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RESUMO
“Utilizagao de agentes anti-prolactina para tratar cancro”

O presente 1invento refere-se a formas variantes de
prolactina humana que actuam como antagonistas no receptor da
prolactina, e a utilizacdo de tais variantes no tratamento de
cancros humanos e disturbios proliferativos, incluindo doencgas
tanto benignas como malignas da mama e da prdstata.
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DESCRICAO

“Utilizagao de agentes anti-prolactina para tratar cancro”

1. INTRODUCAO

O presente invento refere-se a inibigdo dos efeitos
promotores da proliferagdo celular da prolactina no seu
receptor. O presente invento pode ser utilizado no tratamento
de condig¢des tanto benignas como malignas que envolvam
proliferagdo celular indesejada.

2. ANTECEDENTES DO INVENTO

A prolactina (“PRL”) ¢ wuma hormona neuroenddcrina de
23 kba que é estruturalmente aparentada com a hormona de
crescimento e, num menor grau, com membros da familia das
interleucinas (Reynolds et al., Endocrinol. 138: 5555-5560,
1997; Cunningham et al., Science 247: 1461-1465, 1990; Wells
et al., Recent Prog. Horm. Res. 48: 253-275, 1993). Actuando
através do receptor da prolactina, esta € necessaria para a
proliferacdo e diferenciag¢do terminal do cancro da mama (Mani
et al., Cancer Res. 46: 1669-1672, 1986; Malarkey et al., J.
Clin. Endocrinol. Metab. 56: 673-677, 1983; Biswas e
Vonderhaar, Cancer Res. 47: 3509-3514, 1987), promocao do
crescimento e diferenciacdo do epitélio ductal, proliferacdo e
diferenciacao das unidades lobulares, e iniciagao e manutencgao
da lactacao (Kelly et al., Recent Prog. Horm. Res. 48: 123-
164, 1993; Shiu et al., Recent Prog. Horm. Res. 43: 277-303,
1987). Uma diversidade de outros efeitos foram atribuidos a
PRL, incluindo papéis na reprodugdo e na resposta imunitaria
(Wennbo et al., Endocrinol. 138: 4410-4415, 1997; Nicoll,
1974, em “Handbook of Physiology”, Knobil e Sawyer, eds.,
American Physiological Society, Washington, D.C.; Shiu e
Friesen, Annu. Rev. Physiol. 42: 83-96, 1980).

O receptor da prolactina (“PRLR”) € um membro da
superfamilia de receptores de citocinas e liga-se a um grupo
de hormonas, incluindo ndo apenas PRL comoc também lactogénios
placentdarios e hormonas de crescimento (“GH”) de primatas,
para produzir um efeito mitogénico (Ormandy et al., J. Clin.
Endocrinol. Metab. 82: 3692-3699, 1997; Horseman, £E£Endocrinol.
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136: 5249-5251, 1995; Clevenger et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 87: 6460-6464, 1990; Buckley et al., Life Sci. 37: 2569-
2575, 1985; Costello et al., Prostate 24: 162-166, 19%94). O
PRLR ¢ homdlogo do receptor para GH (“GHR”, também referido
como receptor do somatogénio) e ambos pertencem a superfamilia
de receptores de citocinas (Kelly et al., Endocrin Rev. 12:
235-251, 1991; Kelly et al., Recent Prog. Horm. Res. 48: 123-
164, 1993; Horseman e Yu-Lee, Endocrin. Rev. 15: 627-649,
1994) .,

Fol proposta uma associagdo entre a actividade de PRL e ©
cancro da mama (Ormandy et al., J. Clin. Endocrinol. Metab.
82: 3692-3699, 1997). Verificou-se que niveis elevados de PRL
aceleram o crescimento de tumores mamarios induzidos por 7,12-
dimetilbenz (a)antraceno em ratos, enquanto que se observou que
a ablacao de PRL tem um efeito inibidor (Welsch, Cancer Res.
45: 3415-3443, 1985). O crescimento de tumores mamdarios foi
aumentado em ratinhos transgénicos que sobre-expressavam GH,
que se liga ao PRLR de roedor (Bartke et al., Proc. Soc. EXp.
Biol. Med. 206: 345-359, 1994). Verificou-se que 0s receptores
para os esterdides sexuais e PRL sac co-expressos e regulados
de forma cruzada, o que pode explicar as ac¢Bes sinergéticas
do estrogénio, da progesterona e da PRL no controlo do
crescimento tumoral (Ormandy et ali., J. Clin. Endocrinol.
Metab. 82: 3692-3699, 1997).

Contudo, até a data, as terapias que reduzem os niveis de
PRL, tais como a hipofisectomia e a administragdac de
bromocriptina (ambas dirigidas a diminuicdo ou eliminacgdo da
produc¢do de PRL pela glandula pituitaria), ndo tiveram sucesso
no tratamento de cancro da mama (Peyrat et al., Eur. J. Cancer
Clin. Oncol. 20: 1363-1367, 1984, Heuson et al., Eur. J.
Cancer 8: 155-156, 1972). Foili proposto que a PRL pode contudo
ter um papel no cancro da mama se existir uma volta requladora
do crescimento autdcrina/paracrina (o mesmo & dizer, que a
pituitdria é apenas uma das varias fontes de prolactina; ver
Clevenger et al., Am. J. Pathol. 146: 695-705, 1995; Fields et
al., Lab. Invest. 68: 354-360, 1993; Ginsburg e Vonderhaar,
Cancer Res. 55: 2591-2595, 1995; Fuh e Wells, J. Biol. Chemn.
270: 13133-13137, 1995). A este respeito, quando  se
determinaram os nivelis de ARN de PRL e PRLR utilizando
técnicas de transcritase inversa/PCR, verificou-se que a PRL e



EP 1 079 851/PT

0 PRLR eram amplamente expressos em cancros da mama (>95
porcento) e em tecidos normais da mama (>93 porcento),
sugerindo gue intervengdes no receptor PRL/PRLR podem ser
Uteis no tratamento de cancro da mama (Reynolds et al.,
Endocrinol. 138: 5555-5560). De facto, foli recentemente
relatado que um regimen combinado combinando um anti-
estrogénio (tamoxifeno), um andlogo de GH (octredtido) e um
potente anti-prolactina (CV 205-502, um agonista da dopamina
que 1inibe a secregcdo de prolactina pela pituitdria) tinha
melhores resultados clinicos em pacientes de cancro da mama
metastdticos em comparag¢do com a terapia de tamoxifeno sozinho
(Botenbal et al., Br. J. Cancer. 77: 115-122, 1998).

Foi também proposta uma associacdo entre a expressdo de
PRL e doenga da prdstata (Wennbo et al., Endocrinol. 138:
4410-4415, 1997). Encontram-se receptores de PRL no tecido da
préstata (Aragona e Friesen, Endocrinol. 97: 677-684, 1975;
Leake et al., J. Endocrinol. 99: 321-328, 1983). Observou-se
que os niveis de PRL aumentam com a idade (Hammond et al.,
Clin. Endocrinol. 7: 129-135, 1877; Vekemans e Robyn, Br. Med.
J. 4: 738-739, 1975) coincidente com o desenvolvimento de
hiperplasia da préstata e verificou-se que a PRL tinha efeitos
tréficos e de diferenciacdo no tecido da prostata (Costello e
Franklin, Prostate 24: 162-166, 1994). Ratinhos transgénicos
que sSobre-expressam © gene de PRL desenvolveram um aumento
dramdtico da glédndula da prdéstata (Wennbo et al., Endocrinol.
138: 4410-4415, 1997). Contudo, o papel da PRL na doenga da
préstata permanece obscuro (Wennbo et al., Endocrinol. 138:
4410-4415, 1997). 0Os niveis de PRL em pacientes possuindo
hiperplasia da prdstata foram relatados como  estando
aumentados (Odoma et al., J. Urol. 133: 717-720, 1985; Saroff
et al., Oncology 37: 46-52, 1980), aumentados apenas em
pacientes com cancro da prdéstata ou inalterados (Harper et
al., Acta Endocrinol. (Copenh.) 81: 409-426, 1976). Janssen et
al. relataram que a proliferacdo de 1linhas celulares da
préostata humana  insensiveis ao androgénio  podem  ser
significativamente moduladas através de PRL (Cancer 77: 144-
149, 1996). Para explicar estas discrepéncias, fol proposto
que a sintese local de PRL na préstata (Nevalainen et al., J.
Clin. Invest. 99: 618-627, 1997) pode ser um factor
importante. Foil observada expressdac dependente de androgénio
de PRL em epitélio da proéstata de rato, apoiando o conceito de



EP 1 079 851/PT

uma volta autdcrina/pardcrina da acgdo da prolactina na
prostata, onde podia mediar os efeitos asscciados ao
androgénio (Nevalainen et al., FASEB. J. 11(14): 1297-1307,
1997). Mais, os dados c¢linicos parecem promissores: verificou-
se que a hipofisectomia tem um efeito terapéutico aditivo
quando combinada com castrag¢dc e adrenalectomia em pacientes
de cancro da préstata (Brendler, Urology 2: 99-102, 1973) e
Rana et al. relatam gue uma supressdo maxima combinada de
androgénios e ©prolactina resultou numa resposta c¢linica
significativamente melhorada em relacdo a tratamentos
convencionais em pacientes sofrendo de cancro da préstata
avancado (Habib et al., Eur. J. Cancer 31A: 859-860, 1995).

Tendo em vista a relevancia bioldgica da molécula de PRL
e do seu receptor, vdrios investigadores avaliaram a
actividade de wvariantes de PRL que possuiam diferencas
estruturais relativamente a molécula nativa ndo modificada.
Foi relatado que a PRL de rato naturalmente fosforilada
antagoniza os efeitos promotores do crescimento da PRL ndo
modificada num ensaio que mede a proliferacdo de células de
linfoma T Nb2 de rato e na regulacac autdcrina da proliferacao
de c¢élulas GHs; (Wang e Walker, Endocrinol. 133: 2156-2160,
1993; Krown et al., Endocrinol. 122: 223-229, 1992). Mais,
imitadores moleculares da PRL fosforilada possuindo um
aminodcido volumoso com carga negativa (nomeadamente glutamato
ou aspartato) a substituir a serina na ©posigao 179
antagonizaram os efeitos promotores do crescimento da PRL
(Chen et al., Endocrinol. 139: 609-616, 1998).

Outras estratégias para o desenho de variantes de PRL
foram dirigidas a destruigdo da interaccdo entre PRL e 0o seu
receptor. Para este fim, o0s investigadores estabeleceram
analogias entre o PRLR e o GHR, para o qual as relag¢des de
estrutura/fungdo sdo melhor compreendidas.

Certas caracteristicas do GHR foram elucidadas através do
estudo da base para a actividade antagonista completa de GH da
variante da GH humana (“hGH”) possuindo uma substituicao da
glicina na posicdo 120 por um residuo de arginina (Chen et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 5061-5065, 1990; Chen et
al., Mol. Endocrinol. 5: 1845-1852, 1991; Chen et al., J.
Biol. Chem. 269: 15892-15897, 1994; Chen et al., Mol.
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Endocrinol. 9: 1-7, 1995; Patente dos Estados Unidos 5350836
por Kopchick e Chen; Patente dos Estados Unidos 5681809 por
Kopchick e Chen). Fol deduzido gue a hGH forma um complexo com
uma forma dimérica do hGHR, Fuh e colegas propuseram um modelo
de dimerizacdo sequencial pelo qual GH se ligaria primeiro a
um receptor através de um primeiro local de ligacido
(delimitado por porgdes da hélice 1, hélice 4 e volta 1 de GH)
para formar um complexo 1:1 intermedidrio inactivo e depois a
hGH ligada ao receptor dinteragiria com um segundo receptor
através do local de ligagdao 2 (envolvendo a glicina da
hélice 3 da GH mutada na wvariante G120R) para produzir o
complexo hormona/receptor 1:2 activo (Fuh et al., Science 256:
1677-1680, 1992; Fuh et al., J. Biol. Chem. 268: 5376-5381,
1993; Goffin et al., J. Biol. Chem. 269: 32598-32606, 1994).
Quando a glicina da hélice 3 na posigdao 120 da GH ¢é
substituida por um residuo de arginina, o segundo local de
ligagdoc fica fisicamente impedido e a GH jd ndo pode induzir a
dimerizacdo do receptor.

Embora se saiba menos sobre a estrutura do PRLR, foi
sugerido que este também ¢é activado pela dimerizagao
sequencial mediada pela hormona (Cunningham et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 88: 3407-3411, 1991; Fuh et al., Science
256: 1677-1680, 1992; Fuh et al., J. Biol. Chem. 268: 5376-
5381, 1993). Foram produzidas variantes da PRL humana (“hPRL")
contendo mutagdes na regido que se acredita corresponder a
interface hélice 3/hélice 1 da GH, incluindo mutacgdes da
alanina na posigdo 22, da leucina na posig¢do 25, da serina na
posigdo 26 e da glicina na posicdo 129 da PRL para triptofano
e/ou arginina (especificamente, para criar A22W, L25R, L25W,
S26R, S26W e Gl29R; Goffin et al., J. Biol. Chem. 269: 32598-
32606, 1994). Foil relatado nesse artigo que as mutagdes
pontuais em A22, 8526 e G129 reduziam drasticamente a poténcia
mitogénica da variante (em comparagdoc com a PRL nativa) em 2-
3 ordens de grandeza (testada no ensaio de proliferacdo de
Nb2), embora tenha sido relatado que a variante GI129R
(posicionalmente andloga a Gl20R de GH) actuava como um
agonista fraco em vez de antagonista. Fol subsequentemente
relatado que quando testado num ensaio de actividade de PRLR
no qual células, co-transfectadas com acido nucleico
codificando o hPRLR e um gene repoérter sob o controlo de
sequéncias de ADN que respondem a PRL, eram expostas a
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variante G129R de hPRL, era observado um efeito antagonista
(Goffin et al., J. Biol. Chem. 271: 16573-16579, 1996).

Podem existir antagonistas de ocorréncia natural da acgao
de GH. Uma forma truncada isenta de células do GHR (designada
“GH-BP”) foi identificada no homem e em certos animais
(Baumann, Acta Endocrinol. 124 (supl. 2): 21-26, 1991; Baumann
et al., J. Endocrinol. 141: 1-6, 1994; Baumann et al.,
Endocrinol. 136: 377-378, 1995). A forma humana de GH-BP
engloba o dominio extracelular do receptor e pode ser ©
resultado da clivagem proteolitica do receptor nativo ou do
processamento alternativo do ARN. Foil sugerido que GH-BP actua
inibindo a ligacdo de GH aos seus receptores (Baumann, Acta
Endocrinol. 124 (supl. 2): 21-26, 1991; Baumann et al., J.
Endocrinol. 141: 1-6, 1994). A apolar esta hipdtese estd a
observacao de que os niveis de GH-BP em pacientes sofrendo de
acromegalia (devido a sobre-expressdao de GH) possuem uma
correlacdo inversa com o0s nivels séricos de GH (o mesmo &
dizer, quanto menos GH-BP, mais GH sérica presente; Amit et
al., Hormone Res. 37: 205-211, 199%2). Niveils menores de GH-BP
podem tornar a GH sérica de acromegalia relativamente mais
activa no ensaio do receptor de GH e portanto contribuir
negativamente para a doenga (Hochberg et al., Acta Endocrinol.
125: 23-27, 1994). Foram também observadas formas soluveis de
outros receptores na superfamilia de receptores de citocinas
(Baumann, Endocrinol. 136: 377-378, 1995). Contudo, nao houve,
antes do presente invento, qualquer prova sugerindo a
existéncia de uma forma isenta de c¢élulas de ocorréncia
natural do PRLR.

3. SUMARIO DO INVENTO

O presente invento refere-se a inibicdo dos efeitos de
promo¢ao da proliferag¢do celular da prolactina no seu
receptor.

Num primeiro conjunto de concretizagbes, o presente
invento proporciona a utilizagac de uma variante da prolactina
humana possuindo uma substitui¢do da glicina na posigao 129
para a prepara¢ac de um medicamento para inibig¢ao da
proliferacdo de uma célula de cancro da mama ou da prdéstata
que expressa um receptor de prolactina. O presente invento
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baseia-se na observacdo de que uma variante de prolactina ¢
capaz de inibir a proliferacao celular de um modo dependente
da dose. Mais, observou-se que a variante de prolactina era
capaz de induzir apoptose em células de cancro. A variante de
prolactina é uma forma mutada da prolactina humana na qual o
aminodcido glicina na posigdo 129 ¢é€ substituido por outro
aminodcido. Em concretizacdes especificas ndo limitantes, a
glicina na posicdo 129 da prolactina humana ¢ substituida por
arginina. A variante de prolactina pode ser utilizada em
conjunto com um anti-estrogénio. Tais anti-estrogénios
incluem, mas nao se limitam a, tamoxifeno, raloxifeno ou ICI
164384 (Imperial Chemical Industries). Isto basela-se na
observacao de que a administracdo de uma variante de
prolactina juntamente com um anti-estrogénio induz um efeito
inibidor sinergético na proliferacaoc celular. Adicionalmente,
a variante de prolactina pode ser utilizada em conjunto com um
anti-androgénio. Tais anti-androgénios incluem, mas naoc se
limitam a, flutamida, anandron ou acetato de ciproterona para
induzir uma inibigdo sinergética da proliferagao celular (ver,
Smith, D.C., Semin. Urol. Oncol. 15: 3-12, 1997, para uma
revisao sobre terapia anti-androgénios; Gomella, I.M., 3: 1l6-
24, 1997, Suciu, S., Cancer 15: 3841-6, 1993).

Uma forma truncada do receptor da prolactina que é capaz
de se ligar a ©prolactina e deste modo diminuir a
disponibilidade da prolactina para se ligar ao seu receptor é
também aqui descrita. As variantes de prolactina e 0os
receptores truncados de prolactina podem ser utilizados em
métodos de inibicg¢do da proliferagdo de células que expressam
receptores de prolactina.

O presente invento proporciona ainda a utilizacaoc de uma
variante de prolactina humana possuindo uma substituig¢do da
glicina na posi¢do 129 para a preparagao de um medicamento
para inducdo de apoptose celular numa célula de cancro da mama
ou da proéstata expressando o receptor de prolactina. O
presente invento baseia-se na observagdo de que uma variante
de prolactina € capaz de induzir apoptose celular em células
de cancro da mama humanas.

Noutra concretizacdo do presente 1invento, o presente
invento proporciona um método in vitro para identificacgdo de
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um composto capaz de modular a actividade do receptor de
prolactina, compreendendo o método:

a) a colocagdo de um composto em contacto com uma célula gue
expresse o receptor de prolactina;

b) a medigdo do nivel de apoptose na célula; e

c) a comparacdao do nivel de apoptose obtido em (b) com o
nivel obtido na auséncia do composto;

de modo a gue se o nivel obtido em (b) diferir do obtido na
auséncia do composto, ¢ identificado um composto capaz de
modular a actividade do receptor da prolactina.

Ainda noutra concretizag¢ao do presente invento, o
presente invento proporciona uma proteina de fusao
compreendendo uma variante da prolactina humana gue esta
ligada a outra proteina, em gque a variante possul uma
substituicao da glicina na posigao 129.

Assim, o ©presente invento pode ser utilizado no
tratamento de disturbios c¢linicos em animais humanos e nao
humanos que envolvam proliferacdo celular indesejada. Em
concretizacgbes especificas, o© ©presente invento pode ser
utilizado no tratamento de cancro da mama e da prdstata em
seres humanos.

4. BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

FIGURA 1A. Representagdo esquematica da clonagem e
construcao do plasmideo de expressdoc pUCIG-MT-hPRLCDNA.

FIGURA 1B. Mapa plasmidico e estratégia geral de
mutagénese dirigida por PCR. pcDNA3, o vector parental, contém
as sequéncias reguladoras da transcricdo iniciais imediatas de
citomegalovirus (CMV)  humano e a sequéncia sinal de
poliadenilacao e de terminacaoc da transcricao do gene da GH
bovina (BGH pA). O ADNc de hPRL foi clonado utilizando RT-PCR
a partir de ARNm de pituitdria humana e inserido em locais
BstX1l. A mutacdo fol gerada através do desenho de iniciadores
de PCR em locais Xbal.

FIGURA 2. Dados de experiéncias de ligacdo competitiva de
radio-receptores para hGH e hPRL utilizando vérias 1linhas
celulares de cancro humanas (listadas ao longo do eixo dos
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xx). HTB123 e T47D sao 1linhas celulares de cancro da mama
humano. O eixo dos yy representa a percentagem de ligacao
especifica. Cada ponto representa a média de trés experiéncias
que foram, cada uma, realizadas em duplicado.

FIGURA 3. Andlise “Western blot” mostrando a fosforilacdo
de proteinas STAT (banda na seta) em células de cancro da mama
humanas sob varias condig¢des. Lendo da esquerda para a
direita, a pista 1 representa uma cultura de controlo, a
plista 2 representa uma cultura recebendo hPRL 5 nM, a pista 3
representa uma cultura recebendo hPRLA 5 nM, a pista 4
representa os efeitos competitivos quando a cultura € exposta
a hPRL 5 nM e hPRLA 5 nM, e a pista 5 representa os efeitos
competitivos quando a cultura é exposta a hPRL 5 nM e hPRLA
25 nM.

FIGURA 4. Efeitos da hormona de crescimento e da
prolactina na proliferagdao de células de cancro da mama. O
eixo dos xx representa a concentracdao de hGH ou hPRL presente
no meio de cultura de células de cancro da mama humanas T-47D.
0 eixo dos yy representa o numero total de células no final do
periodo de incubag¢do. Os pontos sdo a média (+DP) de trés
experiéncias, cada uma das quais fol realizada em duplicado.

FIGURA 5A-B. (A) Efeitos de wvarias concentracdes de hPRL
ou da variante da prolactina G129R hPRLA na proliferag¢do de
células de cancro da mama humanas T47D em cultura. (B) Efeitos
de varias concentragdes de estrogénio (E2) e tamoxifeno (Tam)
na proliferacdo de células T47D ao longo de um periodo de 24
ou 72 horas.

FIGURA 6. O diagrama de um ensaic de cultura de células
mista para avaliagdo dos efeitos de hPRL recombinante e da
variante da prolactina G129R hPRLA na proliferacdo de células
T41D.

FIGURA 7. Efeitos de hPRL expressa de modo recombinante,
(L-PRL) e da variante da prolactina GI129R hPRLA (L-PRLA) na
proliferacdo de células de cancro da mama T47D num ensaio de
cultura de células mista apdés 24 e 72 horas.

FIGURA 8. Efeitos de hPRL expressa de modo recombinante,
(L-PRL) e da wvariante da prolactina GI129R (L-PRLA) na
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proliferacdo de células de cancro da mama T47D num ensaio de
cultura de células mista apés um (D1), dois (D2), trés (D3) ou
cinco (D5) dias.

FIGURA 9A-B. Proliferacao de (A) células de cancro da
mama humanas T47D ou de (B) células de cancro da mama humanas
MCF-7 em ensaios de cultura de células mista com células L que
expressam a variante da prolactina Thumana G129 hPRLA
recombinante apds trés dias em cultura.

FIGURA 10A-B. Sequéncias de aminodcidos de varias formas
humanas e ndo humanas de prolactina.

FIGURA 11. TIlustragdo esquemidtica do mecanismo de GH ou
do antagonista hPRL (ligando). Quatro regides helicoidais no
ligando (ovais ponteadas) sao marcadas como I, II, III e IV.
Dois receptores ligados a membrana (ovais sombreadas) sédo
também mostrados na figura. Arg representa a mutacdo de
substitui¢do na terceira hélice o resultando no impedimento de
um segundo receptor para formar um complexo funcional (de A
para B).

FIGURA 12. Andlise *“imunoblot” da expressdo do gene hPRL-
G1l29R por células L de ratinho transfectadas com o vector
PCcDNA3 geneticamente modificado para codificar a variante
G129R. As pistas A-D representam amostras contendo hPRL
purificada (de NIH) como padrfes. As pistas E-H representam os
meios de cultura de células L de ratinho transfectadas de modo
estdvel.

FIGURA 13. Efeitos antagonisticos de hPRL-G129R na
fosforilagdo da tirosina de proteinas STAT induzida por hPRL
em células de cancro da mama humanas (T47-D). A atribuicao das
plistas é: A, controlc negativo; B, células estimuladas com
100 ng/ml de hPRL; C, células tratadas com 100 ng/ml de hPRL-
G1l29R; D, células tratadas com 100 ng/ml de hPRL e 100 ng/ml
de hPRL-G129R; E, células tratadas com 100 ng/ml de hPRL e
500 ng/ml de hPRL-G129R. A seta indica a posigdo das proteinas
de 95 kDa.

FIGURA 14A-E. O exame de microscopia dptica de células de
cancro da mama humanas T47-D apds uma uUnica dose de tratamento
com 200 ng/ml de hPRL (15B); 200 ng/ml de hPRL-GL129R (15C); E2
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200 nM (15D); ou 4-OH-Tamoxifeno 200 nM (15E) apds uma
incubacdo de 4 dias em comparacdo com o controlo (15A). 200x.

FIGURA 15. Efeitos de resposta a dose de hPRL e seus
efeitos sinérgicos com E2 em ensaio de proliferacgdo de células
de cancro da mama humanas T47-D. O eixo dos xx representa a
concentragdao de hPRL na auséncia (barras vazias) ou na
presenca de E2. Cada ponto representa uma média de pelo menos
trés experiéncias independentes com pogos triplicados. Barras,
DP.

FIGURA 16A-B. Efeitos de resposta a dose de 4-0OH-
Tamoxifeno (17A) e hPRL-G129R (17B). O eixo dos xx representa
a concentracao de 4-OH-Tamoxifeno (17A) e de hPRL-G129R (17B).
Cada ponto representa uma média de ©pelo menos trés
experiéncias independentes com po¢os em triplicado. Barras,
DP.

FIGURA 17. Efeitos inibidores de resposta a dose de hPRL-
G129R na proliferag¢do de células T47-D induzida por hPRL. O
eixo dos xx representa a concentragdo de hPRL-GI129R na
auséncia (barras vazias) ou na presenca de hPRL. Cada ponto
representa uma média de pelo menos trés experiéncias
independentes com pogos em triplicado. Barras, DP.

FIGURA 18. Efeitos de resposta a dose de hPRL-G129R e
seus efeitos sinergéticos com 4-OH-Tamoxifeno em ensaio de
proliferag¢do de células de cancro da mama humanas T47-D. O
eixo dos XX representa a concentragao de hPRL-G129R na
auséncia (barras wvazias) ou na presenca de 4-OH-Tamoxifeno.
Cada ponto representa uma média de pelo menos trés
experiéncias independentes com pogos em triplicado. Barras,
DP.

FIGURA 19A-B. Efeitos inibidores de resposta a dose de
hPRL-G129R em duas linhas celulares de cancro da mama humano
utilizando o método de co-cultura. O eixo dos xx representa o
numero de c¢élulas L co-cultivadas (controlo) ou de células
L-hPRL-G129R. Cada ponto representa uma média de pelo menos
trés experiéncias 1independentes com pocos em triplicado.
Barras, DP.
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FIGURA 20A-F. Resposta a dose de células de cancro da
mama humanas T47-D a hPRL-G129R apdés tratamento de 24 horas
utilizando o ensaio TUNEL (painéis A-F). O painel (G) e (H)
mostram os resultados da competigao entre hPRL e hPRL-G129R a
uma razdo de 1:1 (125 ng/ml de hPRL + 125 ng/ml de hPRL-G129R,
painel G) e a uma razdo de 1:4 (125 ng/ml de hPRL-G129R +
500 ng/ml de hPRL, painel H).

FIGURA 212-E. Tempo decorrido de resposta de células de
cancro da mama humanas T47-D ao tratamento de hPRL-G129R
(50 ng/ml) utilizando ensaic TUNEL.

FIGURA 22A-H. Resposta de multiplas células de cancro da
mama a tratamento com 4-OH-Tamoxifeno (1 uM durante 24 horas)
utilizando o© ensaio TUNEL. Os marcadores C e T sao para
células de controlo e tratadas, respectivamente.

FIGURA 23A-F. Resposta de multiplas células de cancro da
mama a tratamento com 250 ng de hRPL-G129R durante 24 horas
utilizando o ensaio TUNEL. Os marcadores C & T sao para
células de controlo e tratadas, respectivamente.

FIGURA 24. 1Inducdoc de Caspase-3 por hPRL-G129R. E
mostrado o efeito de hPRL-G129R na activacao da caspase-3 em
células T47-D wutilizando um estojo de ensaio ApopAlert
CPP32/Caspase—-3 (Clontech, Palo Alto, CA). As células T47-D
foram tratadas com 250 ng/ml de hPRL-G129R durante 2 h. O
ensaio foi efectuado na presen¢a de DEVD-CHO (inibidor da
caspase-3) para demonstrar que a indugdo da Caspase-3 através
de hPRL-G129R é um acontecimento especifico. As amostras foram
em duplicado e cada amostra era constituida por cerca de
2 milh&es de células.

FIGURA 25. Resposta de duas células de cancro da préstata
ao tratamento com 250 ng de hPRL-G129R durante 24 horas
utilizando o ensaio TUNEL.

5. DESCRICAO DETALHADA DO INVENTO

Para fins de clareza e ndo como limitacao, a descricao
detalhada do presente 1invento ¢é dividida nas seguintes
subseccgdes:

i) variantes de prolactinag;



EP 1 079 851/PT
13

1i) receptores truncados de prolactina; e

iii) utilidade do presente invento.

5.1. VARIANTES DE PROLACTINA

Sao agqui descritas variantes de prolactina (PRL) que
antagonizam a ac¢ao da PRL no seu receptor.

O termo prolactina (PRL) refere-se aquli a formas animais
humanas e nao humanas da hormona prolactina. Tais prolactinas
incluem, mas ndo se limitam a, prolactinas para as quais as
sequéncias de aminodcidos estdo expostas na FIGURA 10 (ver
também Cooke et al., J. Biol. Chem. 256: 4007, 1981; Cooke et
al., J. Biol. Chem. 225: 6502, 1980; Kohmoto et al., Eur. J.
Biochem. 138: 227, 1984; Tsubokawa et al., Int. J. Peptide
Protein Res. 25: 442, 1985; Bondar et al., 1991, N.° de Acesso
GenBank #X63235; Sasavage et al., J. Biol. Chem. 257: 678,
1982, Miller et al., Endocrinol. 107: 851, 1980; Li et al.,
Arch. Biochem. Biophys. 141: 705, 1970; Li, Int. J. Peptide
Protein Res. 8: 205, 1976; Martinant et al., Biochem. Biophys.
Acta 1077: 339, 1991; Lenhrman et al., Int. J. Peptide Protein
Res. 31: 544, 1988; Li et al., Int. J. Peptide Protein Res.
33: 67, 1989, Hanks et al., J. Mol. Endocrinol. 2: 21, 1989;
Watahiki et al., J. Biol. Chem. 264: 5535, 1989, Karatzas et
al., Nuc. Acids Res. 18: 3071, 1990; Yasuda et al., Gen. Comp.
Endocrinol. 80: 363, 1990; Noso et al., Int. J. Peptide
Protein Res. 39: 250; Buckbinder et al., Proc. Natl, Acad,
Sci. USA 90: 3820, 1993; Takahashi et al., J. Mol. Endocrinol.
5: 281; Yamaguchi et al., J. Biol. Chem. 263: 9113, 1988;
Rentler-Delrue et al., DNA 8: 261; Yasuda et al., Gen. Comp.
Endocrinol. 66: 280, 1987; Chang et al., 1991, N.° de Acesso
GenBank #X61049; Chang et al., 1991, N.° de Acesso GenBank
#X61052; Yasuda et al., Arch. Biochem. Biophys. 244: 528,
1986; Kuwana et al., Agric. Biol. Chem. 52: 1033, 1988; Song
et al., Eur. J. Biochem. 172: 279, 1988; Mercier et al., DNA
8: 119, 1989).

O termo variante de prolactina (PRL) refere-se a uma
forma de prolactina que foi estruturalmente alterada
relativamente a sua forma nativa, incluindo quando a sequéncia
de aminocdcidos da forma nativa foi alterada através de
insercdo, delecdo e/ou substituicdo de aminodcidoes.
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A capacidade de uma tal variante para antagonizar a acgao
da PRL no seu receptor ¢é definida como a capacidade da
variante para inibir um efeito mediado, sob condig¢bes normais,
pela PRL. Por exemplo, quando a PRL possuli um efeito
proliferativo numa espécie de células, uma variante de PRL
inibe a proliferacdo da espécie de células; sem estar limitado
pela seguinte teoria, cré-se que a PRL esteja presente nalgum
nivel para que seja observado um efeito inibidor. A FIGURA LA
ilustra um exemplo operativo do presente invento no qual a
prolactina humana (hPRL) induz a proliferagdoc de células de
cancro da mama humanas T47-D, enquanto que uma variante da
hPRL possuindo uma substituicdc da glicina na posicdo 129 por
um residuo de arginina, designada hPRLA, inibe a proliferacgdo
de células T47-D relativamente a células T47-D sem a hPRL ou
hPRLA adicionada; c¢ré-se gue niveis de T47-D produzem PRL
(Ginsberg e Vonderharr, Cancer Res. 55: 2591-2595, 1995).

Como um exemplo especifico, uma variante de PRL pode ser
identificada como um antagonista da PRL através da
determinacao da capacidade da variante para Dbloguear a
capacidade da PRL para actuar através do seu receptor guando
estdo presentes ambas a PRL e a variante de PRL. Como exemplo,
quando uma dada concentracdo X de PRL estd associada a um
aumento Y na proliferagdo de células que expressam o PRLR em
cultura, e quando uma amostra compardvel de células ¢ exposta
a PRL a concentragdoc X e a uma variante de PRL a uma
concentragdo V, a proliferagdo das células aumentard 7Z, conde Z
é menos que Y e pode ser um numero negativo.

No presente invento, a variante de PRL é uma variante da
PRL humana possuindo uma substituicdo da glicina na posigao
129 por outro amincdcido. A substituigdo, representada na
forma abreviada por G129°, onde ° é um aminodcido de
ocorréncia natural ou sintético diferente de glicina, pode ser
a unica variacdo da sequéncia nativa ou uma de varias
alteracdes (incluindo insercles, delecbes e/ou substituicdes
de aminodcidos). O aminocdcido substituinte pode ser um
aminodcido neutro polar tal como alanina, wvalina, leucina,
isoleucina, fenilalanina, prolina, metionina; um aminocdcido
neutro apolar tal como serina, treonina, tirosina, cisteina,
triptofano, asparagina, glutamina, dcido aspartico; um
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aminodcido 4acido tal como &cido aspartico e glutamico; e
aminodcidos béasicos tais como arginina, histidina ou lisina.
Em concretizacdes preferidas do presente invento, a glicina na
posicac 129 de hPRL pode ser substituida por valina, leucina,
isoleucina, serina, treonina, prolina, tirosina, c¢isteina,
metionina, arginina, histidina, triptofano, fenilalanina,
lisina, asparagina, glutamina, Acido aspartico e 4cido
glutdmico. Numa concretizagdo mails preferida do presente
invento, a substituigao substitui a glicina na posigéo 129 por
arginina (G129R). E também descrita aqui uma variante de
prolactina em que a glicina na posicgdo 129 é suprimida.

Ainda noutras concretizac¢des, uma variante de prolactina
possuindo uma substituicdo da glicina na posicdo 129 ¢ ligada
a outra proteina como parte de uma proteina de fusdo. Como
concretizagao especifica, a variante de prolactina pode ser
ligada a interleucina 2. Um exemplo ndo limitante de uma tal
concretizacdao € uma variante G129R da prolactina humana ligada
a interleucina 2.

As variantes de prolactina utilizadas no presente invento
podem ser preparadas através de sintese quimica ou através de
técnicas de ADN recombinante. Geralmente, um ADNc de PRL pode
ser preparado utilizando técnicas padrao de amplificagdo por
PCR, o ARN ou ADNc preparado a partir de uma célula gue
produza PRL (tal como uma célula da pituitdria) como molde, e
iniciadores oligonucleotidicos desenhados com  base na
sequéncia de &dcidec nucleico ou de aminodcidos de PRL
conhecida. Um exemplo ndo limitante da prepara¢ac de um ADNC
codificando hPRL € exposto na Secgao 7, abaixo. Podem entado
ser introduzidas alteracdes no ADNc da PRL aleatoriamente ou
através de mutagénese dirigida. Um exemplo da utilizagdo de
mutagénese dirigida ao local mediada por oligonucledtidos ¢é
também exposto no Exemplo 7, e ilustra a introdug¢aoc da
substituicdo G129R em hPRL.

Quando se pretende produzir a variante de PRL através de
técnicas recombinantes, pode ser incorporado um acido nucleico
codificando a wvariante de PRL num vector de expressao,
operativamente ligado a uma sequéncia promotora/estimuladora
adequada. O vector de expressdao pode conter ainda um ou mais
elementos que auxiliem na expressdo da variante de PRL,
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incluindo um local de terminacdo da transcricdo, um sinal de
poliadenilacdo, um local de 1ligacdo ao ribossoma, uma
sequéncia sinal, etc. Sistemas de expressao adequados incluem
células de mamifero, c¢élulas de insecto, células vegetais,
células de levedura, bolores e organismos, incluindo plantas
transgénicas e animais transgénicos. Vectores de expressido
adequados incluem vectores baseados no virus de herpes simples
tais como pHSV1 (Geller et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:
8950-8954, 1990); vectores retrovirais tais como MFG (Jaffe et
al., Cancer Res. 53: 2221-2226, 1993) e em particular vectores
retrovirais de Moloney tais como LN, LNSX, LNCX, LXSN (Miller
e Rosman, Biotechniques 7: 980-989, 1989); wvectores virais de
vacinia tais como MVA (Sutter e Moss, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89: 10847-10851, 1992); wvectores adenovirails tais como
pJM17 (Ali et al., Gene Therapy 1l: 367-384, 1994; Berker,
Biotechniques 6: 616-624, 1988; Wand e Finer, Nature Medicine
2: 714-716, 1996); vectores virais adeno-associados tais como
AAV/neo (Mura-Cacho et al., J. Immunother. 11: 231-237, 1992);
vectores de lentivirus (zZufferey et al., Nature Biotechnology
15: 871-875, 1997); vectores plasmidicos tais comc pCDNA3 e
pCDNAL (InVitrogen), pETlla, pET3a, pET1lld, pET3d, pET22d e
pETl2a (Novagen); plasmideo AHS5 (gque contém a origem de SV40 e
o] principal promotor tardio de adenovirus), PRC/CMV
(Invitrogen), pCMU II (Paabo et al., EMBO J. 5: 1921-1S927,
1986), pZipNeo SV (Cepko et al., Cell 37: 1053-1062, 1984),
PSRa (DNAX, Palo Alto, CA) e pBK-CMV; e vectores de expressao
de baculovirus (0O’'Reilly et al., 1995, “Baculovirus Expression
Vectors”, Cxford University Press), tal como p2Bac
(Invitrogen).

Uma variante de PRL produzida num sistema de expressio
recombinante pode entaoc ser purificada através de técnicas
padréao, incluindo electroforese, cromatografia (incluindo
cromatografia de afinidade) e ultrafiltragdo.

5.2. RECEPTORES TRUNCADOS DE PROLACTINA

Sao aqui descritos receptores truncados de prolactina
isentos de células (aqui referidos como PRL-BP(s)), que mantém
a capacidade para se ligarem a PRL e sdo deste modo capazes de
competir com as formas da superficie celular de PRLR pela
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ligagcdoc a PRL, inibindo deste modo a capacidade da PRL para
interagir com o seu receptor.

Um PRL-BP pode ser preparado através da remogao de todo
ou de uma parte dos dominios transmembranares e/ou
intracelulares do PRLR enzimaticamente ou utilizando técnicas
de ADN recombinante. Num exemplo especifico, o PRLR a truncar
¢ tal como descrito em Boutin et al., Mol. Endocrinol. 3:
1455-1461, 1989.

Para preparagdo recombinante, as moléculas de acido
nucleico codificando o receptor de prolactina nativo podem ser
preparadas e depois alteradas para codificarem um PRL-BP. Por
exemplo, o PRLR pode ser clonado utilizando técnicas tais como
expostas no Exemplo 9, abaixo.

A sequéncia de aminodcidos do PRLR de uma variedade de
diferentes organismos ¢ conhecida. A sequéncia do PRLR humano
¢ obtenivel no Genbank, N.° de Acesso 13032. Mais, os residuos
de aminocacidos que delineiam os dominios extracelular,
transmembranar e citoplasmatico do PRLR sao também conhecidos
(ver por exemplo, Kelly et al., Biol. Reprod. 40: 27-32,
1989). Dada a elucidacgdo destes dominios, um perito na arte
seria facilmente capaz de produzir uma forma truncada do PRLR
que mantivesse & capacidade para se ligar a PRL, mas dJue
pudesse ser utilizada para inibir os efeitos da PRL.

Métodos de ADN recombinante que sdo bem conhecidos dos
peritos na arte podem ser utilizados para construir vectores
de expressdao contendo PRL-BP codificando sequéncias e sinais
de controlo da transcrigdo/tradugdo apropriados. A eficiéncia
da expressao pode ser aumentada através da inclusdo de
elementos apropriados estimuladores da transcricgao,
terminadores da transcricdo, etc.. 0s métodos podem incluir
técnicas In vitro de ADN recombinante e sintéticas e
recombinantes in vivo (ver, por exemplo, Sambrook et al.,
“Molecular Cloning. A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor
Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989, e Glover, D.M. (ed.),
“DNA Cloning: A Practical Approach” MRL Press, Ltd., Oxford,
U.K., Vol. I, II, 1985).
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Quando ¢ utilizada tecnologia de ADN recombinante para
produzir PRL-BP, pode ser vantajoso desenhar proteinas de
fusdo que possam facilitar, por exemplo, a solubilidade ou a
purificagdo. Tais proteinas de fusdo podem ser produzidas
através de ligagdoc das sequéncias de Acido nucleico
apropriadas codificando as sequéncias de aminodcidos desejadas
para cada uma através de métodos conhecidos na arte, no
enquadramento de leitura correcto, e da expressdo da proteina
de fusdo através de métodos vulgarmente conhecidos na arte. O
produto do gene de PRL-BP contido dentro de tais proteinas de
fusdo pode compreender, por exemplo, um ou mais dos dominios
ou porcgdes extracelulares, de preferéncia a porgao de ligacao
ao ligando.

Num exemplo especifico, para expressdo de hPRL-BP, pode
ser utilizado um vector de expressdo de mamifero tal como
pcDNA3.1/His Xpress (Invitrogen Corp., San Diego, CA). Este
vector contém um promotor de citomegalovirus inicial imediato
humano e um sinal de adicdc poli-A de DbGH. Adicionalmente,
oferece um péptido (His)6 enquadrado no terminal N que permite
uma detecgdo facil apds purificag¢do de hPRL-BP. A hPRL-BP
recombinante produzida utilizando um tal vector em cultura
celular pode ser concentrada através de ultrafiltracgdo,
utilizando técnicas tais como as expostas na Seccgaoc 7 abaixo.
A concentracdo de hPRL-BP apds wultrafiltracdo pode ser
determinada através de ensaio de proteinas e confirmada
através de andlise “Western blot” utilizando anticorpo anti-
His (Santa Cruse, CA) e pode ser guantificada através de
métodos densitométricos (Fernadez e Kopchick, Anal. Biochem.
191: 268-271, 1990).

Alternativamente, pode ser produzido um hPRL-BP truncado
através de técnicas de sintese proteica, p. ex., através da
utilizacdo de um sintetizador de péptidos. Adicionalmente,
pode ser preparado hPRL-BP truncado através de purificacdao da
proteina PRLR inteira, a partir de células produtoras de PRLR
de ocorréncia natural ou geneticamente modificadas, seguidco de
clivagem enzimdtica da proteina purificada utilizando enzimas
proteoliticas, tais como tripsina, para formar PRL-BP.
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5.3. ENSAIOS DE PESQUISA PARA IDENTIFICAQAO DE AGONISTAS E
ANTAGONISTAS DE PRLR

O presente invento proporciona a utilizacao de um sistema
de ensaio baseado em células para identificar compostos ou
composigfes que modulem a actividade do PRLR e portanto possam
ser Uteis para a regulagcdo da proliferagcdc celular e
tratamento de doengas associadas a proliferacdo celular
aberrante. O sistema de ensaio baseado em células é desenhado
para ensaiar quanto a apoptose celular. O sistema de ensaio
baseia-se na observac¢dao de que o antagonista de PRLR Gl29R é
capaz de induzir apoptose em células expressando o PRLR.

De acordo com o presente invento, é utilizado um sistema
de ensaic in vitro baseado em células para pesquisar compostos
que modulem a actividade de PRLR e deste modo modulem a
proliferacao celular. 0Os compostos que podem afectar a
actividade de PRLR incluem mas ndo se limitam a compostos que
se ligam ao PRLR e activam a transducao de sinal (agonistas)
ou bloqueilam a activagdo (antagonistas). Os sistema de ensaio
do presente invento proporcionam métodos réapidos e de
confianca para identificar compostos gque interajam com, e
deste modo afectem, a func¢dc de PRLR.

Um método in vitro para identificacdo de um composto
capaz de modular a actividade do receptor de prolactina,
compreende 0s seguintes passos:

a) colocagdo de um composto em contacto com uma célula gue
expresse o receptor de prolactina;

b) medigdo do nivel de apoptose na célula; e

c) comparacdo do nivel de apoptose obtido em (b) com o nivel
obtido na auséncia do composto;

de modo a que se o nivel obtido em (b) diferir do obtido na
auséncia de um composto, ¢é identificado um composto capaz de
modular a actividade do receptor de prolactina. Se o nivel de
apoptose estiver aumentado num tal ensaio é identificado um
antagonista do receptor da prolactina.

Ainda noutra concretizagcao do presente invento, ¢é
proporcionado um método in vitro para identifica¢do de um
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composto capaz de induzir a actividade do receptor da
prolactina, que compreende 0s seguintes passos:

a) colocacgdo de um composto em contacto com uma célula gue
expresse o receptor de prolactina, na presenga e na
auséncia de um composto que 1induza apoptose mediada pelo
receptor de prolactina;

b) medicdoc do nivel de apoptose na célula na presenca e na
auséncia do composto que induz apoptose mediada pelo
receptor de prolactina; e

c) comparagao dos niveis de apoptose obtidos em (b);

de modo a que se o nivel de apoptose estiver diminuido na
presenga do composto que induz apoptose mediada pelo receptor
de prolactina, ¢ identificado um compostc capaz de activar a
actividade do receptor da prolactina.

Para este fim, as c¢élulas que expressam endogenamente
PRLR podem ser utilizadas para pesquisar compostos que modulem
a actividade do receptor. Numa concretizac¢do preferida do
presente invento as células sdo células transformadas, tais
como por exemplo, células de cancro da mama ou células de
cancro da prdstata. Adicionalmente, c¢élulas gue normalmente
nac expressam PRLR podem ser geneticamente modificadas para
expressarem o gene de PRLR e tais células podem ser utilizadas
para fins de pesquisa. Os peritos na arte reconhecerao que
qualquer linha celular capaz de transfecgao e possuindo um
nivel de fundo de PRLR baixc ou ausente é aceitdvel.

Ao utilizar tals sistemas de ensaio baseados em células,
as células que expressam PRLR sdo expostas a um composto de
teste ou a controlos de veiculo (p. ex., placebos). Em ensaios
desenhados para identificacdc de agonistas de PRLR, 0©0s
compostos que 1induzem apoptose mediada por PRLR, tal como
Gl29R, sao também adicionados ao ensaio. Apds exposigao, as
células podem ser ensaiadas para se medir o nivel de apoptose.
Os ensailos desenhados para medir apoptose incluem © ensaio de
marcacao terminal de cortes com dUTP mediada por
desoxinucleotidil-transferase (TUNEL) (Kebers et al.,
Experimental Cell Researcnh 240:197-205, 1998); ensaios para
detectar caspases activadas (Janicke et al., J. Biol. Chem.
273:9357-9360; 1998); ensaios em gel de gradagcdo de ADN para
detectar ADN fragmentado através de electroforese em gel
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(Bursch et al., Carcinogenesis 17:1595-1607, 1996); ensaios
para detectar os niveis proteicos de bci-2 e bax (Wuerzberger
et al., Cancer Research 58:1876-1885, 1998); coloracgao
Hoechst/DAPI para detectar condensagdo nuclear em células
apoptéticas (Bursch et al., Carcinogenesis 17:1595-1607,
1996); coclcoracao de Anexina V da fosfatidil-serina na membrana
citoplasmatica (van Engeland et al., Cytometry 24:131-139,
1996); andlise do teor de ADN através de coloracdc de iodeto
de propidio seguida de citometria de fluxo (Sherwood et al.,
Methods 1in Cell Biology 46:77-97); e estudos morfoldgicos
utilizando microscopia electrdnica e de contraste de fase
(Bursch et al., Carcinogenesis 17:1595-1607).

A capacidade de um composto de teste para induzir o nivel
de apoptose, acima dos niveis observados com células tratadas
com um controlo de veiculo, indica que o composto de teste
actua como um antagonista para inibir a transdugao de sinal
mediada por PRLR. Em contraste, a capacidade de um composto de
teste para reduzir o nivel de apoptose na presenga de
compostos tais como GI129R, acima dos niveis observados com
células tratadas com um controlo de veiculo, indica que o
composto de teste induz transdugdo de sinal mediada por PRLR.

Pesquisa de elevada tiragem pode ser alcangada através do
plaqueamento das células de teste em pocgos de placas de
microtitulo, cada uma das quals conterd um potencial
antagonista ou agonista de PRLR. Os po¢os conterdo também meio
completo e por vezes quando se pretende identificar um
agonista ¢é incluido um composto tal como Gl29R. Apds a
incubacdo com potencials antagonistas ou agonistas, as células
sdo ensaiadas quanto a apoptose utilizando métodos tais como
0s descritos acima. Potenciais antagonistas sao os compostos
que induzem apoptose em células expressando o PRLR. Potenciais
agonistas sdo 0s compostos que competem com Gl29R pela ligacgao
ao receptor e deste modo inibem a apoptose induzida por G129R.

Os compostos que podem ser pesquisados de acordo com o
presente invento incluem, mas nao se limitam a compostos
inorgénicos, ©péptidos, anticorpos e fragmentos destes, e
outros compostos orgénicos (p. ex., imitadores de péptidos)
que se ligam a PRLR e activam a actividade de PRLR (i.e.,
agonistas) ou inibem a actividade de PRLR (i.e.,
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antagonistas). Os compostos podem incluir, mas nao se limitam
a, péptidos tais como, ©por exemplo, péptidos soluveis,
incluindc mas ndo se limitando a membros de Dbibliotecas
aleatdrias de péptidos (ver, p. ex., Lam et al., Nature 354:
8§2-84, 1991; Houghten et al., Nature 354: 84-86, 1991) e da
biblioteca molecular derivada de quimica  combinatdria
constituida por aminocacidos de configuragdo D e/ou L,
fosfopéptidos (incluindo, mas ndo se limitando a, membros de
bibliotecas de fosfopéptidos dirigidos aleatdrios ou
parcialmente degenerados; ver, p. ex., Songyang et al., Cell
72: 767-778, 1993). A pesquisa das bibliotecas pode ser
conseguida através de qualquer um de uma variedade de métodos
vulgarmente conhecidos. Numa concretizagao especifica do
presente invento, as variantes peptidicas da PRL podem ser
pesquisadas guanto a sua capacidade para regular a actividade
do PRLR.

Os compostos identificados através de ensaios tais como
os descritos aqui podem ser uteis, por exemplo, para melhorar
doencas associadas a proliferagdo celular aberrante. Os
ensailos para testar a eficdcia de compostos identificados nas
pesquisas podem ser testados em sistemas modelo animais para
disturbios proliferativos, tals como cancro.

5.4, UTILIDADES DO INVENTO

O presente invento proporciona a utilizagcdo de uma
variante da prolactina humana possuindo uma substituicdo da
glicina na posig¢do 129 para a preparagdo de um medicamento
para inibig¢do da proliferagdo de uma célula de cancro da mama
ou da proéstata que expresse um receptor de prolactina. Uma
forma truncada do PRLR (que compete com 0O receptor enddgeno
pela ligacdo a PRL) pode ser utilizada para 1inibir os efeitos
da PRL, e em particular, pode ser utilizada para inibir a
proliferacao celular mediada por PRL. A varilante de
prolactina, ou a forma truncada do PRLR, é administrada a um
sujeitc possuindo uma condigdo proliferativa em que as células
proliferativas expressam um receptor de prolactina.

A variante de PRL do PRLR truncado (também referido como
PRL-BP) pode ser testada quanto a capacidade para antagonizar
a actividade da PRL num painel de linhas celulares expressando
diferentes niveis do PRLR e/ou de PRL, de modo a permitir a
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inferéncia de um efeito que varia de acordo «com a
disponibilidade de PRL/PRLR. Por exemplo, a actividade de uma
variante de hPRL ou de um hPRLR truncado pode ser testada em
todas ou num subconjunto das seguintes cinco linhas celulares
de cancro da mama humano diferentes (T47-D, MCF-7, HTB19,
HTB20 e HTB123 de ATCC). O numero de receptores de hPRL nestas
linhas celulares foi relatado como sendo: T47-D
(25800/célula), MCF-7 (8300/célula), HTB1Y9 (6435/célula),
HTB20 (5480/célula), HTB123 (1094/célula, célula da mama
normal = 1700/célula). Portanto, estas linhas representam um
espectro de niveis de receptores de hPRL em células de cancro
da mama humanas. Deve observar-se que a utilizac¢do de linhas
celulares de cancro da mama humano ¢ preferida em relacgdo a
utilizacdo da linha celular de linfoma de células T de rato
NbZ, amplamente utilizada nos estudos de hormonas
lactogénicas, para evitar potenciais efeitos confusos causados
pela especificidade da espécie. Os ensalios que podem ser
utilizados para determinar o efeito da variante de PRL ou do
PRLR truncado incluem (i) (para a variante de PRL) um ensaio
competitive de 1ligagdo ao receptor, para examinar se 0s
antagonistas estdao a competir ao nivel do receptor; (ii)
deteccido/quantificacdo da fosforilagdo da proteina STATS para
examinar se o putativo antagonista inibe a transdug¢do do sinal
intracelular induzida pela PRL; e (1ii) um ensaio de
proliferacdo celular, que ¢ utilizado como um teste global
para os potenciais efeitos inibidores da PRL variante ou de um
PRLR truncado. Um método preferido de testar os efeitos de
proliferagdo ou anti-proliferagdo da PRL, da PRL variante ou
do PRLR truncado é um ensaio de cultura de células mista tal
como o esquematizado na FIGURA 6 e explicado na Secg¢do 8
abaixo.

As condi¢bes que podem beneficiar da administracao de uma
variante de PRL ou de um PRL-BP incluem a proliferagdao tanto
benigna como maligna de células gue expressam um PRLR. Tais
condig¢Bes incluem mas ndo se limitam a doengas proliferativas
da mama, incluindo condig¢des benignas tais como adencmas da
mama e doenca fibroguistica, e condig¢des malignas tais como
cancro da mama, incluindo carcinomas dos ductos, c¢irrosos,
medulares, coloidais e lobulares (locais ou metastaticos); e
doencas proliferativas da préstata, incluindo hipertrofia
benigna da ©préstata e cancrc da préstata (local ou



EP 1 079 851/PT
24

metastdatico). Podem também ser tratadas condicgdes
proliferativas envolvendo células que expressam um receptor
homélogo ao PRLR, incluindo condig¢des envolvendo células que
expressam um receptor da hormona de crescimento.

Tal como exposto no Exemplo 11, abaixo, as variantes de
prolactina sadao capazes de induzir apoptose celular em células
de cancro da mama e células de cancro da prdstata humanas.
Assim, o presente invento proporciona a utilizagao de uma
variante da prolactina humana possuindo uma substituig¢do da
glicina na posi¢do 129 para a preparagao de um medicamento
para indugdo de apoptose celular numa célula de cancro da mama
ou da prostata expressando o receptor de prolactina. Numa
concretizacdo do presente invento, a expressdaoc do receptor
PRLR pode ser direccionada a uma populagac celular especifica
direccionada para apoptose, tal como uma populagdo de células
de cancro. As moléculas de acido nucleico que expressam PRLR
podem ser transferidas para a populacdac celular alvo
utilizando métodos tais como 0s empregues em protocolos de
terapia g¢génica. Uma vez expressc a superficie da populacdo
celular alvo, o receptor pode ser activado através do contacto
com variantes de prolactina para induzir apoptose da célula
alvo.

No tratamento de condicgdes proliferativas, a variante de
PRL ou PRL-BP pode ser administrada isolada ou como parte de
um regimen de tratamento sequencial ou combinado. Como
exemplos ndo limitantes, quando a condi¢do a tratar é cancro
da mama, o©0s agentes adicionais wutilizados num regimen
combinado podem incluir anti-estrogénios como tamoxifeno e/ou
um agente quimioterapéutico. Quando a condigdo a tratar é
cancro da prdstata, os agentes adicionais wutilizados num
regimen de combinag¢do podem incluir um agente anti-androgénio
e/ou um quimioterapéutico. Um regimen de tratamento combinado
baseia-se na observacdo de que a utilizacdo de uma variante de
prolactina, em combinagdo com um anti-estrogénio, tal como
4-OH-tamoxifeno, exibiu um efeito inibidor sinergético.

Sdo também aqui descritas composigdes compreendendc uma
variante de PRL ou PRL-BP, num transportador farmacéutico
adequado. Tais composicgdes podem ser administradas através de
qualquer técnica adequada, incluindo aplicacéo local,
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intravenosa, intra-arterial, intratecal, intraperitoneal,
oral, etc.

As composigles farmacéuticas incluem composigdes contendo
uma variante de PRL ou PRL-BP numa quantidade eficaz para
alcangar o seu fim pretendido. Mais especificamente, uma dose
eficaz refere-se a quantidade de variante de PRL ou PRL-BP
necessdria para inibir a proliferacdo de células que expressam
o PRLR, diminuindo deste modo os sintomas associados a uma
condicdo proliferativa. A determinacao das quantidades
eficazes estd bem dentro da capacidade dos peritos na arte.

As concentragdes eficazes dos compostos podem ser
estabelecidas em sistemas de cultura de células e/ou em
animais transgénicos. A dose eficaz pode ser determinada
utilizando uma variedade de diferentes ensaios. Por exemplo,
podem ser conduzidos ensaios de proliferacdo celular para
quantificar a concentragao da variante de PRL ou PRL-BP
necessaria para inibir a proliferacdo celular. Adicionalmente,
podem ser efectuados ensalos para quantificar a concentragao
de variante de PRL ou PRL-BP necessaria para induzir apoptose
celular. A inibicdao do crescimento de células tumorais pode
ser ensalada para detectar a 1nibicdo da proliferacdo de
células tumorais mediada pela variante de PRL ou PRL-BP, Em
tais casos, a dose eficaz de variante de PRL ou PRL-BP ¢ a
quantidade necessdria para inibir a proliferacdo de células de
cancro e inibir o crescimento de um tumor num paciente. Em
certos casos, pode ser desejdvel co-administrar a um sujeito
exibindo uma condicgdc proliferativa, wvariantes de prolactina
ou PRL-BP em conjunto com um ou mais agentes adicionais. Tais
agentes 1incluem, por exemplo, anti-estrogénios, tais como
tamoxifeno ou anti-androgénios. A determinacdo das quantidades
eficazes destes compostos adicionais estd bem dentro da
capacidade dos peritos na arte.

A quantidade da composicdo estard também, claro,
dependente do sujeito a tratar, do disturbio proliferativo a
tratar, da gravidade dos sintomas do disturbio e da avaliacao
do médico prescritor. Nalguns casos pode ser necessdrio
ajustar o tratamento a uma dose menor devido a efeitos
secunddrios indesejados bem como ajustar o tratamento a niveis
maiores se a resposta clinica nado for adequada.
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6. EXEMPLO: DESENHO DE UMA PROLACTINA VARIANTE POSSUINDO
ACTIVIDADE DE ANTAGONISTA

Uma vez que nao existem actualmente disponiveis dades da
estrutura c¢ristalina em relagdao a hPRL, foil utilizado um
algoritmo de computador desenvolvido por Garnier et al., J.
Mol. Biol. 120: 97-120, 1978, para analisar e comparar as
estruturas secunddrias de hPRL e hGH. 0s resultadcs mostraram
que as regides globais das hélices o sao muito semelhantes,
sugerindo que estas hormonas partilham uma conformacdo global
semelhante. Quando se comparam as sequéncias de aminodcidos na
terceira hélice o entre as GH e as PRL, é claro que o Gly 129
da hPRL corresponde ao Gly 120 da hGH e ¢é absolutamente
conservado entre a familia GH/PRL (Chen et al., J. Biol. Chem.
269: 15892-15897, 1994). Portanto, fol preparada uma mutacgao
de substituig¢deo de Gly para Arg na hPRL para gerar um
antagonista especifico do receptor de hPRL.

7. EXEMPLO: PREPARAQAO DA VARIANTE DE PROLACTINA G129R

7.1. CLONAGEM DO GENE DA PROLACTINA HUMANA

A  PRL humana foi clonada com sucesso utilizando a
transcricdo inversa (RT) seguida de reaccao em cadeia da
polimerase (PCR). Resumidamente, foi utilizado como molde ARN
poli-A de pituitaria humana (CloneTech, Ins. Palo Alto, CA).
Um iniciador anti-sentido de hPRL foi desenhado comegando a
2 bases do codao stop (TAA) do ADNc de hPRL (57—
GCTTAGCAGTTGTTGTTGTG-3') e um iniciador com sentido foi
desenhado a partir do ATG (5’-ATGAACATCAAAGGAT-3’). A RT/PCR
fol realizada utilizando um estojo de Perkin-Elmer Cetus, Inc.
(Norwalk, CT). A sequéncia nucleotidica da hPRL resultante foi
determinada através do método de terminacado da cadeia didesoxi
utilizando ADN-polimerase de T7 modificada (Sequenase, United
States Biochemical) e verificou-se que era idéntica & relatada
no GenBank excepto quanto a diferencga de uma base que resulta
numa mutacgao silenciosa no codao 21 (CTG-CTC) . Uma
representacdo esquemdtica do processo de clonagem, incluindo a
preparacdo do vector de expressdo pUCIG-Met, estd resumida na
FIGURA 1.
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7.2, CRIAQAO DA VARIANTE DE PROLACTINA G129R

0 plasmideo parental que contém o ADNc de hPRL e uma
origem de replicagdao Fl1 de M13 (FIGURA 1) foi transformado
para E. coli (CJ236). ADN plasmidico de cadeia simples
contendo uridina foi isclado a partir das Dbactérias CJ236
transformadas utilizando o bacteridfago auxiliar, M13k(07. Seis
pmol de oligonucledétido contendo a sequéncia dirigindo a
mutagcac G129R foram ligados com 0,2 pmol de ADN de cadeia
simples em tampdo de ligag¢do (Tris 200 mM, MgCl, 20 mM, NaCl
100 mM) através do aquecimento a 70°C durante 5 minutos
seguidc de arrefecimento lento. O oligonucledétido (57—
CGGCTCCTAGAGAGGATG-GAGCT-3"), que codifica a mutacdo GI129R foi
utilizado para iniciar a sintese de uma cadeia complementar de
ADN, utilizando ADN de cadeia simples como molde, que ¢é
catalisada pela ADN-polimerase T4. Apds a sintese, o ADN de
cadeia dupla foi utilizado para transformar E. coli (DHba). Os
clones individuais foram isolados e pesquisados quanto a hPRL-
G129R através de sequenciacdao dos nucledétidos de ADN. A
variante de hPRL G129R é daqui em diante referida como hPRLA,
referindo-se o “A” a sua actividade de antagonista.

7.3. EXPRESSAO DE PROTEINAS CLONADAS

Os 4acidos nucleicos codificando hPRL e hPRLA foram
inseridos, cada um, num vector de expressdo de células de
mamifero no qual a transcrigao dos ADNc é controlada através
da sequéncia estimuladora/promotora da metalotioneina de
ratinho e do sinal de adig¢ao de poli-A de bGH (Chen et al., J.
Biol. Chem. 266: 2252-2258, 1991; Chen et al., Endocrinol.
129: 1402-1408, 1991; Chen et al., Mol. Endocrinol. 5: 1845-
1852, 1991; Chen et al., J. Biol. Chem. 269: 15892-15897,
1994). Para estabelecer linhas de «c¢élulas L de ratinho
estaveis gue produzam hPRL e hPRLA, foram seleccionadas
células L de ratinho [negativas para timidina-quinase (TK) e
negativas para adenina-fosforribosil-transferase (APRT)] como
sistema de expressdo 1in vitro. Foram preparadas linhas
celulares estdavels que expressam hPRL (que serdo utilizadas
como controlo positivo) e hPRLA (x5-10 mg/l1/24 h/milhdo de
células).
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Foi utilizada ultrafiltracdo por membranas para purificar
parcialmente bem como concentrar hPRL e hPRLA a partir dos
meios de cultura de células condicicnados, utilizando técnicas
tais como expostas em Chen et al., J. Biol. Chem. 269: 15892-
15897, 1994. A separagdo baseia-se no tamanho molecular
relativo e no tamanho do poro da membrana. As membranas de
ultrafiltracao foram obtidas em Amicom, Inc. Northorough, MA).
Foram utilizados dois tipos de membranas, YM1I0 e YM100. Foi
primeiro utilizada uma célula agitada de 200 ml com Amicon
YM100 sob uma pressdo transmembranar de 20 psi para remoc¢do de
grandes 1mpurezas dos melos de cultura. O permeado (>90% de
recuperacdo de hPRL) foil aplicado num segundo protocolo de
filtracdo que utiliza a membrana YM10 para reduzir o volume de
solucdoc e assim concentrar a proteina. A concentracdo de hPRL
e hPRLA fol determinada, utilizando um estojo de ensaio imuno-
radiométrico (IRMA) de Diagnostic Products Corp. (Los Angeles,
Ch).

8. EXEMPLO: ACTIVIDADE INIBIDORA DA VARIANTE DE PROLACTINA
G129R

8.1. MATERIAIS E METODOS

Ensaio de ligacdo do radio-receptor. A hPRL purificada

foi marcada com Na'?’

I através do método de lactoperoxidase
para uma actividade especifica de 80-105 uCi/pg tal como
descrito em Harding et al., J. Biol. Chem. 271: 6708-6712,

1996. Resumidamente, foram adicionados 1,0 mCi de Na'?®’

I almg
de hPRL. Foram entdao adicionadas lactoperoxidase (10 ug
dissolvidos em 10 pl de 0,4 mol/litro de tampdo acetato,
pH 5,6) e H0, (5 pl de 1,76 mmol/litro). Apds 30 min, a
reacgao fol terminada através da adigao de 100 pl de tampaoc de
transferéncia (0,47 mol/litro de sacarose, 0,06 mol/litro de
KI, azida de sdédio a 0,02%, pH 7,6). A hPRL radiomarcada foi
entdo separada através de cromatografia de Sephadex G-100.
Células de cancro da mama humanas foram plagueadas em placas
de 6 pogos. Apds pré-incubagdo em DMEM isento de soro durante
2-3 horas para esgotar o soro, a monocamada de células foi
"I -hPRL

(50 000 cpm) na presenga de varias concentragdes de hPRL ou

exposta a meio condicionado isento de soro contendo

hPRLA durante 2-3 horas a 37°C. Apds incubacdo a temperatura
ambiente durante 3 horas, as células foram lavadas com solucao
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salina tamponada com fosfato (PBS) duas vezes e depois lisadas
em 1 ml de SDS a 1%/NaCH 0,1 N. Foram entdo determinadas as
cpm nos lisados. A ligacdo inespecifica foi medida através da
adigdo de 5 pg/ml de hPRL ndo marcada em meio condicionado de
células L de ratinho normais para controlar a deslocagido
inespecifica.

Ensaio de indugdo de hPRL da fosforilagdo da tirosina da
proteina STATS5. As proteinas STAT representam uma familia de
proteinas, possuindo massas moleculares de aproximadamente 92-
95 kDa, que se verificou serem tirosil-fosforiladas quando
células contendo GHR ou PRLR sao tratadas com GH ou PRL,
respectivamente. A tirosil-fosforilacao de STATS ¢é um
acontecimento mediado pelo receptor e pensa-se ser um passo
importante na transdugao do sinal induzido pelo ligando (Wakao
et al., EMBO J. 13: 2182-2191, 1994; Kasansky et al., Mol.
Endocrinol. 9: 1598-1609, 1995; Waxman et al., J. Biol. Chem.
270: 13262-13270, 1995). Este ensaio fol wutilizado para
avaliar a capacidade da hPRL e da hPRLA para inibir a inducdo
da fosforilagcdo de STATS através da PRL de tipo selvagem.

Resumidamente, células de cancro da mama humanas foram
plaqueadas em placas de 12 pogos. Apds pré-incubacdoc em DMEM
isento de soro durante 2-3 horas, as células foram expostas a
vdrias concentragdes de hPRL e hPRLA em DMEM isento de soro.
As células foram incubadas durante 15 min a 37°C, lavadas uma
vez com PBS ¢ lisadas em 300 pl de tampao de lise (Tris-HC1
50 mM, pH 6,8, SDS a 1%, R-mercaptoetanocl a 1%, DIT (0,1 M,
sacarose a 5%, ortovanadato de sdédio 100 pM e azul de
bromofenol a 0,6%). Trinta microlitros de 1lisados celulares
foram sujeitos a SDS-PAGE a 4-12,5% e andlise imunoblot
utilizando anticorpo PY20 anti-fosfotirosina conjugado com
peroxidase de rabano (HRP) e estojo de reagente ECL (Amersham,
IL). As membranas foram entdo expostas a peliculas de raios X
e reveladas utilizando procedimentos padrdo (Kodak, Rochester,
NY). Este ensaio foi descrito em Chen et al., J. Biol. Chem.
269: 15892-15897, 1994; Chen et al., Endocrinol. 136: 660-667,
1995; Wang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 1391-1395,
1994; Chen et al., Mol. Endocrinol. 9(3): 292-302, 1995;
Harding et al., J. Biol. Chem. 271(12): 6708-6712, 1996.



EP 1 079 851/PT
30

Ensaios de proliferagdo celular. A hPRLA fol testada
quanto a sua capacidade para inibir a proliferacdo de células
de cancro da mama em cultura de tecidos. As células de cancro
da mama humanas foram criadas no correspondente meio de
cultura de acordo com as recomendacgdes da ATCC. As células
foram mantidas a 37°C num atmosfera humida de CO;, a 5% ao ar.
As condigdes do ensaio foram essencialmente tal como descritas
por Ginsburg e Vonderharr (Cancer Res. 55: 2591-2595, 1995).
Para experiéncias individuais de crescimento, as células foram
plaqueadas em placas de cultura de 12 pog¢os a uma densidade de
aproximadamente 2x10°/ml, 1 ml/pogo. As células foram entdo
deixadas a aderir durante um dia (células T47-D, MCF-7, HTB19
e HTB20, excepto para HTB123, que sao células em suspensio),
depois o meio que estava por cima fol removido e mudado para
condi¢Bes isentas de soro com meios contendo ITS' (suplemento
de cultura de insulina-transferrina-selénio-BSA-acido
linoleico; Collaborative Research Bedford, MA) . Foram
introduzidas concentracdes varidveis de hPRL sozinha ou em
combinagdao com hPRLA. Apdés mails trés dias em cultura, as
células foram colhidas apds uma rdpida tripsinizacdo e
contadas num contador de células.

Para certas experiéncias, foi utilizado um ensaio de
cultura de células mista, representado esquematicamente na
FIGURA 6. Neste ensaio, foram co-cultivadas células de cancro
da mama com células expressoras que tinham sido transfectadas
com acido nucleico codificando PRL ou uma variante de PRL e
expressando essas proteinas recombinantes. Ao variar o numero
de células expressoras, a quantidade de PRL ou de variante de
PRL presente na cultura de células mista fol aumentada ou
diminuida. Tal como mostrado na FIGURA 6, foli adicionado aos
pogos de uma placa de cultura de células de maltiplos pogos um
numero fixo de c¢élulas de cancro da mama (T47-D). Em certos
pogos, que serviram de controlo, nac foram adicionadas células
expressoras. Depols, foi adicionadc um numero crescente de
células expressoras (células L transfectadas expressando hPRL
(L-PRL) ou hPRLA (L-PRLA)) aos pocos contendo células de
cancro da mama para criar culturas mistas. O mesmo numero de
células expressoras foi cultivado em paralelo (sem c¢élulas
T47-D) para servir de controlo. Apds a cultura sob condigdes
padrédo durante um pericdo de tempo, o numero de células
presente nos pog¢os fol contado e foil subtraido o numero de
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células L na cultura de controlo correspondente. O numero
resultante pdde entdo ser comparado com © numero de células
T47-D na cultura de controlo de T47-D para avaliar os efeitos
do produto recombinante na proliferacgao de células de cancro
da mama.

8.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados do ensaio de ligagao do radio-receptor. Os
resultados do ensaio efectuado utilizando c¢élulas T47-D e
HTB123 juntamente com um painel de células de cancro humanas
sao mostrados na FIGURA 2. Eles demonstram que duas linhas
celulares (T47-D e HTB123) entre as testadas contém uma
ligacdo especifica ao receptor de hGH minima em comparac¢do com
células de leucemia, células de 1linfoma e células de
retinoblastoma humanas.

Fosforilagdo das proteinas STAT5. Experiéncias testando
as capacidades de hPRL e hPRLA, e combinac¢des destas, para
induzir fosforilagdo das proteinas STATS em células de cancro
da mama humanas T47-D, demonstraram gque hPRLA ¢é capaz de
blogquear a transdugdo de sinal induzida por hPRL (FIGURA 3),
demonstrando deste modo actividade antagonista de PRLA. Enm
particular, a FIGURA 3 mostra que a inducdo de fosforilacao
das proteinas STAT5 induzida por hPRL (pista 2) estava ausente
na presenca de apenas hPRLA (pista 3), era parcialmente
eliminada quando quantidades iguais de hPRL e hPRLA estavam
presentes (pista 4) e era indetectavel gquando havia um excesso
de hPRLA (pista o).

Ensaios de proliferagdo celular. 0s resultados do ensaio
de proliferagao celular de experiéncias nas quais células T47-
D eram expostas a hGH ou hPRL sdo mostrados na FIGURA 4. As
curvas de resposta a dose em forma de sino sugerem que
mecanismos semelhantes (i.e., um ligando conduzindo a
dimerizacdc de receptores) sdo utilizados pela transducédo de
sinal tanto de GH como de PRL. Uma vez que a afinidade do
local de ligacdo um do ligando é aparentemente muitoc superior
a afinidade no local de ligag¢do dois, a elevadas concentragdes
de hormona todos o0s receptores estdo ocupados por um uUnico
ligando através do local de elevada afinidade (fendmeno de
“auto-antagonismo”). A FIGURA 5A-B compara os efeitos de hPRL
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e hPRLA (a variante GI129R da prolactina humana) (FIGURA 5A)
com os efeitos do estrogénio e do antagonista do estrogénio
tamoxifeno (FIGURA 5B). Ao mesmo tempo que a hPRL e o
estrogénio aumentaram & proliferagdo de c¢élulas T47-D
(relativamente as culturas de controlo ndo tratadas), a hPRLA
e o tamoxifeno tiveram um efeito inibidor comparavel.

As FIGURAS 7 e 8 representam o0s resultados de ensaios de
culturas celulares mistas nos gquals um numero varidvel de
células L transfectadas (mostrado no eixo dos yy) expressando
hPRL ou hPRLA (a variante Gl29R da prolactina humana) foi co-
cultivado com células de cancro da mama humanas T47-D durante
24 ou 72 horas (FIGURA 7) ou durante um, dois, trés ou cinco
dias (FIGURA 8). Enquanto que hPRL resultou num aumento da
proliferacao de T47-D (relativamente a culturas de células
T47-D nao tratadas), hPRLA inibiu a proliferagdo até cerca de
100 porcento.

A FIGURA 9A-B compara 05 efeitos inibidores de hPRLA em
cultura de c¢élulas mista sobre as duas linhas celulares de
cancro da mama humanas diferentes T47-D e MCF-7 (FIGURAS 9A e
9B, respectivamente). A hPRLA expressa pelas células L
transfectadas teve um efeito inibidor em ambas as linhas
celulares, mas o efeito foi maior em células T47-D,
provavelmente porque existe um maior numerco de receptores de
prolactina nas células T47-D relativamente as células MCF-7
(Shiu et al., Cancer Res. 39:. 4381-4386, 1979; Ormandy et al.,
Clin. Endocrinol. Metab. 82: 3692-3699, 1997).

9. EXEMPLO: CLONAGEM DO RECEPTOR DA PROLACTINA

O ADNc de hPRL-BP foi c¢lonado utilizando transcrigao
inversa (RT) seguida de reaccdo em cadeia da polimerase (PCR).
O iniciador anti-sentido de hPRL-BP foi desenhado num local de
corte da enzima de restrigao Ncol gue se situa a 66 bases do
putativo dominio transmembranar e foil incorporado um codao
stop (TGA) (5'-GCACTTCAGTATCCATGGTCTGGT-3’). O iniciador com
sentido foi desenhado incluindo o codao de inicio da traducgao
ATG  (5'-AGRAGGCAGCCAACATGAAG-3'). A RT/PCR foil realizada
através da utilizagdo de um estojo de Perkin-Elmer Cetus, Inc.
(Norwalk, CT). A sequéncia nucleotidica hPRL-BP foi
determinada através do método de terminacdo da cadeia didesoxi
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utilizando ADN-polimerase T7 modificada (3equenase, United
States Biochemical).

10. EXEMPLO: EFEITOS INIBIDORES DE UM ANTAGONISTA DA
PROLACTINA E SUA ACCAO SINERGISTICA EM CONJUNTO COM
TAMOXIFENO

A subseccdo abaixo descreve dados derivados de ensaios de
proliferacdao celular que demonstram gque a variante de
prolactina, quando adicionada Jjuntamente com um agente anti-
estrogénio, induz um efeito inibidor sinergético na
proliferacao celular.

10.1. MATERIAIS E METODOS

RT-PCR. Foi utilizada a técnica de RT-PCR para clonar ©
ADNc de hPRL. O ARNm de pituitdria humana foi adquirido em
Clontech Laboratory, Inc. (Palo Alto, CA 94303). O estojo de
RT-PCR foi de Perkin-Elmer, Inc. (Norwalk, CT). O iniciador
anti-sentido da hPRL (para a reacgdo de RT) fol desenhado a
2 bases do codao stop (a cheio) do ADNc de  hPRL
(5’ -GCTTAGCAGTTGTTGTIGTIG-3') e o iniciador com sentido foi
desenhado a partir do coddao de inicio da tradugac ATG
(5" -ATGAACATCAAAGGAT-3’). A reaccao de RT-PCR foil realizada
seguindo a recomendacdo do fabricante. O produto de PCR foi
entdo clonado num vector de expressdo pcDNA3.1 de Invitrogen
Corp. (Carlsbad, CA). A expressao do ADNc de hPRL foi
controlada pelo estimulador/promotor de citomegalovirus (CMV)
inicial imediato humano e de uma sequéncia sinal de
poliadenilacdo e de terminacao da transcricdo do gene de GH
bovina. Este vector contém também um gene de neomicina gque
permite a selecgdo de células de mamifero resistentes a
neomicina (FIGURA 1B).

Desenho Racional de Hprl-Gl29R. As sequéncias de
aminocdcidos para todas as PRL conhecidas na terceira regido em
hélice o foram alinhadas com sequéncias de GH. & claro que o
Gly 129 de hPRL estd invariavelmente entre as PRL e
corresponde ao 120 de hGH sugerindo um papel potencialmente
importante na sua fung¢do. Decidimos, portanto, fazer uma
mutacdc de substituicdo de um Unico aminocdcido em Gly 129 de
hPRL (hPRL-G129R). Utilizdmos uma abordagem semelhante a que
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utilizamos anteriormente Com  sucesso na descoberta de
antagonistas de hGH, na esperanca de produzir um antagonista
especifico de hPRLR (FIGURA 11).

Mutagénese Dirigida por Oligonucleétidos. O ADNc de hPRL-
Gl29R foi gerado wutilizando um protocolo de mutagénese
dirigida por PCR. Os oligonucledétidos contendo a mutacdo
desejada (5" -CTTCTAGAGCGCATGGAGCTCATA-3"; e 57~
CCCTCTAGACTCGAGCGGCCGCC-37) foram sintetizados por National
Biosciences, Inc. (Plymouth, MN). O coddo para o Arg 129 estd
a cheio e o local de restrigdo Xbal estd sublinhado. O produto
de PCR foi digerido com Xbal e ligado novamente no vector
anteriormente descrito (FIGURA 1B). A mutacdao foi entao
confirmada através de sequenciacdo dos nucledtidos do ADN.

Linhas Celulares. Duas linhas celulares de cancro da mama
humanas (T47-D e MCF-7) e uma linha de fibroblastos L de
ratinho foram adquiridas em ATCC. Ambas as linhas celulares de
cancro da mama humanas foram caracterizadas como linhas
celulares positivas para o receptor de estrogénio (ER) e
positivas para PRLR (Ormandy, C.J., et al., J. Clin.
Endocrinol. Metabo. 82: 3692-99, 1997). As células foram
rotineiramente criadas como uma cultura em monocamada em Meio
de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) para as células MCF-7
e L e foi utilizado meio RPMI-1640 para as T47-D apds ser
suplementado com soro fetal de vitelo a 10% que foi tratado
com carvac revestido a dextrano (DCC-FCS). Os meiocs para as
células de cancro da mama humanas foram utilizados sem
vermelho de fenol (para evitar as suas potenciais actividades
semelhantes a estrogénio). As culturas celulares foram
mantidas a 37°C numa atmosfera humida com CO; a 5% e passadas
duas vezes por semana.

Expressdo e Produgdo de Proteinas hPRL e hPRL-G129R. A
transfecgdo de células L de ratinho e a seleccdao de células
estdveis foram efectuadas tal como anteriormente descrito com
pequenas modificacgdes (Zhou, Y. et al., Gene 177: 257-129,
1996; Sun, X.Z., J. Steroid Biochem. Mol., Biol. 63: 29-36,
1997). Resumidamente, as células foram plaqueadas numa placa
de 6 pogos e cultivadas até a cultura estar 50% confluente. No
dia da transfeccdo, as células foram lavadas uma vez com meio
isento de soro e cultivadas em 1 ml de meio isento de soro
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contendo 1 pg de pcDNA3-hPRL ou pcDNA3-hPRL-G129R e 10 nl de
Lipofectamina (GibcoBRL) durante 5 h. Dois mililitros de meio
de crescimento foram adicionados a solugdo de
ADN/Lipofectamina e a incubagdo continuou. Apds 18-24 horas de
incubacao, foi wutilizado meio de crescimento fresco para
substituir o meio contendo & mistura ADN/Lipofectamina.
72 horas apds a transfeccao, as células foram diluidas 1:10 e
passadas para o meioc selectivo (400 ng/ml de G418) para
seleccionar gquanto a expressac do gene neo. Coldnias
individuais foram iscladas e expandidas. Os niveis de
expressdo das linhas celulares individuais foram determinados
através da utilizacdo de um estojo de ensalo imuno-
radiométrico (IRMA) de Diagnostic Products Corp. (Los Angeles,
CA). As linhas celulares com elevados niveis de expresséo
foram expandidas.

Os meios condicionados contendo hPRL e hPRL-G129R foram
preparados como se segue. As células estaveis foram plagueadas
em balbdes de cultura T-150 a 85 a 90% de confluéncia. O meio
de crescimento foi entdo substituido por 50 ml de RPMI-1640
contendo DCC-FCS a 1% e recolhido dia sim, dia ndo por trés
vezes. 0s meios recolhidos foram entdo reunidos e filtrados
através de uma unidade de filtro de 0,2 pm para remover OS
restos celulares e armazenados a -20°C até a utilizacdo. A
concentracdo de hPRL ou hPRL-G129R foi determinada através de
IRMA de hPRL. Cada produto da fornada foi ainda verificado
utilizando um protocolo de andlise “Western blot” (Fernandex,
E. et al., Anal. Biochem. 191: 269-271, 1990). Utilizamos este
protocclo em estudos de andlcgos de hGH incluindo um
antagonista de hGH para estudos in vitro (Chen, W.Y. et al.,
J. Biol. Chem. 269: 15892-15897, 1994).

Fosforilagdo da Tirosina das Proteinas STAT5 em células
T47-D. Este ensaio ¢é desenhado para examinar os efeitos de
hPRL e hPRL-G129R na transducdao de sinal utilizando células
T47-D como células alvo modelo. Resumidamente, células T47-D
foram plaqueadas em placas de 12 pogos. Apds pré-incubacdo em
meio 1isento de soro durante 2-3 horas, as células foram
expostas a varias concentragdes de hPRL ou hPRL-G129R ou uma
combina¢dao de hPRL e hPRL-G129R em meic isento de soro. As
células foram incubadas durante 15 minutos a 37°C, lavadas uma
vez com PBS e lisadas em 200 nl de tampdo de lise (Tris-HC1
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50 mM, pH 6,8, SDS a 1%, b-mercaptoetanol a 1%, DIT 0,1 M,
sacarose a 5%, ortovanadato de sédio 100 uM e azul de
bromofencl a 0,6%). Trinta microlitros de lisado celular séao
entdo sujeitos a SDS-PAGE a 4-12,5% utilizando o sistema Bio-
Rad Protein II. Apds a electroforese, o0s ¢géis foram
transferidos para uma membrana Hybond-ECL (Amersham, IL) a uma
voltagem constante de 100 volts durante 2 horas. As membranas
foram incubadas numa solugdc de Dbloqueio de BSA a 4%
(Boehringer Mannheim, IN) em tampdo de lavagem (Tris-HC1
10 mM, pH 7,5, NaCl 75 mM, Tween 20 a 0,1%, EDTA 1 mM) durante
2 horas e subsequentemente lavadas duas vezes com tampao de
lavagem durante 15 minutos. As membranas foram incubadas com
anticorpc PYZ20 anti-fosfotirosina conjugado com peroxidase de
rdbano (Amersham, IL) a uma concentragdo de 0,1 pg/ml na
solugac de Dbloqueio durante 1 hora. Apds incubacgao, as
membranas foram lavadas com tampdo de lavagem (15 min. cada
por 2 vezes) e reveladas com um estojo de reagentes ECL de
acordo com as sugestdes do fabricante (Amersham, IL). As
membranas foram entdo expostas a peliculas de raios X e
reveladas utilizando procedimentos padrdo (Kodak, Rochester,
NY) .

Meios Condicionados de hPRLG129R. As condigdes de ensaio
foram modificadas das descritas por Ginsburg e Vonderharr,
(Cancer Res. b5b: 2591-2595, 1995). As células T47-D foram
tripsinizadas e passadas para placas de 96 pogos em meic RPMI-
1640 contendo DCC-FCS a 1% num volume de 100 pl/pogo. O numero
6ptimo de células/pogo para cada linha celular foi
predeterminado apds um ensalo de titulacdo. Para as células
T47-D, foram plaqueadas 15000 células/pogo. As células foram
deixadas a assentar e a aderir de um dia para o outro (12-
18 horas) e foram adicionadas subsequentemente varias
concentracg¢des de hPRL, hPRL-G129R, E2Z ou 4-OH-Tamoxifeno num
volume total de 100 pl de meios de cultura. Foil utilizada hPRL
purificada (gentilmente proporcionada pelo Dr. Parlow,
National Hormone & Pituitary Program, NIH) como controlo
positivo para a hPRL produzida a partir de células L estdveis.
As células foram incubadas durante mais 926 horas a 37°C numa
incubadora humidificada com CO, a 5%. Apds a incubagao, foi
adicionada a cada pog¢o solugdo MTS-PMS (Cell Titer 96 Agueous
kit, Promega Corp.), seguindo as instrug¢bes do fabricante. As
placas foram lidas a 490 nm utilizando wum leitor de
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microplacas Bio-Rad benchmark. As experiéncias foram
efectuadas em triplicado e repetidas trés a sels vezes para
cada linha celular.

10.2. RESULTADOS

Clonagem e Mutagénese de hPRL. O ADNc de hPRL foi clonado
a partir de ARNm de pituitdria humana utilizando a técnica de
RT-PCR. O tamanho do produto de PCR correspondente fol de 663
pares de bases de comprimento e foi c¢lonado no vector de
expressao PpcDNA3.l1. A sequéncia nucleotidica de hPRL foi
determinada através do método de terminacdo da cadeia didesoxi
utilizando um sequenciador automatico (PE Applied Biosystems,
Foster City, CA). Verificou-se gue a sequéncia de ADNc de hPRL
era idéntica a relatada no GenBank excepto quanto a diferencga
de uma base que resulta numa mutagdo silenciosa no codido 21
(CTG-CTC). O ADNc de hPRL-G129R foil também gerado através de
PCR e sequenciado.

Expressdo de hPRL e hPRL-G129R. As células L de ratinho
foram estavelmente transtfectadas com os ADNc de hPRL ou hPRL-
Gl29R e o0s clones resistentes a neo foram seleccionados e
expandidos. Os meios condicioconados foram recolhidos e testados
quanto a expressdo através da utilizacdo de um estojo RIMA.
Foram geradas linhas de células L de ratinho estdveis de hPRL
e hPRL-G129R que produziam hPRL e hPRL-G129R numa quantidade
de aproximadamente 1 mg/1/24 h/milhdo de células (FIGURA 12).

Inibigdo da Fosforilagdo da Tirosina da Proteina STAT por
hPRL-G129R. As proteinas STAT representam uma familia de
proteinas com uma massa molecular de aproximadamente 92-
95 kDa. 0Os efeitos inibidores do antagonista de GH podem ser
ensaiados através da medicdao dos niveis de inibicdo da
fosforilacdo da tirosina da proteina STAT (Chen et al., J.
Biol. Chem. 269: 15892, 1994; Wang et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 91: 1391-1395; Silva, Endocrinol. 133: 2307-2312,
1993). Utilizando um tal ensaio, foi demonstrado que o
antagonista de GH hGH-G120R inibe a indu¢do de GH da
fosforilacdo da proteina STAT de um modo dependente da dose.

Os resultados utilizando hPRL e hPRL-G129R em células de
cancro da mama humanas T47-D demonstraram que hPRL-G129R néo
era activa na estimulagdo da fosforilagdo da proteina STAT.
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Contudo, quando hPRL-G129R era adicionada juntamente com hPRL,
era capaz de bloquear a transdugdoc de sinal induzida pela hPRL
de um modo dependente da dose (FIGURA 13) sugerindo que estava
a funcionar como antagonista de hPRL, A uma razao de 5:1, a
hPRL-G129R inibiu completamente a fosforilagdo da proteina
STAT induzida pela hPRL.

Ensaios de Proliferagdo de Células de Cancro da Mama
Humanas. A PRL humana e a hPRL-G129R foram ainda testadas
quanto a sua capacidade para estimularem/inibirem a
proliferacgdo de células de cancro da mama em cultura celular.
A examinagao por microscopia dptica da proliferacgao de células
de cancro da mama apds hPRL, hPRL-G129R, E2 e 4-OH-Tamoxifeno
¢ mostrada na FIGURA 14A-E. E claro que existe uma diferenca
significativa na densidade celular entre as células tratadas
com hPRL (15B), hPRL-G129R (15C), EZ2 (15D) e 4-OH-Tamoxifeno
(15E). E também digno de nota realcar que a condicdo global
das células tratadas com hPRL-G129R ndo era tdo saudavel na
examinacao por microscopia dptica.

Os resultados do ensaio de proliferagao celular de
96 poc¢os sdo mostrados nas FIGURAS 15-18. A hPRL estimulou a
proliferacdao de T47-D de um modo dependente da dose. A
estimulacgdo maxima da hPRL (250 ng/ml) foi de aproximadamente
20% acima dos niveis basais apds uma dose Unica/quatro dias de
incubagdo. No entanto, quando hPRL e E2 foram aplicadas
simultaneamente, foi observado um efeito sinergético. A
resposta mdxima da hPRL (100 ng/ml) na presencga de 10 nM de E2
foli de mais do triplo em comparagdo com a hPRL sozinha
(FIGURA 15).

A hPRL-G129R, por outro lado, exibiu efeitos inibidores
dependentes da dose na proliferacdo celular (FIGURA 16A). E
digno de nota realcar que o efeito inibidor da hPRL-G129R
(150 ng/ml) era mais potente que a dose maxima de 500 nM de
4-OH-Tamoxifeno no sistema de ensaio (FIGURA 16B). A inibicao
maxima de um dose uUnica de 4-OH-Tamoxifeno (500 nM) é de
aproximadamente 15% do controlo (FIGURA 16B) enguanto que a
inibicdo méxima através de uma dose Unica de hPRL-G129R
resultou em 25% do controlo (FIGURA 16A). A hPRL-G129R foi
também capaz de inibir competitivamente a proliferagdo celular
induzida por hPRL. A uma razdo molar de 1:1, a hPRL-G129R foi
capaz de parar o efeito estimulador da hPRL e a uma razio
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molar de 2:1, inibiu a proliferacao celular (FIGURA 17). Mais
importante, gquando hPRL-G129R foi aplicada Jjuntamente com
4-0H-Tamoxifeno, 05 efeitos inibidores duplicaram em
comparacgdo com a dose maxima tanto de hPRL-G129R como de 4-OH-
Tamoxifeno (FIGURA 18). Por exemplo, 100 nM de 4-OH-Tamoxifeno
resultaram numa inibi¢dao de 15%, contudo, na presenga de
100 ng/ml de hPRL-G129R o efeito inibidor resultou em
aproximadamente 32% do controlo.

Experiéncias de Co-cultura. As linhas de células L de
ratinho estdveis crescem & uma taxa semelhante a das células L
normais independentemente de se estas estdo a produzir hPRL ou
hPRL-G129R devido ao facto das células L de ratinho possuirem
PRLR ndo detectdvel (Chen, J. Biol. Chem. 269: 15892-15897,
1994). A montagem experimental de co-cultura proporciona uma
presenca constante de hPRL-G129R biologicamente activa,
resultando deste modo numa resposta mdxima nestas células
tumorais.

Ambas as linhas de células de cancro humanas apds co-
cultura com c¢élulas L-G129R demonstraram uma inibicgao do
crescimento dependente da dose (FIGURA 19A-B). As respostas
foram bastante dramdticas em comparag¢do com as experiéncias de
meios condicionados. A inibicdc completa da proliferacao
celular foi alcancada em ambas as linhas celulares. E digno de
nota que o padrdo de resposta das células MCF-7 foi deslocado
para a direita em comparagao com o das células T47-D, i.e.,
requereu mais hPRL-G129R para provocar o5 mesmos efeitos
inibidores. Estes resultados podem ser explicados pelo facto
do numero total de hPRLR nas células MCF-7 ser muito menor que
o verificado em células T47-D (Ormandy et al., Genes Dev. 15:
167-178; Shih, 1981, em: *“Hormones and Breast Cancer”, Cold
Spring Harbor Laboratory, Pike, Siiteri e Walsh (eds.) pags.
185-194).

11. EXEMPLO: O ANTAGONISTA DO RECEPTOR DA PROLACTINA HUMANA
G129R INDUZ APOPTOSE EM MULTIPLAS LINHAS DE CELULAS DE
CANCRO DA MAMA HUMANAS E EM CELULAS DE CANCRO DA PROSTATA

11.1. MATERIAIS E METODOS

Linhas Celulares. As linhas de células de cancro da mama
humanas MDA-MB-134, T47-D, BT-474 e MCF-7 foram obtidas em
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ATCC. Estas 1linhas <celulares de cancro da mama foram
escolhidas com base nos seus niveis de PRLR. A linha celular
MDA-MB-134 possuil o maior nivel de PRLR seguido de T47-D, BT-
474, MCF-7 em ordem decrescente dos niveis de PRLR (Ormundy,
J. Clinical Endocrinology and Metabolism 82: 3692-3699).

Cultura Celular. As células T47-D obtidas em ATCC foram
criadas em RPMI 1640 (sem vermelho de fenol), suplementado com
FBS a 10% (Gibco BRL). As células BT-474 foram criadas em meio
RPMI 1640 (sem vermelho de fenol), suplementado com FBS a 10%
e suplementos recomendados pela ATCC. As células MCF-7 foram
criadas em meio DMEM (sem vermelho de fenol), suplementado com
FBS a 10%. As células foram criadas a 37°C numa atmosfera
hiimida na presenca de CO, a 5%. As células MDA-MB-134 foram
criadas em meio L-15 de Leibovitz suplementado com FBS a 20% e
criadas em atmosfera isenta de CO,. As células de cancro da
mama foram tripsinizadas (tripsina-EDTA a 0,02%) e criadas nos
seus respectivos meios (sem vermelho de fenol) suplementados
com CSS a 10% (soro limpo com carvao). Subsequentemente as
células foram novamente tripsinizadas e plaqueadas num sistema
de laminas de 8 cémaras (Lab Tek II) até uma confluéncia de
60-70% por cémara. No dia seguinte os tratamentos foram
efectuados nas células de cancro da mama utilizando os seus
respectivos meios (sem vermelho de fenol), suplementados com
CSS a 1%. As células MDA-MB-134 VI foram criadas em meio
contendo vermelho de fenol, mas com as mesmas condigdes de
soro que as outras células de cancro da mama.

Ensaio de marcagdo terminal de cortes com dUTP mediada
por desoxinucleotidil-transferase (TUNEL). Os cortes no ADN
fragmentado sdo marcados nas suas extremidades 3-0H. dUTIP
marcade com fluoresceina ¢ incorporado nas extremidades 3-CH
através da utilizacgdo da enzima desoxinucleotidil-transferase
terminal. Apds o periodo de tratamento atribuido as cémaras
foram desmanteladas tal como nas instrucdes do fabricante e o
ensaio TUNEL (sistema de deteccdo de apoptose, Fluoresceina-
Promega) fol efectuado tal como nas instrugbes do fabricante.
A lamina fol examinada sob um filtro de FITC utilizando um
sistema de microscépio Olympus IX 70.
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11.2. RESULTADOS

A apoptose (morte celular programada) ¢ um dos principais
mecanismos fisioldgicos que regula a morte oportuna e ordenada
das c¢élulas (Stellar, H., Science 267: 1445, 1995). A
caracteristica bioquimica da apoptose é a clivagem
internuclecssémica do ADN (Wyllu, Nature 284: 555, 1980; Roy
et al., Exp. Cell Res. 200: 416-424, 1992; Wyllu, Int. Rev.
Cytol. 68: 251-306, 1980) e pode ser detectada através do
ensaio TUNEL ou através de electroforese em gel convencional
(Chen, J. Cell. Biochem. 61: 9-17, 1996). O cancro & uma
doenca na qual as c¢élulas malignas possuem uma menor
capacidade de sofrer apoptose em resposta a pelo menos alguns
estimulos fisioldgicos (Hoffman et al., Oncogene 9: 1807,
19%94). Os farmacos que podem induzir as células cancerigenas a
sofrer apoptose podem-se mostrar eficazes em terapia de
cancro.

Tal como demonstrado aqui, o antagonista do PRLR G129R ¢
capaz de induzir apoptose tal como detectado através de
fragmentagdo do ADN em multiplas linhas celulares de cancro da
mama humanas. A FIGURA 20A-F mostra que GLl29R induziu apoptose
de um modo dependente da dose apds tratamento de 24 h e que
ocorreu apoptose mesmo a concentracfes fisioldgicas (50 ng/ml,
FIGURA 20C). Para demonstrar a especificidade de G129R para o
PRLR, hPRL (gentilmente proporcionada pelo Dr. Parlow do NIH)
e GIl29R foram simultaneamente wutilizadas para tratar as
células a uma razdo de 1:1 e 1:4 (FIGURA 20G-H). E claro que
G129R fol capaz de competir com hPRL a uma razdo de 1:1
(FIGURA 20E) e ¢é capaz de reverter competitivamente a
fragmentacdo de ADN induzida por GI129R a uma razdo de 4:1
(FIGURA 20F). O efeito de recuperagao de mitogénio de hPRL ¢
ainda outra indicag¢do de que G1l29R induz apoptose. Utilizando
células BT-474 foram obtidos os mesmos resultados.

A fragmentacdo do ADN em células de cancro da mama €
aparente mesmo apdés 2 horas de tratamento por GIl29R a uma
concentracdo de 50 ng/ml (FIGURA 21A-D). Em estudos anteriores
mostrou-se que o 4-OH-Tamoxifeno 1inibia sinergeticamente a
proliferagdo de c¢élulas de cancro da mama Jjuntamente com
G129R. Portanto, 4-OH-Tamoxifeno foi incluido neste estudo
para verificar que o 4-OH-Tamoxifeno também induziu apoptose
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em células de cancro da mama através de fragmentagdo do ADN.
Surpreendentemente, © 4-OH-Tamoxifeno ndo induziu apoptose em
células T47-D, MCF-7 ou BT-474 a uma concentracdo tao elevada
como 1 pM conforme ensaiado pelo mesmo protocolo apesar do
facte do 4-OH-Tamoxifeno ter sido <capaz de inibir a
proliferagdo celular (FIGURA 22A-H). Em contraste com o 4-OH-
Tamoxifeno, 250 ng de G129R induziram fragmentacdo de ADN de
apoptose em todas as quatro linhas celulares de cancro da mama
positivas para PRLR apds tratamento de 24 horas (FIGURA 23A-
F).

Adicionalmente, o efeito de hPRL-G129R na activacao da
Caspase-3 foi ensaiado em células T47-D utilizando um estojo
de ensaio ApopAlert CPP32/Caspase-3 (Clontech, Palo Alto, CA)
tal como apresentado na FIGURA 24. As células T47-D foram
tratadas com 250 ng/ml de hPRL-G129R durante 2 h. O ensaio foi
efectuado na presencga de DEVD-CHO (inibidor da caspase-3) para
demonstrar que a indugcdo da Caspase-3 por hPRL-G129R €& um
acontecimento especifico.

Os dados descritos acima indicam que as células de cancro
da mama estdo adaptadas para utilizar prolactina como
principal factor de crescimento e sofrem apoptose quando
privadas desta através de ligacdo competitiva de G129R ao PRLR
conduzindo ao bloqueio do sinal de crescimento de PRL. Assim,
0 sinal mitogénico continuado proporcionado por hPRL pode
superar 0s sinais apoptdticos existentes dentro das células de
cancro da mama permitindo que © processo de apoptose atrasada
prossiga. Os dados aqui apresentados, indicam que o
antagonista do receptor da prolactina G129R pode ser utilizado
em terapia enddcrina em conjunto com tamoxifeno ou por si sé,
no tratamento de cancro da mama.

Adicionalmente, duas células de cancro da prostata
sofreram apoptose em resposta a tratamento com 250 ng de hPRL-
Gl29R durante 24 horas tal como detectado utilizando o ensaio
TUNEL (FIGURA 25). As amostras foram em duplicado e cada
amostra era constituida por cerca de 2 milhdes de células.
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<130> 31701-PCT

<150> 60/085,128
<151> 1998-05-12

<150> 09/246, 041
<151> 1999-02-05

<160> 9
<170> FastSEQ for Windows Version 3.0

<210> 1

<211> 20

<212> ADN

<213> Desconhecido

<400> 1
gcttagcagt tgttgttgtg 20

<210> 2

<211> 16

<212> ADN

<213> Desconhecido

<400> 2
atgaacatca aaggat 16

<210> 3

<211> 23

<212> ADN

<213> Desconhecido

<400> 3
cggctcctag agaggatgga gct 23

<210> 4

<211> 24

<212> ARDN

<213> Desconhecido

<400> 4
gcacttcagt atccatggtc tggt 24

<210> 5
<211> 20
<212> ADN
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<213> Desconhecido

<400> 5
agaaggcagce caacatgaag

<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> Desconhecido

<400> 6
gcttagecagt tgttgttgtg

<210> 7

<211> 16

<212> ADN

<213> Desconhecido

<400> 7
atgaacatca aaggat 16

<210> 8

<211> 24

<212> ADN

<213> Desconhecido

<400> 8
cttctagage gcatggaget cata

<210> 9

<211> 23

<212> ADN

<213> Desconhecido

<400> 9
ccectetagac tcgagceggcece gece

Lisboa,
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REIVINDICACOES

1. Utilizacdo de uma variante da prolactina humana
possuindo uma substituicao da glicina na posicao 129 para a
preparacdo de um medicamento para inibig¢do da proliferagdo de
uma célula de cancro da mama ou da prédstata gque expresse um
receptor de prolactina.

2. Utilizacao de acordo com a reivindicacao 1, em que a
variante da prolactina humana possui uma substituicdo da
glicina na posig¢do 129 por arginina (GI129R).

3. Utilizacdo de uma variante da prolactina humana
possuindo uma substituicdo da glicina na posigdo 129 para a
preparagac de um medicamento para inducac de apoptose celular
numa célula de cancro da mama ou da prdstata expressando o
receptor de prolactina.

4. Utilizacdc de acordo com a reivindicac¢do 3, em que a
variante da prolactina humana possui uma substituicgcdo da
glicina na posig¢ao 129 por arginina,

5. Utilizacao de acordo com a reivindicacdao 3 ou 4, em
que a célula ¢é geneticamente modificada para expressar o
receptor de prolactina.

6. Método in vitro para identificagdo de um composto
capaz de modular a actividade do receptor de prolacting,
compreendendo o método:

a) a colocacdao de um composto em contacto com uma célula que
expresse o receptor de prolactina;

b) a medicgdo do nivel de apoptose na célula; e

c) a comparagdo do nivel de apoptose obtido em (b) com o
nivel obtido na auséncia do composto;

de modo a que se o nivel em (b) diferir do obtido na auséncia
do composto, ¢ identificado um composto capaz de modular a
actividade do receptor da prolactina.

7. Método de acordo com a reivindicacdo 6, em que o©
composto aumenta o nivel de apoptose na célula.
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8. Método de acordo com a reivindicagdo 6 ou 7, em que
o composto diminui o nivel de apoptose numa célula na presenga
de um antagonista do receptor de prolactina.

9. Proteina de fusdo compreendendo uma variante da
prolactina humana que estd ligada a outra proteina, em que a
variante possuil uma substituicao da glicina na posicgao 129.

10. Proteina de fusao de acordo com a reivindicacgdo 9,
em que a variante de prolactina estd ligada a interleucina 2.

11. Proteina de fusdao de acordo com as reivindicacgdes 9
ou 10, em gue a variante possul uma substituicdo da glicina na
posicdo 129 por arginina.

12. Utilizacadao de uma proteina de fusdao de acordo com
qualquer uma das reivindicag¢des 9 a 11 para a preparag¢ao de um

medicamento para tratamento de cancro da mama ou da proéstata.

Lisboa,
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