da tumorsphere (VER FIG.
14).

Surpreendentemente, apés cinco dias de tratamento com repertaxina observamos
uma diminuigdo maciga na viabilidade da populagdo celular total avaliada pelo teste de MTT,
com apenas 3% das restantes células viaveis (ver FIG. 12C). Resultados semelhantes foram
observados com o anticorpo anti-CXCR1 de bloqueio, mas ndo os anticorpos de bloqueio
anti-CXCR2, indicando que este efeito foi dependente do bloqueio de CXCR1. Este efeito de
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repertaxina foi retardado com perda de viabilidade celular a partir de trés dias apés o trata-
mento (ver FIG. 15A). O tratamento com repertaxina induziu um efeito similar na linha celu-
lar do céncer da mama HCC1954 enquanto nenhum efeito foi observado em células MDA-
MB-453 que abrigam uma mutag¢do PTEN (Hollestelle et al. Cancer Res. 5:195-201., aqui
incorporado por referéncia, na sua totalidade). (VIDE FIG. 14, 15B-C, e 16).

Utilizando um ensaio TUNEL, as células SUM159 foram marcadas apos 4 dias de
tratamento com repertaxina e um decréscimo macigo da viabilidade celular, devido a indu-
¢do de apoptose, com 36% de células apoptéticas detectadas apds o tratamento de reperta-
xina foi observada (ver FIG. 12D). Os resultados sugerem que o bloqueio CXCR1 resulta em
uma diminui¢do da popula¢do de mama CSC seguida de indugéo de apoptose em massa na
populagio restante volume do tumor.

Bloqueio CXCR1 induz a morte celular nas células CXCR1 negativo através de um
efeito espectador. A observagdo de que uma morte de célula maciga de anticorpos induz
blogueio de repertaxina ou anti-CXCR1 apesar do fato de que a populagdo CXCR1-positivo
representava menos de 2% da populagdo total de célula sugeriu que bloqueio de CXCR1
em células CXCR1-positivo induziu a morte de células CXCR1-negativo através de um efeito
atmosférico. As populagdes classificadas de CXCR1-positivo e CXCR1-negativo foram tra-
tadas com repertaxina (ver FIG. 12E). Repertaxina diminuiu a viabilidade celular na popula-
¢do CXCR1 positivo dentro de trés dias, enquanto nenhum efeito foi observado na popula-
¢do CXCR1-negativo. Repertaxina induziu a morte celular em massa de células separadas.
O efeito de repertaxina na viabilidade celular das populagbes ndo separadas e CXCR1-
positivo foi dependente de dose (ver FIG. 12E). Os resultados sdo consistentes com o tra-
tamento de repertaxina direcionados a populagdo CXCR1 positivo que, por sua vez, induz a
morte de célula CXCR1 negativo através de um efeito espectador.

Para determinar se este efeito foi mediado por um fator soluvel induzido por reper-
taxin, o meio condicionado foi coletado da populagdo CXCR1 positivo depois de trés dias de
tratamento de repertaxina e dialisada este meio, utilizando uma membrana de 3,5 KDa ex-
clusdo, a fim de remover repertaxina do meio, mantendo moléculas maiores que 3,5 KDa. O
meio condicionado dialisado induziu uma diminuigdo macica da viabilidade celular em am-
bas as populagdbes CXCR1-negativo e ndo separadas, mas ndo na populagcdo CXCR1-
positivo (ver FIG. 12F). Esses resultados demonstram que o bloqueio de CXCR1 na popula-
¢do CXCR1 positivo induz a morte celular na populagdo CXCR1 negativo através de um
fator ndo soluvel dialisavel. Embora a populagdo CXCR1 positivo é sensivel a repertaxin, é
resistente ao fator de morte dialisavel.

O efeito induzido pelo espectador de bloqueio de CXCR1 é mediado por sinalizagdo
FAS-ligante/FAS. A interagdo FAS-ligante/FAS é ativada em diferentes estadios fisiolégicos,
como a involugdo da glandula mamaria ou em condigdes de lesdo tecidual, incluindo a indu-
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zida pela quimioterapia (Chhipa et al. J Cell Biochem. 101:68-79., Song et al. J Clin. Invest
106:1209-1220., aqui incorporado por referéncia em sua totalidade). O nivel de FAS soluvel
ligante no meio das células tratadas com SUM159 repertaxina utilizando um teste ELISA
para avaliar o papel da interagdo FAS-ligante/FAS na mediagdo do efeito observador de
apoptose induzida por CXCR1 bloqueio. Mais do que um aumento de cinco vezes de FAS
soltvel ligante no meio das células tratadas por quatro dias com repertaxina em comparagéo
com células ndo tratadas foi observado (ver FIG. 17A). A regulagdo da transcrigdo do FAS-
ligante por tratamento repertaxina medindo FAS-ligante nivel de mRNA foi confirmada por
RT-PCR (ver FIG. 17B). Um aumento de 4 vezes do nivel de mRNA de FAS ligante na re-
pertaxina trataram células foi observada em comparagédo com células ndo tratadas. Resulta-
dos semelhantes foram observados apés o tratamento com um agonista FAS que ativa a
sinalizagdo FAS, indicando que a FAS ligante é um alvo da sinalizagdo FAS gerando um
ciclo positivo de feed-back. 100% das células SUM159 expressaram a proteina FAS, con-
forme determinado por citometria de fluxo. Tratamento das células SUM159 com o agonista
FAS reproduzido o efeito de matar observado com o tratamento repertaxina com redugdo
acentuada da viabilidade celular (ver FIG. 17C). O efeito do tratamento repertaxina na viabi-
lidade celular foi parcialmente compensado por um anticorpo bloqueador anti-FAS-Ligante,
com 44% de células remanescentes vidveis apos o tratamento com repertaxina e anticorpo
anti-FAS-ligante em comparagdo com apenas 3% com repertaxina sozinho (veja FIG . 17C).
Os resultados sugerem que a morte celular massiva induzida por repertaxina é devido a um
efeito de espetador mediada pela via FAS-Ligante/FAS.

Tratamento de células SUM159 com o agonista do FAS resultou em um aumento
de dez vezes e trés vezes no percentual de células positivas e CXCR1 ALDEFLUOR-
positivo, respectivamente (ver FIG. 17D / E e 18). Os efeitos de repertaxina em ambas as
populacdes ndo foi resgatado pelos anti-FAS-ligante (ver FIG. 17D / E), sugerindo que a
populagdo ALDEFLUOR positivo que contém a populagdo CXCR1 positivo, enquanto dire-
tamente sensivel ao bloqueio CXCR1 que por sua vez, induz a produgdo de FAS-ligante por
estas células sao resistentes a FAS-ligante/FAS pro-apoptético de sinalizagdo. Em contras-
te, a populagé@o de células ALDEFLUOR negativo em massa n&o expressam CXCR1 mas é
sensivel a morte celular mediada por FAS-ligante.

A FAS-ligante/FAS sinalizagdo desempenha um papel importante durante a involu-
¢édo da glandula mamaria (Song et al. J Clin. Invest 106:1209-1220., aqui incorporado por
referéncia em sua totalidade). O efeito do bloqueio CXCR1 em células epiteliais mamarias
humanas normais obtidas de mamoplastia de redugéo foi examinado. Como observado em
linhas de células cancerigenas da mama, células mamarias CXCR1 positivo normais foram
quase exclusivamente contidas na populagdo ALDEFLUOR-positivo (ver FIG. 19A). Para

determinar se a sinalizagéo IL-8 é importante no tronco da mama normal / fungdo de células
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progenitoras, células epiteliais mamarias normais cultivadas em suspens&@o foram tratados
com humanos recombinantes IL-8 e determinado o seu efeito sobre a populagdo CSC, me-
dida pela formagdo de mamoesferas (Dontu et al. Genes Dev. 17:1253-1270., aqui incorpo-
rado por referéncia em sua totalidade). A adigdo de IL-8 aumentou a formagdo de mamoes-
feras primaria e secundaria de uma forma dependente de dose (ver FIG. 19B), sugerindo
que o eixo IL-8/CXCR1 pode estar envolvido na regulagéo do tronco mamario normal / proli-
feracdo de células progenitoras ou auto-renovagdo. O tratamento com o agonista ou reper-
taxina FAS néao teve efeito sobre a viabilidade das células epiteliais mamarias normais culti-
vadas em condigbes de aderéncia, mesmo quando altas concentragdes de repertaxina
(500nm) foram utilizadas (ver FIG. 16A). No entanto, como observado para as linhas de cé-
lulas de cancer de mama, um aumento FAS sollvel ligante foi detectado no meio de células
epiteliais mamarias normais tratadas com repertaxina (ver FIG. 20B). Essa observagdo pode
ser explicada pela auséncia de expressdo de FAS nas células epiteliais normais cultivadas
sob estas condi¢Ges (ver FIG. 20C). Isto é consistente com estudos que demonstram que a
expressdo de FAS na glandula mamaria ocorre apenas durante o processo de involugédo
seguintes de lactagdo (Song et al. J Clin. Invest 106:1209-1220., aqui incorporado por refe-
réncia em sua totalidade). Em contraste com a auséncia de efeito sobre a populagdo em
massa de células do epitélio mamario normal, repertaxina diminuiu significativamente a for-
magdo mammosphere por essas células (ver FIG. 20C).

Estes resultados sugerem que o eixo IL-8/CXCR1 desempenha um papel importan-
te na regulagdo e na sobrevivéncia do tronco normais e malignas epiteliais mamarias / popu-
lagbes de células progenitoras. A capacidade de afetar a populagdo de células em massa
através de um efeito de espetador mediado por FAS-ligante pode estar relacionado com o
nivel de expressao de FAS nestas células.

Efeitos do bloqueio CXCR1 sobre células-tronco cancerosas sdo mediadas pela via
FAK/AKT/FOX03A. CXCR1 age através de uma via de transdugéo de sinal que envolve a
fosforilagédo da quinase de adeséo focal (FAK), resultando na ativagcdo da AKT (Waugh et al.
Clin. Cancer Res. 14:6735-6741., aqui incorporado por referéncia, na sua totalidade). Para
avaliar o impacto do bloqueio CXCR1 da ativagdo FAK e AKT o nivel de FAK e proteinas
AKT fosforiladas foi medido por western blot para as trés linhas de células diferentes. Para
SUM159 e HCC1954, foi detectada uma diminui¢do de FA fosforilagdo de FAK Tyr’®” e AKT

Ser?’®

em células tratadas com repertaxina em comparagédo com células no tratadas, suge-
rindo que os efeitos de repertaxina podem ser mediados pela via FAK / AKT (ver figuras.
21A e 22). A observagdo de que MDA-MB453 é resistente ao tratamento de repertaxina po-
de ser explicado pela presenga de uma mutagdo PTEN(919G> A), que ativa a via PISK/AKT
(Hollestelle et al. Mol. Cancer Res. 5:195-201., aqui incorporado por referéncia, na sua tota-

lidade). Nenhuma modificacdo de fosforilagdo de FAK Tyr**” and AKT Ser*’® foi detectado
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ap0s o tratamento de repertaxina em linha celular MDAMB453 (ver FIG. 22). Para confirmar
um papel funcional da via FAK / AKT na mediagdo dos efeitos do bloqueio CXCR1, duas
construgdes virais foram utilizadas, um derrubando a expressdo PTEN através de um PTEN
shRNA ea outra levando a superexpressdo de FAK. PTEN, através da sua fosfatase lipidica
antagoniza a sinalizagdo PI3-K/AKT (Vivanco et al. Nat. Rev. Cancer 2:489-501., aqui in-
corporado por referéncia, na sua totalidade). PTEN knockdown resultou na ativagdo de AKT,
como demonstrado pelo aumento da fosforilagdo AKT Ser*”® (ver figuras. 21A e 22). knock-
down PTEN bloqueou o efeito do tratamento sobre repertaxina FAK e atividade de AKT. A
superexpressdo FAK também bloqueou os efeitos de repertaxina e induziu a ativagdo da
FAK e AKT, medido pelo aumento da expressao de fosforilagdo de FAK Tyr’®” e AKT Ser*”.
Estes resultados indicam que os efeitos do bloqueio CXCR1 s&o mediados pela sinalizagéo
FAK/ AKT.

O uso da marcagdo da imunofluorescéncia em células-CXCR1 positvo confirmou
que os resultados do tratamento de repertaxina em uma diminui¢do dramatica de expresséo
fosfo-FAK e fosfo-AKT em comparagdo com células néo tratadas (ver FIG. 21B). AKT regula
a atividade do fator de transcrigdo FOXO3A forkhead através de um evento de fosforilagdo
que resulta em seqiiestro de FOXO3A citoplasmatica (Brunet et al. Mol. Cell Biol. 21:952-
965., aqui incorporado por referéncia, na sua totalidade). Em contraste, a forma néo fosfori-
lada de FOXO3A transita para o nucleo, onde atua como um fator de transcrigdo que regula
a sintese do FAS-ligante (Jonsson et al. Nat. Med. 11:666-671.), aqui incorporado por refe-
réncia, na sua totalidade). Repertaxina induz a morte celular através de um efeito de espe-
tador emdiado por FAS-ligante; os efeitos de repertaxina nesta via de transdugdo de sinal
foram examinadas pela técnica de imunofluorescéncia. FOXO3A esteve presente em uma
localizagdo citoplasmatica em células nédo tratadas, mas empurrados para o nucleo apos o
tratamento repertaxina (ver FIG. 21B). Isso indica que o bloqueio CXCR1 induz atividade
FOXO3A através da inibigdo da via FAK / AKT. Células com supressédo de PTEN ou a su-
perexpressdo FAK exibem um alto nivel de FAK-fosfo e expressao fosfo-Akt, detectados por
imunofluorescéncia, em ambas as células tratadas com repertaxina € nao tratadas. O trata-
mento de repertaxina ndo induziu a ativagdo de FOXO3A em células com supressédo de
PTEN ou a superexpressdo FAK, como mostrado pela localizagdo citoplasmatica de
FOXO3A (VER FIG. 21B).

As a consequence of the constitutive activation of the FAK/AKT pathway, cells with
PTEN deletion or FAK overexpression displayed resistance to repertaxina treatment. Células
com a supressao PTEN ou a superexpressédo FAK ndo exibem qualquer diminui¢cdo da viabi-
lidade celular com o tratamento de repertaxin. Ja foi proposto que a sinalizagdo AKT de-
sempenha um papel fundamental na biologia do CSC (ver figuras. 21B e 22) (Dubrovska et
al. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S A 106:268-273., Korkaya et al. PLoS Biolog. 7:1000121., Yil-
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maz et al. Nature 441:475-482., aqui incorporados por referéncia em suas totalidades). A
ativagdo da via FAK /AKT bloqueou os efeitos de repertaxina nas populagdes CSC, como
mostra a manutengdo das populagdes ALDELFUOR positivo apds o tratamento com o inibi-
dor (ver FIG. 21B). Todos os resultados indicam que o bloqueio CXCR1 afeta diretamente o
caminho FAK/AKT/FOXO3A. O tratamento de repertaxina inibe a sinalizagdo AKT que é
crucial para a atividade CSC e, posteriormente, induz um efeito espectador sobre o grosso
das células tumorais mediadas por FAS-ligante gerado por CSC.

O tratamento de repertaxina reduz a populagdo de cédncer de mama de células-
tronco in vivo. Evidéncias recentes sugerem que CSC de mama séo relativamente resisten-
tes a quimioterapia e a radiagdo e podem contribuir para o ressurgimento do tumor apds a
terapia (Phillips et al. J Natl. Cancer Inst. 98:1777-1785. Yu et al. Cell 131:1109-1123,, Li et
al. J Natl. Cancer Inst. 100:672-679., aqui incorporado por referéncia em sua totalidade). O
conceito de CSC sugere que melhorias significativas na evolugéo clinica iriam exigir efetiva
segmentagdo da populagdo CSC (Reya et al. Nature 414:105-111.,aqui incorporado por re-
feréncia, na sua totalidade). Varios fatores sdo sintetizados e secretados durante o processo
de apoptose das células tumorais em massa sdo orientados pela quimioterapia. Dentre es-
ses fatores, FAS-ligante amplifica os efeitos da quimioterapia mediando um efeito letal es-
pectador (Chhipa et al. J Cell Biochem. 101:68-79. aqui incorporada por referéncia em sua
totalidade). A quimioterapia também pode induzir a produgédo de IL-8 em células lesadas. O
agente quimioterapico comumente utilizado, docetaxel, induziu 1L.-8 € mRNA FAS-ligante
nas células SUM159 (ver FIG. 10a/ B). Também foi detectado um aumento de 4 vezes dos
niveis de mRNA para IL-8 apés tratamento com o agonista FAS (ver FIG. 10B). Demonstra-
mos que IL-8 é capaz de regular a populagdo CSC. Isso indica que a adigdo de repertaxina
a quimioterapia citotoxica pode bloquear o efeito e ser direcionado para populagéo de célula
tronco de cancer.

A linha celular SUM159 e trés xenoenxertos primarios de mama humana gerados a
partir de trés pacientes diferentes (MC1, UM2, UM3) foram utilizados para explorar a eficién-
cia do tratamento de repertaxina no crescimento do tumor. As células destes tumores foram
transplantadas para a pata ortotopicamente humanizada apurada de camundongos NOD /
SCID, sem cultivo in vitro . Para cada um destes xenotransplantes a populagdo CSC foi ex-
clusivamente contida na populagdo ALDEFLUOR-positivo (Ginestier et al. Cell Stem Cell
1:555-567., Charafe al-Jauffret al. Cancer Res. 69:1302-1313., aqui incorporado por referén-
cia em sua totalidade). Em cada um dos tumores, a populagdo CXCR1-positivo foi quase
exclusivamente contida nessa populagdo ALDEFLUOR-positivo (ver Tabela 5) e a via PTEN
/| FAK/ AKT ¢ ativada (ver FIG. 25).

Tabela 5.
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ALDEFLUOR CXCR1 Sobreposicdo CXCR1/ALDEFLUOR
(%) (%) (%) .

Linhagens celulares de cancer de

mama

HCC1954 342 172 0.94
MDA-MB-453 422 08 05
SUM1E3 524 .52 0.48

Xenoenxertos de cancer de mama

humano

MC1 123 1.81 1.32
UM2 8.4 1.23 0.68
UumM3 97 0.84 0.76

50.000 células de cada xenotransplante foram injetadas na pata ortotopicamente
humanizada apurada de camundongos NOD / SCID e o crescimento tumoral controlado.
Quando o tamanho do tumor for de aproximadamente quatro milimetros, o tratamento foi
iniciado com apenas repertaxina (15mg/kg, duas vezes ao dia, durante 28 dias), apenas
docetaxel (10mg/Kg, uma vez por semana, durante 4 semanas), ou uma combinagdo das
duas drogas . O crescimento tumoral foi comparado a controles injetados de solugdo salina.
Para cada xenotransplante, uma significativa inibigdo do crescimento tumoral induzido por
tratamento com docetaxel ou a combinagdo de repertaxina / docetaxel foi observada (ver
figuras 26A e 27). O tratamento com apenas repertaxina teve um impacto moderado sobre o
crescimento tumoral. Apés quatro semanas de tratamento, os animais foram sacrificados e
os tumores residuais foram analisados utilizando o teste ALDEFLUOR. Tumores residuais
tratados com apenas docetaxel continham uma manutengdo ou aumento de porcentagem
de células ALDELFUOR-positivo em comparagéo aos controles (ver figuras 26B e 27). Em
contraste, o tratamento de apenas repertaxina ou em combinagdo com docetaxel reduziu a
populagdo de ALDEFLUOR positivo em mais de 75% (ver as figuras 26B e 27). Os resulita-
dos foram confirmados por imunoistoquimica de expressdo ALDH1 em xenotransplantes
diferentes. A diminuigdo de células ALDH1-positivo foi detectada em tumores tratados com
repertaxina comparados aos tumores ndo tratados, enquanto que a porcentagem de células
ALDH1-positivo permaneceram inalteradas ou aumentadas em tumores tratados com doce-
taxel (ver figuras 26D). |

A presenca de células CD44'/CD24" desses tumores foi avaliada. Marcadores a-
presentaram previamente serem expressos em células-tronco de cancer de mama (Al Haijj et
al. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S A 100:3983-3988., aqui incorporado por referéncia na sua to-
talidade). A sobreposi¢éo entre o fenétipo CD44'/CD24" e a expressdo CXCR1 foi medida.
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Células CXCR1-positivo estavam presentes na populagéo de células CD44+/CD24- e da
populagédo de células expressando CD24 ou CD44 negativo (ver Tabela 6).

Tabela 6
CD24/CD44+ CXCR1 Sobreposigdo CD44-CD44+/CXCR1+
{%) {%) (%)
Xenoenxertos de cancer de mama
humano
MC1 5.8 18 as
UMz 37 1.2 03
UM3 48 08 02

Nos tumores residuais tratados apenas com docetaxel, ou uma porcentagem inalte-
rada ou aumentada de células CD44"/CD24" foi observada, visto que o tratamento com ape-
nas repertaxina ou em combinagdo com docetaxel resultou em uma redugdo da populacdo
de células CD44'/CD24" (ver figura 28).

Um ensaio funcional in vivo que consiste de reimplante de células de tumores trata-
dos em camundongos NOD/SCID secundario forneceu um teste direto avaliando a iniciagao
do tumor e a capacidade de auto-renovagdo da CSC remanescente apos o tratamento. As
células tumorais derivadas de animais controle ou tratados com docetaxel mostrou o recres-
cimento do tumor semelhante em todas as diluigdes de camundongos NOD/SCID secunda-
rios. Em contraste, o tratamento de repertaxina com ou sem docetaxel, reduziu o crescimen-
to do tumor em pacientes secundarios (ver FIG. 26C). Quando 0 mesmo namero de células
foram injetadas, os de animais tratados com repertaxina apresentaram uma redugéo de 2-5
vezes no crescimento do tumor em comparagédo com células de animais controle ou tratados
com docetaxel (ver FIG. 26C). Para cada modelo de xenotransplante, 1000 ou 100 mil célu-
las tumorais provenientes de animais tratados com uma combinag¢édo de docetaxel e reperta-
xina ndo formaram quaisquer tumores secundarios em camundongos NOD / SCID (ver FIG.
26C, 27 e Tabela 7). Estes estudos demonstram que o tratamento de repertaxina especifi-
camente é dirgido e reduz a populagédo CSC.

Tabela 7
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Tumoreslinje¢des

Numeros de células injetadas

5 5,000 2,500 1,000 500 250 100

Controle 616 2i2 - 8/8 — — 6/8
Renertaxinain 44 242 2/2 4/8 1/3 0i2 0/9
Docetaxel 272 4/4 272 6/6 34 23 8/9
Repertaxinaldocetaxel 202 314 212 1/6 1/4 0/4 0/9

O tratamento de repertaxina inibe a sinalizagdo FAK / AKT e ativa FOXO3A in vivo.
A expressdo de fosfo-FAK e fosfo-Akt foi analisada por imunoistoquimica em cada um dos
xenotransplantes apds o tratamento. A expressdo de fosfo-FAK membranosa foi detectada
em 50% das células do controle e os tumores tratados com docetaxel enquanto que a ex-
pressao fosfo-FAK foi abolida nos tumores tratados com apenas repertaxina ou em combi-
nagdo com docetaxel (ver FIG. 26D). Resultados similares foram observados para a expres-
sdo de fosfo-AKT, com 70% de células expressando AKT-fosfo nos tumores nao tratados,
20% de células fosfo-AKT-positivo em tumores tratados com docetaxel e uma completa ini-
bigdo da expressdo de fosfo-AKT nos tumores tratados com repertaxina sozinho ou em
combinagdo com docetaxel (ver FIG. 26D). FOXO3A nuclear foi detectado nas células dos
tumores tratados com docetaxel, repertaxina sozinho, e a combinacgédo de repertaxina / doce-
taxel. Estes dados in vivo sdo consistentes com os dadis in vitro e confirmar que o tratamen-
to de repertaxina inibe a sinalizagdo de FAK / AKT e ativa FOXO3A.

O tratamento de repertaxina reduz o desenvolvimento de metastases sistémicas.
Para determinar se repertaxina reduz metastases sistémicas, infectamos e linhas celulares
de cancer da mama HCC1954, MDA-MB-453, e SUM159 com um sistema de repérter luci-
ferase lentivirus e introduziu as células em camundongos NOD / SCID por injegéo intracar-
diaca. Uma suspensao de 250.000 células por cada linha celular foram injetadas e a forma-
¢do de metastases foi monitorada uma vez por semana pela imagem de bioluminescéncia.
Doze horas apés a injegdo intracardiaca, os camundongos foram tratados duas vezes por
dia por injecgdo repertaxina ou soro fisioldégico para os controles. O tratamento de repertaxi-
na em camundongos injetados com células HCC1954 e SUM159 e formagédo de metastase
significativamente reduzida com menor emissdo de fluxo de fétons no tratamento em com-
paragdo com os camundongos néo tratados (ver FIG. 29A/B). Se¢bes histolégicas confirma-
ram a presenga de metastases em varios locais em animais nédo tratados (ver FIG. 29D). O
tratamento de repertaxina ndo tem qualquer efeito sobre a formagdo de metastases em ca-
mundongos injetados com células MDA-MB-453 (ver FIG. 29C). As emissdes de fluxo de
fétons e do nimero de animais que desenvolveram metastases foram semelhantes em am-



10

15

20

25

30

35

96

bos os grupos tratados com repertaxina e ndo tratados. Este resultado é consistente com
dados que descrevem MDA-MB-453 como uma linhagem de células resistentes a repertaxi-
na devido a presenga de uma mutagdo de PTEN. Esses resultados indicam que o bloqueio
CXCR1 com agentes como repertaxina pode ser capaz de reduzir a metastase, que é medi-
ada pela populagdo CSC (Charafe-Jauffret et al. Cancer Res. 69:1302-1313., aqui incorpo-
rado por referéncia na sua totalidade).

Experimentos conduzidos durante o desenvolvimento de modalidades da presente
invengdo indicam que subcomponentes celulares com propriedades de células-tronco inici-
am o crescimento do tumor e a metastase Visvader ef al. Nat. Rev. Cancer 2:489-501., aqui
incorporado por referéncia na sua totalidade). Em virtude da sua relativa resisténcia as atu-
ais modalidades terapéuticas, essas células podem contribuir para a resisténcia ao trata-
mento e relapso (Reya et al. Nature 414:105-111., aqui incorporado por referéncia na sua
totalidade). A presente invengao proporciona uma abordagem baseada no bloqueio do re-
ceptor de citocina CXCR1, que se expressa em células-tronco do cancer de mama, para ser
eficazmente direcionado a populagdo de-células-tronco cancerosas € melhorar os resultados
terapéuticos. Experimentos realizados durante o desenvolvimento de modalidades da inven-
¢do presente em uma série de sistemas tém demonstrado que as redes de citocinas de-
sempenham um papel importénte na tumorigénese. Ha evidéncias de que varias dessas
citocinas podem regular o comportamento das células-tronco. IL-4 é capaz de regular a au-
to-renovagao das células-tronco do cancer de pancreas e IL-6 de regulagéo células-tronco
do cancer no cancer de célon e de mama (Todaro et al. Cell Stem Cell 1:389-402., Sansone
et al. J Clin. Invest 117:3988-4002., aqui incorporado por referéncia em sua totalidade). O
papel de IL-8 na mediagdo da invasdo tumoral e metastase ja foi demonstradi (Waugh &
Wilson. Cancer Res. 14:6735-6741., Inoue et al. Clin. Cancer Res. 6:2104-2119., aqui incor-
porado por referéncia em sua totalidade). Além disso, IL-8 aumenta a auto-renovagéo de
células-tronco neurais durante o processo cicatricial no cérebro (Beech et al. J Neuroimmu-
nol. 184:198-208., aqui incorporado por referéncia na sua totalidade). As células-tronco do
cancer de pulmao foram descritas como expressando o receptor de quimiocina CXCR1 (Le-
vina et al. PLoS. ONE. 3:e3077., aqui incorporado por referéncia na sua totalidade). Experi-
mentos realizados durante o desenvolvimento de modalidades da presente invengdo de-
monstraram que a populagdo CXCR1 positivo é quase exclusivamente contida na populagdo
ALDEFLUOR positivo em linhas celulares de cancer de mama e xenoenxertos primarios,
bem como em células mamarias normais. O receptor de quimiocina é superexpresso em
ALDEFLUOR positivo de mama na populagdo de células de cancer (et a/ Charafe-Jauffret.
Cancer Res. 69:1302-1313., aqui incorporado por referéncia na sua totalidade). No céncer
de mama, IL-8 é produzido no microambiente tumoral por um ndmero de tipos de células,
incluindo células inflamatérias, células do endotélio vascular, fibroblastos associados ao tu-
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mor e as células-tronco mesenquimais (Waugh et al. Clin. Cancer Res. 14:6735-6741., aqui
incorporado por referéncia, na sua totalidade). As redes de citocinas mediam a interagdo
entre estes dois tipos de células, portanto, células-tronco cancerosas podem ser direciona-
das por meio do bioqueio do receptor da IL-8 CXCR1.

Utilizando ensaios in vitro, foi demonstrado que CXCR1 mas nédo o bloqueio CXCR2
(uma alternativa receptor IL-8) reduziu a populagdo de cancer de mama de células-tronco.
Isso foi seguido da indugdo de apoptose em toda populagédo de células remanescente, que
carece de expressdo CXCR1. Além dos anticorpos bloqueadores CXCR1, experimentos
realizados durante o desenvolvimento de modalidades demonstram que repertaxin, um ini-
bidor CXCR1 / 2, induzido efeitos similares, orientando a populagdo CXCR1 positivo. Em
contraste com seus efeitos diretos sobre a populagédo de células-tronco de cancer expres-
sando CXCR1, repertaxina ndo teve efeito direto sobre a populagdo em massa de células
tumorais que carece de expressdo CXCR1. Isso indica que o bloqueio CXCR1 em células
CXCR1 positivo induziu morte celular nas células CXCR1 negativa através de um efeito es-
pectador. Os experimentos aqui descritos demonstram que o caminho FAS-ligante/FAS é o
mediador deste efeito de morte de espectador. Este fendmeno explica a eficacia do trata-
mento de repertaxina em induzir apoptose maciga na populagdo de células inteiras apesar
do fato de que a populagdo CXCR1 positivo representar menos de 1% da populagéo celular.
O papel da FAS ligante foi demonstrada pelo efetivo bloqueio de transeunte matando pelo
anticorpo anti-FAS-ligante.

Experimentos conduzidos durante o desenvolvimento de modalidades da presente
invengdo indicam que as interagbes de citocina semelhantes podem ocorrer em tumores
expostos a quimioterapia citotéxica. A quimioterapia pode diretamente induzir a apoptose
celular em células tumorais diferenciadas, bem como induzir a produgéo de FAS-ligante por
estas células que morrem, que por sua vez, induzem apoptose em células tumorais vizinhas
através de um efeito de espetador FAS mediada. Concomitante com a producdo de FAS-
ligante, essas células lesadas também secretam o aumento dos niveis de IL-8-in um pro-
cesso semelhante a involugdo mamaria ou cicatrizagédo de feridas. Como é o caso na glan-
dula mamaria involutiva, esta IL-8 pode estimular as células-tronco do céncer de mama,
bem como protegé-las da apoptose. Isso pode contribuir para o aumento relativo em células-
tronco do cancer observadas apds quimioterapia em modelos pré-clinicos (4) e ensaios cli-
nicos neo-adjuvantes (5). Os efeitos da quimioterapia na apoptose e vias de auto-renovagao
em tumores sdo mostrados na Figura 30.

Para determinar se o bloqueio CXCR1 poderia ter como alvo as células-tronco do
cancer de mama in vivo, os efeitos do docetaxel citotéxico foram comparados com reperta-
xina sobre compartimentos de células tronco cancerigenas e sobre o crescimento tumoral

em camundongos NOD / SCID. O Docetaxel € um dos mais eficazes agentes quimioterapi-
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cos usados atualmente para tratar mulheres com céncer de mama. O cancer de populagdes
de células foram avaliadas pelo ensaio ALDEFLUOR e transplante de série em camundon-
gos NOD / SCID. Utilizando estes ensaios, foi determinado que o tratamento com quimiote-
rapia resultou em nenhuma mudanga ou um aumento relativo do cancer de populacdes de
células progenitoras. Em contraste, o tratamento de apenas repertaxina ou com quimiotera-
pia reduziu significativamente a populagdo de células-tronco cancerosas. Apesar da redugédo
significativa nas populagdes de tumor inicial, o uso de repertaxina sé néo resultou em redu-
¢do significativa do tumor. A combinagéo de repertaxina mais a quimioterapia resultou em
uma redugado significativa no tamanho do tumor, bem como na popula¢do de células tronco
cancerosas. Combinando estes agentes para atingir tanto o cancer de células-tronco e uma
populagédo de células tumorais em massa maximiza a eficacia desses tratamentos.

Para elucidar o mecanismo de ag¢do de repertaxin, os caminhos a jusante da
CXCR1 foram analisados. A interagdo entre CXCR1, FAK e AKT foi confirmada. O bloqueio
CXCR1 age especificamente através de FAK e ativagdo da AKT. Experimentos realizados
durante o desenvolvimento de modalidades da presente invengéo indicam que a ativagdo de
AKT regula células tronco normais e malignas da mama com células-tronco de auto-
renovagao através da fosforilagdo de GSK3 resuitando na ativagédo da via WNT (al Korkaya
al. PLoS Biolog. 7:€1000121, aqui incorporado por referéncia na sua totalidade). Estes resul-
tados indicam por que as células com PTEN knockdown séo resistentes a repertaxin. Uma
fungéo adicional de AKT é a regulagdo da sobrevivéncia das células através da fosforilagdo
do fator de transcri¢gdo forkhead FOXO3A. Fosforilagdo da AKT de FOXO3A resulta em seu
sequestro citoplasmatica. Em contraste, foi demonstrado que o bloqueio CXCR1 leva a ati-
vagao de AKT, resultando em diminui¢édo da translocagdo de FOXO3A no nucleo onde induz
a um certo numero de genes, incluindo FAS ligante (Jonsson et al. Nat. Med. 11:666-671.),
aqui incorporado por referéncia, na sua totalidade). FAS-ligante CXCR1 induzido através de
blogueio por sua vez é responsavel pelos efeitos de eliminagdo observados (ver FIG. 30).

Além de seu papel na sinalizagdo de CXCR1, FAK medeia as interagdes das célu-
las com componentes da matriz extracelular através de receptores de integrina (Waugh et
al. Clin. Cancer Res. 14:6735-6741., aqui incorporado por referéncia, na sua totalidade). A
sinalizagdo FAK desempenha um papel na regulagdo do auto-renovagéo de células-tronco
mamarias normais e malignas de camundongos em modelos transgénicos (Luo et al. Cancer
Res. 69:466-474., aqui incorporado por referéncia na sua totalidade). ativagdo de FAK tam-
bém promove a sobrevivéncia da célula, bloqueando FADD e apoptose mediada por RIP
(Kurenova et al. Mol. Cell Biol. 24:4361-4371. Xu et al. J Biol. Chem. 275:30597-30604., aqui
incorporado por referéncia em sua totalidade). Isso fornece uma explicacdo para a resistén-
cia da populagdo de células-tronco cancerigenas para a apoptose induzida por FAS/ FAS-
ligante.
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Foi demonstrado que o cancer de mama de células-tronco desempenha um papel
importante na invasdo tumoral e metastase (Crocker et al. J Mol Cell. Med. 2008, Charafe-
Jauffret et al. Cancer Res. 69:1302-1313., aqui incorporado por referéncia em sua totalida-
de). E mostrado aqui que IL-8 e CXCR1 também desempenham um papel importante nes-
ses processos. Os efeitos do bloqueio CXCR1 foram analisados utilizando repertaxina sobre
a formagdo de metastase experimental. Foi demonstrado que o bloqueio CXCR1 reduz o
desenvolvimento da metastase, quando administrado apés a inje¢do intracardiaca de célu-
las de cancer de mama.

Estudos clinicos utilizando repertaxina demonstraram uma falta de toxicidade. As
estratégias que visam a interferir com loops de regulagéo de citocinas como a IL-8 e CXCR1
representam métodos para atingir o cancer de mama de células-tronco.
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Todas as publicagdes e patentes mencionadas nas especificagdes acima séo aqui

incorporados por referéncia. Varias modificagdes e variagdes do método descrito e sistema

da invengdo serdo evidentes para aqueles versados na técnica sem se afastar do escopo e

do espirito da invengdo. Embora a invengéo ter sido descrita em conexdo com determinadas

modalidades preferidas, deve ser entendido que a invengéo, tal como alegado ndo deve ser

indevidamente limitada a tais modalidades especificas. De fato, varias modificagdes dos

modos descritos para realizar a inveng@o que sdo ébvias para aqueles especializados nas

areas pertinentes sdo destinadas a estarem no ambito da presente invengéo.
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REIVINDICACOES

1. Método de detecc¢éo de células tronco de tumor sélido, CARACTERIZADO pelo
fato de que compreende: a detecgdo de células tronco de tumor sélido CXCR1 + ou
FBXO21 + a partir de uma amostra de tecido tomadas a partir de um tumor de um individuo.

2. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que a
dita detecgdo compreende colocar a dita amostra de tecido em contato com um anticorpo ou
fragmento de anticorpo.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 2, CARACTERIZADO pelo fato de que o
dito anticorpo ou fragmento de anticorpo compreende Repertaxina.

4. Método, de acordo com a reivindicagcdo 2, CARACTERIZADO pelo fato de que o
dito anticorpo ou fragmento de anticorpo compreende uma molécula de sinal.

5. Método, de acordo com a reivindicagdo 4, CARACTERIZADO pelo fato de que a
dita molécula de sinal compreende uma molécula fluorescente ou uma enzima que pode
catalisar uma reagéo de produgao de cor na presenga de um substrato colorimétrico.

6. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
nenhuma outra proteina ou acido nucléico é analisado a fim de determinar a presenca ou
auséncia das ditas células tronco de tumor sélido CXCR1 ou FBXO21+.

7. Método de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o
dito tumor € selecionado a partir do grupo que consiste em: um tumor de cancer de préstata,
um tumor de cancer de ovario, um tumor de cancer de mama, um melanoma, um tumor de
cancer de pulm&o de célula ndo-pequena, um tumor de cancer de pulmao de célula pe-
quena e um tumor de adenocarcinoma esofagiano.

8. Populagéo isolada de células tronco de céncer, CARACTERIZADA pelo fato de
que consiste em:

a) tumorigénica e

b) CXCR1+ ou FBXO21+.

9. Populagéo isolada de células tronco de cancer, de acordo com a reivindicacéo 8,
CARACTERIZADA pelo fato de que as ditas células tronco de céncer consistem em células
tronco de céncer selecionadas a partir do grupo que consiste em: células tronco de cancer
de proéstata, células tronco de cancer de ovario, células tronco de cancer de mama, células
tronco de cancer de pele, células tronco de cancer de puiméo de célula ndo-pequena, célu-
las tronco de cancer de pulmao de célula pequena e células tronco de adenocarcinoma eso-
fagiano.

10. Populagéo isolada de células tronco de céncer, de acordo com a reivindicagdo
8, CARACTERIZADA pelo fato de que a populagdo compreende ao menos 60% de células
tronco de cancer e menos do que 40% de células de tumor ndo-tumorigénicas.

11. Populagéo isolada de células tronco de cancer, de acordo com a reivindicagéo
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8, CARACTERIZADA pelo fato de que as células tronco de cancer sédo enriquecidas ao me-

nos ao dobro, comparado com as células de tumor ndo-tumorigénicas ndo-fracionadas.

12. Populagao isolada de células tronco de cancer, de acordo com a reivindicagéo
8, CARACTERIZADA pelo fato de que as células tronco de cancer sdo enriquecidas ao me-
nos quatro vezes, comparado com as células de tumor ndo-tumorigénicas nao-fracionadas.

13. Uso de um composto, em que o composto consiste em um antagonista de
CXCR 1 ou FBXO21, ou um antagonista de via de sinalizagcdo de I|L8-CXCR1,
CARACTERIZADO pelo fato de ser na preparagdo de um medicamento para tratamento de
tumor.

14. Uso, de acordo com a reivindicagdo 13, CARACTERIZADO pelo fato de que o
dito composto consiste em Repertaxina ou um derivado de Repertaxina.

15. Uso, de acordo com a reivindicagdo 13, CARACTERIZADO pelo fato de que o
dito antagonista de CXCR1 ou FBXO21, ou antagonista de via de sinalizagdo de IL8-
CXCR1 compreende um anticorpo ou fragmento de anticorpo.

16. Uso, de acordo com a reivindicacdo 13, CARACTERIZADO pelo fato de que o
dito tumor compreende células tronco de céncer selecionadas a partir do grupo que consiste
em: células tronco de cancer de prostata, células tronco de cancer de ovario, células tronco
de cancer de mama, células tronco de cancer de pele, células tronco de cancer de pulméo
de célula ndo-pequena, células tronco de céncer de pulmdo de célula pequena e células

tronco de adenocarcinoma esofagiano.
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RESUMO
“METODOS E COMPOSICOES ANTI-CXCR1”
Trata-se de métodos de tratamento de cancer mediante a administracdo de um in-
ibidor da via de IL8-CXCR1 (por exemplo, um anticorpo anti-CXCR1 ou Repertaxina) sozi-
5 nho ou em combinagdo com um agente quimioterapico adicional, de tal modo que as células
de cancer nao-tumorigénicas e tumorigénicas em um individuo sejam exterminadas. A
presente invengdo também fornece composi¢cdes e métodos para a deteccdo da presenga
de e o isolamento de células tronco de tumor sélido em um paciente (por exemplo, com
base na presenca de CXCR1 ou FBXO21).
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