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DESCRICAQO

“ACIDOS NUCLEICOS DE INTERFERENCIA E COMPOSICOES QUE 08
COMPREENDEM”

A presente invencdo ¢ dirigida duaplexes de ARN de
imterfvr6n0la.p ra mediar o silenciamento de genes. A

- -

nvencgdo também é dirigida a vetores codificande tais

de ARN de

Des

In“eppnde“+ mente da sua origem, ©s tumores regquerem um

crescimento ininterrupto caracteristico. De cto, as células
r

para as suas proprias necessidades metabdlicas (Medina et al.,
1992k}, e exibem perfis metabdlicos diferentes em comparagio
com o8 seus homdlogos celulares normais. Os tumores sao
subministrados com nutrientes para abastecer as suas

de

| J o eme \ N N AT e oy ey A e J o N Oy T o~ - o o
necessidades metabdlicas através dos processos coletivos

I
S

angiogénese e da expressdo prodigiosa de transportadores de

cas de células constitulntes.

=3
Qi
pa
F"

nutrientes nas memoranas plasn
Cs aminocédcidos sado a fonte primaria de azoto celular,
utilizados para nucledtidos, glutationa, aglicares amino e

intese oprotelca. O metabolisme voraz e aparentemente

desperdicador dos aminodcidos de tumcres malignos leva a, entre

®

outras coisas, equilibrio de azoto negativo no hospedeiro com

cancro. Além disso, 08 esqueietos de carbono dos amincacidos

sac frequentemente utilizados como uma fonte de combustivel

gordos, e podem também contribuir para a biozssintese de esterol
e lipidos {(Baggetto, 1992; Medina et ai., 1992a). Em comparagio

om células ou tecidos normais, as células cancerigenas exibem
canalizacédo potenciada e alter

a
metabdlicas selecionadas freguentemente em con
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. . L e o
ndo sendo expresso em figado de rato mas fol detetado em linhas

dRLh~-84) e hepatocarcincma (FAA-HTCL)

abaixc. Andlise de Northern biot com linhas celulares humanas
revelou a expressadao de TAl na linha celular de coriocarcinoma
a

a
EG-3 e 1linha celular de carcinoma da mama MDA-A1 (Sang et al.,

1995), bem como na linha celular de carcinoma de c¢células do anel
de sinete do estdmago (KATOIII), carcinoma pulmeonar de células

pequenas (RERF-LC- MA} e meliancma maiigno (G-361}) (Kanai et

AT

ai., 1298). Tantoc 4F2hc como

linhas celulares de leucemia,
células pequenas RERF-LC- MA, células de carcinoma do tGtero

Hela e células de carcinoma da bexiga T-24 (Yanagida et al.,

2001)y. Oz resultados com as células T-Z4 foram confirmados
através de microscopla de imunofluorescéncia confocal, que

AT

evelou colocalizacdc de LATL & 4F2h na membrana plasmética
(Kim et al., 2002). LAT1 e 4F2hc também foram mostradcs como
estando colocalizados na membrana plasmética de célu
carcinoma epidermoide oral humanc KB (Yoon et al., 2005), e

podem ser importantes para a carcinogénese epitelial escamosa

oral, dadc gue a a sua
expressao aumenta durante a progressido de mucosa escamosa
normal para carcinoma de células escamosas orais {(Kim et al.,
2004by) .

genéticos dos genes LATL e LATZ e relacionam tais polimorfismos

com a farmacocinética de melfalan. Shennan &t al., (Shennan et

al,, 2008) divulgam gue a inibig¢ido de LATI reduz o crescimento
de células de cancro da mama humanc. Nawashiro et al.,
(Nawashiro et al., 2006) divulgam gque LAT] é um alvo molecular
potencial em tumores astrociticos humanos. Yamauchi et al.,
(Yamauchil et al., 2009) e Kimet al., {(Kimet al., 2008) divulgam
a utilizacdo de inibidores de LAT1 para bloguear a atividade

tumoral de varias c¢élulas cancerigenas. No contexto do



.
H

regquerimento da chaperona 4FZhc para o desencadeamento da

ividade de LAT1, RT-PCR guantitativa a tempo real revelou
melhantes de ARNmM de LATI e 4F2Zhc em células KB (Yoon
Isto entra em conflito com os dados a partir de
onde os niveis de LATI foram ~1,5 vezes mais
elevados do que 4F2hc (Kim et al., 2002) e com resultados em
células de cancro da mama humanoe MDA-MB-2Z231 and MCF-7, onde o
vezes mals elevado do que 4FZhc

& P~ ’ 3 3 =] -~ il - 7
2004) . Com base nos dados por (Fuchs et al.,

h
2003}, parece gue a abundancia global do ARNm de 4FZhc estd a
r r

com a de LAT1, mas deve ser

rroteina de ARNm nido estio sempre correlacionados de forma

‘.

inear devido acs mtltiplos nismos de controlo da expressio

1
génica. Além dissc, estas células possuen indubitavelmente

mecanismos que correspondem adegquadamente aos niveis proteicos

de ambos componentes, de tal forma gue 4FZhc ndo € limitante
de taxa para fungdes vitais relacionadas com LATL,

Quando foram injetadas células de cancro do cdélon RCN-9 no
baco de ratos, o tamanho dos tumocres hepdticos metastiticos

resultantes foil diretamente correlacionado com a expressdo de

[

LATI (Ohkame et al., 2001; Tamai et al., 001
Consequentemente, fol proposto que a inibicdo da fungdoc de LATI

poderia servir como uma terapéutica potencial para varios tipos

3 - [ & N - Ia Y noae A 3 oy - oy e s e 3
de cancros {Kanai et al., 2001)y. Até a data, 0s estudoes visando

LATY especific sdo escassos. Contudo a expressio
14 I
antisense de LATI in vitro em células tumorais hepaticas ndo

humanas resultou numa diminuicéo modesta porém
£
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(St)rty et al., 2005).
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linhas tumorails celulares (Y

agita et al., 1986), mas é possivel

com um LATI-ARNsi

idos 1173-119%4 in vitro levou a uma diminuigdo

da absocxrc¢io de L-CSNO (Li et al., 2005), mas ndo & relatado sge
a scobrevivéncia celular foi afetada. Conseguentemente,

permanecem sem ser relatados estudes mecanistices ligando a

do cancro.
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A utilizacgdo de ARNsi para inibir a expressio génica de LATL
fol divulgada por parte de varios grupos (Kim et al., 2006a;
Kim et al., 2006k; Kaneko et al., 2007; Pinho et ali., 2007a;
Yin et ai., 2008; Kuhne et al., 2009; Liang et al., 2011; Denoyer
et al., 2012; Havashi et al., 2012; Dickens et al., 2013;
Youland et al., 2013; Habermeier et al., 2015).

Mais recentemente, LAT1 foi sugeridc come um marcador do

.

progndstico de cancro nos tipos de cancros listados no seguinte

-

gquadro:

A

Rim Carcincma de {(Betsunoh et 2012) ai.,

. ) L
do trato urinédrio




Pulméo Cancro pulmcnar de{{Kaira et al., 2008k; Imai
células néao et al., 2009; Kaira et al.,

peguenas 200%c; Kaira et al.,

2009d; Kaira et al.,

20i0a; Kaira et al.,

2010b; Kyoichi, 2010;
Takeuchi et al., 2010;

., 201lic; Kaira

et al., 2012a; Chuntac

()

e
—

al., 2015

—

Adenocarcinoma (Raira et al., 20

pulmonar

an
@)

pulm

Mesoteliona {(Kaira et al

pleural maligno

A

Codlon Cancro retal (Ebara et al 2010

Mama Cancro da mama (Furuva et al., 2012; Emer
et al., 2013; Fukumcto et

al., 2013)

Pancreas 1Cro pancredtico et al., 2012b;
Yanagisawa et al., 2012;
Kaira et al., 2015a)
GCastrointestinal Carcinoma {Ichinoce et al., 2011;

gastrointestinal Ichince et al., 2015)
1

Cancro esofagico (Suzuki et al., 20

Sangue Mieloma miltiplo (Iscda et al 2014)

Carcinomas timicos (Kaira et al., 200%b)
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HKPT e corresponde ac roedor ASCT2. Os dois transportadores ASC

transportador de aminocdcidos dependente de sddio ASCT1, que
aceita L-alanina, L-serina, L-treonina, e L-cisteina de uma

forma esterecespecifca. ASCT2, a segunda iscforma do sistema

de transporte ASC, é codificada por SLCIAS. No rim e intestino,

L

2

ASCT2 estd presente nas membranas de borda em escova das células

tubulares proximais e enterdcitos, re

T
@
et
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e
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dos substratos tipiceos do sistema ASC, também aceita

L-glutamina ¢ L-asparagina a afinidade mals elevada bem como

1idade. Tanto ASCTL

como ASCTZ medeiam a permuta obrigatdria dependente de sddio
. N d o oy IR - ] o YaYa iy
de aminodcidos de substratoe (Pinho et al., 2007b).

sobrevivéncia dos pacientes diminuiu com o© aumento da

cercentagem de células ancerigenas positivas para ASCT2 .

Tt o N vn - ] LI, I . y AT A ; . , . o L
fstes resultados indicam gue ASCTI2 € expresso num niamero
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yJenocarcincmas colorretais, e que a

N ey e ekl S e A ~ v oA - i 3
expressdo de ASCT2 estd asscociada com comportamento bioldgico
. ey Oy 1 Ty (ThT S 4= 4 oy A o~ T ,, ~ e L N~ 3 _ -
agressivo {Witte et al., 200Z2). Fol proposto que ASCT3 parece

ser requerido para o metabolismo da glutamina tanto em prdstata

néonmiicnacxmm>ma_igna,Contudo,c)adenocarc1nomafm‘Dréstata

[Tak

OUJT VO rara ASCTZ tarece estar relacionado com um

comportamento bioldgico mais agressivo. ASCTZ parece es

-

R T o - IR - iy 4 . SONT e Tilo
envolvidoe na progressao tumeral (Li et al., 2003; Wang et al.,

2015y . A expresséo de ASCTZ tem um papel crucial na metéstase

potencial para a previsio de diagndstico pobre apds cirurgia
(Shimizuw et al., 2014). A expressdao de ASCT2 foi também

constatada como d@sempenhando em papel importante no

crescimento de células tumcrails, e & um marcador patoldgico

prometedor para prever um resultado pior no cancro pancredtico
(Kaira et al., 2015b; Kyoichi et al., 2015). A expressdo elevada

.

de ASCTZ foil também constatada come estando significativamente
com progndstico e sobr
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el

de neuroblastoma (Ren et al., 2015). Adicionalmente, outros
sugeriram que a2 supressio de ASCTZ exerce efeitos
proapoptdticos transcendendo os da privacgido de gl itamina po
, 2004; Fuchs et al., 2004). A importancia
CT2 em melancmas fol confirmada através de
sh, o gue inibiu a absorcéo de glutamina, a

TORCL e & proliferacdo celular (Wang e

ARN de interferéncia (FARNLIT)
descoberto de silenciamento de ge
ARN de cadeia dupl corresponder

codificacdo) de interesse &

.\
>
th

Ao contrario da tecnologia antisense endémeno de ARNiI

e
persiste durante varias divisdes celulares antes de que a

(
(,')
D

1
sdo genica seja recuperada. O processo ocorre em pelo

expre
menos duas etapas: uma ribonuclease enddgena cliva o ARNds mais
longo em ARNs mais curtos de 21, 22 ou 23 nucledtidos de
comprimento, den

ARNs 1 (Hannon,

yay

posteriormente a

para a determinacio

tlf\;ﬂ@ (--v'n'{- 7 OO
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mas mais eficien
fabricar inativag¢gdes visadas ac nivel de ARN através de ARNi,
em vez de ao nivel de ADN utilizando tecnologia de inativacéio
génica
genes raj

extreman
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cultivadas. Namaioria dos métodos descritos até a data, o ARNi
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¢ levado a cabo introduzindo ARN de cadeia du@ia nas ceiuilas
- ) Z 7 T
atr 1as8

cultivadas numa solucdc de ARN de cadela dupla, bem como



transfetando as células com um plasmideo portando uma cassete
de expressac de ARNsl em estrutura de grampo de cabelo sob o
controlo de promotores adeguadoes, tais como o promotor U6, HI

3 4~ A I B NG S PR L e AW LAY i Ty - 4 N ] N 1 PE. ) PR S) e~
ou citomegalovirus ("CMVY) (Elbashir et al., ZUAL; Harborth et

1
et al., 2002; Paddison et ali., 200Z; Paul et al., 2002; Sui et

et al., 2002). A inibicéo

génica através de &acido

L

neto
& inceorporado no presente
no Pedidoe de Patente U.S.
ados no presente documento

2009) descreve a administracio

s utilizando tecnologia de
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ativamente a express? dos

genes LAT1 e/ou ASCT2 de modo a tratar ou prevenir o cancro.
Cancros preferidos gue podem ser tratados cu prevenidos por

. o . o o oo o
parte da presente invencdo incluem cancros de bexiga, cérebro,

- . ~ e -~ Nolice o o] = - NS P
cédlon, cabegca e pescogo, rvim, figadoe, pulmio, ndédulos

B z . .

linfaticos, gléndulas mamérias, mésculo, ovério, pancreas,

pele e estdmago. As composigdes "ou moléculas) da invencgéo

curtas (ANsi) e compostos relacionados incluindo, mas nao
limitadas a, ARNsi. A presente invengdo abrangs composigldes e
metodos de utilizacdo de ANsi inciuindeo, mas ndoc limitados a
ARN de interferéncia curto (ARNsi), ARN de cadeia dupla
(ARNds), micro—-ARN (miARN}, antagomirs e ARN curto em grampo
de cabelo {ARNsh) capaz de mediar ARN de interferéncia. Numa

forma de realizagéo, a molécula

(J

de ANsi da invencgdc pods ser

incorporada em RISC omplexc de silenciamento induzido por



ARN) .
Um objetive adicional da presente invencgdo e proporcicnar

uma molécula de ARNsi que regule negativamente de forma eficaz

- <o = N - T T ! R r )
a expressdo do gene LATI e/ou gene ASCT

!

Consequentemente, num aspeto, a invengdo refere-se a uma
molécula de ANsi, em que a dita molécula visa especificamente

0 mencs uma seguéncila selecionada a partir da SEQ ID NO: 1~
SEQ ID NO: 104 e SEQ ID NO: 209 - SEQ ID NO: 297. Numa forma
de realizagdo alternativa, a invengdo refere—-se a uma molécula
de ANsi em que a dita moliléecula visa especificamente pelo menos
uma seguéncia complementar & pelo mencs uma sSequéncia
selecionada a partir da SEQ ID NO: 1- SEQ I
NO: 209 — SEQ ID NO: 297, Numa forma de realizacgdo, a invengdo
refere-se a uma molécula de ANsi isclada,

Numa forma de realizacdo, a molécula de RANzi reduz a
expressdo do gene LAT1 e/ou ASCT2 {(humano) quando introduzida
uma céliula. Numa forma de realizacido preferida adicional, a
dita mclécula visa especificamente pelo menos uma seguéncia
selecionada a partir da SEQ ID NO 4, 6, 10, 13, 22, 34, 58, 61,
31, 83, 87 & 95 a 104, Preferentemente, amolécula de ANsi reduz

a expresséao do gene LAT1 guando expressa numa célula.

visa especificamente pelo menos uma seguéncia selecionada a
partir da SEQ ID NO: 209, 216, 225, 226, 228, 235 a 238, 245,

260, 264, 267, 271, 272, 278, 279 e 281 a 297. Preferentemente
X

pressdo do gene ASCTZ gquando

Numa forma de realizacdo da invencédo, a molécula de ANsi tem

7
H
]
pues
(

O
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40 pares de bases ou menos de comprime eferentemente, a

molécula de ANsi tem 19 a 25 pares de bases de comprimento. Numa

forma de realizagdo, o ANsil compreende ou consiste numa regido
de cadeia dupla de 21 nucledtidos. FPreferentemente, o ANgi tenm

uma cadeia sense e antisense. Numa forma de

alternativa, a molécula de ANsi compreende ou consiste numa

regifo de cadeia dupla de 19 nucledtidos. Numa forma de
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o ANsi tem terminails c¢egos. Numa forma de

o alternativa, ¢ ANsi tem cadeias suspensas a b' e/ou

referentemente as cadeias suspensas tém entre 1 a 5

nucledtidos, mais preferentemente, cadeias suspensas de 2

nucledtidos. As cadeias sSuspensas podem ser dcidos
ribonucleicos, ou &cidos desoxirz bonucleico

Numa forma de realizacdo, a molécula de ANsi de acordo com

a invengéio compreende uma modificagao guimica.

Preferentemente, a modificacido quimica € na cadeia sense, na

cadeia antisense ou emambas,. Exemplos de modificacgdes quimicas
incluem ligagdes internucleotidicas fosforoticato, met
2'-0, '—desoxi-fluororribonucledtidos,
2'-desoxirribonucliedtidos, nucledtidos de 5-C metilo,
incorporagdc de residuos desoxikbasicos invertidos ou uma
substituicido de nucledtidos de uracile ribose com nucledtidos
de desoxitimidina ou combinagdes dos mesmos.

Numa forma de reallzacgdo, as cadeias suspensas a 5' cu 3°
sdo dinucledtidos, preferentemente dinucledtidos de timidina.
Numa forma de realJYagéo preferida, as cadeias suspensas a 5°

izagao,

a molécula

de ANsi compreende ou

consgiste em pelc menos uma sequéncia partir do
grupo consistindo na SEQ ID NO: 105 a 208 Numa forma
de realizacio preferida a molécula de ANsi compreende ou
consgiste em pelo menos uma sequéncia seleciconada a partir do
grupo compreendendo a SEQ ID NC: 108, 110, 114, 117, 126, 138,
162, 165, 185, 187, 191 ¢ 199 a 208. Preferentemente, a molécula
de ANsil reduz a expressioc do gene LATL guando expressa a
célula. Noutra forma de realizacgio preferida a molécula de ANsi

~
“

ompreende ou consi

a partir do grupo compreendend
317, 324-327, 334, 349, 333,

3 ¢
gene

nalgumas realizaga

eXpressa numa C

0, &

o a SEQ ID NO: 298, 305, 314, 315,
356, 360, 361, 367, 368 e 370 a

' I
,

a expressio do

forma notavel,

de ANsi (tanto a



cadela a 5% como a 3' ou ambas) pode comecgar com pelo menos um,

preferentemente dois nucledtidos dJe zlanina.
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seguéncias de 2 Lanina, estas poder nao star incluidas

{(visadas) na molécula de ANsi.
Numa forma de realizacdo sdo utilizadas uma pluralidade de

espécies de molécula de

e
sl
Py
9]
o
-
0}
pier
3
o}
o
]
Y
Q.
ct
Q
@
s
Q¥
o
[
Q¥
&
)
0]

moléculas de ANsi sdo direciconadas para a mesma ou uma erpécie
diferente de ARNmM.

-

Numa forma de realizacZo, o ANsi é selecionade a partir de
ARNds, ARNsi ou ARNsh. Preferentemente, o ANsi € ARNsi.

Numa forma de realizacgdo adicional, a invengédo refere-se a
uma molécula de ANsi, conforme descrito no presentse documento
para utilizacédc como um medicamento. Numa forma de realiza
a invencdo refere-se a um ANsi para utilizacdoc no tratamento
de um disturbio caracterizado por aumento dos niveis de
expressac {em comparag¢do com 0s niveils num individuo saudavel)

=y

e/ou ASCTZ.

ANsi, conforme descrito no presente documento para utilizacgio
no tratamento do cancro.

Num aspeto adicional, z invencédo refere-se a utilizacgdo de
uma molécula de ANsi, conforme descrito no presente documento
na preparag¢ic de um medicamento para o tratamento do cancro.

Noutro aspeto, a invengido refere-se a um método para o

tratamento do cancro, © método compreendendo adminis

(—T
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Q
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molécula de ANsi, conforme descrito no presente documento, a
um paciente ou individuo com necessidade da mesma.

rma de realizacgido, o cancro # selecionado a partir

Noutro aspetc da invencido é proporcionada uma composicao
compreendendo pelc menos uma moliécula de ANsi

scrito no presente documento e um  portador



farmaceuticamente aceitdavel.

Num aspeto adicional da invencdc € proporcionado um método,
preferentemente um método in vitro de inibir a absorcido de
aminocacidos para uma célula, o método compreendendo
administrar um ANsi conforme descrito no presente documento a
uma célula. Preferentemente, a abscrgdc de amincacidos e
absorcio de leucina independente de sddic. Alternativamente,

a absorcao de aminoacidos € absorgio de alanina dependente de

avés de inativacéo ou inibigio

a sua expressdoc como uma estrategia inovadora para a

terapéutica do cancro. Em particular, e de accrdo com um
r

ale) aspeto da presente invengao, & proporciconada a

gene ASCTZ no fabrico de um medicamento para tratar ou prevenlr
o cancro, em que o ARNsi compreende um &cido nucleico de LATL

T3 Y 7 Ty Sy A - h 3 3 T v e . PR .
ou ASCTZ sense e um acido nucleico de LATI ou ASCT2 antisense.

A presente invencdo também proporciona a utilizacgio de um vetor
codificando ¢ ARNsi para inibir a expressio génica de LAT1 e/ou
ASCTZ no fabriceo de um medicamento para tratar ou prevenir o

De acorde com um segundo aspeto da presente invencdo, é
croporcionado um método de tratamento ou prevencgdo do cancro

compreendends administrar a um individuoc uma quantidade eficaz
de um ARNsi gue inibe a expressaoc génica de LATL
em que o ARNsi compreende um &cido nucleico de LATL ou ASCTIZ

sense e um acido nucl

invengdc também proporciona um método de tratament ou
o)

mpreendendo administrar a um individuo

uma quantidade eficaz de um vetor codificando o ARNsi gue inibe
a expressdo geénica de LAT1I e ASCTZ2.
A sobreexpresséo do transportador de LATL, uma isoforma do

sistema L de transportador de aminocdcidos neutros independente
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de Na'™ & uma observacgdo altamente prevalente em varias formas

1
de cancro. A presente invencido ¢ baseada na descoberta

surpreendente de gue ARNz de interferéncia peguenocs \RNs 1
seletivos para LATL s&oc eficazes para tratar o cancro. Em
particular, cancro de bhexiga, sangue, cérebro, cdlon, cabeca

[GR
c
}___I
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0

0
gado, pulmido, nddulocs linfaticos, gland

mamadrias, metastatico, musculo, ovario, pancreas, prdstata

O ARNsi ou wvetor ccecdificando o ARNsi, ou o medicamento
compreendendo © ARNsi ou vetor codificando o ARNsi, pode ser

iistradoe a um individuo at
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(por exemplo, oral, retal e intranasal}, administracao

parentérica {por exemplo, administragdoc intravascular,

administracdoc peri- e intra-tecidual, injecdo ou deposicéo
subcuténea, infusdoc subcuténea, administracio intraocular e

administracgdo direta em ou perto do sitioc de um tumor.
De cordo com u toerceilro speto da presente invenca A
‘e acOordoc Com um TerCelre aspelto Ga presente 1nvengao £
proporcionado um meéetodo in vitro de inibir a e

LATYL e/ou gene ASCT2 numa célu

contacto a células com ANsi gue inibe a expressdo génica de LATL
2/0u ASCT2 conforme descrito no presente documento. Numa forma
de realizacdoc, o dito ARNsi compreende um dcido nucleico de LATI

e/ou ASCTZ sense ASCTZ
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antisense, em que o© acido nucleico LAT 1 ou ASCTZ sense &

substancialmente idéntico a uma sequéncia alvo contida dent

,

do ARNm de LAT1 ou ASCTZ e o &cido nucleicco de LAT1L e ASC

sense. A presente invencido também proporciona um método in
~ - - - — = -1 - i~ s / - £ 7 -
vitro de inibir a expressdo dos genes LAT] e/ou ASCTZ numa

ASCTZ, o dito ARNsi compreende um acido nucleico de LATI e/ou
ASCTZ sense & um acido nuclieico de LAT1 e/ou ASCT2 antisense,

em que ¢ acido nucleico LAT 1 ou ASCT2 sense ¢ substancialmente
e

idéntico a uma seguéncia alve contida dentrce do ARNm d



cu ASCT2 e o &dcido nucleico de LATI e ASCTZ antisense &

complementar com o acido nucleico de LAT1 ou ASCT2 sense.
A ezpressdo do gene pode se

5
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de uma molécula de Acido ribonucleico de cadeia dupla (ARNds)
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a degradacgéo mediada por AR

forma gue o produto proteico

produzido ou é produzido em

T2 numa célula resulta numa
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ARN de cadeia dupla gue previne a tradu um ARNm alvo. 5&o

«()
V31
O
Q.
a

utilizadas técnicas padrédo de introducgdo de ARNsi na célula,
incluindo aguelas nas cuails o ADN & um molde a partir do gual
0 ARN é transcrito. O ARNsi que inibe a expressdo génica de LATL
ou ASCT2 inclui uma seguéncia de acidos nucleicos de LATI ou

e
antisense. 0 ARNsi pode sexr construido de tal forma que um Gnico
transcrito tenha as sequéncias tanto sense como antisense
complementar a partir do gene alvo, por exemplo, na forma de
um grampo de cabelo.

0 ARNsi compreende preferentemente ARN de cadeia dupla curto
gue é direcionado para ¢ ARNm alvo, isto é, ARNm de LATI ou ARNm

de ASCTZ, O ARNsi compreende uma cadela de ARN sense ¢ uma cadela

de ARN antisense complementar hibridizadas Jjuntas através de
de emparelhamento de bases de Watson-Crick padrio
no presente documento "emparelhamento de bases®) .

2

A cadela sense compreende uma sequéncia de &cidos nucleicos que
O

é substancialmente idéntica a uma segquéncia alvoe contida dentr
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do ARNm de LAT1 ou do ARNm alvo de ASCTZ.

documento para referir as partes do ARN:
que sao substancialmente 1dénticas (santido direto) a
sequéncia alvo de ARNm de LATI e ASCTZ ou substancialmente

complementares {(antisense) a sequéncia alvo de ARNm de LATI1 e

~ . 3
uma seguencra ae

5

nucleicos "substancialmente idéntica™ 2z uma seguéncia
alvo ntida dentro do ARNm alvo € uma sequéncia de acidos

nucleicos gue & idéntica a sequéncia alvo, ou gue difere da

sequéncia alvo por um ou mais nucledtidos., Preferentemente, a
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alvo ou difere da seqguéncia alve por um, dois ou trés
nucledtidos, mais preferentemente por um ou doils nucledtidos

e ainda mais preferentemente por somente 1 nucledtid

induzir degradagido mediada por ARNi

sequéncia alvo. Por exemplo um ARNs
compreender uma cadeia sense compreendendo uma sequéncia de
dcidos nucleicos que difere de uma sequéncia alvo por um, dois,

trés cumais nucledtidos, contanto gque a degradacdo mediada por

moléculas de ARN de cadela simples complementares ou podem

compreender uma Unica molécula na gual duas porgdes

forma covalente através de uma Area em grampo de cabelo de
cadeia simples. Isto é, a regido sense e regido antisense poden
estar ligadas de forma covalente atravées de uma molécula

ligante. A moleécula ligante pode ser um 14

1
polinuclecotidice ou n&o nuclecotidico. C ARNsi pode também



conter alteragdes, substituicdes cumodificacdes de uma cu mais
bases de ribonucledtides. Por exemplo, © presente ARNsi pode
ser alterado, substituido ou modificado ¢

mais; preferentemente 0, 1. 04 ou 3, bases de

3 R P iy P A T o Y wem oy 45 o e o - Ny
desoxirribonucledtidos. Preferenteme

O ARNsi pode compreender ARN parcialmente purificado, ARN
substancialmente puro, ARN sintético, ou ARN produzido de forma
recombinante, bem como ARN alterado que difere do ARN de
ocorréncia natural através da adigao, eliminagéo, substituigdoe
e/ou alteracdo de umoumais nucledtidos. Tais alteracdHes podem
incluir a adicgdo de material ndo nucleotidico, tal como a(s)

extremidade {s) do ARNsi ou a um ou mals nucledtidos internos

'__
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TN .

do ARNsi; modificacdes que tornam o0 ARNsi resistente a digestio

por nucleases {(por ezxemplo, a utilizacdc de ribonucledtidos

f-substituidos ou modificages da estrutura principal de
agucar—-fosfato); ou a substituicéc de  um  ou mais,

desoxirribonucledtidos.

A degradacgdc pode ser atrasada ou evitada através de uma
ampla variedade de modificagbes guimicas que incluem
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modificados sdo ainda capazes
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mediado por ARNsi contante cue as modificagles estivessemn
ausentes em regides especificas do ARNsi e incluidas até um

a
ponto limitado. Geralmente, as modificagdes da estrutura

principal causam uma pequena perda da afinidade de ligacgdo, mas
g { cados com

nucleases substancial. silenciamento através de diplexes de
ARNsi & também compativel com alguns tipos de modificagdes de
: 2'-H, 2'-O-metilo, 2'-O-metoxietilo, Z'-fluoro
{(2'-F), acido nucleico bloqueado (LNA) e é&cido nucleico de

guimicas adeguadas 330 bem




tisense, em gque a Ca deia sense compreende ou consiste numa

sequéncia de ribonucledtidos correspondente a uma seguéncia

cad

o de LATL ou ASCTZ, e em gue a sequéncia antisense compreende
ementar com a dit

cla sense, em gue as ditas cadela sense e cadeia antisense

hibridam entre s8i para formar a dira molécula de cadeia ducla,

e em que a dita molécula de cadel

num

dos

indicado mais abaixzc, a di

a
a célula expressando os genes LATI e ASCTZ, inibe a expressio
ditos genes. Conforme indicado mais abaixo, a dita
icia alvo de LATI compreende referentemente pelo menos

cemente 15 a 21, e ainda mais
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ferentemente cerca de 19 a 21 nucledtidoszs contiguos
ecionados a partir do grupo consistindo em desde a SEQ ID

referentemente pelo menos cerca de 10, mals preferentemente 15
a 2l, e ainda mais preferentemente cerca de 192 a 21 nucledtidos

contiguos selecionados a partir do grupc consistindo em desde

) ID N.° 209, 216, 225, 226, 228, 235-238, 245, 260, 264,

Numa forma de realizacdo da presente invencido, as ditas

NN o . o P ey - T A 1] 5 3 TINT < + : N B N |
cadelas sense e antisense da molécula de ARNsi estdc ligadas

de

lécula ligante pode ser um ligante polinucleotidic
1

=

forma covalente atravées de uma moleécula ligante. A dita
o

eotidico. Preferentemente o ligante & uma

ia em ansa. A sequéncia em ansa tem preferentemente 3

3 nucledtidos de comprimento. S&c¢ descritas segquéncias de

- e v / /s 4 - . AN B - = T -,
em http://www.ambion.com/techlib/th/th_506.html e {(Jacgue

al., 2002). Seguéncias de ansa preferidas incluem:

. . . o ; PR
CCC, CCACC ou CCACACC: (pPaul et al., 2002).
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eguéncia de ansa pode ser selecionada a partir do grupo
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consistindo em AUG, CCC, UUCG, CCACC, CTCGAG, AAGCUU, CCACACC,

e UUCAAGAGA. Preferentemente a sequéncia de ansa & UUCAAGAGA
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na presente invenc¢ao pode ser obtx

técnicas conhecidas para ¢os peritoes na

]
6]
0
(D
O
}.J
Q
i_._(
P
Q.
Q
(@}
0]
bt
O
[
0]
g
(%
e
|.. 1
O
O
=
r-»—4

2Nsi1 pode ser

quimicamente ou produzido de forma recombinar

métodos conhecidos na técnica, tais como o siste
Drosophila descrito no pedidoe U.S. publicado 2002/00886356, a

totalidade da divulgagdoc do gual é incorporada no presente

documento como referéncia. O ARNsi pode ser sintetizado
guimicamente utilizando foeosforamiditas de ribonucledsido

adequadamente protegidas e um sintetizador de ADN/ARN
convencional. O ARNsi pode ser sintetizado como duas moléculas
e

de ARN separadas complem

X

comerciais de moléculas de ARN sintéticas ou reagentes de
sintese incluem Bicspring (Frankfurt, Alemanha), Proligo
{(Hamburgo, Alemanha)}, Dharmacon Research (Lafayette, Colo.,
EUA}, Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA EUA), Glen Research
(Sterliing, Va., EUA), ChemGenes (Ashland, Mass., EUA) e
Sigma-Aldrich {St. Louils, MO EUA).

O ARNsi pode também ser expres
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partir de vetores de ADN
recombinante circular ou linear utilizando gqualguer promotor

P - ) g N ey oo - oy J .~ o0 e iy
adeguado. Promotores adeguados para

2 a partir
de um vetor incluem, por exemplo, as sequéncias de promotor de
1 e ¢ promotor de citomegalovirus. A selecédo

)
..... - -~ PPN S N Iarit v~ A Bm
de outros promotores adequados encontra—-se dentro do ambito da

a expressdo do ARNsi num tecido particular ou

I

num ambiente intracelular particular.



de técnicas padrdo, ou pode ser expresso intracelularmente. O

vetor pode ser utilizado para administrar o ARNsi a células in

b
3
4
4
-
A
3
Q
A
P
=
2
n
|__v
e’
O
(o}
6}
(6]
D
D
X
3
A
(1
(€3]
6]
O
)
o]
93}
I
ot
i_.l
i
2
D
=
=
<
~
D)
s
O
[
@]
o
@]
9
3
O

léculas separadas complementares, ou COomo uma unice

vetores adequado %oazcmxprea¢u£<>ARNsi,y@todvsparains:r:éo

de seqguéncias de &cidos nucleicos para expressar o ARNzi no

i

1
}
L.

interesse sdo bem conhecidos para 03 peritos na especialidade.

O ARNsi pode também ser expresso a partir de um vetor
intracelularmente in vivo. Conforme utilizado no presente
documento, o termo "vetor' significa gualguer técnica a base
de dcidos nucleicos e/ou virus utilizada para administrar um

acido nucleico desejado. Pode ser utlizado gqualguer vetor capaz

ARNsi a ser expressas, incluindopla
opcionalmente condensado com um
vetores virails. Vetores virais
derivadcs a partir de adenovirus (A

(AAV); retrovirus (por exemplo, len

antigénios de superficie a partir de ocutros virus, ou através
de substituicdo de diferentes proteinas de céapside viral,
conforme adequado. Quando o vetor é um vetcr lentiviral é
preferentemente pesudotipado com proteinas de superficie a

partir de virus da estomatite vesicu
do Ebola ou virus Mokola.

,

Os vetores sao



flangueiam a sequéncia de LAT1 ou ASCTZ de uma forma que permite
a expressido (através de transcricgdo da molécula de ADN) de ambas

cadeias {(Lee et al., 2002). B transcrita uma molécula de ARN

que & antisense para o ARNm de LATL ou ASCTZ atravées de um

primeiro promotor {(por exemclo, uma sequéncia promotora a 3°

i

do ADN clonado) e uma molécula de ARN que é a cadela sense para
o ARNm de LAT1 ou ASCTZ2 € transcrita por parte de um segundo
promotor {(por exemplo, uma sequéncia promotora a 5' do ADN

clonado). As cadelas sense e antisense hibridam in vivo para

gerar construglbes de ARNsi para silenciamento do gene LATI ou

gene ASCTZ. Alternativamente,
criar as cadeias sense e antisense de uma construgdac de ARNsi.
LATY ou ASCTZ2 clonados podem codificar uma construcio tendo

strutura secundaria, por exemplo, grampo de cabelos, em que
um  unico transcrito tem as seguéncias tanto sense como
antisense complementar a partir do gene alvo., Umtal transcrito

codifican

O ARNsi Conforme utilizado no

presente documento, "isclado® =i ico, cu alterado

ou removido a partir do estado de intervencéao
humana. Por exemplo, um ARNsi naturalmente presente num animal
viveo nfo estd "isolado®™, mas um ARNsi tético, ou um ARNsi
parcialmente ou completamente separado a partir dos materiais
ftentes do seu estado natural estd "isolado"., Um ARNsi
isolado pode existir em forma substancialmente pura, ou pode
existir num ambiente ndc nativo tal como, por exemplc, uma
célula a qual o ARNsi foi administrado. Por meio de exemplo,
ARNsi gue sao produzidos dentroe de uma célula atravées de
processos naturals, mas que sao produzidos a partir de uma
molécula precursora %isolada®, sido0 eles prdprios mol
"isoladas®. Conseguentemente, um ARN

introduzide numa célula a



proteina Dicer (ou ¢ seu egquivalente) em ARNsi isolado.

Confeorme utilizado no presente documento, Tinibizx

ou ASCTZ cunivel do produto de expressao génica de LATI ou ASCTZ2
2 raduzida por debaixo da observada na auséncia de molécula de

preferentemente significativa por debaixo do nivel observado
na presenga de uma molécula inativa ou atenuada gue é ilncapaz

de mediar uma resposta de ARNi, A inibicdo da expressdo génica
olécula de ARNsi & preferentemente significativamente
a presenca da molécula de ARNsi do gque na sua auséncia.

Preferentemente, o ARNsl inibe o nivel de expressio génica de

menos 50% e ainda mals preferentemente pelo menos
j‘_

nte a molécula de BRNzsi inibe a expressédo génica
1
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naoc tratada. O crescimentc celular € medido através de ensaios

de proliferacaoc conhecidos

documentc, um "acido
nucleico isclado™ é um dcido nucleicoe removido a partir do seu
amblente original (por exemplo, o ambiente natural se ocorrendo
naturalmente) e consequentemente, alteradce sinteticamente a
partir do seu estado natural. Na presente invencgédc, &acido
nucleico isolado inclui ADN, ARN e derivados dos mesmos. Quando
o acido nucleico isolado € ARN ou derivados do mesmo, a base
o' deve ser substituida com "u¥ nas sequéncecias de nucledtidos.

Conforme utilizado no presente documento, O termo

"complementar® refere-se a2  emparelhament de bases de

Watson—Crick ou Hoogsten entre unidades nucleocotidicas de um
polinucledtido, & o termo "ligar® significa a interacdo fisica

ou quimica entre dois polipéptidos ou compostos ou polipeptidos

. TN Oy o e N ~ TN T A R e e e NP,
Cu Ccompogtos associados ou COMoinacoes aos mesmos.



Confor

no presente

I

de seguéncia ailtamente conservada®™ significa que uma segquéncia
de nucledtidos de uma ou mais regides num gene alvo ndo varia
significativamente de uma gerac¢do a outra ou a partir de um
sistema bicldgico a outro.

Conforme wutilizado no presente documenta, o 21rmo
"complementaridade” ou "complementar® significa gue um acido
nucleico pode formar ligacido(des) hidrogénic com outra
gegquéncia de Acidos nucleicos ou atraves de Watson-Crick
tradicional ou de outros tipos de interagdo ndo tradiciocnais.

da molécula de ARNsi1 pode
complementaridade entre a

de ARN alvo

Uma percentagem de complementaridade indica a percentagen
de residuos contiguos numa molécula de adcido nucleico que pode
formar ligag¢des de hidrogénio (por exemplco, emparelhamento de

bases de Watson-Crick) com uma segunda sequéncia de Zcidos

nucleicos (poxr exemplo, 5, 6, 7, 8, 9, 10 de 10 sendo
complementar a 50%, 60%, 70%, 80%, 9

complementar™ si

sequéncia de

hidrogénio com © mesmo num
- " T e L5 o e & e ] L o~ d ~
segunda sequéncia de acidosn

ero

fecomplementaridade™ ou "compleame i
90%, mas preferentemente pelo menos 25% e ainda mails
preferentemente 100% dos residuocs num primeiro sense de adcidos
nucleicos podem formar ligacgdes de hidrogénio com uma segunds
sequéncia de idos nucleicos.
As Sequéncias de acidos nucleicos complementares hibridam
sob condicdes adeguadas para formar dup es estdveis contendo



poucos {um ou dois) ou nenhum emparelhamento errdneo. Além

disso, a cadela sense = cadela antisense do ARNsi podem formarx

um nucledtido ou estrutura de ansa em grampo de cabelo de cadeia

ipla através da hibridacgdo. Numa forma de realizacgédo

preferida, tais duplexes ndo contém mais de 1 emparelhamento
a

erréneo por cada 10 emparelihamentos. Numa forma de re
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especialmente preferida, as cadeias sense e antisense do duple
séo totalmente complementares, isto @, os diéplexes ndo contém

emparelhamentos errdéneos.

Conforme utilizado no presente documento, ¢ termo "célula’

é 0 seu sentido bioldgico habitual. A
célula pode estar presente num  organismo, por exemplo,
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(por exemplo, uma célula de mamifero). A célula pode ser de
srigem  de  linha germinal  ou  somatica, totipotente ou
multipotente, de divisdo cunéo de divisido. A célula pode também

ser derivada a partir de ou pode compreender uma gameta ou

embrido, uma célula estaminal, ou uma célula totalmente
diferenciada. Preferentemente a c¢élula & uma c¢élula
cancerigena da bexiga, ceérebro, c¢dlon, cabecga e pescogo, rim,
figado, pulmido, nodulos linféticos, glandulas mamédrias,

"y

ey

M@ 111 A 43 2oy o 3 N A
nmsSCcuic, Oovarlio, pPpancreas, peile ou estomago.

b=
-

Conforme utilizado no presente documento, o termo "ARN”

gsignifica uma molécula compreendendo pelo menos um residuo de
rikbonucledtido. Por "ribonucliedtido™ é entendido umnucliedtido
com um grupo hidroxilce na posicdo 27 de uma fracio

beta-D-ribo-furanose. O termo inclul ARN de cadeia dupla, ARN

simples, ARN isoclade tal como ARN parcialmente

ARN ssencialmente purc, ARN sintético, ARN

produzido de forma recombinante, bem como ARN alterado que

53
.
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difere do ARN de ocorréncia natural através da adicgéo,

O

eliminacdo, substituicdo e/ou alteracdc de um ou mails

nucledétidos. Tais alteracgdes podem incluir a adicdo de material
ndo nucleotidico, tal come no{s) terminal{iz) do ARNsi ou



N
N

internamente, por exemplo em um ou mais nucledtidos do ARN. Os
nucledtidos nas moléculas de ARN da presente invencido podem

também compreender nucledtidos n&c padrdo, tais como

3 FQUI N - 3 PR L. P dme ey e ey ) " 2 -
nucliedtidos de ocorréncia nédo natural ou nucledtidos ou

desoxinucledtidos sintetizados qguimicamente. Estes ARNs
alterados podem ser referidos com analogos de ARN de ocorréncia

natural. Preferentemente o termc "ARN" consiste somente em

Conforme utilizado no presente documento, 0 termo
"organismo” refere-se a gualguer entidade viva composta por
pelo menos uma célula. Um organismo vivo pode ser Lao simples

quanto, por exemplo, uma Unica célula eucaridtica ou tao

complexo quantce um mamiferc, incluindo um ser humano.

Conforme utilizado no presente documentc, 0 termo

"individuo" significa um organismo, gue é um dador ou recetor
de células explantadas ou as proprias células. "Individuo®

também se refere a um crganismce ao gual as moléculas de acid

N

preferentemente um mamifero, por exemplo, um ser humano,
crimata ndo humano, ratinho, rato, cédo, gato, cavalo, ou vaca.
Mails preferentemente o individuo é um ser humano.

s 3 ;

Conforme utilizado no presente decumento, © termc "amostra

bicldgica” refere-se a gualguer amostra contendo

5
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polinucledtidos. A amostra pode ser uma amostra de tecido ou

celular, ou um fluido corporal contende polinucleodotidos (por

C

exemplo, sangue, mucce, fluido linfatico, fluido sinovial,

fluido cerebrospinal, saliva, fluido amnidtico, sangue de

- . J = . . BN o -~ . - PR J e o o [ — - o P Ty - ~ -
cordao amnidtico, urina, fluido vaginal e sémen). A amostra
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omogenado, lisado, extrato, cultura celular ou
cultura de tecido preparada a partir de um organismc inteiro

ou um subconjuntoe das suas c¢élulas, tecidos ou partes

a amostra pode
gel no gual um organismo, ou células de um organismo, foram

propagadas, em gue a amostra contém polinucledtidos.



27

de LATI e/ou ASCT2 que causa a inibicdo do crescimento de

células cancerigenas. Em particular, a invencio proporciona um

método para inibir o crescimento de uma oooula@éo de células

de LATI e/ou ASCTZ

Pt : -~ ) - S ey = <Y 7
cancerldgenas compre endend

a dita populagdo de células ¢ erigena O crescimento de
células cancerigenas ¢ inibide através do contactoe de uma
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e ASCTZ2 s80 prvt@inas Trai yrtadoras de amincacidos gue s30

scoreexpressas em tumores i 0 ncros da bexiga, cérebro,

£ : ~oy e \ S - i L1 Y e
cdlon, cabeca e pescogo pulmido, noédulos
I = L Sy o AN 1 - 28 my ey o €
linfaticos, gliandulas mamaria: mésculo, ovério, pancreas,

pele e estdmago. O crescimento das cé 1 expressando LATI ou
ASCTZ pode ser inibido por um ARNsi de LAT1 ou ASC
pode ser adicionalmente colocada em contacto com um agente de

potenciamento da transfeca

O

para potenciar a administracido do
ARNsi ou vetor codificando ARNsi a célula. Dependendo do método

da presente invencgio, a célula pode serx

Foi extraida informacido de sequéncia relativa ao gene LATL

T

humano {acessc GenBank NM_003486) a partir da base de dados de
nucledtidos NCRI Entrez. Foram identificados até 104

VWSCTZ2 humano (acesso GenBank NM_001145144) a partir da base de

A
dados de nucledtidos NCRI Entrez. Foram identificados até 89

‘)\
ot

segmentos de ARNm., S3o conhecidos métodos para desenhar ARN de
cadeia dupla tendo a capacidade de inibir a expressdo génica
numa c¢élula alvo. Veja-se por exemplo, o Documento de Patente

US N.° 6.506, 559, e Elbashir et al., 2001, incorporados no
talidade.
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1. Iniciando com o coddo de inicic ATG do transcrito, rastrearx

sequéncias dinucleotidicas de AA., Registar
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a
a ocorréncia de cada AA e os 19 nucledtidos adjacentes a
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SEQ Ne 19 AAGGUACCARAUTGGATOTGG
SEQ Ne 2 AAACTGGATOTGLGGARCATT
558G ID N© 27 AE—‘.CTGG GTGGGGARCATTG

e zZ2 AACATTGTGCTGGCATTATAC
e 23 AARATTACTTGARATTTCGTCACA
HNe 24 ARTTTCGTCACAGAGGARATG
e ARATGATCAACCUCCTACAGAA

K ARTGATCAACCCUTACAGRAA

e 27 AACCCCTACAGRARACCTGCCC

i

s
)

we

e 28 ARACCTGCCCUTGGCTATCAT
e Z5 ARCCTGCCCCTGRCCATCATC
e 30 AACCTHGGUCTACTT ,..C'If"\(“"
we 31 ARCTATCACCTGGGCGTCA

te
Ne 33

; ABRTOGGTCCCTETTCACATCT
AAGGCCACCYTGCICTCCATCT

(ox]
ra

o=

e 34 ARAGGACATCTTICTCCGTCATC
e 35 ARACTTCTTCAGCTTCTTCAAC

D H? 26 VACTGGCTCTGCGTGEGCCC

N2 3 AARGCCTGAGCTTGAGCGGCC
me 35 AAGCUCTGAGCTTGAGCGGCCC
Ne 39 AAGGTGAACCTGGCCCTGCCT

el

.
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SEQ ID Ne 40 LACCTGGUUUTGUUTGTGTTC
SEg ID N 41 AAGACACCUGTGGAGTGTGGEC

oy

VACARAGCCTARAGTGGCTC
ARGCCCAAGTGGCTCUT

iend

0 Ne 4

o one

e
iy

iend

ID Mo 44 BACABAGCCCAAGTGGCTCCTC

P M2 45 AAGCCLA AGTGGCTCCTCCA
SEG ID N° 46 ARGT CCTCCAGGSEC F\T’
SEQ ID N° 47 AAGT
SEQ ID Ne 48 GGCGUCGGUGGICGAGGAGAR
3EQ ID N° 49 CCGLCGGUCGA VA
3EG ID N® 50 GGAGARAGATGCTGGECCOGCCAA
550 ID H° 51 GRAGGAAGAGGCGCGGGAGRA
SEQG ID Ne 52 GGAGARAGATGCTGGCCGCCAA

SEQ ID Ne¢ 53 GGGOGTGACCCTGUAGCGGAR
Mo 54 GACGCUCACGGGUGTGCTCAA
Mo 55 GCTCGGCACCACCATCTCCAR
e 56 CTCGGUACCACCATCTCCAARA
e 57 CTCGCTGOCCGCOTTCCTCAR

o
oo

CTTCGCCACCTACCTGCTCA
GGTGCCCGAGGAGGCAGCCAA
GCTGOTGOTCACGGCUGTGARA
CGTGAACTGCTACAGCGTGAL
GEATGCCTTTGCCGCCGCCAR
:\:':T ( \JTLT ?’iu T \_1\3_7 E

o

S5EQ ID W°
520 .

o
;
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b
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Ne
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e
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Ne
Ne
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e
Ne
Ne
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e
e
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e
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e
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e
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e
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e
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TO0
101

10z

103

104

CGLGAAGGGTGATGTGTCCAR
TGTGTCCAATCTAGATCCCAR
GATCCCAACTTCTCATTTGAA
CTTCTCATTTGAAGGCACCAA
TTCTCATTTGAAGGCACCAMR
ACCAAACTGCATGTGGGGAR
CTTTGCCTATGGAGGATGGAA
TGGAGGATGGAATTACTTGAA
TGARATTTCGTCACAGAGGAAR
CGTCACAGAGGAARTGATCAR
AAATGATCAACCCCTACAGAR
AATGATCAACCCCTACAGAAA
GCTGGTGTACGTGUTGACCAR
COTGLCCETGGACTTCGGGAR
GTCCTGCTTCGGUTCCLGTCAR
TTCTTCGCTGGGETUCCGGGAA
GUTGCTCTACGCCYTCTCCAA
SGACATCTTCTCCGTCATCAA
CAACTTCTTCAGCTTCTTCAR
TGATCTGGUTGUGUCACAGAA
GATCTGGCTGCGCCACAGARAD
TGAGCTTGAGCGGUCCATCAR
TGAGCGGCCCATCAAGGTGAA
GATCGCCETCTCCTTCTGGAA
CTTCTTCGGGGTCTGGTGGAR
TTCTTCGGGGETCTGGTGGAAL
TCTTCGGGGTCTGGTGGARAR
CTTCGGGGETCTGGTGGARARA
CGGEGETCTGETCGAMARRCAR
CTGGTGGAAAMACAAGZCCAA
CACGACCGTCCTGTGTCAGRR
AAGATGCTGGCCGCCARMGAGT
BACATCACGCTGCTCARCGGT
AAGCTCTGGATCGAGCTGCT
AACTSGCTACAGUGTGAAGGCT
AACATTGTGCTGGCATTATAC
ABAGGACATCTTCTCCGTCATC
CTTCGCCACCTACCTGCTCAA
GGACATCTTCTCCGTCATCAA
TCGATCTGGCTGCGCCACAGAR

GATCGCCGTCTCCTTCTGGAA

L3
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A especificidade do gene de ASCT2 foi confirmada pesgulsando

nplexes de ARN

~
{.4_

A totalidade dos quarenta e dois
cados foram complexados com lipofectamina e adicionados

» durante 12 h emmeio isento de soro. Posteriormente,

foram cultivadas durante 72-26¢ h em meio
o com soro, que fol substituido por meio isento de
yras antes das experiéneias. Um duplex de ARNsi

sordenado foi utilizado como controlo.

ARNsi1 € direcionado a uma seqguéncia génica de LATI
de alvoe unico. Alternativamente, © ARNsi & direcionado a

-\ N R ) 3 o oo 1 g L] N P e - e T o~ . T~ -~
sequéncias de genes LATI de alve maltiplo. Por exemplo, a

composic&o contem LATI-ARNsi dirigido a duas, trés, guatro

cinco ou mails sequ?mcias alvo de LAT1. Por sequéncia alvo de
LAt @ entendida uma seqguéncia de nucledtidos que é idéntica
a uma porgdo do gene LAT1. A sequéncia alvo poede incluir a regiido
nac traduzida (UT) 57, a grelha de leitura aberta (ORF) ou a

regldo nédo traduzida a 3' do gene de LATl1 humano.
Alternativamente, © ARNsi € uma segquéncia de acido nucleico
complementar a um modulador a montante ou a jusante da expressioc
do gene LAT1. Exemplos de moduladores do montante e a Jjusante

incluem, um fator de transcricdo gue 1lic

LK4

ga 30 promotor do gene

LATL, uma guinase ou fosfatase gue interatua com o polipéptido

TN - o~ NI . s | TN
LATY, um potenciador ou promotor de LATL.
.

LATI-ARNsi gue hibridam com ARNm alvo diminuem ou inibem a

466-486 (SEQ ID N°
I N° 22y, 1243-126
624-644 (SEQ IDN°® 61), 1245-1265 (SEQ ID N® 81), 1316-1336 (SEQ
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ID N° 83), 1410-1430 (SEQ ID N° 87), 147-165 (SEQ ID N° 95),
219-237 (SEQ ID N° 96), 468-486 (SEQ ID N° 97), 630-648 (SEQ

ID N° 99), 1247-1263 (SEQ ID N° 100),

1412-1430 (SEQ ID N ° 104) como a seguéncia
=alizacgdo adiciconal, de modo a melhorar

80 do ARNsi, pode ser adicicnado

extremidade 3' da cadela antisense da
sequéncia alvo. S30 adicionados preferentemente pelco menos 2,

mais preferentemente 2 a 10, e ainda mals preferentemente de

Z2a5u. Os u adicionados formam a cadeia
g da cadeia antisense do ARNsi.

O LATI-ARNsi pode ser diretamente introduzido nas células
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de uma forma que & capaz de 1i
Jlternativamente, pode ser introduzido nas células um vetor

codificande o LAT1I-ARNsi.,
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a antisense, Conseqgquentemente, a presente invencgio
também proporciona ARNsi tend a formula geral 5°-
[A]—[B]—[A‘E—B', em gue [A] é uma sequéncia de ribonucledtidos
correspondendo a uma sequéncia alvo do gene  LATL.

Preferentemente [A] € uma szeguéncia selecionada a partir ado

3
grupo consistinde nos nucledtideos 145-165 (3EQ ID N° 4y,
217-237 {SEQ ID N° 6), 466-486 (SEQ ID N° 10), 628-648 (SEQ ID

N°® 13), 796-816 (SEQ IDN®° 22), 1243~1263 (SEQ ID N°® 34), 525-545
(SEQ ID N° 58), 624-644 (SEQ ID N°® 61, 1245-1265 (SEQ ID N°
81), 1316-1336 (SEQ ID N° 83), 1410-1430 (SEQ ID N° 87), 147-165
(SEQ TD N° 95), 219-237 (SEQ ID N° 96), 468-486 (

630-648 (SEQ ID N° 98), 798-816 (SEQ ID N° 99), 1247-1263 (SEQ

segquénecia  de  ribonucledtidos consistinde em 3 to 23
[A'] & uma sequéncia de ribonucledtidos



hibridiza com ([A'], e posteriormente ¢é formada uma ansa
consistinde na regido [B]. A sequéncia em ansa pode ser
preferentemente de 3 a 23 nucledtides de comprimento. S&o
descritas seguéncias de ansa adeqguadas em

http://www.ambion.com/techlib/tb/th_506.html. Além disso,

sequéncia de ansa consistinde em 23 nucledtidos também

(Sui

CCC, CCACC ou CCACACC: (Paul et al., 200Z
JUCG: ({(Lee et al., 2002).
CTCGAG ou AAGCUU : (Biology, 2003).
UUJCAAGAGA: (Yu et al., 2002).

A sequéncia de ansa pode ser selecicnada a2 partir do grupo
consistindo em AUG, CCC, UUCG, CCACC, CTCGAG, AAGCUU, CCACACC,
e UUCRAGAGA. Freferentemente a seguéncia de ansa € UUCAAGAGA
("ttcaagaga®™ em ADN).

Num aspeto adicional da invencdc, © comprimento do &cido

nucleico sense € pelo menos de 10 nucledtides e pode ser téo
N E— e = de g o o e -] TNy 3 o~ o~ A B oy e ey
longo guanto o transcrito de ASCTZ de ocorréncia natural.

Freferentemente, o aAcido nucleico sense tem menos de 75, 5
cu 25 nucledtidos de comprimento. E adicionalmente preferido
que o &4cido nucleice sense compreenda pelo menos 19
nucledtidos. Mals preferentemente, o dcido nucleico sense tem
19-25 nucledtidos de comprimento. Exemplos de dcidos nucleices

sense de ARNsi de ASCTZ da presente invengdc que inibem a

Q-lgOnUCL@/iLuuo compreendendo qualguer uma das seguintes
sequéncias alvoe do gene ASCTZ: nucledtidos 200-3220 (SEQ ID N°

235y, 1123-1143 (SEQ ID N° 236), 1124-1144 (SEQ ID N° 237y,
1150-1170 (SEQ ID N° 238), 769-789 (SEQ ID N° 260), 9%4 1014
(SEQ ID N° 264), 1066-1086 (SEQ ID N° 267), 1131-1151 (SEQ I
{(SEQ ID N® 27Z2), 1264 84

}__3




832-850 (SEQ

ST TTY T Rl P Telatar N Xalartalalahvel
SEQ ID We 210 AATATCACCGGRACCAGEGTG
T 7, oy [Nals il areTel ]
SES ID WHe 211 PN STGCCOGT

\"\.'x,'\«\"_l
SEQ ID N° 212 AAGGTGCCCGTGEGRCAGEAS

. - o - . TR,
..‘)E‘Q D Ne 213 LACATCCTGGGOTTGGTAGTG
ST T W ~a B T O O T R A B
SEQ ID Ne Z14 AAGUTGHGGCUTGAAGGGGAG

SEQ ID N° 215 AAGCGGEAGCTGCTTATCCGCT

AACTCCTTCAATGAGGCCACT
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SEQ ID 7 AATGAGGCCACCATGGTTCTG
SEQ IR g8 ARGATCGTGGAGATGGAGGAT
SEQ ID 8 AAGTACATTCTGTIGCTGCOTS
SEQ ID 0 AABARJRCCCCTACCGCTTCCTG
SEQ IR 1 ARRACCCCTACCGCTTCCOTGT

[ o)
©
)

Z ARCCCCTACCGUTTCOTGTG

SEQ ID 3 AACCCCTACCGCTTCCTIGTGE
SEQ ID 4 ABAGTGCGETGGAGGAGAATAAT
SEQ ID 25 AATAATGGUGTGGCCAAGCAC
ID Ne ZZg AATGGLUGTGGCCAAGCACATC
D we 227 AAGCACATCAGCCGTTICATC
ID Ne 228 AACATGGACGGTGCCGCGCTC
ID N® 229 ARBGATCATCACCATCCTGGT
fat

ID Ne Z20 ARGATCATCACCATCCTGGTC
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ARGCAGTCARCCTCCCEETCG
ALRCCTCCCGGTOGACCATATC

L

BATGTAGAAGGTGAC
HUT U TGGGEEH
AAAATTACGTGGACCGTACGE

AT T AT
AAATTACGTC

ARTTACGT (:
ARGCACAGAGCCTGAGTTGAT

ST
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ARACCCCCTOC AACACTA

- PR T T R R T

AXRACACTATCGGGGGCCCGC

- S ~ r

AARTACTATCGGGEGGECCTGLAG
-

T e RGO
ALGAGAGGAATATCACCGEAA

GGAGGGGATGAR

s o ey e

CTTTE CTEGCGUTGCGGAA
CTOrCGARCCTOCOGC T TOAR
CTGCGCARGCTGGGGCCTGAR

GUTGUTTATCCGCTTOTTCAA
COGCTTCTTCAACTCCTTUAR
CATGTTCCTGGTGGCTGGEORA
ACTCTTTGCCCGCCTTGGCAA
CTACTTCOTCTTCACCOGIA
TACTTCCTCTTCACCCGCAAR
CTTCCTCTTCACCUGCARRARL
CACGCTGCCGCTGATGATGAR
GATGAAGTGUGTGLAGGAGAA
AGTGCGTGGAGGAGAATAA
AGRATAATGGUGT!
CCCATCOGCGTCACCETCAA
GCAGTCCTTGGACTTCGTAAA
AGUAGTCCOTTGGACTTCGTAL
CATCATCCTCGAAGCAGTCAAR
ACTCTGGCCATCATCCTCGAA
TGTACCGTCCTCAATGTAGAA
COGGTCCTGTACZCGTCCTZAA

'.J(.J\JG‘_JL_ et _7 1.{’{(: rI'(:CT \{:Cf AR

2

e i e e e
SCAGGACTCCTCCRAR

CTGLGGHUAGGACTCCTCCAL
TGCGACCOTACGGAGTCGAGAR

ACAGARGCCTGAGTTGATACAA

GUCTGAGTTGATACRRGTGAR
CTGCTAGTCCOCTACTGAGGAA
R T R

e e /_-’\ "D e
CAGTCCCCACTGAGGAAGGAA



SEQ ID N@ 276 GGAAGGAAACCCCCTCITCAL

D Ne 277 GAAGGAAACCCCCTCCTCAMA
ID N® 274 TGCCACGGTCGCUTUTGAGAR
ID N® 279 ACGGTCGCCTCTGAGAAGGAR
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SEQ IR N° 280 GAGARGGAATCAGTCATGTAA
SEQ ID N 281 GAGAGGAATATCACCGGAR
SEQ ID N° 282 GUTGGGGUCTGAAGGGEAG
SEQ ID N® 283 TAATGGUGTGGCCAAGCAL

ID N©® 2834 TGGCGTGLCCAAGCATATC
ID Mo 2835 CATGGACGGTGUCGCGITC
ID Ne 286 AATTACGCTGGACCGTACGS
SEQ ID N° ZB7 ATTACGTGGACCGTACGGA
SEQ ID N° 288 TTACGTGGACCGTACGGAG

SEQ ID N° 289 GCACAGAGCCTGAGTTGAT
SEQ ID N° 250 GAGAGGAATATCACCGGAA
SEQ ID N© 1 AGAATAATGGCGTGGCCAA
SEQ ID Ne TCATCCTCGARGCAGTCAR
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SEQ 1D N° 283 GGTCCTG CGTCCTCAA
SEQ ID N° 294 GACCGTACGGAGTCGAGAA

(N
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SEQ ID Ne AGAGCCTGAGTTGATACAA

SEQ ID N° 296 CCACGGTCGCCTCTGAGAA
SEQ ID N© 287 GGTCGCCTCTGAGAAGGARL

A espe

cConT
a base de dados NCBI ElastN. Os ARNsi foram sintetizados
gquimicamente,

A totalidade dos quarenta e dols duplexes de ARNsi
ourificados foram complexados com lipofectamina e adicionados
as células durante 12 h emmeio isento de soro. Posteriormente,

as c¢células foram cultivadas durante 72-26 h em melo
t

suplementado com soro, que foi substituido por meio isento de
soro 24 horas antes das experiéncias. Fol uti

ecionado a uma sequéncia génica de ASCT2

r
de alvo Unico. Alternativamente, o ARNsi & direcionado a



a uma porgidc do gene ASCTZ. A seguéncecia alvo pode incluir a

regidoc nadc traduzida (UT) 57, a grelha de leitura aberta (ORF)

ou a regiao nic traduzida 3V do gene de ASCTZ2 humano.

8]

Alternativamente, o ARNsi € uma seguéncia de acido nucleico

complementar a um modulador a montante ou a jusante da expressic

o}

do gene ASCTZ. Exemplos de moduladores do montante e a jusante

incluem, um fator de transcricdo gue liga ao promotor do gene
ASCTZ, uma guinase ou £ atua com o polipéptido

ASCTZ, um potenciador ou promotor de ASCTZ2.
ASCT2-ARNs1 que hibridam com ARNm aivo diminuem ou inibem

a producgido do produto polipeptidico de ASCT2 codificado pelo

Ty

gene ASCTZ através de associagdo com o transcrito de ARNm

normalmente de cadeia simples, interferindo deste modo com a

-
3

traducdo e, assim, a expressdoc da proteina. Sequéncias de acido

T

nucleico exemplares para a produgao de ASCTZ-ARNs1 incluem as

sequéncias de nucledtidos 300-320
ID N° 216) 2
830-850 (SEQ ID N°® 228), 1122-1142 (SEQ ID N° 235), 1123~

(SEQ ID N° 236), 1124-1144 (SEQ ID N° 237), 1150-1170 (SEQ ID
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N ° 272), 1264-1284 (SEQ ID N° a) 1268-1288 (SEQ ID
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N © 295), 1266~-1284 (SEQ ID N°® 296), 1270-1288 (SEQ ID N ° 29
o a sequéncia alvo. Além disso, de forma a potenciar a
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adicionado nucledti
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atividade de inibic&o do ARNsi, pr
u' a extremidade 3' da cadela antisense da seguéncia alvo.

Preferentemente pe mencs 2, mais preferentemente 2 a 10, e
ite

a

O mais preferen

.

mente de 2 a 5 u s3c adicionados Os ¢

adicionados formam a cadeia Unica na extremidade 37 da cadeia
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antisense & complementar

As moléculas de ARNsi tém a propriedade

de inibir o crescimento introduzidas numa

célula que expressa O C

s

As molieculas de ARNsi dat e invencdo tém a propriedade

de inibir o crescimento tumoral guando sdo introduzidas num
tumor gue expressa ¢ gene LATL.

Numa forma de realizagldo especifica da presente invencgio,
a cadela sense do ARNsi de ASCTZ utilizada na presente invencio
compreende ou consiste em pelo mencs uma seguéncia selecionada
a partir do grupo compreendendo a SEQ ID N° 225, N° 237, N° 267

e N° 278. O ARNsi compreends também uma cadela antisense

correspondente., Autilizagdo de umtal ARNsi foi verificada que
& ser particu na inibicd&o de transporte
de[HC]-L-1leuci de sédio. Numa forma de

rea

compreende ou consist 3 nencs uma sequéncia selecionada

a0 +3v Ao 5 - 21 RN o < e
a partir do grupo o 314 326, 356 e 367.

Y oy oy e Y o N SN ~ ] - Y e ooy 1y - 5 7 = 2,

De acordo com um outro aspeto da presente invengido é

T 3 3 L w1 )

leico ASCTZ

ASCTZ sense ¢ substancialmente idéntico a uma sequencia alvo
contida dentro do ARNm de ASCTZ e o acido nucleico de ASCTZ

Az moléculas de ARNsi da presente invengédo tém a propriedade
de inibir a expressio do gene ASCT2 quando é introduzido numa

célula gue expressa o ditoc gene.

o tém a propriedade

an

As moléculas de ARNsi da presente inveng



4z

nibir o crescimento celular guando sdo introduzidas numa
célula gque expressa O gene ASCT2.

m a propriedade
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de inibir o crescimento tumoral guando sdo introduzidas num
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tumor que expressa o gene ASCTZ.
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ARNsi1 de LAT1I e o ARNsi de ASCTZ da

a propriedade de inibir a expressaoc 4dos
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expressa o dito gene.

Quando se combina as moléculas de ARNsi d&
ASCTZ da presente invengidoc tém a propriedac
N N T R T ey celular aando introduzidas
Crescimentctdo CelulaXr guando INTYXOoGuzZILCas

expressa o0s genes LATLI e ASCTZ,

r

ASCT2 da presente invencdo tém a propriedade de inibir o
crescimento tumoral oguando sé&o introduzidas num tumor que

A Teasn O e T AT . AN
expressa 05 genes LATI e ASCTZ.

i~ o ~ + N e - o - N - NP -
nucleicos e vetores que codificam ¢ ARNs1 de acordo com ¢ quarto
-~ - 4 3 e e N e B 2 7 s = i - — N - — e s ~ ~
aspeto Ga presente invengao, oen comoe & composigoes

compreendendo-o, utels, por exemplo, nos métodos da presente

~ 5 -
230 .

invencgao. As composigbes da presente invengidc podem
compreender, adiciconalmente, agentes de aumento de transieg

7 - DAy e o A | S R ~ N - R U T, oy ]
A sequéncia de &cido nucleico pode ser operativamente ligada

)]

a um epromotor induzivel cu regulavel. Os vetores apropriados

sdo discutidos acima. Preferentemente, ¢ vetor ¢ um vetor viral

A composicdo da presente invencgdao pode

adicicnalmente um agente farmacéutico para o
cancro, em gue o agente & diferente do ARNsi. Preferentemente
o agente farmacéutico € selecionado a partir do grupo
congistinde em abarelix, amifostina, aminoglutetimida,
anastrozol, bevacizumab, bicalutamida, bleomicina,
bortezomib, bussulfano, capecitabina, carbop

carmustina, cetuximab, clorambucilo, cisplatina, cladribina,
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ciclofosfamida, citarabina, iacarbazina dactinomicina,

Q.

daunorubicina, docetaxel, oxorrubicina, erlotinib,

orrubicina, epirrubicina, eatramustina, etopdsido,
floxuridina, fludarabina, 5-fluorouracilo, flutamida,
gefitinib, gencitabina, goserelin, hexametilmelamina,
hidroxiureia, ifcsfamida, imatinik, irinotecano, leuprdlido,
megestrol, melfalanc, 6-mercatopurina, metotrexato
mitomicina, mitotano, mitoxantrona, oxaliplatina, pac
pentostatina, prednisona, procarbazina, rituxi

satraplatina, tamoxifeno, temozolomida, Teni

b-fiocguanina, tiotepsz, topote”ano, toremifen, tTras
triptorelina, valrubicina, vinblastina, vincristina e
vinolrebina,

Sistemas de administragdoc ndo virais de ARNsi envolvem a
criacdc de reagentes de transfecdo de &dcidos nucleicos. Os
reagentes de transfecgdo de Acidos nucleicos tém  duas
propriedades basicas. Em primeiro lugar, devem interatuar de
alguma forma com & carga de acido nucleico. Muito

freguentemente 1sto envolve forcgas letrostati

r“l
—

bl
o
6]

2, que
permitem a formacio de complexos de dcido nucleico. A formacgio
de um complexo garante que 0s reagentes de transfecido e &dcidos
nucleicos sejam apresentades sgimultaneamente & membrana
celular. Os complexos podem ser divididos em trés classes, com

base na natureza do reagente de administracac: lipoplexos;

catidénicos, os poliplexos através da interacdo com polimeros

catidénicos. 08 reagentes lipopoliplexos podem combinar a agio
ices e polimeros para administrar acidos
o) a

na, polii-L-lisina e protamin
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administracdo gue sdo mais elevados do gue guer lipidos quer
polimercs por si1 86. As formulagdes combinadas também podem sexr
menos téxicas. Os sistemas biocompativels mals relevantes para

esta finalidade s8o nancocdpsulas biodegraddveis ndo virails



e de acordo com a fisico-quimica de

dcidosg nucleicos. Tém um nuclec agquosco rodeado por um envelope
polimérico biodegradével, gue proporciona protecdo e
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A presente invengdo também proporciona uma célula contendo
o ARNsi de acordo com © quarbo aspeto da presente invengio ou
o vetor da presente invencido. Preferentemente a célula € uma

célula de mamifero, mai uma célula humana. &

diciconalmente preferido que ] » seja uma célula isclada.

anterior proporciona uma descricio
geral do assunto abrangido dentro do aAmbito da presente

invencado, incluindo métodos, bem comoc © melhor modo do mesmo,
de preparar € utilizar esta invengdo, s&o proporcionados os
seguintes exemplos para permitir adicionalmente gque s peritos

na especialidade pratiguem a presente invengdo & para

0s na especialidade apreciardo que Jque as
especificidades destes exempios naoc devem ser lidas como
limitativas da invengdo, cujo ambito deve ser apreendido a

partir das ivindicacgdes e equivalentes das mesmas

esta divulgagdc. Vari

O
)

aspetos adiciocnais e £

real 0 da presente invengao serdoc evidentes para os peritos

:
(‘l\
«}
(Lz

na especialidade em vista da presente revelacdo.

J 4 RS =] 4 e 4= . L . R
dos os documentos citados ﬂa.pLGS:nuﬁ.mcmorla.d@SCLLLlVd,
sequtncias, sdo lincorporados no presente documento CoOmo

outro modo, guando € felta referéncia acs identificadores de

base de dados de seguéncilas, o numero de versdo & o 1.
t

/ v a9 = 7y a3 T e e Ty ~ . ~ ~ o =X Py = o
"e/ou” quando utililzados noe presente documento s3o para sex
TGV, = ~ - g gz p 3 R - - N
tomados comn divulgacio especiriica e caga uma Gac

caracteristicas especificadas ou componentes com ou se 0 outro.

Por exemplo, "A e/ou B" é para ser tomado como divulgacgio
o

'»..l

de cada um dos (i) A, (ii) B e (i A e B, tal como




se cada um fosse definido individualmente no presente

A menos gque o contexto dite de outra forma, s descrigdes
e definigdes das caracteristicas acima expostas ndo estio

limitadas a gualguer aspeto particular ou forma de realizagdo

da invencéo e aplicam igualmente z todos o0s aspetos e formas
Je realizacdo gue sdo descritos. A invencio & ainda descrita
nos seguintes exemplos ndo limitativos.

exemplos a seguir ilustram a presente invengao em
detalhe, mas nédo sdo para serem interpretados como limitativos
do ambito da mesma.

Descri¢do dos desenhos

Figura 1. (A) O anticorpo criado contra a LAT1 reconheceu z
presenca de LAT1 em todas as linhas celulares de cancro., A
abundancia de proteina LAT1 foi marcadamente reduzida nas
células tratadas com o ARNsi-LAT1 (B).

Figura 2. (&) O anticorpo criado contra a ASCI2 reccnheceu a
presenga de ASCT2 em todas as linhas celulares de cancro. A
abundancia de prot;ina ASCTZ fol marcadamente reduzid
1 -ASCT2 (B).
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células tratadas com

Figura 3. Efeito de 3 mM de L-leucina ndo marcada na absorcgéo

de [!“Cl-L-leucina independente de sddio (0,25 "M) a uma taxa
C

inicial de absorgéde de (1 min) em

nicial de absorgdo de (1l min) em células de carcinoma tratadas
durante 72 h com ARNsi-LATI (0, 5, 10 e 25 nM) contra as
sequéncias nucleotidicas N° 6, N° 22, N° 34, N° 58 e N° ol.
Figura 4. Efeito de 3 mM de L-alanina ndo marcada na absorcio
de [*“C]-L-alanina dependente de sdodio (0,25 "M) a uma taxa

inicial de absorcio de (1 min} em células de carcincma
rgdo de ['Cl-L-alanina (0,25 ~M) a uma taxa

inicial de absorcido de (1 min) em células de carcinoma tratadas
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durante 7 (G, 5, 10 e 25 nM) contra as
N® 237, N° 267 & N° 278.

FPigura 5. (&) Tratamento de células com o ARNsi1i-LAT1 contra as

[

sequénci
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Figura 6. Quadro de sequéncias alvo e ARNzgi de LAT 1
Figura 7 Quadro de sequéncias alvo e ARNsi de ASCT2
Materiais e métodos

Cultura celular

inhas celulares SK-HEP-1, TZ24 ¢ HT-1080 foram mantidas

Q)

n
As células SK-HEP-

. 7 \ N1 - 3 N o
Louis, MO) suplementado com s0ro

{(Gibco, RU), penicilina G a 100 U/ml, anfotericina B a 0,25

1

gg/ml estreptomicina a 100 gg/ml {(Gibco, RU), bicarbonato de

sddio a 25 mM {(Merck, Alemanha) e acido

N-2-hidroxietilpiperazi tanossulfonico {HEPES)

cu de Eagle modificado pox
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Dulbecco (DMEM
- baiza glicose {(Sigma, St. Louls, MO}, suplementadco com 10 %
de FBS (Gibco, RU), penicilina G a 100 U/ml, anfotericina B a
0,25 gg/ml estreptomicina a 100 gg/mi (Gibco, RU)}, 25 mM

-

bicarbonato de sddic (Merck, Alemanha) e HEPES a 25

N e T aa 7 A e 1 - - - - = 3 3 Jq =
St. Louils, MO). O meio foi mudado a cada dois dias,

alcangaram confluéncia 3-4 dias apds semeadura inici

a subcultura, as células foram disscciadas com
tripsina~ dcido etilencdiaminotetracético (EDTA) (Sigma, St.
Louis, MO), divididas 1:15 e subcultivadas numa &area de

- - - ~ ~rn IO e e e 34— 7T e =\ N e - RS e )
crescimento de 21-cm? (Sarstedt, Alemanha). As experiéncias

Expressio da protelna de LATI e ASCTZ2
As linhas celulares cultivadas em placas de 21 cm? foram
enxaguadas duas vezes com solugdo salina tamponada com fosfato

(PBS) fria e fol adicicnade 100 pl de tampédo de lise RIPA (NaCl

a 154 mM, base de TRIZMA a 65,2 mM, EDTA a 1 mM, NP-40 a 1 %



{IGEPALY, desoxicolato de sddio a 6 mM) contendo inibidores de
protease: PMSE a 1 mM, 1 pg/ml de leupeptina e 1 pg/ml de
aprotinina; e inibidores de fosfatase: Na3v04d a 1 mM e NaF a
1 mM. As células foram raspadas e sonicadas brevemente. Foram

separadas guantidades iguals de proteina tota

L

de poliacrilamida e SDS a 1if

9]
]
o
o
=
e
Q
@]
O
@
ﬁ' [N
d)
o}
U‘
(D W
=
O3
=
(@]
EL

membrana de nitrocelulo
Tris—-Glicina contendo metanol a 20 %. As folhas Transblot foram

blogueadas em leite empdmagro a b $ em solugido salina tamponada
T

D

com Tris {TBS) durante 60 min e, em uida, incubadas duran

wn
D
te]

a noite, a 4 °C, com ©g se guintes anticorpos: anticorpoe de
coelho anti-LATI (1:1000; Cell Signalling); anticorpo de

coelho anti-ASCTZ (1:1000; Cell Signalling); ou anticorpo

monocional de ratinho anti-GAPDH (1:20.000; Santa Cruz
Biotechnology Inc.), diluidas em leite em pd magro a 2,5 % em
TBS-Tween 20 (0,1 % vol/vol). Os imunoblots foram

subsegquentemente lavados e incubados com anticorpos de cabra
anti-coelho marcado com fluorescéncia (1:20.000; IRDyelm 800,
Rockland) ou anticorpo secunddrio anti-ratinho de cabra
marcado com fluorescéncia (1:20.000; AlexaFluor 680, Molecular
Prches) durante 60 min a temperatura ambiente e protegido da
luz. A membrana ¢i lavada e fotografada através de
digitalizacado, tanto a 700 mm como a 800 nm, com um Cdyssey

Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences).

Expressdo do gene de LATI e ASCTZ2

C ARN total a partir de células cultivadas em placas de
21 cm? foil isolado e purificado utilizando o Reagente TRIzol
(Life Technologies, Espanha) de acorde com as instrugdes do

fabricante, A wgualidade e a concentracac do ARN foram
verificadas no espetrofotdometro NanoDrop ND100O0 (Thermo
Scientific, EUA). O ARN total (1 pg) fol convertido em ADNc
izando o kit Maxima Scientific First Strand ADNc Synthesis

T

(Thermc Scientific, EUA), de acordo com as

cara RT-gPCR
instrugdes., Fol utilizado o seguinte protccolcs: 1°# etapa, 10

min a 25 °C; 2@ etapa, 15 min a 50 °C; 3%etapa, 5 min a 85 °C.
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O ADNc foiutilizado para andlise de gPCR utilizando Maxima SYRR
Green gPCR Master Miz (Thermo Scientific, EUA) no instrumento
StepCnePlus {(Applied BRBiosystems, EUA). Foram utilizados

1 e ASCTZ2 (Quiagen, A

TTGATGGCAACAATATCCAC-3'. A reagdo gPCR fol rea

- ~ o e oA 34 -~ - =\ e ~ ~~ o . o T -~
de PCR de 96 pogos (Sarstedt, Alemanha) conforme segue: umciclo
n : O S - ~ a B o J ¢ (7Y = 1
de 10 min a 95 °C, seguido por 40 ciclos de PCR a 85 °C 15 s

e 60 °C 60 s. Uma curva de fusé&o fol feita imediatamente depois

fus
da gPCR, para demonstrar a especificidade da amplificagdo. Sem

N

controlos de modelo foram sempre avaliados para cada gene alvo.
Os valores do ciclo de quantificacdo (CQ) foram gerados
automaticamente pelo software StepOnePlus 2.3 e a razdc do gene
alvo fol expressa em comparacgdo com o gene GAPDH de referéncia.

As eficdcias de PCR em tempo real foram constatadas como sendo

Foram inoculadas células em placas de 24 pogos (Sarstedt,
Alemanha) e cultivadas até a confluéncia ser alcancada. No dia

da experiéncia, o meio de crescimento foil aspirado e as
monocamadas de celulas foram pré-incubadas durante 15 nutos
em meio de Hanks a 37 °C. 0 meio de Hanks teve a composigdo
:e—quta (em mM) : NaCl 140, KCl 5, MgS04s~7H,0 G, 8, K:HEFPOs 0, 3C

KH:POs 0,44, MgCl,—-6H20 1,0, CaCl, 0,025, Tris-HC1 9,75, pH 7,4.

w
~

(=

\ abscorgdc fol iniciada através da adicgdoc de meio de Hanks com
n

[#4C]~ L-leucina a 0,25 pM na auséncia e na presenga de

concentragdes crescentes (0, 3, 10, 306, 100, 300, 1000, 3000

-~

M) do substratc nao marcado, durante 1, 3 e 10 min. Durante
a pré—incubacido e a incubacdo, as células foram continuamente

agitadas emantidas a 37 °C. A a.bsoz_-r_;éo foi interrompida através

da rapida remogdo da solugido de absorgiao por meio de uma bomba

de vacuce ligada a uma pipeta de Pasteur, segulida de uma lavagen




s
e}

-

Tris—-HCl a 5mM, pH 7,4),  a radicatividade fol medida através

de contagem de cintilacgaoc liguida.

TS A S ~ - 2
Atividade de ASCTZ
Foram inoculadas células em placas de 24 pocos (Sarstedt,

}_4.
[83]
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Alemanha) e cultivadas até a confluéncia ser alcangada. No d:
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N

da experiéncia, o meio de crescimento fol aspirade e
monocamadas de células foram pre-incubadas durante 15 minutos
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agitadas e mantidas a 37 °C. A absorcédo foi interrompida através

da rapida remogac da solugdo de absorgio por meio de uma bomba
de vacuo ligada a uma pipeta de Pasteur, segulda de uma lavagemnm

iissolvida em

medida através
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Tris—-HCl a2 5 mM, oH 7,

Silenciamento do gene de LATI

As células foram inoculadas emplacas de 24 pogos {(Sarstedt,
Alemanha) ou de & pogos (Corning, EUA} e incubadas durante 24
h sob condig¢ées de cregcimento normais. Foram diluidos ARNsi
contra LATL e Lipofectamina 2000 (Life Techrno
em meio de cultura isento de soro e a mistura fol incubada

durante 20 min a temperatura ambisente (TA) para a formagdo Jo

complexo. Foram adicionados lipoplexos as células em meio de
cultura isento de zoro e incubados durante 24 h, apdés o gual
fol adicionade meio de cultura celular fresco a uma

Cara as céelulas SK-HEP-1
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ou T24, respetivamente. As c¢élulas foram adicionalmente
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incubadas em condicdes normals para os pontos de
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equentemente, as células foramutilizadas para
a avalilacéao da atividade LAT1 no tLransporte de
({1%C]l~-L-leucina, com 1 min de incubacgido) ou expreszdc LATL
(imunotransferéncia e RT-gPCR) .

c g P L - F - —~ - 7 Tl
Silenciamento do gene de ASCT

Alemanha) ou 6 pocgos (Corning, EUA) e incubadas durante 24 h

sob condigdes de crescimento normais.
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contra ASCTZ2 & Lipofectamina 2000 (Life Technologies, Espanha)

em meio de cultu
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de soro e a mistura fol incubada
urante 20 min a rmacaoc do complexo. Foram

adicionados lipoplexos as células emmeio de cultura isento de

% de FBS para

células foram adicionalmente incubadas em condigdes

1 - T N T 3~ [T 14/ 4 .1 N - N N
ransporte de {{*C]-L-alaninsa om 1 min de incubacdo) ou
expressao ASCTZ {(imunotransferéncia e RT-gPCR).

A viabilidade cels - o1 medida wutilizando ca

e de membrana, um corante

nadoc fluorescente, & convertida por esterases
intracelulares em calceina impermeante de membrana, que emite

fluorescéncia verde. Apds o tratamento com as substlncias de

de Hanks e carregadas com calceina-aM a 2pM em meio de Hank,
a temperatura ambiente durante 30 min. A flucrescéncia foi
medida a comprimentcs de onda de 485 nm de excitacido e 530 nm
de emissido num espectroflucrdémetro de microplaca (Gemini EM,

Molecular Devices). S&c realizadas nove medigdes de

fluorescéncia consecutivas por pc
fluorescéncia em toda a éarea

céncia média por pogo.

do pogo, gque foi, depois,
es
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Para determinar a coloragdo minima para calceina (cal

cito pogos foram tratados com etancl durante 30 min antes da

de ndmero de c¢células é

o
o
0
~
Q
(]
>3
put
Q

2
(D
=

adicido calceina—-AaM.

calculada como [{(calceinadsmestes) / (Calceinacentroio) ] x 100,
Animais e implantacdo do tumor
As celulas SK-HEP1 serdc cultivadas em cultura de tecidos
e 107 céelulas por ratinho serdo injetadas no flanco posterior
dos ratinhos fémeas NMRI nu/nu. Uma vez que 05 Lumores se

desenvolveram & 08 volumes dos tumores atingiram critérios de
randomizacio, a terapéutica comecaré por injecdes

intratumorais uma vez por dia. Serd incluide

o
=
=

grupo niao
tratado totalmente e um grupo de terapéutica simulada (apenas
insergdo de agulha intra-tumoral) no estudo comoe controlos.
Foramutilizados ratinhos imunodeficientes fémea NMRI nu/nu de
Harlan ou Charles River. Oz anim

de 4-6 semanas e sdo utilizados para o implante apds pelo menocs

1 semana de gquarentena. Todas as intervengdes nos animais foram

realizadas de acordo com o ntmero de Diretiva Eurcpeia 86/609,
e as regras do "Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals®™, 7% edigédo, 192¢, Institute for Laboratory Animal

foram selecionados

Research (ILAR), Washington, DC.

animais com satde inquestiondvel para entrar nces procedimentos

de teste. Durante as experiéncias, 08 animais foram

monitorizados pelo menos diariamente. Cada gaiola foi marcada

®

com uma ficha indicando origem animal, género, a data de

nascimento. Os animais foram numerados durante a implantagdo

do tumor ou no momento do inicio de experiéncia de
determinacdc de dose.

O wvolume do tumor fol determinado por uma medigdo
bidimensional com compassos de calibre no dia da randeomizacéao
(Dia 0) e, depois, duas vezes por semana. 0s volumes tumorais
foram calculados de acordo com a seguinte eguacgao:

vol de tumocr [mm®] = a [mm] x b2 [mm?] x 0,53
onde "a" & o maior didmetro e "b¥ & o didmetrc perpendicular

do tumcr representandce um elipsoide idealizado. O wvolume



relative de um tumor individual no dia X (RTvVz) foli calculado
dividindo o volume absclutc [mm

a . 3

{Tx) pelo volume absoluto do mesmo tumor no dia d

~

e &
ou seija, no dia 0 (T0), mulitiplicadc por 100, conforme €

mostrado pela seguinte equacdo:

RTV, (%] T
%2100
- T,
RTVs foram utilizados para a caracterizagao do crescimento

e clasgsificacéao de atividade do composto como se segue:

Pontuacgdo RTVx [%]

CR Remissdo completa < 16
T Tami asda v =N . 50
PR Remissdo parcial > 10; < 5¢
AT Tt v S e N ~ A 7E
MR Remissdo mencr > 50; < 75
NC Sem alteragdes > T75; < 123
P P’“JY 23 SA0 > 125
Mediana do grupo e faixa {(alternativamente média gecmetrica

e Yy Y o ot e o e N JER, [ v b 5 { s oy g
tumores de animais gue estavam vivos no dia em gquestdo (para

a avalilacaéo do tratamento.

A inibicgdo do tumor num dia particular (T/Cx} foi calculada

$))

a partir da mediana de RTV de um grupo de teste e o RTV mediano
de um grupo de control por 100, conforme &
mostrado pela seguinte

T/C. [%] = Mediana RTV, grupo tratado

Mediana RTV, grupo caontrolo

(:\

A VaLoxr

Stimo /
grupo particular durante uma experiéncia representa a
atividade maxima anti tumoral para o respetivo tratamento e &

classificado como se segue:

o))
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Pontuacio T/C [%]

(@)
n

v/ - Atividade limitrofe > 305 <

1
(@)

+ Atividade moderada > 25; <

4 Atividade alta > 10; <

N
n

4t Atividade muito alta > 5; < 10

++++ Remiszssdo completa < 5
<3Tewpo<kzdupllcagéo/’quadr;pllcagaocm>volum61nﬂm al (DT
QT) & definido como o intervalo de tempo {em dias) necessario

inicial do tumcr. O atraso no crescimento é definidoe como a
diferenca em dias entre os tempos de duplicagd&c do volume do
tumor e gquadruplicacioc de um grupo de teste e ¢ respetivoe grupo
de controlo.

vt - T NPT I g J A T o N I
Sistemas de administracdo de ARNsi ndo 18

1. Cs lipossomas que transportam ntes
terapéuticos s&o capazes de passar

célula alvo para distribuir cargas. Um«

. I
nomero de iilpidos

pode ser utilizado para a sintese de lipossomas utilizados para

2 administragdo de ARNsi. Lipidos neutros gue podem se
complexados Com ARNs1~-LATI incluem DOPE

;o
4
\

]
Ly«

oetanclamina), por exemp
PC (fosfatidiicolina), DOPC (1,2-dicleoil-sn—-glicero-3-
fosfatidilcolina e DPPE (1,2-dipalmitoil-sn—glicero-3-
fosfoetanolamina) .

2. Lipidos catidnicos gque podem ser complexados com ARNs1-LATL
incluem DOTAP (1,2-diclei-3-trimetilamdnic propanc), CDAN

(N{1)~-colesteri

P..J
'\,\1
i.‘l
Q
Q
H
o
O
]
|<.|
i._]
(F%

diamina) /DOFPE, DC-Chol (3" [N-(N'",N"~

dimetlamincetano)carbamool] colesterol)/DOPE, DOTAP/DOPE,
lipido catidnico RPRZ209120

(2= (3~ [Bis~ (3~amino-propil)—~aminol-

propilamino)~N-ditetradecilcarbamoilmetil~acetamida) .
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postericor. As nancparticulas sdo recolhidas por melo

centrifugacaoc. Og sobrenadantes sdo descartados e

o3}
w

nanoparticulas sdo ressuspensas em adgua destilada filtrada.
Para a associlacgdo do ARNsi-LATL ou ARNsi-ASCTZ com as
nanoparticulas de quitosanc-TFP {(gquitosanc-TPP- ARNSi-LATI1 ou

guitosano~TPP~ ARNsi~-ASCTZ), ARNsi~LATI ou ARNg1-ASCT2 em agua

- A AAdYl ~Y A A S ~ 1 = A~ TDT A e PRy BURPRRE RN 5
bidestilada ¢ adicionado a solugido de TPP antes de adiciconarx
sto gota a gota a solucio de guitosano, sob agitacido magnétice

6. O guitosano {114 kDa} foi dissolvido em tampdoc de acetato
de sddio para se obter um 0,2-1 mg/ml de intervalos de solugdo
de trabalho. Vinte microlitrcs de ARNsi-LAT1 ou ARNsi-ASCT2

icnade a 1 mi de guitosano

] ) T - o - Ve e . eme
1 n. FPara calcular as

a proporgao molar dos

[}

grupos amino de gquitosano/grupos fosfato de ARN) uma massa po:
fosfato de 325 Da fol usada para ARN e massa por carga de 16
para o guitosano (84 % de desacetilacgao).

7. 0Os ARNsi-LAT]I ou ARNSi-ASCTZ po

administrado por meio de injegdc intravenosa. A formulacgdo de

SNALF continha 0s lipidos 3-N-
(W-metoxipolil{etilenco-glicol})2000) tarbamoil] -1,2

dimiristiloxi-propilamina (PEG-DMA), 1,Z-dilincleiloxi-N,N-
opanona (DLinDMAY, 1,2-distearoil-sn—
glicero-3-fosfocolina (DSPC) e colesterocol.
3. Os ARNsi-LAT1l c¢u ARNsi-ASCT2 podem ser encapsulados em
Injectin In Vivo SiRNa Delivery Reagent (BioCelliChallengs SAS,
Toulon, Francga e administrados por meio de injecéo
intravenosa. A formulagao de injecdo continha a seguinte
mistura: 10 pg de ARNsi em 10 ul de tampéac contendo glicose,
40 pl com uma agua lsenta de ARNase estéril, 10 ul de reagente

Indectin. A mistura deve sexr mis
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'a baixo, e incubada durante 15 minutos a temperatu
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iente antes da in
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Exemplo 1
Imunotransferéncia de LATI
A presencga da proteina de LAT1 foi estudada por meio de

imunctransferénciautilizando um anticorpo criado contra LAT
1o

1
a Figura 1A, o anticorpo criado contra LAT

Conforme mostrado LATL
reconheceu a presencga de LAT]1 em todas as linhas celulares de

cancr A abundéncia de proteina LATI fol marcadamente reduzida
nas células tratadas com o ARNsi-LAT1l (Figura 1B).
Exemplo 2

Imunotransferéncia de ASCTZ

A presenca da proteina de ASCIZ foi estudada por meic de

imunctransferéncia utilizando um anticorpo <criadce contra
ASCT2. Conforme mostrado na Figura 2A, o anticorpo criado

contra ASCTZ2 reconheceu a presenga de ASCTZ em todas as linhas

PN

celulares de cancro. A abundincia de 'proteina. ASCTZ foi

o
=
O
Neg
i
by
AL
57
C>
€3]
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=
>

marcadamente reduzida nas células tratadas c
(Figura ZB).
Exemplo 3

foi significativamente (P<0,01) reduzida por

o tratamento de ceélulas com o ARNsi—~LATI contra as seqt
e

nucleotidicas N° 6, N° 22, N° 34, N°® 58 e N® 61 (por

138, 162&3165, respetivamente) durante
de [!C]-L-leucina (0,25 "M} numa maneira dependente da

concentraciéo

Exemplo 4

as de carcinoma



epitelial foi sgignificativam:

- . ~ N
i 3

L-alanina naoc marcada a 3 mM.

o tratamento de células com o ARNsi—~ASC
nucleotidicas N° 225, N° 227, N° 267 & N° 278 {(por exemplo, um
ARNsi compreendendo ou que consiste na SEQ ID NO: 314, 326, 356
e 367 durante 72 h diminuiu a captacgdo de [1iC]~L-alanina (0,25
1uM) numa manelira dependente da concentracédo.

Exemplo 5

Viabilidade celular

: mostrado na Figura BA, o tratamento de células com

&
ATl contra as seguéncias nuc

exemplo, um ARNsi compreendendo ou gue consiste na SEQ ID NO:
126} durante 12 h diminuiu a viabilidade celular. Diminuigdes

-

semelhantes na viabilidade celular as observadas com ARNsi

—t
.y
B
3
o
'\_J

ontra seguéncias nucleotidicas N° 22 foram também

observadas apds tratamento durante 12 h com o ARNsi- LATL contra

as sequéncias nuclectidicas N? 34

*C

or exemplo, um ARNsi
compreendendo ou gue consiste na SEQ ID NO: 1328). Conforme

mostrado na Figura 5B, o tratamento de células com o ARNsi-ASCT2

contra as sequéncias nucleotidicas N°® 237 (por exemplo, um

ARNsi compreendendo ou gque consiste na SEQ ID NO: 326} durante
12 h diminuiu a viabillidade celular. Diminuic¢des semelhantes

na viabkili

idade celular as observadas com AENs1 -LAT1 contra

sequéncias nucleotidicas N°® 237 foram também observadas apds

tratamento durante 12 h com o ARNsi- ASCT2 contra as seguéncias
nucleocotidicas N° 278 (por exemplo, um ARNsi compreendendc ou
gue consiste na SEQ ID NOC: 367)

Exemplo 6

Crescimento tumocral

Conclusédo

O ratamento de céliulas de cancro gque expressanm
e qm = s e - J T lralle —~ 7 N pu— T o T .
,1an:pogtadgr de LATI =/ou ASCT2 com  ARNsi-LATYI e/ou
ARD

RNgi-ASCT2 leva a uma diminuicgdo na proteina de LATL e/ou ASCT2

e uma diminuicédoc na captagdo de {“Ci-~ L-leucina e captacgédo de
[HC]

gue ¢é acompanhada por uma diminuigdo na
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REIVINDICACOES

1. Uma molécula de ANsi (dcido nucleico de interferéncia
curto), em que a dita molécula visa especificamente pelo mencs
uma seguéncia selecionada a partir da SEQ ID NO: 1- SEQ ID NOG:
104 e SEQ ID NC: 209 - SEQ ID NO: 297 ou pelc menosg uma seguéncia
complementar a uma sequéncia selecionada a partir da SEQ ID NO:
1-SEQ ID NO: 104 e SEQ ID NO: 209 — SEQ ID NO: 297 caracterizada

por sua utllizacio como um medicamento.

g_

2. Uma molécula de ANsi de acordo com a reivindicagéo 1,
le)

"5
part
4
®
V]
f--
o
C
—
=
=
\
i
v
P
C
9]
.
¢
=
o

caracterizada por o ANsi visar especificam

: Ayt o ool o oA ~ ahoy T N/ A ~ N = o)
sequénclia selecionada a partir da SEQ ID NO 4, 6, 10, 13, 22,
wa m=o - 1 o am o GE - 1A o ) -
34, 58, 61, 81, 83, 87 e 95 a 104, =2 em que & dita moleculia reduz
a expressaoc do gene LATIL.

3. Uma molécula de ANsi de acordo com a reivindicacgéoe 1,

-

sequéncia selecionada a partir da SEQ ID NO: 209, 216, 225, 220,
228, 235 a 238, 245, 260, 2¢4, 267, 271, 272, 278, 279 e 281
a 297, eemgue a dita molécula reduz a expressio do gene ASCT2.
4, Uma molécula de ANsi de acordoe com gqualguer reivindicacga
anterior, caracterizada por a dita molécula ter entre 19 e 25

cares de bases de comprimento,

5. Uma molécula de ANsi de acordo com qualquer reivindicacéo
anterior, caracterizada por o0 ANsi ser seleciocnado a partir de

ARNds, ARNsi ou ARNsh.

6. Uma molécula de ANsi de acorde com a reivindicacéo 5,

caracterizada por o ANsi ser ARNsi.

L

7. Uma molecula de ANsi de acordo com qualquer reivindicagao

anterior, caracterizada por ¢ ANsi compreender cadeias



N

8. Uma molécula de ANsi de acordo com qualquer reivindicacéo

9, Uma molécula de ANsi

10. Uma molécula de ANsi de acorde com a reivindicacéoe 2,

caracterizada por a molécula de ANsS C

> IMencs

(‘.
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si compreender p+ uma
08, 110, 114, 117, 126, 138,

e em que preferentemente,
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11. Uma mclécula de ANsi de acordo c¢com gualguer das
reivindicagdes 1 a 8, caracterizada por a molécula de ANsi
compreender pelo menos uma sequéncia selecionada a partir de

298, 305, 314, 315, 317, 324-327, 334, 349, 353, 35¢, 360, 36

12. Una composicgédo farmacéutica caracterizada por

compreender pelo menocs um ANsi de acordo com gualguer das
reivindicacdes anteriores e um veiculo farmaceuticamente

aceitavel.

13. Uma molécula de ANsi de acordo com qualquer reivindicacéo

anterior caracterizada por sua utillizagd3o no tratamento de

Cancro.

14, Uma molécula de ANsi de acordo com a reivindicagdo 13,

caracterizada por ¢ dito cancro ser seleciocnado a partir de



cancro da sangue, cérebro, célon, cabeca e pescogo,
rim, figado, pulmio, ndédulcos linfaticos, glandulas mamarias,

, ; ot
musculo, ovario,
4 et

15. Utilizacéo

reivin

A Ut
C e (O

caracterizada por o cancro

<o

da bexiga, sang

ado, pulmio,

ig
ot a

adtico,

(1) N
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—
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go e

Lisboa, 24

]

yue,

pancreas, pr a pele, estdmago e UGtero.
do ANsi de acordo com qualguer das
a 11 ou a composicéo farmacéutica de acordo
céo 12 caracterizada por servir para preparar
ara © Ttratamento de cancro.

de accrdo com a reivindicacao ib,

ser selecionado a de cancro

partir

cérebro, cabeca e pescogo, rim,

nddulos linfaticos, gléandulas mamarias,
scule, ovario, pancreas, prostata pele,
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Figura 2
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Figura §
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