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RESUMO

“GENES EXPRESSOS DIFERENCIALMENTE NO CANCRO DA MAMA”

E associada uma sequéncia polinucleotidica, como
apresentada na SEQ ID N°: 1, com o potencial metastdatico de
células de cancro, especialmente, de cancro da mama. Sao
proporcionados métodos para determinar se uma amostra de tecido
de um tumor expressa um polipéptido um ARNm codificado por um
polinucleétido como apresentado na SEQ ID N°: 1. Sao, também,

proporcionados métodos e composicdes terapéuticos.



DESCRICAO

“GENES EXPRESSOS DIFERENCIALMENTE NO CANCRO DA MAMA”

CAMPO DA TECNICO

Esta invencgao refere-se a utilizacao de moléculas
oligonucleotidicas anti-sentido para a ©preparacdao de uma
composicao farmacéutica, para o tratamento do cancro da mama

e/ou metdstases do cancro da mama.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

O cancro da mama ¢ uma das doencas malignas mais comuns,
com, cerca de, 1000000 novos casos por ano, em todo o mundo.
Apesar da utilizacdo de varios de marcadores histoguimicos,
genéticos e imunoldgicos, os médicos tém ainda dificuldades para
prever quais os tumores que irdo metastizar para outros oérgaos.
Alguns doentes necessitam de terapia adjuvante para prevenir a
reincidéncia e as metdastases e outros ndo. No entanto, a
distincdo entre estas sub-populacgdes de doentes ndo é facil e a
via de tratamento nao ¢ facilmente identificada. Existe uma
necessidade na técnica de novos marcadores para distinguir entre
tumores que 1rdo metastizar ou tenham metastizado e os que

tenham uma menor probabilidade metastizar.



SUMARIO da INVENCAO

De acordo com a presente invengdo, € proporcionada a
utilizacdao de uma molécula oligonucleotidica anti-sentido para a
preparagao de uma composicao farmacéutica para o tratamento do
cancro da mama e/ou metdstases do cancro da mama. 0
oligonucledtido anti-sentido compreende uma sequéncia
anti-sentido com, pelo menos, 8 nucledétidos de comprimento a
qual é complementar a uma porcao da sequéncia codificante que

abrange os nucledétidos 365 a 1173 da SEQ ID N°: 1.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 ilustra a sequéncia polinucleotidica do Out at

First humano (SEQ ID N°: 1).

A Figura 2 ilustra a sequéncia de aminodcidos codificada

pela SEQ ID N°: 1 (SEQ ID N°: 2).

A Figura 3 ilustra o péptido sinal putativo (SEQ ID N°: 3).

A Figura 4 ilustra a traducgado da SEQ ID N°: 1 (SEQ ID N°: 1,

polinucledétido; SEQ ID N°: 2, sequéncia de aminodcidos).

A Figura 5 1lustra a expressdo de hsOAF em relacdao a
B-Actina, em linhas celulares tumorais e tecidos tumorais
de murganhos SCID, desenvolvidos a partir das 1linhas

celulares. “PT” refere-se a tumor primario.

A Figura 6 ilustra o desenvolvimento de <coldnias por

células MDA-MB-435 em agar mole, apds tratamento com o



oligonucledétido anti-sentido da SEQ ID N°: 4 (66-2as) ou o
controlo reverso da SEQ IDN°: 5 (66-2rc), em relacao a

células nao tratadas (WT).

A Figura 7 é um alinhamento da sequéncia de aminodcidos da
OAF humana com a sequéncia de aminocdcidos da OAF de

Drosophila.

Figura 8. A Figura 82 ilustra a expressao da proteina hsOAF
nas linhas celulares C0OS-7 e MCF-7. A Figura 8B ilustra a
expressao da proteina hsOAF em linhas celulares de

carcinoma mamario.

A Figura 9 ilustra a expressadao de hsOAF em tecidos humanos

normais.

Figura 10. A Figura 10A ilustra as modificacgdes
morfoldgicas observadas em células MDA-MB-435, apods
tratamento com o oligonucledtido anti-sentido
(SEQ ID N°: 4). AS = anti-sentido; RC = controlo reverso
(SEQ ID N°: 5); M = meio condicionado. A Figura 10 B

ilustra a invasao celular apds tratamento de células MDA-

MB-435 com AS, RC e RC + M.

A Figura 11 ilustra a sequéncia sinal prevista da OAF

humana (sublinhado duplo).

Figura 12. As Figuras 12A e 12B ilustram a secrecgao de
hsOAF por células MDA-MB-435 tratadas com oligonucledtido
anti-sentido (SEQ ID N°: 4) ou oligonucledétido de controlo

reverso (SEQ ID N°: 5).



DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A causa mails letal em doentes com cancro da mama € a
metédstase dos carcinomas da mama e a sua proliferacgdo em locais
distantes (principalmente, pulmdes e o0ssos). A metdstase é um
processo de multiplos passos, pelos quais as células tumorais
migram a partir do tumor primario, disseminam-se através do
sangue e dos vasos linfaticos e sdo, seguidamente, depositadas
em 6rgaos alvo especificos, onde estas recolonizam,
Schirrmacher, V., Adv. Cancer Res. 43:1-73, 1985 e Liotta, L. A.
et al., Cell 64(2):327-36 (1991). A invasividade das células
tumorais ¢é crucial durante este processo, uma vez dJgue estas
devem contactar e atravessar numerosas membranas basais. Liotta,
L. A., Am. J. Pathol. 117(3):339-48 (1984) e Fidler, I. J.,
Cancer Res. 38(9):2651-60 (1978). Consequentemente, a elucidacéao
das causas moleculares da invasao das células tumorais e da
metdstase €& essencial para o desenvolvimento de processos de
tratamento eficientes de doentes de cancro da mama. O0s genes
expressos diferencialmente na metdstase de tumores da mama séao
alvos potenciais que desempenham papéis decisivos durante a
metdstase. A identificacdo desses genes e da sua funcao
biolégica ird contribuir, significativamente, para 0

desenvolvimento de terapia e diagndéstico para o cancro da mama.

Foram descobertos alguns genes importantes envolvidos nas
metdstases do tumor da mama. A perda de receptor do estrogénio e
presenca de vimentina foram associadas a invasividade do tumor
da mama humano e a um progndéstico desfavordavel e, também, se
correlaciona com a invasividade e com o potencial metastatico de
linhas celulares do cancro da mama humano. RAamdal S., et al.,

Cancer 53 (11):2525-9 (1984); Clark, G. M., et al., Semin



Oncol., 2 Supl:20-5 (1988); Raymond, W. A., et al., J. Pathol.
157 (4) :299-306 (1989); Raymond, W. A., et al., J. Pathol.
158 (2) :107-14 (1989); e Thompson, E. W. et al., J. Cell Physiol.
150(3) :534-44 (1992). A subexpressao da E-caderina tem sido
associada a invasividade do tumor mamdrio. Vleminckx, K., et
al., Cell 66(1):107-19 (1991) e Oka, H., et al., Cancer Res.
53(7):1696-701 (1993). A maspina, um inibidor de ©proteases
expresso em células epiteliais mamdrias normais, mas nao na
maioria das linhas celulares do carcinoma da mama, foi capaz de
suprimir a capacidade das células MDA-MB-435 para induzirem
tumores e metastizarem em murganhos e invadirem a membrana basal
in vitro. A perda da expressdao da maspina ocorreu, mais
frequentemente, em cancros avancados. Zou, 4., et al., Science

263(5146) :526-9 (1994) e Seftor, R. E., et al., Cancer Res.
58 (24) :5681-5 (1998).

A sobreexpressao de TIMP-4 (inibidor tecidular de
metaloproteinases—-4) ou CLCA2 (canal-2 de cloreto activado por
ca’t-2) em células MDA-MB-435 ©por transfeccéao, inibiu a
tumorigenicidade, a invasividade e a capacidade de metastizar
das células. Wang, M., et al., Oncogene 14(23):2767-74 (1997) e
Gruber, A. D., et al., Cancer Res. 59(21):5488-91 (1999). Foi
verificado que a sobreexpressdao dos receptores do factor de
crescimento IGF-IR e pl85"" 2 estd envolvida na metdstase do
cancro da mama. Surmacz, E., et al., Breast Cancer Res. Ireat
47 (3) :255-67 (1998) ; Dunn, S. E., et al., Cancer Res.
58 (15) :3353-61 (1998) ; Tan, M., et al., Cancer Res.
57(6):1199-205 (1997); Dhingra, K., et al., Semin Oncol.
23(4) :436-45 (1996); e Revillion, F., et al., Eur. J. Cancer

34(6):791-808 (1998).



Foi descrito que a protease de aspartilo catepsina D é um
marcador de progndéstico desfavoradavel de doentes de cancro da
mama e existe uma correlacdo significativa entre a concentracao
elevada de catepsina D no citossol do cancro da mama primdrio e
o desenvolvimento de metdteses, embora nao tenha sido encontrada
qualgquer correlacao entre a secrecao da catepsina D e a
capacidade de invasdo das 1linhas celulares do cancro da mama.
Rochefort, H., Breast Cancer Res Treat 16(1):3-13 (1990) ;
Johnson, M. D., et al., Cancer Res. 53(4):873-7 (1993); e
Rochefort, H., et al., Clin Chim Acta. 291(2):157-70 (2000). A
osteopontina, uma glicoproteina segregada de ligacdo a integrina
que se pensa estar envolvida na reabsorcao déssea e na formacao
6ssea, pode induzir a migracdo e a invasdo de células de
carcinomas mamdrios. Os niveis de osteopontina (niveis em
células tumorais ou plasmaticos) tém sido associados com a
malignidade intensificada do cancro da mama. Denhardt, D. T.,
et al. FASEB J. 7(15):1475-82 (1993); Denhardt, D. T., et al.,
J. Cell Biochem Suppl., 30-31:92-102 (1998); Tuck, A. B., et
al., J. Cell Biochem. 78(3):465-75 (2000); Tuck, A. B., et al.,
Oncogene 18(29):4237-46 (1999); e Singhal, H., et al., Clin
Cancer Res. 3(4):605-11 (1997).

E divulgada a clonagem de um novo gene sobreexpresso em
linhas celulares do cancro da mama humano altamente
metastaticas. Este codifica wuma proteina segregada e a sua
secregao proteica foili confirmada como sendo muito superior em
linhas celulares do cancro da mama humano altamente metastdticas
do que em linhas celulares pouco metastdticas/nédo-metastaticas.
A inactivagdo da secrecadao desta proteina da 1linha celular
MDA-MB-435 agressiva, pela tecnologia de oligonucledtidos
anti-sentido, resultou em alteragao morfoldgica significativa,

conjuntamente com invasividade e taxa de proliferacado reduzidas



das células. O gene ¢é denominado hsOAF, com base na sua
homologia <com o gene OAF de Drosophila (out at first).
Bergstrom, D. E., et al. Genetics 139(3):1331-46 (1995) e Merli,
C., et al., Genes Dev. 10(10):1260-70 (19906).

E uma verificacdo da presente invencdo, o facto de um
polinucledétido ser diferencialmente expresso entre células do
cancro da mama altamente metastdticas e células de cancro
ndo-metastdticas ou pouco metastdticas. Este polinucledtido
refere-se, consequentemente, a um gene marcador metastatico.
Esta informacdo pode ser utilizada para preparar reagentes de
diagnéstico, especificos para os produtos de expressdao do gene
diferencialmente expresso. Este pode ser, também, utilizado em
métodos de diagndéstico e de progndéstico, que irdo auxiliar os
médicos no planeamento de regimes de tratamento adegquados para

cancros, especialmente, da mama.

O polinucledtido é apresentado na Figura 1 (SEQ ID N°: 1) e
a grelha de leitura aberta (ORF) prevista codifica um
polipéptido apresentado na Figura 2 (SEQ ID N°: 2). O0Os 30
primeiros residuos de aminodcido (SEQ ID N°: 3) compreendem um
péptido sinal putativo, com um local de clivagem por proteases
previsto indicado por “*” : APLLG * TGAPA (entre as posicgdes de

aminodcidos 25 e 26 da SEQ ID N°: 3).

A sequéncia polinucleotidica divulgada partilha alguma
homologia com um gene de Drosophila conhecido como Out at First
(oaf). A transcricdao do oaf resulta em trés classes de ARN
alternativamente poliadenilados, cuja expressao ¢é regulada do
ponto de vista do desenvolvimento. Todas os trancritos do oaf
contém duas ORF adjacentes, separadas por um uUnico codéao de

terminagcdao UGA. A supressao do codao UGA durante a traducgao pode



originar a produgaoc de diferentes proteinas, a partir da mesma
molécula de ARN. Durante a oogénese, o ARN do oaf é expresso em
células foliculares de todas as idades e é contribuido para o

ovo por via materna.

Durante 0 desenvolvimento embriondrio, a transcricao
zigdética do gene oaf ocorre em pequenos grupos de células na
maioria ou na totalidade dos segmentos, no momento de extenséo
da banda germinal e, mais tarde, num padréao repetido
segmentadamente no sistema nervoso central em desenvolvimento. O
gene ocaf &, também, expresso nas godénadas embriondrias, larvais e
adultas de ambos o0s sexos. (Bergstrom, D. E., et al., Genetics

139:1331-1346, 1995.)

0 polinucledétido foi expresso diferencialmente em sete
pares de linhas celulares do cancro da mama altamente
metastdticas em comparacgao com ndo-metastaticas ou pouco
metastdticas. As 1linhas celulares utilizadas sdo MDA-MB-361
(obtida de adenocarcinoma da mama humano), MDA-MB-231 (células
do cancro da mama humano, metastdticas para osso e/ou pulméo);
MDA-MB-4638 (obtida de células do cancro da mama humano,
negativas para o) receptor estrogénio); MCF-7 (células
nao-metastdticas do cancro da mama humano); ZR-75-1 (obtida de
carcinomas da mama humanos positivos para o receptor do
estrogénio, Engle et al., Cancer Res. 38:3352-64 (1978)); e
MDA-MB-435 (obtida de células de carcinoma da mama humano,
negativas para o receptor do estrogénio, Rishi et al., Cancer

Res. 56; 5246-5252 (1996)).

O perfil de expressao é como se segue:



Tabela 1

Par de Linhas Celulares | Proporgdo de Expresséao
MDA-MB-361/MDA-MB-231 0,11
MDA-MB-468/MDA-MB-231 0,44
MCF-7/MDA-MB-231 0,17
ZR-75-1/MDA-MB-231 0,12
MDA-MB-361/MDA-MB-435 0,06
MDA-MB-468/MDA-MB-435 0,36
MCF-7/MDA-MB-435 0,03

A regulacdo positiva da expressao do ARNm foi confirmada
por andlise de transferéncia de Northern, utilizando ARN total

das linhas celulares (Figura 5).

As linhas celulares nas quais foi comparada a expressao do
polinucledtido, representam cancros da mama humanos com
potencial metastdtico wvariadvel. As culturas da 1linha celular
ZR-75-1 derivaram de efusao ascitica maligna de um doente de
cancro da mama. As linhas celulares cultivadas in vitro
assemelharam-se, intimamente, <com a morfologia observada em
biopsias ou em preparacdes celulares dos dadores das células
originais. As células ZR-75-1 sao especificamente estimuladas
pelo estrogénio e tém sido utilizadas como um sistema modelar
para estudar a sensibilidade ao estrogénio. Engel, L. W., et

al., Cancer Res. 38:3352-3364, 1978.

A linha celular MDA-MB-435 é uma linha celular negativa
para o receptor do estrogénio que foi estudada como um modelo do
cancro da mama humano, por exemplo, para estudar o mecanismo de

accdo da inibicdo do crescimento na presenca de acido retindico.



Rishi, A. K., et al., Cancer Res. 56:5246-5252,1996. A inibicéo
do crescimento por retindides foi, também, estudada em células
MCF-7 e células MDA MB 468. Tin-U, C. K., et al., Am. Soc. Clin.
Onc. Proceedings, Vol. 17,2125, 1998.

A linha celular MDA-MB-361 derivou de um adenocarcinoma da
mama humano, especificamente, de um local maligno. Numero ATCC
HTB-27. Foil estudada a expressao diferencial de genes humanos
Wnt nesta linha celular. Huguet, E. L., et al., Cancer Res.

54:2615-2621, 1994.

Quando ocorre uma metdstase, as células tumorais primarias
mamdrias invadem as membranas basais e disseminam-se para outros
6rgaos do corpo e a possibilidade de sobrevivéncia dos doentes
com cancro da mama torna-se bastante reduzida. E fundamental
identificar genes que participam na invasdo do cancro da mama e
na metdstase, no se refere ao diagnédéstico clinico e a terapia.
Esses genes sao marcadores potenciais para diagndéstico ou séao
alvos candidatos para o) desenvolvimento de farmacos
terapéuticos. Por exemplo, a presenca de vimentina no tumor da
mama humano tem sido associada com a auséncia de receptor de
estrogénio e invasividade tumoral, como um marcador de
progndéstico desfavordvel. Raymond, W. A., et al., J. Pathol.
157 (4) :299-306 (1989); Raymond, W. A., et al., J. Pathol.
158(2): 107-14 (1989); e Thompson, E. W., et al., J. Cell
Physiol. 150(3):534-44 (1992). As actividades aumentadas das
metaloproteinases da matriz estdo relacionadas com o fendtipo
metastdtico de carcinomas, especialmente, do cancro da mama.
Basset, P., et al., Nature 348(6303):6 699-704 (1990) e Basset,
P., et al., Cancer 74(Supl 3); 1045-9 (1994). A osteopontina,
uma glicoproteina segregada de ligacgdo a integrina, € capaz de

induzir invasividade aumentada de células epiteliais mamdrias
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humanas e tem sido associada com malignidade intensificada no
cancro da mama. Tuck, A. B., et al., J. Cell Biochem.
78 (3) :465-75 (2000) ; Tuck, A, B., et al., Oncogene
18(29) :4237-46 (1999); e Singhal, H., et al., Clin Cancer Res.
3(4):605-11 (1997).

E aqui divulgada a identificacdo de uma nova proteina
segregada (hsOAF) envolvida nas metdstases do cancro da mama. AS
linhas celulares do cancro da mama humano, utilizadas na
elucidacdao do papel da proteina, sao divididas em trés grupos,
de acordo com as suas capacidades metastaticas: altamente
metastdtica, pouco metastdtica e nado-metastdtica. Aproveitando
os diferentes potenciais metastdticos dentro destes grupos de
linhas celulares e utilizando tecnologia de microarrays
avancgada, foram identificados genes que sao expressos
diferencialmente entre linhas celulares do cancro da mama humano
altamente metastdticas e pouco metastdticas e ndo-metastaticas.
Estes genes sao bons candidatos para a validacgdao da expressao e
estudos funcionais que possam originar uma melhor compreensao do
mecanismo molecular da metédstase do cancro da mama. O gene hsOAF
é¢ o foco desta invencao, dado que este codifica wuma nova
proteina segregada. A expressao do ARNm do hsOAF ¢é Dbastante
comum em varios tecidos humanos normais. No entanto, a secrecéo
de proteina hsOAF é muito mais significativa em linhas celulares
altamente metastdticas do cancro da mama humano do gue nas pouco
metastdticas/ndao-metastdticas e a MDA-MB-435 apresenta a maior
secrecao de hsOAF. O gene hsOAF foi denominado com base na sua
homologia com o gene OAF (out at first) de Drosophila. No
entanto, a proteina OAF de Drosophila pode nado ser uma proteina
segregada, uma vez gque esta nao possul uma sequéncia peptidica

sinal tipica, no terminal N (Fig. 7).
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Para abordar a importédncia da proteina hsOAF segregada na
metdstase do cancro da mama, foi wutilizada tecnologia de

oligonucledtidos anti-sentido, para inactivar, especificamente,

a expressao do hsOAF. A  tecnologia de oligonucledtidos
anti-sentido ¢é uma forma réapida, eficiente, para reduzir,
drasticamente, a expressao génica, para estudos funcionais

génicos. Stein, C. A., et al., Science 261(5124):1004-12 (1993);
Defacque, H., et al., J. Cell Physiol. 178(1}:109-19 (1999). A
inactivacdao da secrecado da proteina hsOAF de células MDA-MB-435
altamente metastdticas resultou na alteracdo da forma celular,
invasividade celular reduzida e proliferacdo celular mais lenta.
O tratamento de células com meio condicionado (meio de cultura
de células MDA-MB-435 normais) foi capaz de recuperar todas as
alteracdes fenotipicas causadas pela inactivacdo da secrecao da
proteina hsOAF, em algum grau. Embora os requerentes nao estejam
limitados a um mecanismo especifico, pensa-se que a proteina
hsOAF segregada € essencial para a invasividade e a proliferacéo
de células MDA-MB-435. No entanto, a inactivacdao da secrecdo da
proteina hsOAF de outra linha celular altamente metastéatica,
MDA-MB-231, pela tecnologia de oligonucledétidos anti-sentido,
nao causou qualquer modificacao celular significativa.
MDA-MB-435 e MDA-MB-231 sao linhas celulares metastaticas
bastante diferentes e a MDA-MB-435 apresenta uma secrecao de

proteina hsOAF muito mais significativa do que a MDA-MB-213.

O gene hsOAF estd localizado na regido g23 do cromossoma
11, onde a perda de heterozigtoticidade ocorre frequentemente em
tumores da mama humanos. Negrini, M., et al., Cancer Res
55(14) :3003-7 (1995) e Tomlinson, I. P., et al., J. Clin.
Pathol. 48(5):424-8 (1995). A perda de heterozigtoticidade na
11g23 em tumores da mama humanos primarios tem sido descrita

como associada com a baixa sobrevivéncia apds metdstase.
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Wingvist, R., et al., Cancer Res. 55(12):2660-4 (1995). A 11923

contém, também, loci, tais como ATM (Ataxia-telangiectasia,
mutado) e MLL (o gqual ¢é frequentemente interrompido pelo
rearranjo cromossémico na leucemia aguda). Rasio, D., et al.,

Cancer Res. 55(24):6053-7 (1995) e Rubnitz, J. E., et al.,
Leukemia 10(1):74-82 (1996). A relacdao entre a mutagcao no
cromossoma 11g23 e expressdao do gene hsOAF na metdstase do

cancro da mama permanece pouco evidente.

A proteina hsOAF segregada pode ser um alvo adequado para o
desenvolvimento de fdrmacos contra o cancro da mama € um bom
marcador para diagndéstico da malignidade do tumor da mama. A
SEQ ID N°: 1 e os polinucledtidos compreendendo esta sequéncia
sdo, consequentemente, Utels como marcadores metastdticos. A
referéncia a sequéncias nucleotidicas aminocacidicas marcadoras
metastdaticoa inclui variantes que tém padrdes de expressao
semelhantes em células metastdticas elevadas, em relacdao a
ndo-metastaticas ou pouco metastaticas. Os polipéptidos
marcadores metastdaticos podem diferir, em termos de comprimento,
das proteinas marcadoras metastdaticas completas e conter, pelo
menos, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220,
240, 260, 265, 270 ou 271 ou mais aminodcidos contiguos de uma
proteina marcadora metastdtica. Os exemplos de polinucledtidos
incluem os que codificam os aminodcidos de cerca de 1 a cerca de
273; de 1 a 273; de cerca de 2 a cerca de 273; de 2 a 273; de
cerca de 26 a cerca de 273; e de 26 a 273 da SEQ ID N°: 2.

Podem, também, ocorrer variantes de proteinas e
polipéptidos marcadores. As variantes de proteinas ou
polipéptidos marcadores metastdticos podem ser de ocorréncia

natural ou nao natural. As variantes de ©proteinas ou de
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polipéptidos marcadores metastdaticos de ocorréncia natural séo
encontrados em humanos ou em outras espécies e compreendem
sequéncias de aminodcidos que s&do substancialmente idénticas a
uma proteina codificada por um gene correspondente a sequéncia
nucleotidica apresentada na SEQ ID N°: 1 ou o seu complemento.
Sao, também, aqui incluidas variantes de ©proteinas ou de
polipéptidos marcadores metastédticos de ocorréncia nao-natural
que conservam, substancialmente, o0s mesmos padrdes de expressao
diferenciais, em células do cancro da mama metastdticas elevadas
em relacdo as pouco metastdaticas ou as nao-metastdticas, do que
as proteinas marcadoras metastdticas de ocorréncia natural ou as
variantes do polipéptido. De um modo preferido, as variantes de
proteinas ou polipéptidos marcadores metastaticos de ocorréncia
natural ou ndo-natural tém sequéncias de aminodcidos gque sao,
pelo menos, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94% ou 95% idénticos a
sequéncias de aminodcidos codificadas pela sequéncia
nucleotidica apresentada na SEQ ID N°: 1. De um modo mais
preferido, as moléculas sao, pelo menos, 96%, 97%, 98% ou 99%
idénticas. A identidade de sequéncia percentual entre uma
proteina ou polipéptido do tipo selvagem e uma variante &
determinada pelo alinhamento da proteina ou polipéptido do tipo
selvagem com a variante, para obter o maior numero de
correspondéncias de aminodcidos, como € conhecido na técnica,
contando o numero de correspondéncias de aminodcido entre o tipo
selvagem e a variante e dividindo o numero total de
correspondéncias pelo numero total de residuos de aminodcidos da

sequéncia do tipo selvagem.

De um modo preferido, as alteracgdes de aminodcidos nas
variantes proteicas ou polipetidicas marcadoras metastdticas séo
modificagdes conservadoras de aminodcidos, 1i. e., substituicgdes

de aminodcidos carregados ou nao carregados de um modo
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semelhante. Uma modificacdo conservadora de aminodcido envolve a
substituicdo de um de uma familia de aminodcidos, os quais estao
relacionados em termos das suas cadeias laterais. Os aminodacidos

de ocorréncia natural sao, geralmente, divididos em quatro

familias: aminodcidos acidicos (aspartato, glutamato), Dbdasicos
(lisina, arginina, histidina), nao-polares (alanina, wvalina,
leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina,
triptofano) e ©polares nao carregados (glicina, asparagina,
glutamina, cistina, serina, treonina, tirosina). A fenilalanina,
triptofano e tirosina sao, por vezes, classificados

conjuntamente como aminodcidos aromaticos.

E razodvel presumir que uma substituicdo isolada de uma
leucina por wuma i1soleucina ou valina, um aspartato por um
glutamato, uma treonina por uma serina ou uma substituicéo
semelhante de um aminodcido por um aminodcido estruturalmente
relacionado, ndo terd um efeito significativo sobre as
propriedades bioldgicas da variante da proteina ou do
polipéptido marcador metastatico resultante. As propriedades e
fungbdes das variantes da proteina ou do polipéptido marcador
metastdtico sdo do mesmo tipo de uma proteina ou polipéptido
marcador metastdtico compreendendo sequéncias de aminodacidos
codificadas pela sequéncia nucleotidica apresentada na
SEQ ID N°: 1, embora as propriedades e as funcgdes das variantes
possam diferir no grau. Pode ser facilmente determinado se uma
modificagdo de aminodcido resulta numa variante de proteina ou
polipéptido marcador metastdtico com o padrdo de expressao
diferencial adequado. Por exemplo, podem ser seleccionadas
sondas nucleotidicas a partir das sequéncias génicas marcadoras
aqui divulgadas e serem utilizadas para detectar o ARNm do gene
marcador, em transferéncias de Northern ou em seccgdes de tecido,

como é conhecido na técnica. Alternativamente, podem ser
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utilizados anticorpos que se ligam, especificamente, a produtos
proteicos de genes marcadores metastdaticos, para detectar a
expressao de proteinas marcadoras metastaticas ou suas

variantes.

As variantes marcadoras metastaticass incluem formas
glicosiladas, conjugados agregativos com outras moléculas e
conjugados covalentes com partes guimicas nao relacionadas. As
variantes marcadoras metastdticas incluem, também, variantes
alélicas, variantes de espécie e muteinas. As truncagens ou as
eliminacdes de regides que nao afectam a expressao diferencial
de genes marcadores metastdticos sdo, também, variantes de
marcadores metastaticos. Podem ser preparadas variantes
covalentes, por ligacdo de funcionalidades a grupos gque se
encontram na cadeia de aminodcidos ou no residuo do terminal N

ou C, como é& conhecido na técnica.

Serd reconhecido na técnica gque algumas sequéncias de
aminodcidoss do polipéptido da invencdo podem ser variadas sem
efeito significativo na estrutura ou funcdao da proteina. Se
forem contempladas essas diferencas na sequéncia, deve ser tido
em consideracdo que existem &reas criticas na proteina as quais
determinam a actividade. Em geral, & possivel substituir
residuos que formam a estrutura tercidria, contanto gque sejam
utilizados residuos que realizem uma fungdo semelhante. Em
outros casos, o tipo do residuo pode ser totalmente indiferente
se a alteracgdo ocorrer numa regido nao critica da proteina. A
substituicao de aminodcidos pode, também, modificar a
selectividade de 1ligacdao a receptores da superficie celular.
Ostade et al., Nature 361:266-268 (1993) descrevem determinadas
mutacdes gque resultam em ligacdo selectiva do TINF-alfa a,

apenas, um de dois tipos conhecidos de receptores do TNF. Deste
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modo, os polipéptidos de presente invencdao podem incluir uma ou
mais substituicgdes, eliminacgdes ou adicgdes de aminodcidos, por

mutagdes naturais ou por manipulacado humana.

Sao, também, divulgadas variacdes do polipéptido divulgado,
as quais apresentam padrdes de expressao compardveilis ou as quais
incluem regides antigénicas. Esses mutantes incluem eliminacdes,
insercdes, inversdes, repeticdes e substituicdes de tipo. Em
Bowie, J. U., et al., *"“Deciphering the Message 1in Protein
Sequence: Tolerance to Amino Acid Substitutions,” Science
247:1306-1310 (1990) pode ser encontrada orientacdo sobre qguais
modificacdes de aminocdcidos séd@o provaveis de ser fenotipicamente

silenciosas.

Sdo de particular interesse as substituig¢des de aminoédcidos
carregados por outros aminodcidos carregados e por aminodcidos
neutros ou carregados negativamente. O Gltimo resulta em
proteinas com carga positiva reduzida, para melhorar as
caracteristicas da proteina divulgada. E altamente desejidvel a
prevencao da agregacao. A agregacao de proteinas nao resulta,
apenas, numa perda de actividade mas pode @ ser, também,
problemdtica gquando sdo preparadas formulagdes farmacéuticas,
dado que estas podem ser imunogénicas. (Pinckard et al., Clin.
Exp. Immunol. 2:331-340 (1967): Robbins et al., Diabetes 36:838-
845 (1987): Cleland et al., Crit. Rev. Therapeutic Drug Carrier
Systems 10:307-377 (1993)).

Os aminodcidos nos polipéptidos divulgados que sao
essenciais para a funcado podem ser identificados por métodos
conhecidos na técnica, tais como mutagénese dirigida para um
local ou mutagénese de varrimento da alanina (Cunningham e

Wells, Science 244:1081-1085 (1989)). O ultimo processo introduz
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mutacdes de alanina Unica em cada residuo na molécula. As
moléculas mutantes resultantes sao, entao, testadas para a
actividade bioldgica, tal como ligacdo ao receptor ou actividade
proliferativa in vitro. Os locais que sao criticos para ligacéao
ligando-receptor podem ser, também, determinados por andlise
estrutural, tais como, cristalizacao, ressonancia magnética
nuclear ou marcagao por fotoafinidade (Smith et al., J. Mol.
Biol. 224:899-904 (1992) e de Vos et al. Science 255:306-312
(1992)).

Como indicado, as modificacgdes sao, de um modo preferido,
de uma natureza menor, tais como substituig¢des de aminodcido
conservadoras que nao afectam, significativamente, o enrolamento
ou a actividade da proteina. Obviamente, 0 numero de
substituigdes de aminodcido que um especialista na técnica ira
realizar depende de muitos factores, incluindo os descritos
acima. Em geral, 0 numero de substituigdes de qualqguer
polipéptido determinado ndo serd superior a 50, 40, 30, 25, 20,

15, 10, 5 ou 3.

As proteinas marcadoras metastdticas de tamanho total podem
ser extraidas, utilizando métodos bioquimicos padrao, de células
humanas produtoras de proteinas marcadoras metastaticas, tais
como células do cancro da mama metastdticas. Uma proteina ou
polipéptido marcador metastdtico isolado e ©purificado esta
separado de outros compostos que estdo, normalmente, associados
com uma proteina ou polipéptido marcador metastdtico numa
célula, tais como, algumas proteinas, hidratos de carbono,
lipidos ou organelos subcelulares. Uma preparacao de proteinas
ou polipéptidos marcadores metastdticos isolados e purificados
estd, pelo menos, pura a 80%; de um modo preferido, as

preparacdes estao puras a 90%, 95% ou 99%.
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Um gene humano codificando a SEQ ID N°: 2 ©pode ser
identificado e isoclado utilizando métodos conhecidos na técnica.
De acordo com um método, a SEQ ID N°: 1 & preparada num formato
legivel em computador. A sequéncia é comparada com sequéncias
polinucleotidicas de um genoma humano e sao identificadas uma ou
mais sequéncias do genoma humano, tendo identidade de sequéncia
de, pelo menos, 95% com a SEQ ID N°: 1, utilizando, por exemplo,
o algoritmo de Smith-Waterman, utilizando uma pesquisa de
espacos relacionada, com uma penalizacdo para a abertura de
espacos de 12 e uma penalizacgcdao para a extensao de espaco de 1,
como parametros. Sdo preparadas sondas baseadas nas regides de
homologia entre a SEQ ID N°: 1 e sequéncias do genoma humano e
sao wutilizadas para isolar polinucledétidos do ADN gendmico
humano, utilizando métodos conhecidos na técnica. Até a data do
pedido nao foi identificado qualquer polinucledétido humano
correspondente ao polinucledtido completo da SEQ ID N°: 1 nas
bases de dados publicas. Deste modo, a i1invencdo inclui ADN
gendmico humano compreendendo a regiao codificante da
SEQ ID N°: 1 e qualquer regiao nao traduzida, a qual nao partilha
homologia com a SEQ ID N°: 1 mas é contigua a regides homdlogas.
Esse ADN de gendmico inclui mas nao estd limitado a intrdes,
promotores e outras regides reguladoras, funcionalmente
associadas com um gene humano, tendo uma regido codificando a

SEQ ID N°: 2.

Podem ser, também, produzidas proteinas e polipéptidos
marcadores metastdticos por métodos de ADN recombinante ou por
métodos gquimicos sintéticos. Para a produgao de proteinas ou
polipéptidos marcadores metastdticos recombinantes, podem ser
expressas sequéncias codificantes, seleccionadas das sequéncias

nucleotidicas apresentadas na SEQ ID N°: 1 ou variantes dessas
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sequéncias, as quais codificam proteinas marcadoras
metastdticas, em sistemas de expressdo procariotas ou eucariotas
conhecidos (ver abaixo). Podem ser wutilizados sistemas de
expressao bacterianos, de leveduras, de insectos ou mamiferos,

como € conhecido na técnica.

Alternativamente, podem ser utilizados métodos de sintese
quimica, tal como sintese de péptidos em fase sdélida, para
sintetizar uma proteina ou polipéptido marcador metastdatico. As
formas gerais de producdo de péptidos, andlogos ou derivados séo
descritos em CHEMISTRY AND BIOCHEMISTRY OF AMINO ACIDS, PEPTIDES
AND PROTEINS - A SURVEY OF RECENT DEVELOPMENTS, Weinstein, B.
ed., Marcell Dekker, 1Inc., publ., Nova Iorque (1983). Além
disso, pode ser realizada a substituicdo de D-aminodcidos pelo
L-estereoisémero normal, para aumentar a meia-vida da molécula.
Podem ser produzidas do mesmo modo variantes marcadores

metastaticos.

Podem ser, também, construidas proteinas de fusao de
ocorréncia nao natural, compreendendo, pelo menos, 6, 8, 10, 12,
15, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
95, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240, 250, 260, 265, 270
ou 271 ou mais aminodcidos marcadores metastaticos contiguos. As
proteinas de fusdo marcadoras metastdticas humanas sao uteis
para produzir anticorpos contra sequéncias de aminodcidos
marcadores metastdticos e para utilizacdo em varios sistemas de
ensaio. Por exemplo, as proteinas de fusao marcadoras
metastdticas podem ser utilizadas para identificar as proteinas
que interagem com proteinas marcadoras metastdticas e
influenciam as suas fungdes. Podem ser, também, utilizados
métodos fisicos, tais como cromatografia de proteinas de

afinidade ou ensaios baseados em bibliotecas, para interacc¢des
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proteina-proteina, tais como o0s sistemas de dois hibridos de
levedura ou de apresentacao de fagos, com esta finalidade. Esses
métodos sado bem conhecidos na técnica e podem ser, também,

utilizados em pesquisa de farmacos.

Uma proteina de fusdo marcadora metastdatica compreende dois
segmentos de proteina fundidos em conjunto através de uma
ligagdo peptidica. O primeiro segmento de proteina compreende,
pelo menos, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 120, 140, 160, 180, 200,
220, 240, 250, 260, 265, 270 ou 271 ou mais aminoacidos
contiguos de uma proteina marcadora metastdtica. Os aminodcidos
podem ser seleccionados das sequéncias de aminodacidos
codificadas pela sequéncia nucleotidica apresentada na
SEQ ID N°: 1 ou de variantes da sequéncia, tais como as descritos
acima. O primeiro segmento de proteina pode, também, compreender

uma proteina marcadora metastdtica de tamanho total.

Numa forma de realizagdo preferida, o primeiro segmento de
proteina compreende o polipéptido apresentado na SEQ ID N°: 2.
Numa variacdo desta forma de realizacgdo, o primeiro segmento de
proteina consiste nos aminodcidos 31-287 da SEQ ID N°: 2. Esta
proteina de fusdo nao possui o péptido sinal da SEQ ID N°: 2 e
serd adequada para a retencdo da proteina de fusdo expressa

dentro da célula.

0 segundo segmento de proteina pode ser uma proteina
completa ou um fragmento de proteina ou polipéptido néao
encontrado adjacente ao primeiro segmento de proteina na
proteina nativa codificada pela SEQ ID N°: 1. A proteina de
fusdo pode ser marcada com um marcador detectdvel, como é

conhecido na técnica, tal como um marcador radioactivo,
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fluorescente, quimioluminescente ou Dbiotinilado. O segundo
segmento de proteina pode ser uma enzima, a qual ira produzir um
produto detectével, tal como B-galactosidase. O primeiro
segmento de proteina pode ser N-terminal ou C-terminal, como for

conveniente.

As técnicas para preparar proteinas de fusao,
recombinantemente ou por ligacdo covalente de dois segmentos de
proteina, sao, também, bem conhecidas. Podem ser wutilizados
métodos de ADN recombinante para preparar proteinas de fuséao
marcador metastatico, por exemplo, preparando uma construcdo de
ADN que compreende sequéncias codificantes da SEQ ID N°: 1 na
grelha de leitura correcta, com nucledtidos codificando o
segundo segmento da proteina e expressando a construcao de ADN
numa célula hospedeira, como descrito abaixo. Na Figura 4 &

apresentada a grelha de leitura aberta da SEQ ID N°: 1.

As proteinas, polipéptidos, variantes ou proteinas de fuséao
marcadoras metastdticas isoladas e purificadas, podem ser
utilizadas como imunogénios, para obter preparacdes de
anticorpos que se ligam, especificamente, a uma proteina
marcadora metastdtica. Os anticorpos podem ser utilizados, inter
alia, para detectar proteinas marcadoras metastaticas do tipo
selvagem em tecidos humanos e suas fracgdes. Os anticorpos podem
ser, também, utilizados para detectar a presenca de mutacgdes em
genes marcadores metastdticos, as guals resultem em sub ou
sobreexpressdo de uma proteina marcadora metastdtica ou na
expressao de uma proteina marcadora metastdtica com tamanho ou

mobilidade electroforética alterada.

Podem ser realizadas preparagdes de anticorpos policlonais

ou monoclonais, wutilizando métodos padrao. Podem ser, também,
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preparados anticorpos de cadeia uUnica. Um imunogénio preferido é
um polipéptido compreendendo a SEQ ID N°: 2. Podem ser isolados
anticorpos de cadeia unica que se ligam, especificamente, a
proteinas, polipéptidos, variantes ou proteinas de fusao
marcador metastatico, por exemplo, a partir de bibliotecas de
apresentacadao de imunoglobulina de cadeia tunica, como €& conhecido
na técnica. A biblioteca é “rastreada” contra sequéncias de
aminodcidos de proteinas marcadoras metastdaticas da SEQ ID N°: 2
e podem ser isolados varios anticorpos de cadeia unica gue se
ligam com elevada afinidade a diferentes epitopos de proteinas
marcadoras metastaticas. Hayashi et al., 1995, Gene 160:129-30.
Podem ser, também, construidos anticorpos de cadeia d1nica,
utilizando um método de amplificacdo de ADN, tal como a reacgao
em cadeia da polimerase (PCR), utilizando ADNc de hibridoma como

molde. Thirion et al., 1996, Eur. J. Cancer Prev. 5:507-11.

Os anticorpos especificos para os marcadores metastdticos
ligam-se, especificamente, a epitopos presentes numa proteina
marcadora metastdtica de tamanho total, tendo uma sequéncia de
aminodcidos codificada por uma sequéncia nucleotidica
apresentada na SEQ ID N°: 1, a polipéptidos marcadores
metastdtico ou a variantes marcadoras metastaticas, quer
isoladamente, gquer como parte de uma proteina de fusdao. De um
modo preferido, os epitopos marcadores metastdticos ndo estéao
presentes em outras proteinas humanas. Tipicamente, sao
necessarios, pelo menos, 6, 8, 10 ou 12 aminocdcidos contiguos
para formar um epitopo. No entanto, os epitopos que envolvem
aminodcidos néado-contiguos podem requerer mais, e. g., pelo

menos, 15, 25 ou 50 aminodacidos.

Os anticorpos que se ligam especificamente a proteinas,

polipéptidos, proteinas de fusdo ou variantes marcadoras
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metastdticas, proporcionam um sinal de deteccdo, pelo menos, 5,
10 ou 20 vezes mais elevado do que um sinal de deteccéao
proporcionado com outras proteinas, quando utilizados em
transferéncias de Western ou outros ensaios imunogquimicos. De um
modo preferido, o0s anticorpos que se ligam especificamente a
epitopos de marcadores metastaticos nao detectam outras
proteinas em ensaios de imunoquimicos e podem imunoprecipitar
uma proteina, polipéptido, proteina de fusdo ou variante

marcadora metastdtica a partir de uma solucéo.

Os polinucledétidos subgendmicos contém  menos de um
cromossoma completo. De um modo preferido, os polinucledtidos
sdao isentos de intrdes. Numa forma de realizacado preferida, as
moléculas polinucleotidicas compreendem uma sequéncia contigua
de 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600,
1700, 1800, 1900, 2000, 2100, 2200, 2300 ou 2350 nucledétidos da
SEQ ID N°: 1 ou os seus complementos. O complemento de uma
sequéncia nucleotidica apresentada na SEQ ID N°: 1 & uma
sequéncia nucleotidica contigua, a qual forma pares de bases de
Watson-Crick com uma sequéncia nucleotidica contigua apresentada

na SEQ ID N°: 1.

As sequéncias nucleotidicas degeneradas codificando as
sequéncias de aminodcidos da proteina ou variantes marcadoras
metastdticas, assim como sequéncias nucleotidicas homdlogas, que
compreendem um polinucledétido idéntico a, pelo menos, 85% 90%,

91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99%, a regiao

codificante da sequéncia nucleotidica apresentada na
SEQ ID N°: 1, sao, também, polinucledtidos marcadores
metastaticos subgendmicos. Tipicamente, as sequéncias

polinucleotidicas marcadoras metastdticas homdélogas subgendmicas
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podem ser confirmadas por hibridacdo sob condigdes restritivas,
como €& conhecido na técnica. A identidade de sequéncia
percentual entre sequéncias do tipo selvagem e variantes
homélogas ¢é determinada pelo alinhamento do polinucledétido do
tipo selvagem com a variante, para obter o maior numero de
correspondéncias de nucledétidos, como € conhecido na técnica,
contando o numero de correspondéncias de nucledtidos entre o
tipo selvagem e a variante e dividindo o numero total de
correspondéncias pelo numero total de nucledétidos da sequéncia
do tipo selvagem. Um algoritmo preferido para calcular a
identidade percentual é o algoritmo de pesquisa de homologia de
Smith-Waterman, como implementado no programa MPSRCH (Oxford
Molecular), utilizando uma pesquisa de espacos relacionada com
0s seguintes parédmetros de pesquisa: penalizacdo de abertura de

espacos de 12 e penalizacdo de extensdo de espacos de 1.

Pode ser wutilizado um polinucledétido marcador metastatico
subgendémico, compreendendo sequéncias codificando uma proteina
marcadora metastdtica, numa construcdo de expressdo. De um modo
preferido, o polinucledétido marcador metastdtico subgendmico &
inserido num plasmideo de expressao (por exemplo, no sistema
Ecdyson, pIND, In vitro Gene). O0Os polinucledétidos marcadores
metastdticos subgendmicos podem ser propagados em vectores e
linhas celulares, utilizando técnicas bem conhecidas na técnica.
Os polinucledétidos marcadores metastdticos subgendmicos podem
situar-se em moléculas lineares ou circulares. Estes podem
situar-se em moléculas de replicagdo autdénoma ou em moléculas
sem sequéncias de replicacao. Estes podem ser autoregulados ou

por outras sequéncias reguladoras, como é conhecido na técnica.

Uma célula hospedeira compreendendo uma construcado de

expressao de um marcador metastdtico pode ser, entdo, utilizada
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para expressar a totalidade ou uma porcdao de uma proteina
marcadora metastdtica. As células hospedeiras compreendendo
construcgdes de expressdo de marcadores metastdticos podem ser
procariotas ou eucariotas. Estdao disponiveils varias células
hospedeiras para utilizagao em sistemas de expressao
bacterianos, de levedura, de insecto e humanos e podem ser
utilizadas para expressar ou propagar construcdes de expressao
de marcadores metastdticos (ver abaixo). As construcdes de
expressao podem ser introduzidas em células hospedeiras,
utilizando qualquer técnica conhecida na técnica. Estas técnicas
incluem transferéncia de ADN mediada pelo policatidao de
transferrina, transfeccgéao com acidos nucleicos nus ou
encapsulados, fusdo celular mediada por lipossomas, transporte
intra-celular de esferas de latex revestidas por ADN, fusao de
protoplastos, infeccao wviral, electroporagcao e transfeccgao

mediada por fosfato de cédlcio.

Uma construgcdo de expressao de marcadores metastdticos

compreende um promotor que ¢é funcional numa célula hospedeira

seleccionada. Um especialista na técnica pode seleccionar,
facilmente, um promotor adequado, de um grande numero de
promotores especificos para células-tipo, conhecidos e

utilizados na técnica. A construcdo de expressao pode, também,
conter um terminador da transcricdo que ¢é funcional na célula
hospedeira. A construgdao de expressao compreende um segmento
polinucleotidico que <codifica a totalidade ou uma porgcao da
proteina, variante, proteina de fusado, anticorpo ou ribozima
marcadora metastatica. O segmento polinucleotidico esta
localizado a Jjusante do promotor. A transcrigcdao do segmento
polinucleotidico inicia no promotor. A construgao de expressao
pode ser linear ou circular e conter sequéncias ©para a

replicagdo autdénoma, se pretendido.
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Os sistemas Dbacterianos para expressar construgdes de
expressdo de marcadores metastdticos incluem os descritos em
Chang et al., Nature (1978) 275:615, Goeddel et al., Nature
(1979) 281:544, Goeddel et al., Nucleic Acids Res. (1980)
8:4057, documento EP 36776, Patente U. S. N°. 4551433, de Boer
et al., Proc. Nat’l Acad Sci. USA (1983) 80:21-25 e Siebenlist
et al. Cell (1980) 20:269.

Os sistemas de expressdao em leveduras incluem os descritos
em Hinnen et al., Proc. Nat’l Acad. Sci. USA (1978) 75:1929; 1Ito
et al., J Bacteriol. (1983) 153:163; Kurtz et al., Mol. Cell.
Biol. (1986) 6:142; Kunze et al., J. Basic Microbiol. (1985)
25:141; Gleeson et al., J. Gen. Microbiol. (1986) 132:3459,
Roggenkamp et al., Mol. Gen. Genet. (1986) 202:302) Das et al.,
J. Bacteriol. (1984) 158:1165; De Louvencourt et al.,
J. Bacteriol. (1983) 154:737, Van den Berg et al., Bio/Technology
(1990) 8:135; Kunze et al., J. Basic Microbiol. (1985) 25:141;
Cregg et al., Mol. Cell. Biol. (1985) 5:3376, Patente U.S.
N°: 4837148, Patente U.S. N°: 4929555; Beach e Nurse, Nature
(1981) 300:706; Davidow et al., Curr. Genet. (1985) 10:380,
Gaillardin et al., Curr. Genet. (1985) 10:49, Ballance et al.,
Biochem. Biophys. Res. Commun. (1983) 112:284-289; Tilburn et
al., Gene (1983) 26:205-221, Yelton et al., Proc. Nat’l Acad.
Sci. USA (1984) 81:1470-1474, ZKelly e Hynes, EMBO J. (1985)
4:475479; documento EP 244234 e documento WO 91/00357.

A  expressao da construgcdes de expressao de marcadores
metastdaticos em insectos pode ser realizada como descrito na
Patente U.S. N°: 4745051, Friesen et al. (1986) “The Regulation
of the Baculovirus Gene Expression” em: THE MOLECULAR BIOLOGY of

BACULOVIRUSES (W. Doerfler, ed.), documento EP 127839, documento
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EP 155476 e Vlak et al., J. Gen. Virol. (1988) 69:765-770,
Miller et al., Ann. Rev. Microbiol. (1988) 42:177, Carbonell
et al., Gene (1988) 73:409, Maeda et al., Nature (1985) 315:592-
594, Lebacg-Verheyden et al., Mol. Cell. Biol. (1988) 8:3129;
Smith et al., Proc. Nat’l Acad. Sci. USA (1985) 82:3404,
Miyajima et al., Gene (1987) 58:273; e Martin et al., DNA (1988)
7:99. Em Luckow et al., Bio/Technology (1988) 6:47-55, Miller
et al., em GENETIC ENGINEERING (Setlow, J. K. et al. ed.),
volume 8 (Plenum Publishing, 1986), pp, 277-279 e Maeda et al.,
Nature, (1985) 315:592-594 sao descritas numerosas estirpes e
variantes de Dbaculovirus e células hospedeiras de insecto

permissivas correspondentes, de hospedeiros.

A  expressao de construgcdes de expressao de marcadores
metastdaticos em mamiferos pode ser realizada como descrito em
Dijkema et al., EMBO J. (1985) 4:761, Gorman et al., Proc. Nat’l
Acad. Sci. USA (1982b) 79:6777, Boshart et al., Cell (1985)
41:521 e Patente U. S. N°: 4399216. Podem ser facilitadaa outras
caracteristicas da expressao de construgdes de expressao de
marcadores metastaticos em mamiferos, como descrito em Ham e
Wallace, Meth. Enz. (1979) 58:44, Barnes e Sato, Anal. Biochem.
(1980) 102:255, Patente U. S. N°: 4767704, Patente U.S.
N°: 4657866, Patente U.S. N°: 4927762, Patente U.S. N°: 4560655,
documento WO 90/103430, documento WO 87/00195 e documento U.S.
RE 30985.

Os polinucleétidos subgendémicos da invencdo podem ser,
também, utilizados em veiculos de transferéncia de genes, com O
objectivo de distribuir um ARNm ou oligonucledétido marcador
metastdtico (com a seqguéncia do ARNm marcador metastdtico nativo
ou do seu complemento), proteina marcadora metastdatica completa,

proteina de fusdo marcadora metastdatica, polipéptido marcador
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metastatico ou ribozima ou anticorpo de cadeia unica,
especificos para um marcador metastdatico, numa célula, de um
modo preferido, numa célula eucariota. De acordo com a presente
invencao, um veiculo de transferéncia de genes pode ser, por
exemplo, ADN plasmidico nu, um vector de expressao viral
compreendendo um polinucledétido marcador metastdtico subgendmico
ou um polinucledétido marcador metastatico subgendmico, em

conjunto com um lipossoma ou um agente condensador.

E, também, divulgado um método de deteccdo da expressdo de
um gene marcador metastdtico numa amostra bioldégica. A deteccédo
da expressao do gene marcador metastatico é util, por exemplo,
para identificar metdstases ou para determinar o potencial
metastdtico numa amostra de tecido, de um modo preferido, num
tumor. Podem ser, entao, concebidos regimes de tratamento
adequados para doentes que estdo em risco de desenvolver cancros

metastdticos em outros 6rgdos do corpo.

A amostra corporal pode ser, por exemplo, um tecido sdélido
ou uma amostra fluida. O polipéptido nativo codificado pela
SEQ ID N°: 1 €& uma proteina putativa segregada e provavel de ser
detectada em fluidos corporais, incluindo sangue e fluido
linfatico, particularmente, os que drenam a partir de
localizacgdes tumorais no corpo. A proteina ou os produtos de
expressdo de &cidos nucleicos podem ser detectados na amostra
corporal. Numa forma de realizacgao, a amostra corporal é
ensaiada para a presenga de uma proteina marcadora metastatica.
Uma proteina marcadora metastdtica compreende uma sequéncia
codificada por uma sequéncia nucleotidica apresentada na
SEQ ID N°: 1 ou o seu complemento e pode ser detectada utilizando
anticorpos especificos para a proteina marcador da presente

invencao. Os anticorpos podem ser marcados, por exemplo, com uma
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marcacdo radioactiva, fluorescente, biotinilada ou enzimdtica e
podem ser detectados directamente ou podem ser detectados
utilizando métodos imunogquimicos indirectos, utilizando um
anticorpo secundario marcado. A presenca das proteinas
marcadoras metastdticas pode ser ensaiada, por exemplo, em
seccgdes de tecido, por imunocitoquimica ou em lisados,
utilizando, transferéncia de Western, como €& conhecido na
técnica. A presenca da proteina marcadora é indicadora de que a

amostra de tecido é metastatica.

Noutra forma de realizacdo, a amostra corporal ¢é ensaiada
para a presenca de ARNm da proteina marcadora. Uma amostra pode
ser feita contactar com uma sonda de hibridacdo de Aacido
nucleico capaz de hibridar com o ARNm correspondente ao
polipéptido seleccionado. Ainda além disso, a amostra pode ser
submetida a uma técnica de transferéncia de Northern para
detectar ARNm, indicando a expressao do polipéptido. Para as
técnicas em que € detectado ARNm, a amostra pode ser submetida a
um processo de amplificacdo de 4&cidos nucleicos pelo qual a
molécula de ARNm ou uma sua parte seleccionada ¢ amplificada,
utilizando iniciadores nucleotidicos adequados. Podem ser,
também, utilizadas outras técnicas de deteccao de ARN,

incluindo, mas ndo limitadas a, hibridacédo in situ.

Podem ser produzidas sondas especificas para proteinas
marcadoras, utilizando a sequéncia de ADNc divulgada na
SEQ ID N°: 1. As sondas tém, de um modo preferido, pelo menos, 15
a 50 nucledétidos de comprimento, embora estas possam ter, pelo
menos, 8, 10, 11, 12, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 60, 75 ou 100 ou
mais, nucledtidos de comprimento. Uma regiao preferida para
seleccionar sondas situa-se dentro das posigdes nucleotidicas

446-1173 da SEQ ID N°: 1. As sondas podem ser sintetizadas
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quimicamente ou serem produzidas a partir de polinucledtidos
mais longos, utilizando enzimas de restricdao. As sondas podem
ser marcadas, por exemplo, com uma marcacao radioactiva,

biotinilada ou fluorescente.

Opcionalmente, pode ser quantificado o nivel de um produto
de expressdao marcador metastdtico particular numa amostra
corporal. A quantificacdao pode ser realizada, por exemplo,
comparando o nivel do produto de expressdao detectado na amostra
corporal com as quantidades de produto presentes numa curva
padrao. A comparacao pode ser realizada visualmente ou
utilizando wuma técnica, tal como densitometria, com ou sem
assisténcia computadorizada. Para utilizacgdao como controlos, as
amostras corporais podem ser isoladas de outros humanos, outros
6rgaos nao-cancerosos do doente a ser testado ou cancro da mama
ndo-metastdatico do doente a ser testado. Como indicado pelos
presentes resultados, a expressao da SEQ ID N°: 1 em células do
cancro da mama pouco metastdtico ou ndo-metastdatico situa-se
entre 3% e 44% dos niveis de expressdo em células do cancro da
mama altamente-metastdtico. Se a expressdo numa amostra de teste
for, pelo menos, 2 vezes superior a de numa amostra de controlo

adequada, isto € indicador de células metastdaticas.

Os polinucledétidos codificando reagentes especificos para
marcadores metastaticos da invencdo, tals como anticorpos e
sondas nucleotidicas, podem ser proporcionados num kit para
detectar produtos de expressao do gene marcador numa amostra
bioldégica. O kit pode, também, conter tampdes ou componentes de
marcac¢ao, assim como instrugdes de utilizacdo dos reagentes para
detectar os produtos de expressao marcadores na amostra

biolégica.
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A expressdo de um gene marcador metastdatico pode ser
alterada, utilizando uma sequéncia oligonucleotidica
anti-sentido. A sequéncia anti-sentido & complementar a, pelo
menos, uma porgao da sequéncia codificante (nucledétidos
365-1173) de um gene marcador metastdtico tendo uma sequéncia
nucleotidica apresentada na SEQ ID N°: 1. De um modo preferido,
a sequéncia oligonucleotidica anti-sentido tem, pelo menos, seis
nucledétidos de comprimento, mas pode ter, pelo menos, cerca de
8, 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ou 50 nucledtidos de
comprimento. Podem ser, também, utilizadas sequéncias mais
longas. As moléculas oligonucleotidicas anti-sentido podem ser
proporcionadas num construgcdo de ADN e serem introduzidas em
células cuja divisdo deverd ser reduzida. Essas células incluem

células do cancro da mama altamente metastdaticas.

Os oligonucledtidos anti-sentido podem compreender
desoxirribonucledétidos, ribonucledétidos ou uma combinacado de
ambos. Os oligonucledétidos podem ser sintetizados manualmente ou
por um sintetizador automatizado, por 1ligacdo covalente da
extremidade 5’ de um nucledétido com a extremidade 3’ de outro
nucledétido com ligagdes internucledtido nao-fosfodiéster, tais
como, alquilfosfonatos, fosforotioatos, fosforoditioatos,
alquilfosfonotioatos, algquilfosfonatos, fosforamidatos, ésteres
de fosfato, carbamatos, acetamidato, ésteres carboximetilicos,
carbonatos e triésteres de fosfato. Ver Brown, 1994, Meth. Mol.
Biol. 20:1-8; Sonveaux, 1994, Meth. Mol. Biol. 26:1-72; Uhlmann
et al., 1990 Chem. Rev. 90:543-583.

Os anticorpos aqui divulgados que se ligam,
especificamente, a uma proteina marcadora metastatica podem ser,
também, utilizados para alterar a expressao de um gene marcador

metastdtico. Por anticorpos pretende-se significar anticorpos e
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suas partes ou derivados, tais como, anticorpos de cadeia unica,
que conservam a ligacdao especifica para a proteina. Os
anticorpos especificos ligam-se a proteinas marcadoras
metastdticas e impedem as proteinas de funcionar na célula. Os
polinucledétidos codificando 0s anticorpos especificos da

invencado podem ser introduzidos em células, como descrito acima.

As proteinas marcadoras aqui divulgadas podem ser
utilizadas no reastreio de fédrmacos que tém um efeito anti-
metastdtico terapéutico. O efeito de um composto de teste sobre
a sintese de proteinas marcadoras metastdticas pode ser, também,
utilizado para i1dentificar compostos de teste qgue modulam a
metdstase. 0Os compostos de teste que podem ser submetidos a
rastreio incluem qualgquer substédncia, seja produto natural ou
sintético, gque possa ser administrada ao individuo. Podem ser
testadas bibliotecas ou misturas de compostos. Os compostos ou
as substéncias podem ser aquelas para as quails € anteriormente

conhecido ou desconhecido um efeito farmacéuticos.

A sintese de proteinas marcadoras metastdticas pode ser
medida por gqualquer forma de medicdo da sintese ©proteica
conhecida na técnica, tais como incorporacdo de aminodcidos
marcados em proteinas e detecgcdo de proteinas marcadoras
metastdticas marcadas, num gel de poliacrilamida. A guantidade
de proteinas marcadoras metastdticas pode ser detectada, por
exemplo, utilizando anticorpos especificos para a proteina
marcadora metastdatica da invencdo em transferéncias de Western.
A quantidade de proteinas marcadoras metastdticas sintetizadas
na presenga ou na auséncia de um composto de teste pode ser
determinada por qualguer meio conhecido na técnica, tal como a

comparagao da quantidade da proteina marcadora metastatica
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sintetizada, com a quantidade de proteinas marcadoras

metastdticas presentes numa curva padrao.

O efeito de um composto de teste na sintese da uma proteina
marcadora metastdtica pode ser, também, medido por andlise de
transferéncia de Northern, medindo a quantidade de expressao de
ARNm da proteina marcadora metastdatica, em resposta ao composto
de teste, utilizando as sondas nucleotidicas especificas para a
proteina marcadora metastdatica da invencdo, como é conhecido na

técnica.

Tipicamente, uma amostra bioldgica ¢é feita contactar com
uma gama de concentracdes do composto de teste, tais como 1,0 nM,
50 nM, 10 nM, 50 nM, 100 nM, 500 nM, 1 mM, 10 mM, 50 mM e
100 mM. De um modo preferido, o composto de teste aumenta ou
reduz a expressdo de uma proteina marcadora metastatica em 60%,
75% ou 80%. De um modo mais preferido, é atingido um aumento ou

uma reducao de 85%, 90%, 95% ou 98%.

Sao, adicionalmente, divulgadas composicdes para aumentar
ou reduzir a expressdo da proteina marcadora metastédtica. Estas
composicgdes compreendem polinucledtidos codificando a totalidade
ou, pelo menos, uma porgao de um produto de expressao de um gene
de uma proteina marcadora metastdtica. De um modo preferido, a
composicdo terapéutica contém uma construgdo de expressao,
compreendendo um promotor e um segmento polinucleotidico
codificando, ©pelo menos, uma porgdo da proteina marcadora
metastatica, a qual é eficaz na reducgao do potencial
metastatico. As porgdes de genes ou proteinas marcadoras
metastaticas que sao eficazes na reducgao do potencial
metastdtico de uma célula podem ser determinadas, por exemplo,

introduzindo as porgdes dos genes ou polipéptidos marcadores
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metastdticos em linhas celulares metastdaticas, tais como
MDA-MB-231, MDA-MB-435, Kml2C ou Kml2L4 e ensaiando a taxa de
divisdo das células ou a capacidade das células para formarem
metdstases, quando implantadas in vivo, como € conhecido na
técnica. Podem ser utilizadas linhas celulares ndo-metastdaticas,
tais como MCF-7, para ensailar a capacidade de uma porgao de uma
proteina marcadora metastdtica para aumentar a expressido de um

gene marcador metastdtico.

Tipicamente, uma composicao terapéutica de marcador
metastdtico é preparada sob a forma de um injectdvel, como uma
solucao ligquida ou em suspensao; no entanto, podem ser, também,
preparadas formas sdélidas adequadas para solucdo ou suspensao em
veiculos liquidos, antes da injecgdo. Uma composicao de marcador
metastdatico pode ser, também, formulada num comprimido ou
cédpsula de gel com revestimento entérico, de acordo com o0s
métodos conhecidos na técnica, tais como os descritos na Patente
U.S. No: 4853230, no documento EP 225189, no documento
AU 9224296 e documento AU 9230801.

A administracao dos agentes terapéuticos marcadores
metastdticos pode incluir a administracdo local ou sistémica,
incluindo injecc¢édo, administracdo oral, acelerador de particulas
ou administracdo cateterizada e administracao tdépica. Podem ser
utilizados varios métodos para administrar uma composicgdo
terapéutica de marcador metastdtico, directamente, a um local

especifico no corpo.

Para 0 tratamento de tumores, incluindo lesdes
metastdticas, pode ser, por exemplo, injectada uma composicao
terapéutica de marcador metastdtico, varias vezes, em varias

localizacdes diferentes, dentro do Corpo do tumor.
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Alternativamente, podem ser 1identificadas as artérias que
abastecem um tumor e ser 1injectada uma composicdo terapéutica
nessa artéria, para distribuir a composicdo, directamente, no

tumor.

Um tumor gque tem um centro necrdético pode ser aspirado e a
composicao 1injectada, directamente, no centro do tumor entéo
vazio. Uma composicdo terapéutica de marcador metastdtico pode
ser administrada, directamente, a superficie de um tumor, por
exemplo, por aplicacdao tépica da composicdo. Pode ser utilizada
visualizacadao de raios-X, para auxiliar em alguns dos métodos de
distribuicdao acima. Pode ser administrada, simultaneamente ou
sequencialmente, uma combinacao de agentes terapéuticos,
incluindo proteinas ou polipéptidos marcadores metastdticos ou
um polinucledétido marcador metastdtico subgendmico e outros

agentes terapéuticos.

Alternativamente, pode ser introduzida uma composicgéao
terapéutica de marcador metastdatico em células humanas ex vivo e
as células serem, entao, substituidas no humano. As células
podem ser removidas a partir de varias localizacdes, incluindo,
por exemplo, um tumor seleccionado ou de um ¢érgao afectado. Além
disso, pode ser inserida uma composicao terapéutica em células
nao-afectadas, por exemplo, fibroblastos dérmicos ou leucdcitos
do sangue periférico. Se pretendido, podem  ser, também,
especificamente removidas do sangue, fraccgdes particulares de
células, tais como um subconjunto de células T ou células
estaminais (ver, por exemplo, documento PCT WO 91/16116). As
células removidas podem ser, entdo, feitas contactar com uma
composicdo terapéutica de marcador metastatico, utilizando
qualquer das técnicas descritas acima, seguidas pelo regresso

das células ao humano, de um modo preferido, a vizinhanca de um
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tumor ou dentro desta ou a outro local a ser tratado. Os métodos
descritos acima podem compreender, adicionalmente, o0s passos de
empobrecimento de fibroblastos ou de outras células tumorais
ndo-contaminantes subsequentes a remocdo de células tumorais de
um humano e/ou o passo de inactivacdo das células, por exemplo,

por irradiacgao.

Tanto a dose de uma composicdo de marcador metastatico,
como o0s meios da administracdao podem ser determinados com base
nas qualidades especificas da composicao terapéutica, estado,
idade e peso do doente, progressadao da doengca e outros factores
relevantes. De um modo preferido, uma composicao terapéutica da
invencdo reduz a expressdao dos genes marcadores metastdticos em
50%, 60%, 70% ou 80%. De um modo mais preferido, a expressao dos
genes marcadores metastdticos é reduzida em 90%, 95%, 99% ou
100%. A eficdcia do mecanismo seleccionado para alterar a
expressdo dos genes marcadores metastdticos pode ser avaliada
utilizando métodos bem conhecidos na técnica, tais como a
hibridacdo de sondas nucleotidicas com ARNm dos genes marcadores
metastdticos, RT-PCR quantitativo ou deteccdo das proteinas
marcadoras metastdticas, utilizando os anticorpos especificos da

invencao.

Se a composicao contiver as proteinas o polipéptido ou o
anticorpo marcadoras metastdticas as dosagens eficazes da
composicdo estdo na gama de cerca de 5 ug a cerca de 50 ng/kg de
peso corporal do doente cerca de 50 ug a cerca de 5 mg/kg cerca
de 100 pg a cerca de 500 ug/kg do peso corporal do doente e
cerca de 200 a cerca de 250 ug/kg.

As composicdes terapéuticas contendo polinucledtidos

marcadores metastdaticos subgendmicos podem ser administradas
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numa gama de cerca de 100 ng a cerca de 200 mg de ADN para
administracdo local. Podem ser, também, utilizadas gamas de
concentracao de cerca de 500 ng a cerca de 50 mg cerca de 1 ug a
cerca de 2 mg cerca de 5 pg a cerca de 500 pg e cerca de 20 pug a
cerca de 100 ug de ADN, durante um protocolo de terapia génica.
Factores, tais como, o método de accdo e a eficédcia de
transformacdao e da expressao sao consideracdes que irao afectar
a dosagem necessaria, para uma maior eficédcia dos
polinucleétidos marcadores metastdticos subgendémicos. Quando &
pretendida uma maior expressdao ao longo de uma maior &rea de
tecido, podem ser necessarias maiores quantidades de
polinucledtidos marcadores metastaticos subgendmicos ou as
mesmas quantidades, readministradas num protocolo de
administrag¢des sucessivas ou varias administrag¢des em diferentes
porcdes de tecido adjacentes ou prdximas de, por exemplo, um
local tumoral, para produzir um resultado terapéutico positivo.
Em todos os casos, a experimentacdao de rotina em ensaios
clinicos ird determinar gamas especificas para um efeito

terapéutico éptimo.

A expressdo de um gene marcador metastdatico enddgeno numa
célula pode ser, também, alterada, pela introdugcdao de uma
construgado de ADN compreendendo uma sequéncia gque visa uma
proteina marcadora metastatica, uma sequéncia reguladora, um
exdo e um local dador de excisao por recombinagdo homdéloga néao
emparelhado, na grelha de leitura correcta em relagcao ao gene
marcador metastatico enddgeno, de forma a que seja formada uma
célula recombinante homéloga, compreendendo a construgcao de ADN.
A nova unidade de transcricgcao pode ser utilizada para activar ou
desactivar o gene marcador metastdtico, como pretendido. Este
método de afectar a expressao génica enddgena € mostrado na

Patente U.S. N° 5641670.
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Um polinucledétido marcador metastdatico subgendmico pode
ser, também, distribuido a individuos alvo com o objectivo de
rastrear compostos de teste, para o0s que sejam uUteis para
intensificar a transferéncia dos polinucledétidos marcadores
metastdticos subgendémicos para célula ou para intensificar
efeitos Dbioldgicos subsequentes de polinucledétidos marcadores
metastdticos subgendémicos dentro da célula. Esses efeitos
bioldgicos incluem hibridagdo com ARNm marcador metastatico
complementar e inibicdo da sua traducdo, expressao de um
polinucledtido marcador metastdtico subgendmico para formar ARNm
marcador metastdtico e/ou proteina marcadora metastatica e
replicacéao e integracgao de um polinucledtido marcador
metastdtico subgendmico. O individuo pode ser um cultura celular
ou um animal, de um modo preferido, um mamifero, de um modo mais

preferido, um humano.

A divulgacdo acima descreve, de um modo geral, a presente
invencao. Pode ser obtida uma compreensdo mais completa, por
referéncia aos seguintes exemplos, especificos, o0s quais séao
aqui proporcionados com objectivos de, apenas, ilustracdo e néao

se destinam a limitar o ambito da invencéo.

EXEMPLOS

Materiais e Métodos

Cultura celular. As linhas celulares MDA-MB-435,
MDA-MB-231, ALAB, MDA-MB-466, MDA-MB-361, ZR-75-1, MCEF-7,
MDA-MB453 e SK-BR-3 do cancro da mama humano (obtidas da Chiron

Master Culture Collection, Chiron Corporation) foram cultivadas
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a 37 °C, em CO, a 5% em DMEM + HAM F-12 (1:1) (Bio*Whittaker,
Walkersville, MD) contendo L-Glutamina 2 mM, Piruvato de Sdédio
1 mM, Penicilina 100 U/mL e Estreptomicina 100 ng/mL
(Bio*Whittaker, Walkersville, MD), Solugcdao de Vitaminas 1 x,
Aminodcidos Nao-Essenciais 1 x (Irvine Scientific, Santa Ana,
CA) e soro fetal Dbovino a 10% inactivado por calor (Life
Technologies, Rockville, MD). As células C0OS-7 foram obtidas de
ATCC e foram cultivadas a 37 °C, em CO, a 5%, em DMEM com SOro

fetal bovino a 10% inactivado por calor (Life Technologies).

Concentragdo de Sobrenadante Opti-MEMI. Os meios de cultura
Opti-MEM1 (Life Technologies) foram concentrados por Centricon
YM-10 e/ou colunas Microcon YM-10 (Millipore Corporation,
Bedford, MA). Foi, entdo, adicionado tampao de aplicacao de

amostra em SDS-PAGE e as amostras foram fervidas.

Hibridagdo de transferéncia de Northern. Os ARN totais
foram preparados a partir de linhas celulares de cancro da mama
cultivadas e tecidos tumorais de murganhos SCID transplantados
com linhas celulares de cancro da mama com o Kit RNeasy Maxi
(Qiagen, Valéncia, CA). Foram aplicadas, aproximadamente, 20 ug
de ARN total por pista, num gel de formaldeido/agarose para
electroforese, seguidamente, foi transferido para uma membrana
de nylon Hybond-N+ (Amersham Life Sciences, Little Chalfont,
Inglaterra). A transferéncia foi fixa por irradiacdo com UV. Foi
pré-aquecido tampao Rapid-Hyb (Amersham Life Sciences) com ADN
de esperma de cadeia simples, desnaturado, 5 mg/mL, a 65 °C e a
transferéncia foi pre-hibridada no tampdo, com agitacao a 65 °C
durante 30 minutos. Foi adicionado um fragmento de ADNc de hsOAF
ou um fragmento de ADNc de f-actina como sonda marcada com [o—
2p1dCTP (3000 Ci/mmol, Amersham  Pharmacia Biotech Inc.,

Piscataway, NJ) (Kit Prime-It RmT, Stratagene, La Jolla, CA) e
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foi purificado com uma ProbeQuant™ G-50 Micro Column (Amersham
Pharmacia Biotech Inc.) e foi hibridado com a transferéncia, com
agitagao, a 65 °C durante a noite. A transferéncia foi lavada
com SSC 2 x, SDS 0,1% (w/v), a temperatura ambiente, durante 20
minutos, duas vezes em SSC 1 x, SDS 0,1% (w/v), a 65 °C, durante
15 minutos, seguidamente foi exposta a Hiperfilms (Amersham Life

Sciences) .

Imunotransferéncia. As amostras de proteina foram
submetidas a electroforese em géis de SDS-PAGE a 10-20% e,
seguidamente, foram transferidas para membranas de PVDF (0,2 um)
por electrotransferéncia em Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol

a 20% (v/v), pH 8,3. As membranas foram Dbloqueadas em TBST

(pH 7,5) contendo leite magro a 10%, seguidamente, foram
transferidas em PBS (pH  7,4) contendo BSA a 1% com SoOro
anti-hsOAF de coelho (1:1000), seguindo-se sondagem com um

anticorpo secundario IgG de cabra anti-coelho, conjugado com
fosfatase alcalina (1:2000) (Santa Cruz Biotechnology, Inc,
Santa Cruz, CA). As bandas de proteina foram, seguidamente,
visualizadas através do reagente NBTBCIP (Boehringer Mannheim,

Alemanha) .

Transfecgdo Transisente. A regido codificante (356-1174) do
ADNc do hsOAF foi clonada num vector de expressao pRetro-On
modificado (Clontech, Palo Alto, Ch). O vector pRetro-On
contendo hsOAF ou o vector pRetro-On de controlo com GFP foi
transfectado em células C0OS-7, numa placa de cultura de 100 mm,
utilizando Effectene™ Transfection Reagent Kit (Qiagen), como
descrito no protocolo fornecido pelo fabricante. As células
foram recuperadas em DMEM com FBS a 10%, durante a noite,

seguidamente, foram transferidas para Opti-MEM1. Ao fim de mais
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dois dias, o sobrenadante foi recolhido e foi concentrado, para

andlise de transferéncia de Western.

Transfecgdo com oligonucleétidos anti-sentido. As células
MDA-MB-435 foram inoculadas em placas de cultura de 6 pogos, um
dia antes da transfeccgao, para produzir uma densidade de 90% na
transfeccao. Foram diluidos 100 M de oligonucledtido
anti-sentido ou controlo reverso para 2 uM, em Opti-MEM1l, para
a transfeccdo. Foi diluido 1lipitoidl estéril 0,5 mM para uma
proporcao de 1,5 nm de 1lipitoidl:1 ug de oligonucledétido, no
mesmo volume de Opti-MEM1. O oligonucledétido diluido e o
lipitoidl diluido foram misturados e foram adicionados,
imediatamente, a células em meios de <cultura, para uma
concentracao final de oligonucledétido de 100, 200 ou 300 nM. Ao
fim de 6 horas, a mistura de transfeccao foi substituida por
meios de cultura normais e as células foram incubadas, para
recuperacao durante a noite. A sequéncia do oligonucledtido
anti-sentido & AGCTGCGGATGCCACACTTGTAGG (SEQ 1ID N°: 4) e a
sequéncia do oligonucledtido controlo reverso é

GGATGTTCACACCGTAGGCGTCGA (SEQ ID N°: 5).

Ensaio de invasdo de Matrigel. As células foram tratadas
com tripsina, lavadas e ressuspensas em meio para contagem.
Foram lavadas e ressuspensas 4 x 10° células em 100 pL de meio em
gelo. Foram adicionados 200 wuL de Matrigel (Collaborative
Biomedical Products, Bedford, MA) as células no gelo. O Matrigel
e as células foram cuidadosamente misturados, seguidamente,
foram dispensados numa placa de cultura de 24 pocos e foram
solidificados a 37 °C, durante 30 min. A mistura Matrigel-
células foi coberta com 0,5 mL de meio e foi incubada a 37 °C,

em CO, a 5%, durante 6 dias. O meio foi substituido cada 2 dias.
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Ensaio de proliferagdo. As células foram tratadas com
tripsina, lavadas e ressuspensas em meios para a contagem. As
células foram, seguidamente, transferidas para placas de
96 pogos (5000 células/pogo) para incubagdo. Os nuUmeros de
células foram medidos com o Quantos™ Cell Proliferation Assay

Kit (Stratagene, La Jolla, CA), diariamente.

EXEMPLO 1

IDENTIFICACAO DE UMA SEQUENCIA DE ADNC HUMANO

Na SEQ ID N°: 1 é apresentado o ADN codificando um homdélogo
humano putativo do gene Out at First (oaf) de Drosophila. Na
Figura 7 €& apresentado um alinhamento de hsOAF e OAF de
Drosophila. O polinucledétido compreende 2366 pares de bases e é
identificada uma grelha de leitura aberta. Na SEQ ID N°: 2 é
apresentada uma traducdao da ORF, um polipéptido com 273
aminoadcidos. A Figura 4 apresenta as sequéncias de ADN e de
aminodcidos, indicando a posicdo da ORF. Os 30 primeiros
aminodcidos formam um péptido sinal, indicando que a proteina
pode ser segregada. A sequéncia de aminodcidos do péptido sinal

é¢: MRLPGVPLARPALLLLLPLLAPLLG#TGAPA (SEQ ID N°: 3). “#” indica

que a posicdao do local previsto de corte com protease.
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EXEMPLO 2

EXPRESSAO DIFERENCIAL DA SEQ ID N°: 1 EM LINHAS CELULARES
DO CANCRO DA MAMA

Foi comparada a expressao da SEQ ID N°: 1 nas seguintes

linhas celulares do cancro da mama humano:

MDA-MB-361, derivada de adenocarcinoma da mama humano;

MDA-MB-231, derivada de células do cancro da mama humano,

metastatico no osso e/ou pulméo;

MDA-MB-468, derivada de células do cancro da mama humano,

negativas para o receptor do estrogénio;

MDA-MB-435, derivada de células de carcinoma da mama

humano, negativas para o receptor do estrogénio;

MCF-7, derivada de células do cancro da mama humano, nao-

metastdatico; e

ZR-75-1, derivada de células de carcinoma da mama humano,

positivas para o receptor do estrogénio.

A expressao da SEQ ID N°: 1 foi medida nas linhas celulares
do cancro da mama MDA-MB 231 e MDA-MB-435, altamente
metastdticas e foil comparada com linhas celulares do cancro da
mama pouco metastdticas ou nado-metastdaticas. A expressao na
MDA-MB-361 foi 11% do nivel na MDA-MB-231; a expressao na

MDA-MD-468 foi 44% do nivel na MDA-MB-231; a expressao na MCF-7
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foi 17% do nivel na MDA-MB-231; e a expressao na ZR-75-1 foi 12%

do nivel na MDA-MB-231.

A expressao na MDA-MB-361 foi 6% do nivel na MDA-MB-435; a
expressado na MDA-MB-468 foi 36% do nivel na MDA-MB-435; e a
expressao na MCF-7 foi 3% do nivel na MDA-MB-435. Deste modo,
como apresentado na Tabela 2, verifica-se uma tendéncia evidente
de expressao aumentada da SEQ ID N°: 1 em linhas celulares do
cancro da mama derivadas de tumores humanos com elevado

potencial metastatico.

Tabela 2

Linha Celular Linhas Celulares Pouco Metastdticas: % de
Altamente Metastdtica |Expressdo em Relacdo as Linhas Celulares

Altamente Metastaticas

MDA-MB-361 MDA-MB-468 MCF-7 ZR-75-1

MDA-MB-231 11% 44% 17% 12%
MDA-MB-435 6% 36% 3% ND

Permaneceu um padrao de expressao semelhante deste gene em
amostras de tecido tumorais de murganhos SCID transplantados com

linhas celulares de carcinoma mamdrio tumorigénico. (Figura 6.)
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EXEMPLO 3

HSOAF CODIFICA UMA PROTEINA SEGREGADA E 0S NIVEIS DE
SECRECAO DA PROTEINA HSOAF SAO COMPATIVEIS COM OS NIVEIS DE
EXPRESSAO DE ARNM DE HSOAF DE LINHAS CELULARES DE CARCINOMA
MAMARIO.

E localizada uma sequéncia de péptido sinal prevista, no
terminal N da sequéncia de aminodcidos deduzida a partir do gene
hsOAF (Fig. 3). Foili realizada a transfecgdo transiente das
células CO0S-7 e das células MCF-7 com o vector pRetro-On
contendo ADNc de hsOAF, para verificar a secrecao da proteina
hsOAF. Entretanto, foi utilizado o vector pRetro-On contendo
GFP, como controlo. Apds transfeccdao com hsOAF, a proteina hsOAF
segregada foi detectada por imunotransferéncia nos meios de
cultura Opti-MEM1 de ambas as linhas celulares, utilizando um
anti-soro hsOAF de coelho (Fig. 8A). A proteina hsOAF segregada
estava, provavelmente, glicosilada, uma vez que foram observadas
bandas multiplas com pesos moleculares aparentes mais elevados
(0o PM previsto para a proteina hsOAF segregada é de 28 Kda). O
mesmo anti-soro hsOAF foi utilizado para detectar a secregao da
proteina hsOAF em varias linhas celulares de carcinoma mamario.
Os niveis de secrecao da proteina hsOAF foram globalmente
consistentes com os niveis de expressao de ARNm de hsOAF de
entre estas linhas celulares: as linhas celulares altamente
metastdticas apresentaram uma secrecdo de hsOAF muito mais
significativa do que as linhas celulares pouco
metastdticas/ndo-metastaticas (Fig. 8B). A MDA-MB-435 apresentou

a secrecado mais significativa da proteina hsOAF.
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EXEMPLO 4

A INACTIVACAO DA EXPRESSAO DE HSOAF EM CELULAS MDA-MB-435
PELO OLIGONUCLEOTIDO ANTI-SENTIDO, CAUSOU MODIFICACAO
MORFOLOGICA, INVASIVAVIDADE CELULAR REDUZIDA E TAXA DE
PROLIFERACAO MAIS LENTA

Foi utilizada tecnologia de oligonucledétidos anti-sentido,
para inactivar a expressao do hsOAF, para determinar se o nivel
elevado de expressao do gene hsOAF é essencial para o potencial
metastatico das células do carcinoma mamario humano,
seguidamente, foram observados os efeitos consequentes. Foi
seleccionada a MDA-MB-435, uma vez qgue esta linha celular
altamente metastdatica apresentava a secrecdo de proteina hsOAF
mais significativa, de entre todas as linhas celulares de cancro
da mama examinadas. Foram seleccionados varios pares de
oligonucledétidos hsOAF anti-sentido (AS) e controlo reverso
(RC), para testar para a sua capacidade para inactivar a
expressdo do gene hsOAF ao nivel do ARNm. Foi realizada analise
em tempo real quantitativa RT-PCR em Lightcycler (Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN), para medir os niveis de ARNm de
hsOAF nas células. Kang, S., et al., Cancer Research
60(18) :5296-5302 (2000). O melhor par foi, entdo, seleccionado
para a titulacdo da concentracdo de trabalho do oligonucledtido.
é preferida uma concentracdao baixa de oligonucledétido, para
reduzir a toxicidade potencial dos oligonucledétidos para as
células. 0Os resultados indicaram que o tratamento com 100 nM do
oligonucledtido anti-sentido foi suficiente para reduzir,
significativamente, a secrecdao da proteina hsOAF pelas células
MDA-MB-435. (Figura 12). Foi utilizado este par de
oligonucledtidos (SEQ ID N°: 4 (AS) e 5 (RC)), nas concentracgdes

de trabalho de 100 nM, em todas as experiéncias seguintes.
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Apds o) tratamento das células MDA-MB-435 com
oligonucledétido hsOAF anti-sentido, foi observada uma alteracao
morfoldgica significativa das células, juntamente com uma
secrecdao reduzida da proteina hsOAF (Fig. 10A). As células
tornaram-se mais esféricas e perderam as suas protrusdes
proliferantes. Entretanto, as células tratadas com
oligonucledétido controlo reverso permaneceram semelhantes as
células MDA-MB-435 normais de cultura de tecidos. Além disso, o©
meio de cultura das células MDA-MB-435 normais, contendo um
nivel elevado da proteina hsOAF, como o meio condicionado
adicionado a células tratadas com oligonucledtido anti-sentido,
foi capaz de prevenir esta alteracao morfoldgica, embora nao
completamente. Esta alteracao da forma celular pode ser uma

indicag¢ao de capacidade de invasao reduzida das células.

Foi, entdo, realizado um ensaio de invasdo de Matrigel,
para estimar a invasividade das células. Tem sido descrito que
uma morfologia estrelada, invasiva, das células do cancro da
mama embutidas em matrigel se correlaciona com o seu potencial
metastdatico (Thompson, E. W., et al., J. Cell Physiol.
150(3) :534-44 (1992); Sugiura, T., et al. J. Cell Biol,
146(6) :1375-89 (1999) ; Albini, A., et al., Cancer Res.
47 (12) :3239-45 (1987); e Kramer, R. H., et al., Cancer Res. 46(4
Pt 2):1980-89 (1986)) e isto foi confirmado em varias linhas
celulares do cancro da mama cultivadas em matrigel. As células
foram tratadas com tripsina, foram contadas e foram misturadas
com matrigel. A mistura célula-matrigel foi, entado, coberta com
meio. A invasao celular foi examinada, 6 dias apds a incubacgao,
(Fig. 10B). Os resultados demonstraram gque as células tratadas
com oligonucledtido hsOAF controlo reverso formaram estruturas

tridimensionais invasivas penetrantes, semelhantes a uma rede,
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tal como ocorreu com as células MDA-MB-435 normais; por outro
lado, as células tratadas com oligonucledétido hsOAF anti-sentido
formaram, apenas, coldnias lisas, esféricas. Novamente, foram,
também, observadas coldnias penetrantes nas células tratadas com
oligonucledtido hsOAF anti-sentido, incubadas em meio
condicionado. Estes dados demonstram que é necessdria a proteina
hsOAF segregada para o potencial de invasividade e metastatico

das células MDA-MB-435.

Foram realizadas experiéncias adicionais para examinar se a
proteina hsOAF segregada estava envolvida no crescimento das
células MDA-MB-435. O0Os vresultados do ensaio de proliferacéao
celular indicaram gque a inactivacgdo da secrecdo de proteina
hsOAF diminuiu, de facto, a taxa de proliferacdo das células

MDA-MB-435, embora a modificacdo tivesse sido moderada.

EXEMPLO 5

ANALISE DE TRANSFERENCIA DE NORTHERN DA EXPRESSAO DE ARN EM
LINHAS CELULARES DO CANCRO DA MAMA HUMANO E EM TECIDOS HUMANOS

Como apresentado na Figura 5, a expressdao de ARNm foi
regulada positivamente em linhas celulares MDA-MB-231 e
MDA-MB-435 metastaticas. O ARN total foil preparado utilizando o
Kit RNeasy da Quiagen. Foi realizada andlise de transferéncia de
Northern, utilizando 20-30 ung de ARN total, isolado por
extracgcdo com tiocianato de guanidina/fenol clorofdérmio, a
partir de 1linhas celulares, tumores primdrios ou metdstases
pulmonares. Os tumores primdrios e as metdstases pulmonares
foram desenvolvidos a partir de linhas celulares injectadas em

murganhos scid, de acordo com os métodos bem conhecidos na
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técnica. Foram radiomarcados plasmideos contendo clones de ADNc
parcial de hOAF clonado no Vector pCR2.0-TA (In vitrogen) e
foram hibridados a 65 °C em Express—-hyb (Clontech). De todos os
tecidos examinados, o figado, o péncreas, o bacgo, o ovario e o
intestino delgado apresentaram expressdo significativa do hsOAF.
Foi, também, detectada expressao de ARNm do HsOAF no coracgao,
musculo esquelético, rim, prdstata, cdélon e medula Ossea.

(Figura 9).

A Tabela 3 apresenta a percentagem de positivos para hsOAF

em varios tumores e tecidos normais.

Tabela 3

Imuno-histoquimica: Percentagem de positivos para hsOAF

Tumor Normal
Pancreas 9/11 0/9
Eséfago 5/8 0/1
Figado 3/6 0/13
Estdémago 6/7 6/10
Mama 1/1
De Hodgkin 1/8

EXEMPLO 6

ENSAIO COM AGAR MOLE

Ensaio com Agar Mole: A camada inferior consistiu em 2 mL
de agar a 0,6% em meios plagqueados de novo, algumas horas apds a

deposicado das células. Para a camada das células, as células
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MDA-MB-435, como descritas acima, foram removidas da placa com
tripsina a 0,05% e foram lavadas, duas vezes, nos meios. As
células foram contadas num contador coulter e foram ressuspensas
a 106 por mL nos meios. Foram colocadas aliquotas de 10 mL com
os meios, em placas de 96 pocgos (para verificar a contagem com
WST1) ou foram diluidas, adicionalmente, para o ensaio com agar
mole. Foram diluidas 2000 células em 800 mL de agar a 0,4% em

pocos duplicados, sobre a camada inferior de agar a 0,6%.

Camada dos meios: Apds o agar de camada de célula ter
solidificado, foram vertidos 2 mL de meio do topo e foi
adicionado oligonucledétido anti-sentido ou controlo reverso, sem
veiculos de transferéncia. Foram adicionados novos meios e

oligonucledétidos, cada 3-4 dias.

As coldénias foram contadas durante 10 dias a 3 semanas. Os
campos de coldénias foram contados visualmente. Foram utilizados
os valores do metabolismo de Wst-1 para compensar peguenas
diferengas no numeroc inicial de células. Podem ser examinados
campos mailores para o registo visual das diferencgas. Os
resultados sao apresentados na Figura 6, na qual as células
MDA-MB-435 tratadas com anti-sentido formaram menos coldnias, em

comparacgao com células expostas ao oligonucledétido de controlo.

Os especialistas na técnica 1irdo reconhecer ou serao
capazes de apurar muitos equivalentes as formas de realizacao
especificas da invencadao aqui descritas, utilizando apenas
experimentacdo de rotina. Pretende-se que essas formas de
realizacdo especificas e equivalentes sejam abrangidas pelas

reivindicag¢des seguintes.

Lisboa, 2 de Setembro 2008
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REIVINDICACOES

Utilizagdo de uma molécula oligonucleotidica anti-sentido,
compreendendo uma sequéncia anti-sentido com, pelo menos, 8
nucledtidos de comprimento, a qual ¢é complementar a uma
porcao da sequéncia codificante que abrange os nucledtidos
365 a 1173 da SEQ ID N°: 1, para a preparacao de uma
composicao farmacéutica para o tratamento do cancro da mama

e/ou metdstases do cancro da mama.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que a
sequéncia anti-sentido tem, pelo menos, 12, 15, 20, 25, 30,

35, 40, 45 ou 50 nucledtidos de comprimento.

Utilizacdao de acordo com a reivindicacdao 1 ou 2, em que a
molécula oligonucleotidica anti-sentido compreende

ribonucledétidos e/ou desoxirribonucledtidos.

Utilizacdo de acordo com qualquer das reivindicacgdes 1 a 3,
em que a molécula oligonucleotidica anti-sentido tem a

sequéncia da SEQ ID N°: 4.

Utilizacdo de acordo com qualquer das reivindicacdes 1 a 4,
em que a molécula oligonucleotidica anti-sentido &

proporcionada numa construgao de ADN.

Utilizacdo de acordo com qualquer das reivindicacgdes 1 a 5,
em que a composigao se destina a administracgao local ou

sistémica.



Utilizacdo de acordo com qualquer das reivindicacdes 1 a 6,
em que a composicdo reduz em 50% a expressao dos genes

marcadores metastaticos.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que a
molécula oligonucleotidica anti-sentido compreende, pelo
menos, 20 nucledétidos contiguos, complementares a sequéncia
codificante que abrange os nucledétidos 365 a 1173 da

SEQ ID N°: 1.

Lisboa, 2 de Setembro de 2008
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SEQ ID N2:1

CCRCRAGRTGOGCGATCTCTTTAAGGCGGATCCTRRTGRTTTCTGTTTCCTGAAGGAAGTRACGGAGGATAGRATTGAATGAAAGTGCAAM
CACAGGCTCGCAGCACTGRAGCCCRGAGCCGCGAGCCAGRCCARGECAGCGCCGTCTCCRCCTCARRGCCGCCAERAGCACCCTRTRAGCE
CTACCCACGTGCATCCRCGCCACCTCGLAGACRACCCCACAGCCAAGGCCCCCRGCGRARCGRCTCCCRARCACCCCRAACTAGCTCCCAACT
TTGGGCGAAGTTTGCCTGCACCTCTCCCCGCCCCCACGCRRCGCAC0GRGRCCAORGACGRCAGCARCCCCCRRGRATGLACCTTCCCRGEGT
ACCCCTGGCGCGCCCTRCCTRCTRCTRCTGCTRCCACTRCTCGCGCCRCTGCTRREAACGRGTGCGCCAGCCRAGCTRLRGATCCRCATGEG
GCTRCOGRACGGCCAGRTGACCRAGGAGAGCCTGCAGGCARACAGCGACGCGRACAGCATCAGCCTCGAGC TGCGCAAGCCCGACGGCACCCT
CGTCTCCTTCACCGCCGACTTCAAGAAGGATGTGAAGGTCTTCCGRGCCCTGATCCTGEAGGAGCTRGAGAAGGGRCAGAGTCAGTTCCAGGE
CCTCTGCTTTGTCACCCAGCTGCAGCACAATGAGATCATCCCCAGTGAGGCCATGGCCAAGCTCCGRCAGAMAATCCCCGGGCAGTGCGGCA
GGCOGAGGAGGTTCGGAGTCTGGAGCATCTGCACATGGATATCGCTGTCAACTTCAGCCAGGGGRCCCTGCTGAGCCCCCATCTCCACAACGT
GIGTGCCGAGGCCGTGRATGCCATCTACACCCGCCAGGAGRATGT CCGGTTCTGGCTGRAGCAAGGTGTGGACAGTTCTRTGTTCRAGRCTCT
GCCCAAGGCCTCAGAGCAGGCGGAGCTRCCTCRCTGCAGGCAGRT GEGGRGACCRCAGRAAGCCCTGCGTCTGCCACTATRGCCTGAGCCTRGE
CTGGTACCCCTGCATGCTCAAGTACTGCCACAGCCGCGACCGGRCCCACGCCCTACAAGTGTGGCATCCRCAGCTGCCAGMGAGCTACAGCTT
CGACTTCTACGTGCCCCAGAGGCAGCTRTGTCTCTGGGATRAGGATCCCTACCCAGGCTAGRGTRGRAGCAACCTGRGCAGATGRCTGCTCTG
GGCCCACTGCTCTTCACCAGCCACTAGAGGGGRTGGCAACCCCCACCTRAGGCCTTATTICCCTCCCTCCCCACTCCCCTRRCCCTAGAGCCT
GGGCCCCTCTGRCCCCATCTCACATGACTGTGAAGGGGGTATGGCATGACAGRGGATCTCATGAAGGCACCCCCATTCCCACCCTRTGECTTC
CTTGCGGGCAGAGAGGGAGAGAAGGGCTCCCCAGATCTACACCCCTCCCTCCTGCATCTCCCCTGGAGTGTTCACTTGCAAGCTGCCAARACA
TGATGGCCTCTGRTTGTTCTATTGAACTCCTTGAACGTTTAGACCCTAAAAGGAGTCTATACCTGGACACCCACCTCCCCAGACACAACTCCC
TTCCCCATGCACACAT CTGGAAGGAGCTRGCCCCTCAGTCCCTTCCTACTCCCCAACAAGRGGCTCACTATCCCCAAAGAAGRAGCTGTTEGG
GACCCACGACGCAGCCCCTGTACTGGATTACAGCATATTCTCATCTCTGGCCCCRAGGCTGCCTATRRARCAARTGRAGACCTCCCATCACTG
AGACAGATCACAGACCACGAGTGCCTTTCCCGRACCTRGACGTTRCCTCCAAAACAGGCACCAGCTCTTTCCCTCTCTAGACAGAMTATTTT
TGTAAGGTTCTGRGRCAGGGAGGGAGCATGAAGTACGAGGAAAACTTGAATTCCAGATTTTTAATGCAAAGTATTTATCATTTCTACCAGAAA
TAAACRTTTTAAGTTTTTACTTGACTAATGAGACCCAGAGT TTGGAGAAAACTTTTGGCCAATGCTGCCACCTGATGTCAGAAAGTGTCCCCA
CACCCTAGCAGTGGCCTATCTTGGAACAAGAACTTCGAAAGCACCTACTGTGTGCTCAGCCATTTRAGGAAGGAAGRAGGAGAAGGAAGATGT
TACTAGGGAAGGATGAGATAAMACTTCTGCACCCAAGACAATGAGACAGACATAACTGCAACCGTAGTAAGCCAGTCAGAAATAGCCAGCACR
MGGCAAGAGATGRGGTGGAGATTGGAACCCCRCTTCAGATCTGRGCTCRGCTACTTACCTGCTGTGCAGCCATGGRTCAAGTTGCTTGACCT
CTCTGTGCCTCCACTCCCTTAGCTATAAAMATGAGCTTACTT

Fig. 1
SEQID N2: 2
MRLPGVPLARPALLLLLPLLAPLLGTGAPAELRVRVRLPDGQVTEESLQADSDADSISLELRKPDGTLVSFTADFKKDVKVFRAL ILGELEKG

QSQFQALCFVTQLQHNE I IPSEAMAKLRQKNPRAVRQAEEVRGLEHLHMDVAVNF SQGALLSPHLHNVCAEAVDATYTRQEDVRFWLEQGVDS
SVFEALPKASEQAELPRCRQVGDRGKPCVCHYGLSLAWYPCMLKYCHSRDRPTPYKCGIRSCQKSYSFDF YVPQRQLCLWDEDPYPG*

Fig. 2

MRLPGVPLARPALLLLLPLLAPLLG TGAPA

Fig. 3
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da sequéncia: 1 a 2366

SEQ ID N2:1

SEQ ID Ne: 2

10 2 30 40 50 60 10 80 90
CCR0GAGGTRCRCGRTCTCTTTAAGGCBGRTCCTRRTGRTTTCTGTTTCC TGAAGGAAGTGACGRGEGRTGEGAT TGAATGAAMGTGCA
GRCGCTCCACGCGCCAGAGAAATTCCGCCCAGGACCACCAMGACAARGRACTTCCTTCACTGCCCCCCACCCTAACTTACTTTTCACGT

100 110 120 130 140 150 160 170 180
AMACACAGGCTCRCAGCACTGRARCCCGRGRCCGIARAGCCRAGCCARRGCAGCGCCATCTCCRCCTCAGAGCCACCRGEGECECCCTEE
TTTGTGTCCGAGCATCGCGACCTCAGRCCCCRACGCCTCRRCCCRRCCCCGTCRCAGCAGAGRCARAGCCCCRRCAGCCCCCACEGRACE

190 200 210 220 230 240 250 260 210
TGAGCGCTACCCACGTGCGTCCACRCCACCTCACAAGCAACCCCGCRGCCAAGRCCCCCGRCGRAGCGRCTCCOGRGCACCOCRAACTAG
ACTCGCGATGGRTGCACACAGGCGCRRTARAGCGCCCGCTRRGACACCRATTCCRRAGECCRCCTCACCRAGGRCCCRCGREGTTRATC

280 290 300 310 320 330 340 350 360
CCOCCAACTTTRRGCGAAGTTTGCCTRCGCCTCTCCCCRCCCCCACGCRGCRCACCARRACCACRRACARCAGCRRCCCCORRERATGLG
GRGGATTGAAACCOGCTTCAAACGRACGLGGAGAGGRGCGRAGATRCGCCACGCGRCCCCAGLACCTRCCATCACCGRAEECCCCTACAE

MR
TRADUGAO DO OAF HUMANO [A] >

30 380 390 400 410 420 430 440 450
CCTTCCCRGRATACCCCTRGCRCACCCTRCGCTGCTRCTRCTRCTRCCRCTGRCTCRCGCCRCTGCTRRGAACGRGTGCACCRGCCRAGET
GGAAGGGCCCCATGRAGACCRCGCRGRACGCGACRACGACGACGACGRCRACGAGCACRGCRACGACCCTTRCCCACGCGGLCRGLTCRA

LPGVPLARPALLLLLPLLAPLLGTGAPAELD
TRADUCAO DO OAF HUMANO [A] >

460 470 480 490 500 510 520 530 540
GCGGGTCCRORTRCAGCTGCCRRACGECCAGRTRACCRAGRAGAGCCTGCAGRCGRACAGCGACROGRACAGCATCAGCCTCGAGCTGCG
(GCCCAGGCGCACGCCGACGRCCTRCCRRTCCACTRECTCCTCTCRGACGTCCRCCTRTCRCTRCGCCTRTCGTAGTCGRAGCTCRACGE

RVRVRLPDGQVTEESLQADSDADSISLELR
TRADUGCAO DO OAF HUMANO [A] >

550 560 570 580 590 600 610 620 630
CAAGCCCGACGGCACCCTCRTCTCCTTCACCGCCGACTTCAAGAAGGATGTGAAGGTCTTCCGRGCCCTRATCCTGRGREAGCTRRAGAA
GTTCGRACTGCCATRAGAGCAGAGGAAGTGRCGGCTRAAGTTCTTCCTACACTTCCAGAAGGCCCGRGACTAGRACCCCCTCGACCTCTT

KPDGTLVSFTADFXKKDVKVFRALILGELEK
TRADUGAO DO OAF HUMANO [A] >

640 650 660 670 680 690 700 710 120
GGGGCAGAGTCAGTTCCAGGCCCTCTECTTTGTCACCCAGCTGCAGCACAATGAGATCATCCCCAGTGAGGCCATRGCCAAGCTCCERCA
CCCCQTCTCAGTCAAGGTCCGGRAGACGAAACAGTGGGTCGACGTCGTGTTACTCTAGTAGGGGTCACTCCGRTACCGGT TCGAGRCCGT

GOSQFQALCFYTQLQHNETIPSEAMAKLR®
TRADUGAO DO OAF HUMANO [A] >

Fig. 44
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730 740 750 760 770 780 790 800 810
GAAMMATCCCCGRRCARTGCGGCAGGCAGAGRAGRTTCAGGRTCTGGAGCATCTGCACATGGATGTCGCTGTCAACTTCAGCCAGRGGGC
CTTTTTAGGGGCCCRTCACGCCGTCCGCCTCCTCCAAGCCCCAGACCTCGTAGACGTGTACCTACAGCGACAGT TRAAGTCGGTCCCCCG

KNPRAVRQAEEVRGLEHLHMDVAVNFSQGA
TRADUGAO DO OAF HUMANO [A] >

820 830 840 850 860 870 880 890 900
CCTGCTGAGCCCCCATCTCCACAACRTRTGTGCCGAGGCCRTGRATGCCATCTACACCCGCCAGGAGGATGT CCGRTTCTGRCTGGAGCA
GRACGACTCGGRGATAGAGGTATTGCACACACGRCTCCGRCACCTACGRTAGATGTGAGCGARTCCTCCTACAGRCCAAGACCRACCTCGT

LLSPHLHNVCAEAVDAIYTRQEDVRFUWLEDR
TRADUGAO DO OAF HUMANO [A] >

910 920 930 940 950 90 970 980 990
AGGTGTGGACAGTTCTGTGTTCGAGGCTCTGCCCAAGRCCTCAGAGCAGRLGRAGCTGCCTCRCTGCAGGCAGGTGEGEGACCACERAAA
TCCACACCTGTCAAGACACAAGCTCCGAGACGGRTTCCGRAGTCTCGTCCACCTCGACGGAGCGACGTCCGTCCACCCCCTRGCGCCCTT

GVDSSVFEALPKASEQAELPRCRQVGDRG K
TRADUGAO DO OAF HUMANO [A] >

1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080
GCCCTGCRTCTRCCACTATGGCCTGAGCCTEGCCTRGTACCCCTRCATRCTCAAGTACTGCCACAGCCGCGACCGRCCCACGCCCTACAA
(GAGACGCAGACGGTGATACCGGACTCRRACCGRACCATGRGRACATACGAGTTCATGACGGTGTCRGCGCTGRCCGGRTGUGEGATGTT

PCVCHYGLSLAWYPCMLKYCHSRDRPTPYK
TRADUGAO DO OAF HUMANO [A] >

1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
GTRTGGCATCCGCAGCTGCCAGAGAGCTACAGCTTCRACTTCTACGTGCCCCAGAGGCAGCTTRTCTCTRGRATGAGGATCCCTACCE
CACACCGTAGGCGTCGACGRTCTTCTCGATGTCGAAGCTGAAGATGCACGRGRTCTCCGTCRACACAGAGACCCTACTCCTAGGGATGAG

CGIRSCQKSYSFDFYVPQRQLCLWDEDPYP
TRADUGAO DO OAF HUMANO [A] >

1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260
AGGCTAGGGTGRGAGCAACCTGRGCGRRTGGCTRCTCTGRAGCCCACTGCTCTTCACCAGCCACTAGAGGGGGTGGCAACCCCCACCTRAG
TCCGATCCCACCCTCGTTGGACCCRCCCACCRACGAGACCCGGGTRACGAGAAGTGGTCRGTGATCTCCCCCACCGTTGRGRGTGRACTC

G *

1270 1280 1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350

GCCTTATTTCCCTCCCTCCCCACTCCCCTGGCCCTAGAGCCTGRGCCCCTCTGRGCCCCATCTCACATGACTATGAAGGRGRTATGGCATG
CGRAATAAAGGGAGGGAGGGGTGAGGGGACCGRGATCTCRGACCCRGARARACCRGRGTAGAGTGTACTGACACTTCCCCCACACCRTAC

Fig. 48
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1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
GCAGGGGATCTCATGAAGGCACCCCCATTCCCACCCTRTGCCTTCCTTGCGGGCAGAGAGGGAGAGAAGRGC TCCCCAGATCTACACCCC
(GTCCCCCAGAGTACTTCCATRAGAGTAAGRATGRGACACGRAAGGAACGCCCRTCTCTCCCTCTCTTCCOGAGGRRTCTAGATGTGGGG

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530
TCCCTCCTGCATCTCCOCTGGAGTRTTCACTTGCAAGCTGCCAAMCATGATGGCCTCTRRTTGTTCTGTTGAACTCCTTGAACGTTTAG
AGGGAGGACRTAGAGRGGACCTCACANGTGAACGTTCGACGGTTTTGTACTACCGRAGACCAACAAGACAACTTGAGGAACTTGCAMTC

1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610 1620
ACCCTAAMGGAGTCTATACCTGGACACCCACCTCCCCAGACACAACTCCCTTCCCCATGCACACATCTGRAAGGAGCTRGCCCCTCAGT
TRGGATTTTCCTCAGATATGRACCTGTGRGTRGAGGGT CTATGTTGAGGGAAGGRGTACATRTGTAGACCTTCCTCGACCGGGGAGTCA

1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700 1710
CCCTTCCTACTCCCCAACAAGRRGCTCACTATCCCCAAGAGRAGCTGTTGGRGACCCACGACGCAGCCCCTRTACTGGATTACAGCAT
GRGAAGGATGAGGEGTTGTTCCCCRARTGATAGRGGTTTCTTCCTCGACAACCCCTGRGTGCTGCGTCRGRGACATGACCTAATGTCATA

1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800
ATTCTCATCTCTGGCCCCGAGRCTGCCTGTERRRCGAGTGRAGACCTCCCATCACTGAGACAGATCACAGACCACGAGTGCCTTTCCCGG
TAAGAGTAGAGACCGGAGCTCCRACBRACACCCCRCTCACCTCTGRAGGRTAGTGACTCTRTCTAGTGTCTGATGCTCACGGAAAGERCC

1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890
ACCTGGACRTTRCCTCCAAMACAGGCACCAGCTCTTTCCCTCTCTAGACAGARATATTTTTGTAAGGT TCTGRGRCAGGRAGGGAGCATG
TGGACCTGCAACGGAGRTTTTGTCCRTGRTCRAGAMGGGAGAGATCTGTCTTTATAMAACATTCCAAGACCCCGTCCCTCCCTCRTAC

1900 1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980
MGTACGAGGAMACTTGAATTCCAGATTTTTAATGCANGTATTTATCATTTCTACCAGAAATAMCGTTTTAAGTTTTTACTTGACTA
TTCATGCTCCTTTTGAACTTAAGGTCTAAAAATTACGTTTCATAAATAGTAAAGATGGTCTTTATTTGCAAAATTCAAAMTGAACTGAT

1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070
ATGAGACCCAGAGTTTGGAGAAMCTTTTGRCCAATGCTGCCACCTGATGTCAGARAGTGTCCCCACACCCTAGCAGTGGCCTATCTTGG
TACTCTGARGTCTCARACCTCTTTTGAAAACCGGTTACGACGGTGGACTACAGTCTTTCACAGGGGTGTGRGATCGTCACCGRATAGAACC

2080 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150. 2160

ACAAGAACTTCGAAAGCACCTACTGTGTGCTCAGCCAT TTGAGGAAGGAAGGAGGAGAAGGAAGATGTTACTAGGRAAGGATGAGATAA
TTGTTCTTGAAGCTTTCGTGGATGACACACGAGTCGRTAAACTCCTTCCTTCCTCCTCTTCCTTCTACAATGATCCCTTCCTACTCTATT

Fig. 4C
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2170 2180 2190 2200 2210 220 2230 2240 2250
AACTTCTGCACCCAAGACAATGAGACAGACATAACTGCAACCGTAGTAAGCCAGTCAGAAATAGCCAGCGCAAAGGCAAGAGATGGGATG
TTGAAGACGTGGGTTCTGTTACTCTGTCTGTATTGACGTTGGCATCATTCGGTCAGTCTTTATCGGTCGCGCTTCCRTTCTCTACCCCAC

2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340
GAGATTGGAACCCCRCTTCAGATCTGRGCTCGGETACTTACCTRCTGTGCAGCCATGGGTCAAGTTGCTTGACCTCTCTGTGCCTCCACT
CTCTAACCTTGRGGCGAAGTCTAGACCCRAGCCGATGAATGGACGACACGTCGGTACCCAGTTCAACGAACTGRAGAGACACGGAGGTGA

2350 2360
CCCTTAGCTATAAARTGAGCTTACTT
GEGAATCGATATTTTACTCGAATGAA

Fig. 4D
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Colénias em agar mole de MDA-MB-435 normalizadas para WST1
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FL R VPLAR) 10
1. MILKEEHPHOSTETAANAARQAQVRWRYAHL KAL SRTRTRAHGNCCGRVVSKNHFFKHSR) 60

F 11 PA @QPLL?Q@P PEESL SDADSISLE DGILVS 10
61 AFLWALLCNLVMNA SQL (NQGGEVIIQESTTSNIGEDLITLERQKTDGILIT) 120
F 7l FT DVKVFRALILG KGQSQFQ ﬁ DHNEI AKLRQKNPRAVRQ 130
121 QVIDIRNEVQILKALYLGEEKRGASQYQVMCFA FNKGDI SHAM LRAKNPHTIRT 180

F 131 ﬁﬁ%@)v S HLHNVCAEAVDA m’i .ngos F 189
181 AEEDKGRETFTHSSHVQLNRSLRT TRHLQGLCAEAMDATVVRDVDLKAWAEL AGSSTSSL 240
F 190 ﬁPKASE LDRG cvcmeﬁawpcw vm@-ﬂ -------- 236
241 IKAATEKFPOTILSTRG SLwﬂPCLCNLE WVPCGLKVCKGKGVAGADSSGAQQQA 300
F 237 RPT VKCGIRSCQKSYS CLWDEPYPG 273
301 |QPTNVRCGIKTCRK ATQRTYVVRQKQQCLWDE 332

Fig. 7
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Fie. 108
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1 ccgegaggtacgegatetetttaaggcgagtectggtaatttetatitectgaaggaagtaacgggaagtaggatigaatgaaaagty
89 caaaacacaggctegeagegetggageecgaggecgeggageegggecggggcagegeegtetecgecteggggecgeegggggegeect
179 GCTGAGCGCTACCCACGTGCGTCCGCGCCACCTCARCGRGCGACCCCGCGRCCAAGGCCCCCGACRRAGCARCTCCCGGGCACCCCRAACT
269 AGCCCCCAACTTTGRGCGAAGTTTGCCTGCGCCTCTCCCCGCCCCCACGCGRLGCACCARGGCCGCARACGGCAGCGGCCCCCRGRGATG
1 m
359 CGCCTTCCCGRRGTACCCCTGROGCGCCCTRCGCTRCTGCTGCTGCTRCCGCTGCTCGCGCCGCTRCTGRGRAACGGGTGCGCCAECCGAG
eRLPGVPLARPALLLLLPLLAPLLGTGAPATE
449 (TGCGGGTCCGCATGCAGCTRCCGRACGGCCAGRTRACCGAGGAGAGCCTRCAGGCGGACAGCGACGCAGACAGCATCAGCCTCGAGCTG
X2 LRVRVRLPDGQVTEESLQADSDADSISLEL
539 CGCAAGCCCGACGGCACCCTCGTCTCCTTCACCGCCGACTTCAAGAAGGATGTGAAGGTCTTCCGRGCCCTGATCCTGGGRGAGCTGGAG
2 RKPDGTLYSFTADFKKDVKYFRALILGELTE
629 AAGGGGCAGAGTCAGTTCCAGGCCCTCTGCTTTGTCACCCAGCTGCAGCACAATGAGATCATCCCCAGTGAGGCCATGGCCAAGCTCCGG
KCAQESQFQALCFVTQLQHNETITPSEAMAKLR
719 CAGAAARATCCCCGGGCAGTGCGGCAGGCRGAGGAGGTTCGGGGTCTGGAGCATCTGCACATGGATGTCGCTGTCAACTTCAGCCAGGAG
12 QKNPRAVRQAEEVRGLEHLHMDVAVNESQG
809 GCCCTGCTGAGCCCCCATCTCCACAACGTRTGTGCCGAGGCCRTGGATGCCATCTACACCCGCCAGGAGGATATCCGRTTCTGRCTGGAG
1% ALLSPHLHNVCAEAVDAITIYTRQEDVRFWLE
899 CAAGGTGTGGACAGT TCTGTGTTCGAGGCTCTGCCCAAGGCCTCAGAGCAGGCGGAGCTGCCTCGCTGCAGGCAGGTGGGAGACCGCGAG
2 QG6VDSSVFEALPKASEQAELPRCRAQVGDREG
989 AAGCCCTGCGTCTGCCACTATGGCCTGAGCCTGGCCTGGTACCCCTRCATGCTCAAGTACTGCCACAGCCGCGACCGRCCCACRCCCTAC
22 KPCVCHYGLSLAWYPCMLKYCHSRDRPTPY
1079 AAGTGTGGCATCCGCAGCTGCCAGAAGAGCTACAGCTTCGACTTCTACGTGCCCCAGAGGCAGCTRTGTCTCTGGGATGAGGATCCCTAC
42 KCGIRSCQKSYSFDFYVPQRQLCLWDEDPY
1169 ccaggctagggtaggageaacctgggegggtagetgctetgggeccactyetetteaccagecactagagggggtggeaacceccaccty
22 p g *
1259 aggecttattteccteectecccactecectggecctagagectgageecltetggecceateteacatgactgtgaaggaggtatagea
1349 tggcagggagtctcatgaaggeacceccaticceaccetgtgecttecttgegggcagagaggagagagaagggctecccagatetacace
1439 cctecctectgeatetecectggagtatteacttgcaagetgecaaaacatgatggectetggttgttctgttgaactecttgaacgttt
1529 agaccctaaaaggagtctatacctagacacccacctecccagacacaactecettecccatgcacacatetggaaggagetggeecctca
1619 gteccttectacteeccaacaagggactcactatccecaaagaaggagetgttggggacceacgacgeageceetgtactggattacage
1709 atattctcatctetggeceegaggetacctatgggacgagtggagaccteccateactgagacagatcacagaccacgagtgcctttece
1799 ggacctggacgttacctccaaaacagacaccagetctiteectetetagacagaaatatttttgtaaggttctggggcagggagggagea
1889 tgaagtacgagyaaaacttgaaticcagatttitaatgcaaagtatttatcatttctaccagaaataaacgttttaagttttacttgac
1979 taatgagacccagagtttggagaaaacttttggccaatgctgccacctgatgtcagaaagtgtecceacaceetageagtggectatett
2069 ggaacaagaacttcgaaageacctactgtgtactcagecatttgaggaaggaaggaggagaaggaagatgttactagggaaggatgagat
2159 aaaacttctgcacccaagacaatgagacagacataactgcaaccgtagtaagecagtcagaaatagecagegegaaggcaagagatqgyg
2249 tggagattggaacceegcttcagatetgggeteggctacttacctactatgcagecataoggteaagttgettgacctetetgtaecteca
2339 cteecttagetataaaatgagettactt-polyA

Fig. 11
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