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Declaracdo dos pedidos relacionados

Este pedido é um pedido de patente de Tratado de
Cooperagdo de Patente (PCT) que reivindica prioridade no
Pedido de Paﬁente Provisdrio dos Estados Unidos No.
60655786 intitulada “RNA helicase p68 fosforilada como um
marcador para cancer e metdstase de cancer” (Phosphorylated
P68 RNA Helicase as A Marker for Cancer and Cancer
Metastasis) que tem uma data de depdsito de 24 de fevereiro
de 2005, que é aqui incorporada por referéncia.

Fundamento da invencao

Campo técnico

Essa invencdo relaciona-se de modo geral ao campo de
diagndéstico de <cancer e a marcadores para uso no
diagnéstiéo, progndstico e tratamento de cdncer, incluindo
para determinagdo de metastase de cancer.
Técnica prévia

Cancer & a segunda causa de morte humana préximo a
doenca coronariana. Nos Estados Unidos, o céncer gera a
morte de mais de meio milhdo de pessoas a cada ano e cerca
de dois milhdes de novos casos de cancer sdo diagnosticados
a cada anos. Cancer tornou-se a causa principal de morte
nos Estados Unidos e por todo o mundo. No entanto, um
paciente com cdncer tem maior probabilidade de ter um
tratamento bem sucedido com um diagndéstico precoce. Além

disso, as chances de tratamento bem sucedido de um paciente
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melhoram substancialmente quando o paciente foi tratado
antes da metastase de céncer.

A identificagdo de marcadores de tumor para objetivos
diagndésticos tem sido um objetivo da pesquisa sobre cancer
nas Ultimas décadas. Marcadores produzidos em células ou
tecidos tém sido procurados uma vez que tais marcadores sdo
Gteis no diagndéstico e tratamento de <céncer e na
identificagdo de metastase de céancer. A medida dos niveis
de marcador de tumor pode ser Util na detecgdo de alguns
tipos de céncer. Além disso, a quantificagdo do fluxo dos
niveis de marcador pode ser 0Gtil na determinacdo ou
avialiacdo da eficacia ou curso do tratamento. Como tal, a
pesquisa por marcadores de cdncer & suprema.

Na pesquisa de um marcador de tumor, o inventor
investigou RNA helicase p68. RNA helicase nuclear pé68 (por
exemplo Id. de sequéncias Nos. 1 e 2) sd8o um membro
prototipico da familia DEAD-box de helicases, distinto por
uma sequéncia caracteristica de nucleo de Asp-Glu-Ala-Asp
(DEAD). RNA helicase P86 foi fosforilada no residuo de
tirosina nas células Hela. Yang e cols., Fosforilagdo of
p68 RNA Helicase regulates RNA Binding by the C-terminal
Domain of the Protein, Biochem. Biophys Res Commun,
314:622-30 (2004). Em um estudo prévio, foi mostrado que
RNA helicase pé68 foi superexpressa em tecidos de céancer
colo-retal e linhas de células de cancer. Baseado nesses
achados, o inventor insistiu em RNA helicase p68 como um
potencial marcador de céancer.

Portanto, had sempre uma necessidade por melhores
ferramentas de diagndsticos para cancer e metastase de

cidncer. Além disso, had sempre uma necessidade por métodos e
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ferramentas para a determinagdo e avaliag¢do da eficacia ou
duracdo do tratamento de cédncer. Além disso, tais novos
métodos e ferramentas podem ser Gteis para a identificagdo
de metdstase de céncer. E para essas necessidades, entre
outras, que a presente invengdo é direcionada.

Breve sumario da invencgdo

Resumidamente, essa 1invengao envolve o uso de RNA
helicase p68 fosforilada como um marcador de céncer, um
marcador para metdstase de cdncer e um potencial alvo
terapéutico para células cancerosas. Embora RNA helicase
p68 seja expressa em células normais bem como em células
cancerosas, descobriu-se que a RNA helicase ©p68 &
fosforilada em células cancerosas incluindo cancer
metastdtico. De fato, o estado de fosforilagdao de RNA
helicase p68 em uma célula parece estar correlacionado com
uma identificacdo daquela célula como cancerosa € com uma
identificacdo daquela célula como célula de céncer
metastatico. Mais particularmente, RNA helicase p68
fosforilada representa um marcador de cancer que pode ser
usado para distinguir entre células cancerosas e células
normais. Além disso, a RNA helicase p68 fosforilada pode
fornecer potencial alvo terapéutico nos tratamentos de
cancer.

Um método dessa invencdo para determinagdo da presenga
de células cancerosas em uma amostra de tecido compreende
as etapas de fornecimento de uma amostra de tecido a partir
de um paciente e detecgdo da RNA helicase pé68 fosforilada
na amostra. Nesse método, a detecgdo da RNA helicase p68
fosforilada na amostra de tecido é uma indicagdo de células

cancerosas na amostra de tecido. A amostra de tecido pode
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ser de, por exemplo, bexiga, cérebro, mama, cdlon, esbfago,
rim, pulmao, linfonodo, ovario, pele, estdmago, testiculo
ou Utero.

O estado de fosforilagdo da RNA helicase p68 em seis
diferentes 1linhas de células de céancer foi comparado as
linhas de células correspondentes derivadas dos tecidos
normais. A compara¢dao demonstrou que RNA helicase p68 foi
fosforilada nos residuos de tirosina em todas as células
cancerosas testadas, mas nao nas células normais
correspondentes. Mais particularmente, a RNA helicase pé68
foi fosforilada nos residuos de tirosina em seis diferentes
linhas de células de cancer, mas ndo em linhas de células
derivadas de tecidos normais correspondentes. De tal modo,
o estado de fosforilagdo da RNA helicase p68 pode ser um
marcador para cancer ou células cancerosas.

A presenga de RNA helicase p68 fosforilada em varios
tipos de céncer demonstra que essa RNA helicase pé68 pode
ter uma fung¢do endbgena em células cancerosas. Sua
identificacdo em uma diversa escala de canceres de
diferentes tipos histogenéticos e sua auséncia de tecidos
normais sugere que RNA helicase p68 fosforilada & uma das
mudancas comuns de um produto de gene na malignidade. RNA
helicase P68 é 1ligada a sinais de crescimento celular,
especialmente o mecanismo pelo qual a RNA helicase pé68
perde a fungdo no processo de desenvolvimento de cdancer.
Como tal, RNA helicase p68 tem um papel no desenvolvimento
e progressdo do tumor e pode fornecer um alvo terapéutico
eficaz.

Breve descricdo dos desenhos

A FIG. 1 mostra Western Blots da RNA helicase pé68
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imunoprecipitada a partir de células normais e a partir de
células cancerosas.

A FIG. 2A mostra Western Blots de RNA helicase pé68
celular imunoprecipitada a partir de diferentes células
cancerosas.

A FIG. 2B mostra Western Blots de RNA helicase pé68
celular imunoprecipitada a partir de células cancerosas de
mama .

A FIG. 3A mostra Western Blots de RNA helicase pé68
celular imunoprecipitada a partir de células tratadas com
um medicamento anticancer.

A FIG. 3B mostra Western Blots de RNA helicase pé68
celular imunoprecipitada a partir de células tratadas com
piceatannol.

A FIG. 3C mostra Western Blots de RNA helicase p68
celular imunoprecipitada a partir de células tratadas com
etoposide.

A FIG. 3D mostra Western Blots de RNA helicase pé68
celular imunoprecipitada a partir de diferentes células
cancerosas antes e depois do tratamento com varios
medicamentos anticéncer.

A FIG. 4A mostra Western Blots de RNA helicase pé8
imunoprecipitada fosforilada a partir de células
cancerosas.

A FIG. 4B mostra Western Blots de RNA helicase p68
fosforilada celular imunoprecipitada a partir de linhas de
células derivadas de tecidos de cancer metastdtico ou ndo
metastdtico ou amostras de tecidos de pacientes com cancer.

A FIG. 4C mostra um grafico que ilustra o nivel

relativo de RNA helicase p68 fosforilada de tecido normal,
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adenocarcinoma e metastatico.

Descrig¢do detalhada das modalidades preferidas

Modalidades ilustrativas da presente invengdo
relacionam-se ao uso de RNA helicase p68 fosforilada como
um marcador de cancer. Embora RNA helicase p68 seja
expressa em células normais e células cancerosas, RNA
helicase p68 é fosforilada em células cancerosas e em
células cancerosas metastdticas. A fosforilagdo de RNA
helicase p68 em uma célula parece estar correlacionada com
uma identificag¢do daquela célula como cancerosa Ou COmMO
metastdtica. Como tal, a fosforilagdo de RNA helicase pé68
em um paciente pode ser indicativa de c@ncer e o nivel ou
local da fosforilagdo pode ser indicativo de metéastase de
cancer.

Mais particularmente nessa invengdo, RNA helicase pé68
foi fosforilada em diferentes tipos de cénceres que se
desenvolveram em uma ampla escala de diferentes
localizacdes anatbémicas. Por exemplo, RNA helicase pé68 é
fosforilada em todas as células cancerosas de pulmdes,
célons, figados, mamas, rins e linfbécitos. A RNA helicase
p68 nuclear é tirosil fosforilada em seis diferentes linhas
de cancer, mas nd3o nas linhas de células derivadas de cada
tecido normal correspondente. Portanto, a correlagdao
préoxima entre tirosil fosforilagd@o(s) de RNA helicase pé68 e
cdncer e metdstase de cancer pode ser um marcador
diagndéstico Gtil para céncer.

Em uma modalidade, RNA helicase pé68 fosforilada
representa um marcador de céncer que pode ser usado para
distinguir entre células cancerosas ou cé€lulas metastaticas

e células normais. Em uma modalidade preferida, a
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imunorreatividade de RNA helicase p68 fosforilada
correlaciona-se bem com células cancerosas. Em contraste,
células nao cancerosas ou normais nao mostraram
imunorreatividade para RNA helicase p68 fosforilada.

Além disso, RNA helicase p68 fosforilada representa um
marcador de cancer que pode ser usado para refletir os
estagios de céncer. Descobriu-se que o nivel de
fosforilagdo de RNA helicase p68 correspondeu a diferentes
estdgios de progressdo de cancer. Especificamente, maiores
niveis de RNA helicase p68 fosforilada foram encontrados em
cancer metastatico, enquanto menores niveis foram
encontrados para se correlacionar com células de
adenocarcinoma nao metastatico (adenoCA). Em varios casos,
o nivel de fosforilagdo de RNA helicase p68 em células
metastaticas foi substancialmente (por exemplo, acima de
duas vezes) maior que em tecido canceroso ndo metastatico.
A correlagdo prdéxima entre o nivel de fosforilagdo de RNA
helicase p68 e cdancer metastatico é Gtil na avaliag¢do do
estagiamento de céncer in pacientes.

Un método preferido de wuso de RNA helicase pé68
fosforilada para rastrear células cancerosas inclui as
etapas de:

(1) obtencao de uma amostra de tecido ou célula para
ser testada a presenga de células cancerosas;

(2) preparagdo da amostra para rastreamento;

(3) teste da amostra com um agente de reconhecimento,
como um anticorpo, que reage com RNA helicase p68
fosforilada humana; e

(4) detecgdo da presenga da RNA helicase ©pé68

fosforilada por detecgdo da 1ligagdo do agente de
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reconhecimento a RNA helicase p68 fosforilada, se presente,
na amostra preparada. As amostras de tecido ou célula podem
ser extraidas de O6rgdos como a bexiga, cérebro, mama,
cblon, esdbfago, rim, pulmdo, 1linfonodo, ovario, pele,
estémago, testiculo ou Gtero. Em uma modalidade, a amostra
de tecido é extraida de um ser humano ou de um ser humano
que tem céncer.

O agente de reconhecimento pode ser um anticorpo, uma
vez que esse tipo de agente de reconhecimento é tipicamente
mais Gtil no rastreamento em laboratdérios. Em tal
modalidade, fragmentos de dominio de ligagdo de antigeno de
anticorpos podem ser os fragmentos Fab. Além disso, RNA
aptémeros podem ser usados com essa invengdo. Anticorpos
adequados para essa invengdo incluem anticorpos policlonais
ou monoclonais. Opcionalmente, o anticorpo pode ser
produzido por um método de modo que OS anticorpos
reconhecem um epitopo pré-selecionado de uma RNA helicase
pé8 fosforilada.

Anticorpos podem ser comercialmente disponiveis, ou
podem ser preparados por métodos padrdo na técnica. Em uma
modalidade, anticorpo policlonal para RNA helicase p68
fosforilada é preparado por injegdo de RNA helicase pé68
fosforilada suplementada com um adjuvante que usa métodos
conhecidos na técnica. Por exemplo, anticorpos policlonais
sio uma populagdo heterogénea de moléculas de anticorpo
derivada do soro de animais imunizados com o antigeno de
interesse. Adjuvantes como de Freund (completo e
incompleto), peptideos, emulsdes oleosas, lisolecitina,
polidis, polidnions e outros podem ser usados para aumentar

a resposta imune. Uma pessoa de habilidade comum na técnica
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é capaz de construir um anticorpo adequado ou agente de
reconhecimento sem experimentag¢do adicional.

Em uma modalidade, andlise de Western Blot foi usada
para detectar a presenga de RNA helicase p68 fosforilada em
uma amostra. Andlise de Western blot requer o uso de
eletroforese de gel de dodecil sulfato-poliacrilamida de
sédio (SDS-PAGE) e imunobloting. Para preparar a amostra, a
amostra pode ser homogeneizada e os extratos de proteina
podem ser feitos a partir de amostra homogeneizada.

A imunorreatividade ou fosforilagdo tumor-especifica
de RNA helicase p68 também pode ser Util no diagndstico e
tratamento de céncer. Por exemplo, procedimentos e
rastreamentos diagnésticos podem ser desenvolvidos baseados
na presenca de RNA helicase pé68 fosforilada em células da
amostra. Além disso, a fosforilagdo de RNA helicase pé68 em
células de tumor fornece um alvo molecular para o
desenvolvimento de novos medicamentos anticlncer que sé&o
seletivamente ativados por RNA helicase p68 fosforilada em
células de tumor.

Depois da RNA helicase p68 (fosforilada ou ndo) ser
separada da amostra por imunoprecipitagdo usando anticorpos
contra RNA helicase p68, o nivel de fosforilagdo de RNA
helicase p68 entdo pode ser determinado por SDS-PAGE
seguido por Western Blot com anticorpo contra fosfor-
tirosina. A intensidade do sinal de Western Blot
corresponde ao nivel de fosforilagdo de RNA helicase pé68.
Isso & um método indireto de detecgdo da presenga de RNA
helicase p68 fosforilada.

Numerosos procedimentos para uso de imunohistoquimica

e ELISA para detectar ou testar RNA helicase pé68
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fosforilada em uma amostra bioldgica sdo conhecidos por
pessoas com habilidade comum na técnica ou podem ser
encontrados facilmente na 1literatura por aqueles com
habilidade comum na técnica. Um método preferido &€ o uso de
Western Blots. Imunoensaios como ensaios de captura de
anticorpo, ensaios sanduiche de dois anticorpos e ensaios
de captura de antigeno também podem ser usados na presente
invencdo. Prepara¢des de amostra para imunoensaios incluem
fixacdo de tecido ou homogeneizagdo e preparagdes de
extratos de proteinas. Imunoensaios permitem que grandes
nimeros de amostras sejam testados de modo relativamente
eficiente e eles oferecem precisdo quantitativa. Principios
e pratica de imunohistoquimica, anédlise de Western Blot e
outros imunoensaios s3o bem conhecidos na técnica.

Além disso, uma estratégia para o tratamento de cancer
pode ser o alvo de uma RNA helicase pé68 fosforilada na
célula ou tecido. Baseado nas observagdes de que (1) RNA
helicase p68 foi fosforilada em residuos de tirosina em
células cancerosas e tecido de cédncer e (2) RNA helicase
p68 ndo foi fosforilada em células normais e tecido normal,
um tratamento para cadncer envolve o direcionamento para RNA
helicase p68 fosforilada. Por exemplo, € possivel que tal
estratégia de visar a RNA helicase pé68 fosforilada deve
incluir a introducdo de um polipeptideo competidor
fosforilado que transpde uma regido de uma RNA helicase p68
fosforilada particular.

Mais particularmente, esse polipeptideo competidor
pode conter trés partes funcionais. Primeiramente, no N-
terminal, pode haver 10-12 aminodcidos hidrofdbicos que

podem funcionar como uma sequéncia permeavel a célula para
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direcionar o peptideo nas células. Segundo, no meio do
peptideo, pode haver um Sinal de Localizagdo Nuclear (NLS).
Terceiro, no C-terminal do peptideo, pode haver cerca de 16
— 22 aminodcidos de uma RNA helicase pé68 gque transpde o
sitio ou sitios de fosforilagdo. O peptideo pode entdo ser
fosforilado in vitro.

Depois do peptideo competidor fosforilado ser
purificado, o peptideo competidor pode ser usédo para
tratar as células cancerosas ou tecido. A introdugdo de tal
proteina competidora em células ou tecidos cancerosos pode
resultar em mudancas na morfologia da célula, proliferagdo
de células, adesdo de células, invasdo de células

cancerosas e migracdo de células cancerosas. Tal tratamento

pode ser capaz de regredir o crescimento do tumor e

metéstase de céncer.

Embora o papel funcional da tirosil RNA helicase pé8
fosforilada em células cancerosas seja uma questdo em
aberto, medicamentos podem ser projetados, ou analisados,
para metabolismo especifico por RNA helicase p68
fosforilada em tumores. Embora a proteina de RNA helicase
p68 seja expressa em todos oOs tipos de tecidos, RNA
helicase p68 ndo foi fosforilada nos residuos de tirosina
em células derivadas de todos os tecidos normais. Portanto,
& claro que RNA helicase p68 fosforilada & um marcador para
cadncer e que o nivel de RNA helicase pé68 fosforilada esta
correlacionado com metdstase de céncer.

Os conceitos da invencdo abrangidos por essa invengao
s3o ilustrados nos exemplos a seguir.

Exemplos

1. Procedimento de Exemplo
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Preparagdo de Anticorpos

Exemplos podem usar um anticorpo que reconhece
epitopos de RNA helicase p68 fosforilada humana. O
anticorpo policlonal PAbp68 e anticorpo monoclonal pé8-rgg
para RNA helicase p68 foi produzido contra o segmento C-
terminal de RNA helicase p68 recombinante em coelhos e
camundongos respectivamente. O anticorpo p-tyr-100 para
tirosina fosfato e 14B3 para treonina fosfate pode ser
obtido a partir de uma fonte comercial.

Método de rastreamento

A presenca de RNA helicase p68 fosforilada em células
ou amostras de tecidos cultivadas foi examinada com O usoO
de imunoprecipitagao seguida por Western Blots.
Imunobloting também foi realizado com um anticorpo
monoclonal <contra RNA helicase p68 para mostrar as
quantidades iguais ou niveis de pé68 (fosforilada e nao
fosforilada) carregadas no western bloting. Tais Western
Blots incluem o uso de anticorpos para RNA helicase pé68
fosforilada e eletroforese de gel de sddio dodecil sulfato
poliacrilamida (SDS-PAGE) . Imunobloting também foi
realizado com um anticorpo monoclonal contra RNA helicase
p68 para mostrar a presenga de uma proteina de controle
positivo em amostras de tumor e normais e para indicar que
nio havia evidéncia de degradagdo da proteina em qualquer
uma das amostras de tecidos.

Depois da amostra de tecidos ter sido homogeneizada,
os extratos de proteina foram feitos a partir da amostra
homogeneizada. O tecido foi analisado para RNA helicase pé68
fosforilada em duas etapas. Na primeira etapa, o anticorpo

policlonal PAbp68 foi usado para isolar RNA helicase p68
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dos extratos. Na segunda etapa, o anticorpo p-tyr-100 foi
usado para detectar a RNA helicase p68 fosforilada da RNA
helicase p68 total isolada pelo Western Blot. A intensidade
do sinal de Western Blot pelo anticorpo p-tyr-100, na
segunda etapa, corresponde ao nivel de RNA helicase pé68
fosforilada em uma amostra.

Um sistema de gel de poliacrilamida foi empregado para
separacdo de proteinas. Os extratos nucleares de células
(80 pl) forma diluidos a 200 pl com tampdo RIPA (160 mM
NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7,5, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM
DTT, 0,1% Triton X-100, 1% desoxicolato de sddio, 0,1% SDS,
1 mM vanadato de sédio e 1 mM PMSF). O anticorpo PAbp68 foi
entdo adicionado & mistura. A solugdo foi subsequentemente
incubada a 4°C por 4 horas. Mistura de glébulo de proteina
A agarose (40 pl) foi entdo adicionado e a mistura foi
submetida & rotacdo. Os gldébulos foram recuperados e
lavados com 5x600 pl de tampdo RIPA com 0,08% SDS. As
proteinas precipitadas foram analisadas por SDS-PAGE
seguido por Western Blot.

A anilise de Western Blot foi realizada com um kit ECL
de Western Blot e kit de detecgdo comercialmente
disponiveis (Amersham Biosciences). O sobrenadante do meio
de cultura de células de hibridoma P68-rgg foi usado nos
experimentos de bloting em uma diluicgdo de 5:1. O anticorpo
policlonal PAbp68 foi usado em uma diluigdo de 1:3000. Os
anticorpos, PY100 e 14B3 foram wusados com diluig¢do de
1:2000.

2. Rastreamento de exemplo
Seis 1linhas de céncer e sete linhas de células ndo

cancerosas de vAarios locais anatdmicos foram rastreados
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usando imunoensaios para demonstrar que a presenga da RNA
helicase pé8 fosforilada em uma célula é capaz de
identificar se a célula & cancerosa. Essas seis linhas de

células cancerosas incluem células de carcinoma pulmonar

(A549), células de tumor de cblon (Caco-2), células de
carcinoma hepatocelular (HepG2) , células de 1leucemia
(K562), células cancerosas de mama (MCF-7) e células de

carcinoma de cérvix (HeLa S3). As sete linhas de células ou
tecidos normais incluem tecido pulmonar normal humano,
células pulmonares embridnicas humanas (HEL299), células de
fibroblasto de célon humanas (CCD-112CoN), tecido hepatico
humano normal, células de mama normais humanas (Hs578Bst),
células de 1linfécito B humanas B isoladas de sangue
periférico (RPM1788) e células renais embridnicas humanas
(HEK293) . As linhas de células ou tecidos sdo listadas na
Tabela 1.

A fosforilacdo de RNA helicase p68 foi investigada com
o uso de células HelLA S3, A549, HEL299, CCD-112CoN, HepG2 e
MCF-7. As células HeLa S3 e A549 cresceram em meio de Ham
F12K suplementado com 10% de soro bovino fetal. As células
HEL299, CCD-112CoN, HepG2 e MCF-7 foram mantidas em meio
essencial minimo suplementado com 10% de soro bovino fetal.
O meio de cultura continha 2 mM L-glutamina e Earle's BSS
ajustado para conter 1,5 g/l de bicarbonato de sédio, 0,1
mM de aminodcidos nd3o essenciais e 1,0 mM de piruvato de
sédio. As células Caco-2 cresceram em uma condigdo de meio
similar aquela das células HEL299 mas suplementado com 20%
de soro bovino fetal. As células RPMI 1788 e K562 cresceram
em meio de Dulbecco modificado por Iscove suplementado com

102 de soro bovino fetal. As células HEK293 e Hs 578Bst
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cresceram em meio de Dulbecco modificado contendo 10% de
soro bovino fetal. Todos os meios de cultura de células
continham penicilina (100 U/ml) e estreptomicina (100
pug/ml) . As células cresceram a 90% de confluéncia antes da
realizagdo de qualquer experimento.

A Tabela 1 mostra as linhas de células ou amostras de
tecidos usadas no rastreamento. A RNA helicase p68 celular
foi primeiramente imunoprecipitada de extratos nucleares
frescos usando um anticorpo policlonal PAbp68 que surgiu
contra C-terminal de RNA helicase pé68.

TABELA 1: células cancerosas e células/tecidos normais

correspondentes usados no rastreamento

Pulmdo | Célon | Figado | Linfd- | Mama Rim [Cérvix
cito
Cancer A549 Caco-2 | HepG2 K562 |MCF-7 Hela-
S3
Normal HEL299 CCD- RPMI |Hs578 | HEK293
12CoN 1788 Bst

Amostras | Normal Normal

de tecido

3. Fosforilagdo de RNA Helicase P68 Tirosil e Cancer

A correlacdo entre a fosforilagdo de RNA helicase pé68
e cancer foi investigada com o uso de um anticorpo
monoclonal contra tirosina fosforilada (p-tyr-100).

A FIG. 1 mostra a RNA helicase p68 imunoprecipitada de
células normais e cancerosas analisadas com o uso de um
anticorpo monoclonal contra fosfor-tirosina (p-tyr-100).
P68 RNA helicases precipitadas de extratos nucleares foram
preparadas de todas as seis linhas de células de céncer e

foram reconhecidas pelo anticorpo p-tyr-100 (painel
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superior, linhas 3, 5, 7, 9, 11, e 13). P-tyr-100 nao
reconhece RNA helicase p68 imunoprecipitada de extratos
nucleares preparados a partir de células ou tecidos normais
correspondentes (painel inferior, linhas 1, 2, 4, 6, 8, 10,
e 12). A fosforilacdo de tirosina em células cancerosas foi
também confirmada por um outro anticorpo monoclonal contra
tirosina fosforilada, PY20 (dados ndo mostrados). Acima de
tudo, esses dados indicam que a fosforilagdo de RNA
helicase p68 nos residuos de tirosina estd correlacionada
com o desenvolvimento de cancer.

Esses experimentos anteriores demonstram que ha uma
correlacdo entre fosforilagdo de RNA helicase pé68 tirosil e
cancer.

4. RNA Helicase P68 e agentes anticancer

O efeito de agentes anticlncer sobre a fosforilagdo de
RNA helicase p68 foi investigado por exposigdo das células
cancerosas a agentes anticincer STI-571 (Novartis),
piceatanol (Sigma), etoposide (Calbiochem) e TAXOL® (USB).
Entre eles, ST1-571 e piceatanol sd3o duas diferentes
classes de inibidores de proteina tirosina quinase (PTK). O
etoposide €& um inibidor de DNA topoisomerase e TAXOL® & um
medicamento antitumor gque interage com microtabulos.
Tratamento das seis diferentes linhas de células de céancer
com STI-571, um inibidor de BCR-Abl PTK, levou a
desfosforilacdo de RNA helicase p68 nos residuos de
tirosina (FIG. 2A, painel inferior, linhas 2, 4, 6, 8). A
excecdo foi MCF-7, células cancerosas de mama, em que foram
observadas diminuic¢des no nivel de fosforilagdo de tirosina
em vez de completa desfosforilagdo em células MCF-7 (FIG.

2A, painel inferior, linha 10).
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As fosforizagdes de RNA helicase p68 responderam
diferentemente a diferentes tratamentos anticdncer. Tirosil
fosforilagdo de RNA helicase p68 em células Hela pode ser
desfosforilada com tratamento com fator alfa de necrose
tumoral (TNF-a). TNF-a induz sinal celular que desperta a
apoptose da célula cancerosa. Desfosforilagdo de tirosina
de RNA helicase p68 pode ser um marcador apoptdtico de
células cancerosas em resposta a agentes que induzem
apoptose. As respostas de desfosforilagdo de tirosina de
RNA helicase p68 em todas as seis linhas de células de
cadncer a tratamentos com TNF-o (Peprotech) e Ligante
Indutor de Apoptose Relacionado a TNF (TRAIL) sugerem que a
desfosforilacdo de tirosina de RNA helicase p68 pode ser um
marcador de apoptose. A fosforilagdo nos residuos de
tirosina sob tratamento com TNF-a e TRAIL foi monitorada
pelo mesmo procedimento de imunoprecipitagdo e Western
Blot.

As FIGs. 2A e 2B mostram Western Blots de RNA helicase
p68 celular imunoprecipitada a partir de diferentes células
cancerosas (indicadas). Os imuno-blots foram realizados
usando anticorpo p68-rgg (FIG. 2, painel superior em A e
B), anticorpo p-tyr-100 (painel médio em A e B) e anticorpo
14B3 (FIG. 2, painel inferior em A e B). Os + e -—
representam com ou sem tratamentos com TNF-a ou TRAIL.
Desfosforilacdo de tirosina e fosforilagdo de treonina de
RNA helicase p68 era presente em células cancerosas sob Os
tratamentos de painel (A) TNF-o ou painel (B) TRAIL.

Como também mostrado nas FIGs. 2A e 2B (painel médio,
linhas 2, 4, 6, 8 e 10), tratamento de todas as seis linhas

de células de cadncer com TNF-a ou TRAIL levou a
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desfosforilagdo de p68 nos residuos de tirosina. De modo
interessante, tratamento de toda as seis diferentes células
cancerosas com TNF-a ou TRAIL também resultou na
fosforilagdo de p68 em treonina (FIGs.2A e 2B, painel
inferior, linha 2, 4, 6, 8, e 10).

Desfosforilagdo nos residuos de tirosina e
fosforilagdo nos residuos de treonina ocorreu em um estdgio
muito precoce de tratamentos com TNF-a ou TRAIL (nos
primeiros 10 minutos, dados ndo mostrados). A fosforilagdo
de treonina foi rapidamente desfosforilada novamente com
tratamento (30 minutos) com TNF-o ou TRAIL por um maior
periodo de tempo (dados ndo mostrados) .

As FIGs. 3A-3D mostram Western Blots de RNA helicase
p68 imunoprecipitada celular de células tratadas com oOs
medicamentos anticéncer STI-571, picetanol, epotoside e
TAXOL® sobre a fosforilagdo de tirosil de RNA helicase pé68.
Os Western Blots foram realizados usando anticorpo pé68-rgg
(painel superior na FIG. 3A-3D) e anticorpo p-tyr-100
(painel inferior nas FIGs. 3A-3D). A RNA helicase p68 foi
imunoprecipitada por anticorpo PAbp68. As FIGs. 3A-3D
mostram Western Blots de RNA helicase p68 celular
imunoprecipitada a partir de diferentes células cancerosas
(indicadas no topo) antes (-) e depois (+) de tratadas com
os medicamentos anticdncer. Foram observadas diminui¢des no
nivel de fosforilacdo de tirosina em vez de desfosforilagdo
completa em células MCF-7 (FIG. 3A, painel inferior, linha
10) .

As FIGs. 3B-3D mostram gque a desfosforilagdo de
tirosil ndo foi observada gquando as células cancerosas

foram tratadas com piceatanol, um inibidor de syk PTK,
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(FIG. 3B, painel inferior, 1linhas 2, 4, 6, 8, e 10),
etoposide (FIG. 3C, painel inferior, linhas 2, 4, 6, 8, e
10) e TAXOL® (FIG. 3D, painel inferior, linhas 2, 4, 6, 8,
e 10). A fosforilagdo de treonina ndo foi detectada com o
tratamento com piceatanol, etoposide e TAXOL® como
observado com tratamento com TNF-a e TRAIL (ligante de
inducdo de apoptose relacionado a TNF) (dados néao
mostrados). Esses dados demonstram que a fosforilagdo de
tirosina especifica de célula cancerosa de RNA helicase pé68
responde diferentemente a diferentes tratamentos
anticéncer.

Portanto, a fosforilagdo de RNA helicase p68 nuclear
pode ser Gtil no monitoramento do tratamento de cdancer. A
resposta de desfosforilagdo nos residuos de tirosina ocorre
com o tratamento de medicamentos TNF-o, TRAIL ou STI-571. a
desfosforilacdo nos residuos de tirosina que resulta do
tratamento com o medicamento anticdncer & Gtil no
monitoramento da eficdcia dos tratamentos com medicamento
anticéncer.
5. Niveis de RNA Helicase P68 Fosforilada e Céncer
metastatico

Tecido ou células cancerosas e ndo cancerosas de
vadrias localizag¢des anatdmicas foram examinadas usando
imunoensaios para demonstrar que o nivel de RNA helicase
p68 fosforilada na célula ou tecido & capaz de identificar
se as células ou tecidos sd3o cancerosos ou metastaticos.
células pulmonares, células do cdélon e células ovarianas
foram examinadas em diferentes estdgios de céncer. Em cada
um desses casos, as células ou tecidos normais, células ou

tecido de adenocarcinoma (adenoCA) e células ou tecidos
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metastaticos foram examinados para a presenga e niveis de
RNA helicase p68 fosforilada.

A FIG. 4A mostra Western Blots de RNA helicase p68
fosforilada imunoprecipitada (na tirosina) de células
cancerosas derivadas de céncer primdrio (“pri”) ou céncer
metastdtico usando p68-rgg ou p-Tyr-100. Linhas de células
de carcinoma, H292 e H146, sdo um par de linhas de células
de cédncer derivadas de cancer pulmonar de pequenas células.
H292 é derivada de céancer primdrio e H146 é derivada de
cdncer pulmonar de pequenas células (metdstase de medula
6ssea). Linhas de células de adenocarcinoma, SW480 e SW620,
sdo um par de linhas de células de céancer derivadas de
adenocarcinoma de c¢&lon. SW480 é derivada de céncer
primdrio e SW620 é derivada de céncer de célon (metastase
de linfonodos). Linhas de células de melanoma, WM11l5 e WM-
266-4, sdo um par de linhas de células de cancer derivadas
de céancer de pele. WM11l5 é derivada de céncer primario,
enquanto WM266-4 & derivada de céncer metastatico.

O nivel de RNA helicase p68 fosforilada aumenta
substancialmente & medida que o cancer progride de um
carcinoma primdrio para metdstase. As células cancerosas
primdrias, que indicam céncer ndo metastdtico, mostram um
baixo nivel de RNA helicase p68 fosforilada. Células
metastidticas cancerosas mostram um maior nivel de RNA
helicase p68 fosforilada que nas linhas de células de
cdncer primdrio. O nivel de RNA helicase p68 fosforilada
nas células cancerosas metastadticas é substancialmente
maior que aquele de células cancerosas ndo metastaticas.
Portanto, ha& uma clara correla¢do entre o nivel de RNA

helicase p68 fosforilada no tecido e o estagio de metastase
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de céncer.

A FIG. 4B mostra Western Blots de RNA helicase pé68
fosforilada imunoprecipitada de amostras de tecidos
normais, de adenocarcinoma ndo metastatico e metastatico de
varios locais anatdmicos incluindo o célon, ovario e
pulmdo. Especificamente, o tecido normal e o tecido de
adenoCA foram derivados de amostras de tecidos de
adenocarcinoma nio metastatico e o tecido metastatico (“"Met
para” figado, cdlon ou mama) foi derivado dos locais de
tecido de caAncer metastdtico secunddrio. A RNA helicase pé8
fosforilada no residuo de tirosina em cada amostra foi
examinada usando uma combina¢do de anticorpos p68-rgg € p-
Tyr-100. Os tecidos examinados originam-se de diferentes
pacientes com cancer.

Os resultados dos exames mostram que RNA helicase pé68
fosforilada pode ser um marcador para metastase de céancer.
Como pode ser observado, O tecido nofmal em cada linha &
negativo para RNA helicase pé8 fosforilada. Em contraste, O
tecido metastadtico mostra uma RNA helicase pé8 fosforilada
muito forte. Como esperado, o tecido de adenoCA tem menos
RNA helicase pé68 fosforilada que O tecido metastatico, mas
reflete claramente a presenga de RNA helicase pé68
fosforilada.

A FIG. 4C mostra um grafico da quantidade de RNA
helicase p68 fosforilada em cada uma das amostras de tecido
mostradas na FIG. 4B. Como pode ser observado, o nivel de
RNA helicase p68 fosforilada é substancialmente diferente
de tecido de adenocarcinoma e de tecido metastédtico. Em
cada um dos casos, o nivel de RNA helicase p68 fosforilada

aumenta em pelo menos duas vezes. Portanto, o nivel de RNA
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helicase p68 fosforilada em um tecido esta correlacionado
com os estdgios do cancer.

A descricdo detalhada antecedente das modalidades
preferidas e as figuras em apéndice foram apresentadas
apenas para objetivos ilustrativos e descritivos. Elas néo
pretendem ser exaustivas e ndo pretendem limitar o escopo e
conceito inventivo da invencdo. As modalidades foram
selecionadas e descritas, mas melhor explicar os principios
da invencdo e suas aplicagdes praticas. Uma pessoa
habilitada na técnica reconhecerd que podem ser feitas
muitas variagdes & invengd3o revelada nessa especificagéo

sem fugir do escopo e conceito inventivo da invengao.
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LISTAGEM DE SEQUENCIA

Zhi-Rren

METASTASE DE CANCER

<130>

<140>
<141>

<150> 6065
<151> 2005

<160> 2
<170>
<210> 1

<211> 1845
<212> DNA
<213>

<400> 1
atgtcgggtt

tttggaggaa
ttagttaaaa
gagcaccctg
gaaattacag
ttccctgcaa
caagctcagy
ggatctggga
ttcctagaga
caacaggtgc
atctacggtg
tgtattgcaa
agaacaacct
caaataagga
acttggccaa
aacattggtg
catgacgtag
gagaataaaa

atgaggagag

148483.00601

N/A
2006-02-24

5786
-02-24

Homo sapiens

attcgagtga
gtagggcagg
agaagtggaa
atttggctag
ttagaggtca
atgtcatgga
gatggccagt
aaacattgtc
gaggcgatgg
agcaagtagc
gtgctcctaa
cacctggaag
accttgtect
agattgtgga
aagaagtaag
cacttgaact
aaaaggatga
ccattgtttt
atgggtggee

PatentIn version 3.3

ccgagaccgce
gcccttatcet
tcttgatgag
gcgcacagca
caactgcccg
tgttattgca
tgctctaagt
ttatttgctt
gcctatttgt
tgctgaatat
gggaccacaa
actgattgac
tgatgaagca
tcaaataaga
acagcttgcet
gagtgcaaac
aaaacttatt
tgtggaaacc
tgccatgggt

ggccgggacc
ggaaagaagt
ctgcctaaat
Caagaggtgg
aagccagttc
agacagaatt
ggattggata
cctgcecattg
ttggtgctgg
tgtagagcat
atacgtgatt
tttttagagt
gatagaatgc
cctgataggc
gaagatttcc
cacaacattc
cgtctaatgg
aaaagaagat

atccatggtg

gagggittgg
ttggaaaccc
ttgagaagaa
aaacatacag
taaattttta
tcactgaacc
tggttggagt
tccacatcaa
caccaacteg
gtcgecttgaa
tggagagagg
gtggaaaaac
ttgatatggg

aaactctaat

tgaaagacta

ttcagattgt
aagagatcat
gtgatgagct

acaagagtca

gactgggttc taaatgaatt caaacatgga aaagctccta ttctgattgce

gcctccagag ggctagatgt ggaagatgtg aaatttgtca tcaattatga

tcctcagagg attatattca tcgaattgga agaactgctc gcagtaccaa

gcatacactt tctttacacc taataacata aagcaagtga gcgaccttat

cgtgaagcta atcaagcaat taatcccaag ttgcttcagt tggtcgaaga

RNA HELICASE P68 FOSFORILADA COMO UM MARCADOR PARA CANCERE

tgcacctcga
tggggagaaa
ttrttatcaa
aagaagcaag
tgaagccaat
cactgctatt
ggcacagacg
tcatcageca
ggaactggcc
gtctactrgt
tgtggaaatc
caatctgaga
ctttgaaccc
gtggagtgcg
tattcatata
ggatgtgtgt
gagtgagaag
taccagaaaa

acaagagcgt

tacagatgtg
ctaccctaac
aacaggcaca
ctctgtgett
cagaggttca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200
1260
1320
1380
1440
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ggtcgttceca ggggtagagg aggcatgaag gatgaccgtc gggacagata ctctgcgggc 1500
aaaaggggtg gatttaatac ctttagagac agggaaaatt atgacagagg ttactctagc 1560
CtgCttaaaa gagattttgg ggcaaaaact cagaatggty tttacagtgc tgcaaattac 1620
accaatggga gctttggaag taattttgtg tctgctggta tacagaccag ttttaggact 1680
ggtaatccaa cagggactta ccagaatggt tatgatagca ctcagcaata cggaagtaat 1740
gttccaaata tgcacaatgg tatgaaccaa caggcatatg catatcctgc tactgcagct 1800

gcacctatga ttggttatcc aatgccaaca ggatattccc aataa 1845

<210> 2

<211l> 613

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 2

Met Ser Gly Tyr Ser Ser Asp Arg Asp Arg Gly Arg Asp Arg Gly Phe
1 5 10 15
Gly Ala pro égg phe Gly Gly ser égg Ala Gly Pro Leu ggr Gly Lys

Lys Phe gzy Asn Pro Gly Glu zgs Leu val Lys Lys Lys Trp Asn Leu
45

Asp ggu Leu Pro Lys Phe g}u Lys Asn Phe Tyr ggn Glu His Pro Asp

Leu Ala Arg Arg Thr Ala GIn Glu val Glu Thr Tyr Arg Arg Ser Lys
65 ‘ 70 75 80

Glu ITe Thr val ggg Gly His Asn Cys Sgo Lys Pro val Leu ggn Phe

Tyr Glu Ala Asn Phe Pro Ala Asn val Met Asp val Ile Ala Arg Gln
100 105 110

Asn phe Thr Glu Pro Thr Ala Ile GIn Ala GIn Gly Trp Pro val Ala
115 120 125

Leu Ser Gly Leu Asp Met val Gly val Ala GIn Thr Gly Ser Gly Lys
130 135 140

Thr Leu Ser Tyr Leu Leu Pro Ala Ile val His Ile Asn His Gln Pro
145 150 155 160

Phe Leu Glu Arg Gly Asp Gly Pro Ile Cys Leu val Leu Ala Pro Thr
165 170 175



Arg
Ala
Pro
Pro
225
Arg
Gly
Arg
Leu
Leu
305
His
Met

Arg

Met

Asn
385

Ala

AsSp

Glu

Cys

Gln

210

Gly

Thr

Phe

Gln

Ala

290

Giu

ASp

Ser

cys

Gly

Glu

ser

TYyr

Leu

Arg

Thr

Glu

Thr

275

Glu

Leu

val

Glu

ASp

Ile

Phe

Arg

Pro

Ala

180

lLeu

Arg

Leu

Tyr

Pro

260

Leu

ASp

Ser

Glu

Lys

340

Glu

His

Lys

Gly

Asn
420

GIn

Lys

ASp

Ile

Leu

245

Gin

Met

Phe

Ala

Lys

325

Glu

Leu

Gly

His

Leu

405

Ser

Glin

Ser

Leu

Asp

val

Ile

Trp

Leu

Ash

310

Asp

Asn

Thr

ASp

Gly

3590

Asp

Ser

val
Thr
Glu
215
Phe
Leu
Arg
Ser
Lys
His
Glu
LysS
Arg
35
Lys

val

Glu Asp Tyr
42
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GIn

cys

200

APrg

Leu

Asp

Lys

Ala

280

Asp

Asn

Lys

Thr

Lys

360

Ser

Ala

Glu

Gln

185

Ile

Gly

Glu

Glu

Ile

265

Thr

Tyr

Ile

Leu

Ile

345

Met

Glin

Pro

ASp

5

val

Tyr

val

Cys

Ala

250

val

Trp

Ile

Leu

Ile

330

val

Arg

Gln

Ala Ala Gglu

Gly Gly Ala
205

Glu Ile Cys
220

Gly Lys Thr

Asp Arg Met

Asp GIn Ile

Pro Lys Glu
285

His Ile Asn
300

Gin ITe val
315

Arg Leu Met

Phe val Glu

Arg Asp Gly
365

Glu Arg Asp
380

Tyr

190

Pro

Ite

Asn

Leu

Arg

val

Ile

ASp

Glu

Thr

350

Trp

Trp

Cys Arg

Lys Gly

Ala Thr

Leu Arg

ASp Met

Pro Asp

Arg Gln

Gly Ala

val Cys

320

Glu Ile
335
Lys Arg

Pro Ala

val Leu

ITe Leu Ile Ala Thr Asp val
400

val
410

Ile

395

Lys Phe val Ile Asn Tyr

415

His Arg ITe Gly Arg Thr
430
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Ala Arg ser Thr Lys Thr Gly Thr Ala Tyr Thr phe phe Thr Pro Asn
435 440 445

Asn ﬁgg Lys Gln val Ser Asp Leu Ile Ser val Leu Arg Glu Ala Asn

465

455

460

GIn Ala Ile Asnh Pro k¥s Leu Leu Gin Leu Xa; Glu Asp Arg Gly Sser

480

Gly Arg Ser Arg Gly Arg Gly Gly Met Lys Asp ASp Arg Arg Asp Arg
485 4390 495

Tyr ser Ala %36 Lys Arg Gly Gly Asn Thr Phe Ar

505

g Asp Arg Glu Asn
518

Tyr Asp Arg Gly Tyr Ser Ser Leu Leu Lys Arg Asp Phe Gly Ala Lys
515 520 525

540

Thr Gln Asn'G1y val Tyr ?gg Ala Ala Asn Tyr Thr Asn Gly Ser Phe

530

Gly Ser Asn Phe val Ser Ala Gly Ile GIn Thr Ser Phe Arg Thr Gly

545

550

555

575

560

Asn Pro Thr Gly Egg Tyr GIn Asn Gly §¥5 Asp Ser Thr G1n Gin Tyr

Gly ser Asn val Pro Asn Met His Asn Gly Met Asn GlIn GIn Ala Tyr

580

585

590

Ala Tyr Pro Ala Thr Ala Ala Ala Pro met Ile Gly gzg Pro Met Pro

595

Thr Gly Tyr Ser GlIn
610

600
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REIVINDICAGOES
1. Método para determinagdo da presenca de células

cancerosas caracterizado por compreender as etapas de:

(a) fornecimento de uma amostra de tecido;

(b) detecgdo de RNA helicase p68 fosforilada presente
na amostra de tecido, em que a detecgdo da RNA helicase pé68
fosforilada na amostra de tecido & uma indica¢do de células
cancerosas na amostra de tecido.

2. Método, de acordo com a reivindicacéo 1,

caracterizado pelo fato de que a RNA helicase p68

fosforilada é detectada com o uso de um anticorpo.
3. Método, de acordo com a reivindicacdo 2,

caracterizado pelo fato de que o anticorpo é selecionado do

grupo que consiste em anticorpos monoclonais, anticorpos
policlonais e combinag¢des destes.
4. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que a RNA helicase p68

P

fosforilada é detectada por um método que compreende:

(i) a 1isolagdo de RNA helicase p68 da amostra de
tecido; e

(ii) detecgdo da RNA helicase p68 fosforilada na RNA
helicase p68 isolada.

5. Método, de acordo com a  reivindicacao 4,

caracterizado pelo fato de que a RNA helicase p68 é isolada

com o uso de um anticorpo com especificidade para a RNA
helicase pé68.
6. Método, de acordo com a reivindicag¢do 4,

caracterizado pelo fato de que a RNA helicase pé68

fosforilada é detectada por um anticorpo capaz de se ligar

a um grupo fosfato.
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7. Método, de acordo <com a reivindicacdo 2,

caracterizado pelo fato de que a ligagdo do anticorpo a RNA

helicase p68 fosforilada é detectada com o uso de técnicas
de Western Blot.
8. Método, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado por também compreender as etapas de extracdo

da amostra de tecido de um paciente.
9. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que um nivel elevado de RNA

helicase p68 fosforilada na amostra de tecido em relacdo a
um nivel de controle de RNA helicase pé68 fosforilada,
determinado em células ndo metastdticas, indica uma maior
probabilidade para metdstase de céncer.

10. Método, de acordo <com a reivindicac¢do 1,

caracterizado pelo fato de que a detecg¢do da RNA helicase

p68 fosforilada indica a presenga de metastase de clncer.
11. Método, de acordo com a reivindicagdo 8,

caracterizado pelo fato de que RNA helicase p68 fosforilada

elevada na amostra de tecido quando comparada a um controle
ndo metastatico indica um risco de desenvolvimento de
doen¢a metastatica.

12. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de que a detecc¢do de um maior nivel

da RNA helicase pé68 fosforilada na amostra de tecido quando
comparada a um nivel de RNA helicase p68 fosforilada em
pelo menos uma amostra de tecido ndo metastdtica é uma
indicagdo da presenga de células cancerosas metastdticas na
amostra de tecido.

13. Método para determinagdo da probabilidade para

metastase de cancer a partir de uma amostra de tecido
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caracterizado por compreender as etapas de:

(a) detecgdo do nivel de RNA helicase p68 fosforilada
na amostra de tecido; e

(b) comparagao do nivel de RNA helicase pé68
fosforilada em uma amostra de controle ndo metastatica com
o nivel da RNA helicase pé68 fosforilada na amostra de
tecido, em que um nivel elevado de RNA helicase pé68
fosforilada na amostra em relagdo a amostra de controle ndo
metastatica indica uma maior probabilidade para metdstase
de céancer.

14. Método, de acordo com a reivindicagcdo 13,

caracterizado por também compreender a etapa de:

(c) determinagdo e comparagdo do nivel de RNA helicase
p68 fosforilada expressa em células ndo metastaticas para
uso como o padrao de controle.

15. Método, de acordo com a reivindicacdo 13,

caracterizado pelo fato de que a RNA helicase pé68

fosforilada é detectada por um método que compreende:

(i) a isolagdo de RNA helicase p68 a partir da amostra
de tecido; e

(ii) detecgdo da RNA helicase p68 fosforilada na RNA
helicase p68 isolada.

16. Método, de acordo com a reivindicac¢do 15,

caracterizado pelo fato de que o nivel de RNA helicase p68

fosforilada na amostra de tecido estd correlacionado com a
probabilidade de que a amostra de tecido contenha células
cancerosas metastaticas.

17. Método para uso de RNA helicase pé68 fosforilada
para rastrear células cancerosas para metdstase cancerosa

caracterizado por compreender as etapas de:
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(a) fornecimento de uma amostra de tecido para ser
rastreada para células metastaticas;

(b) preparagdo da amostra de tecido para rastreamento;

(c) rastreamento da amostra de tecido com um agente de
reconhecimento que reage com RNA helicase p68 fosforilada
humana; e

(d) detecgdo da presenga da RNA helicase pé68
fosforilada por detecgdo da reagdo do agente de
reconhecimento a RNA helicase p68 fosforilada na amostra de
tecido preparada, em que a detec¢do de um maior nivel da
ligagdo do agente & RNA helicase p68 fosforilada humana na
amostra preparada quando comparada a amostra de tecido ndo
metastatica € uma indicagdo da presenca de células
cancerosas metastdticas na amostra de tecido.

18. Método, de acordo com a reivindicacdo 17,

caracterizado pelo fato de que a RNA helicase pé68

-

fosforilada é detectada por um método que compreende:

(i) a isolagdo de RNA helicase p68 a partir da amostra
de tecido com o uso de um anticorpo para RNA helicase pé68;
e

(ii) detecgdo da RNA helicase p68 fosforilada na RNA
helicase pé68 isolada com o uso de um anticorpo para grupos
fosfato.

19. Método, de acordo com a reivindicacdo 18,

caracterizado por também compreender a etapa de:

(c) determinagdo e comparagcdo dos niveis de RNA
helicase pé68 fosforilada expressa em células nao
metastidticas para uso como o padrdo de controle.

20. Método, de acordo com a reivindicacdo 19,

caracterizado pelo fato de que o nivel de RNA helicase pé68
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fosforilada detectado em comparagdao com os controles gue
compreendem niveis conhecidos de RNA  helicase pé68

fosforilada.
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METODO PARA DETERMINAGAO DA PRESENGA DE CELULAS CANCEROSAS,
METODO PARA DETERMINAGCAO DA PROBABILIDADE PARA METASTASE DE
CANCER A PARTIR DE UMA AMOSTRA DE TECIDO E METODO PARA USO
DE RNA HELICASE P68 FOSFORILADA PARA RASTREAR CELULAS
| CANCEROSAS PARA METASTASE CANCEROSA
Um método para determinagdo da presenga de células
cancerosas em uma amostra de tecido ou amostra de células
por detecgdo da presenga de RNA helicase p68'fosfori1ada na

amostra. Além disso, um método para determinacdo da

presenca de células cancerosas metastdticas em uma amostra

de tecido ou. amostra de células por detecgdo do nivel de

RNA helicase - p68 fosforilada na amostra de modo gue um

. maior nivel da proteina fosforilada na amostra quando

comparada a células ndo metastdticas €& uma indicacg¢do das

células cancerosas metastaticas na amostra.
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