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TITULO: METODOS COMBINATORIOS Y COMPOSICIONES
PARA EL TRATAMIENTO DE MELANOMA

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Iista solicitud reivindica prioridad bajo 35 U.S.C. § 119 de una
solicitud provisional de los Estados Unidos Serie No. 60/554, 509
presentada el 19 de marzo de 2004, solicitud que se incorpora aqui por
referencia en su totalidad.

REFERENCIA DE LA DONACION

Esta solicitud estd patrocinada por The Foreman Foundation for Melanoma
Research and American Cancer Society (RSG-04-053-01-GMC).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

De las tres principales formas de céncer de piel, ol melanoma
maligno conlleva el riesgo més alto de mortalidad por metidstasis (Schalick
et al., Blackwell Science, Inc. Maiden, MA 180- 348(1998); Jemnal et al,, J.
Nat, Cancer Inst. 93:678-683(2001); y Jemal et al., Ca: a Cancer Journal for
Clinicians 52:23-47(2002)). El prondstico para pacientes en las Gltimas
fases de esia enfermedad sigue siendo muy deficiente con una
supervivencia promedio de seis a diez meses. (Jemal et al., Ca: A Cancer
Joumnal for Clinicians 52:23-47 (2002); y Soengas et al., Oncogen 22:3138-
3151(2003)). En la actualidad no existe un tratamiento efectivo a largo
plazo para pacientes que sufren de las fases avanzadas de este céncer a
pesar de muchos estudios clinicos para probar Ia eficacia de una amplia
variedad de medidas terapéuticas que van desde la cirugia a inmunoterapia,
radioterapia y quimioterapia (Soengas et al., Oncogen 22:3138-3151(2003);
Serrone et al., Melanoma Res 9:51-58(1999);Grossman et al., Cancer
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Melastasis Rev 20:3-11(2001); Helmbach et al., Int J Cancer 93:617-622
(2001); Ballo et al., Surgical Clinics North Am 83:323-342 (2003); y
Hersey, P., Int Med J 33:33-43(2003)). La falta de regimenes terapéuticos
efectivos se debe, en parte, a la felta de informacién sobre los genes
predominantes genes altcrados durante la evolucién del melanoma, y
terapias especificamente direccionadas para corregir estos defectos (Serrone
et al,, J Exp Clin Cancer Res 19:21-34 (2000); y Atkins et al., Nature Rev.
Drug Dis 1:491-492 (2002)).

Pacientes con melanoma maligno metastdsico (fase [V) tienen un
supervivencia media de aproximadamente un afio (Balch et al., 1993; Koh,
1991). EIl tratamiento estdndar actual consiste de una quimioterapia de
combinacién con agentes tales como cisplatino, DTIC, y BCNU, con o sin
citocinas tales como interleucina-2 (IL-2) o interferén-a (IFN-a) (Balch et
al., 1993; Koh, 1991; Legha and Buzaid, 1993). Se han informado tasas de
respuesta a la quimioterapia tan elevadas como 60%, si bien sélo
aproximadamente 5% de los pacientes experimentan supervivencia a largo
plazo, independientemente del régimen terapéutico empleado. La
quimioterapia convencional apunta a controlar el crecimiento del céncer
reconociendo ("by targeting”) células que crecen ripidamente. No
obstante, estn funcidn no es especifica, ya que muchas células normales,
tales como las de la médula ¢sea y el epitelio intestinal, poseen asimismo un
nivel bésico de proliferacién. Por lo tanto, muchas células normales del
cuerpo son también susceptibles a los efectos téxicos de la quimioterapia, y
la quimioterapia convencional puede impartir un grado sustancial de
morbilidad al paciente. Claramente, se necesitan nuevos enfoques al
tratamiento de melanoma metastéisico.

La familia de la proteina cinasa Akt consta de tres miembros,
Akti/PKBa, Akt2/PKBpP y Akt3/PKBy, que comparten un alto grado de
similitud estructural (Brezil et al., Cell 111:293-303 (2002); y Nicholson et
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al., Cell Signal 14:381-395(2002)). Los miembros de la familia comparten
una similitud estructural amplia entre si, exhibiendo més del 80% de
homologia en el nivel de aminodcidos (Nicholson KM, Anderson NG. Cell
Signal. 14(5):381-95 (2002), Datta SR et al. Genes Dev. 13(22):2905-
27(1999).). Todas las isoformas Akt comparten caracteristicas estructurales
importantes, con tres dominios funcionales distintos (Testa JR, Bellacosa.
A. Proc Natl Acad Sci U S A. 98(20):10983-5 (2001), Nicholson KM,
Anderson NG. Cell Signal. 14(5):381-95 (2002), Scheid MP, Woodgett JR.
Nat Rev Mol Cell Biol. 2(10):760-8 (2001), Scheid MP, Woodgett JR.
FEBS Lett. 546(1):108-12 (2003), Bellacosa A et al. Cancer Biol Ther.
3(3):268-75. Epub 2004 (2004), Brazil DP et al. Trends Biochem Sci.
29(5):233-42 (2004), Brazil, D.P. et al. Cell 111:293-303 (2002), Brazil DP,
Hemmings BA. Trends Biochem Sci. 26(11):657-64 (2001), Datta SR et al.
Genes Dev. 13(22):2905-27(1999).). Uno es un dominio de homologia
pleckstrin (PH) amino-terminal que media interacciones proteina-proteina y
proteina-lipido. = Este dominio consta de aproximadamenie cien
aminoécidos, se asemeja a los tres dominios de unién de fosfoinositidos en
otras moléculas de sefializacién (Lietzke SE et al. Mol Cell. 6(2):385-94
(2000), Ferguson KM et al. Mol Cell. 6(2):373-84(2000).). El segundo
dominio es una regién catalitica de cinasa carboxi-terminal que media la
fosforilacién de proteinas de sustrato. Muestra un alto grado de similitud
con los de 1a proteina cinasa A (PKA) y la proteina cinasa C (PKC) (Jones
PF et al. Cell Regul. 2(12):1001-9(1991)., Andjelkovic M, Jones PF,
Grossniklaus U, Cron P, Schier AF, Dick M, Bilbe G, Hemmings BA.
Developmental regulation of expression and activity of multiple forms of
the Drosophila RAC protein kinase. J Biol Chem. 270(8):4066-75(1995).).
El tercer dominio es una region de cola con un papel regulador importante.
Esta regitn se denomina a veces la cola o el dominio regulador. Dentro de

las Giltimas regiones hay residuos de serina y treonina cuya fosforilacién se
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requiere para la activacibn de Akt. Los sitios varfan ligeramente
dependiendo de la isoforma Akt particular. El primer sitio en todas las tres
isoformas es una treonina en la posicidn de aminodcidos 308/309/305 y en
Akt1/2/3 respectivamente. El segundo sitio es una serina que ocurre dentro
de la cola C-terminal hidréfoba en posiciones de amino4cidos 473/474/472
en Akt 1/2/3 respectivamente. La fosforilacién en ambos sitios, que ocurre
en respuesta a factores de crecimiento u otros estimulos extracelulares, es
esencial para la activacidn Akt méixima (Alessi DR, Andjelkovic M,
Caudwell B, Cron P, Morrice N, Cohen P, Hemmings BA. Mechanism of
activation of protein kinase B by insulin and IGF-1. EMBO J. 15(23):654)-
51(1996).). La Akt puede fosforilarse asimismo en otros residuos; sin
embargo, la importancia funcional de esta fosforilacién es un drea de
continua investigacién (Alessi DR, Andjelkovic M, Caudwell B, Cron P,
Morrice N, Cohen P, Hemmings BA. Mechanism of activation of protein
kinase B by insulin and IGF-1. EMBO J. 15(23):6541-51(1996).).
Ademds, sunque se han identificado variantes de empalme de Akt3 que
carecen del sitio de fosforilacion 472 de serina, ¢l papel celular de esta
variante permanece incierto (Brodbeck D, Hill MM, Hemmings BA. J Biol
Chem. 276(31):29550-8. Epub 2001 (2001).). Se desconoce asimismo si
esta variante estd presente o ejerce algin papel en las células de melanoma.
Aunque todas las isoformas pueden expresarse en un tipo de célula
particular, solo ciertas isoformas pueden ser activas. Parece ademés que
cada isoforma puede realizar funciones Gnicas asi como comunes en las
células (Brazil et al., Cell 111:293-303(2002); y Nicholson et al., Cell
Signal 14:381-395(2002); Chen et al., Genes Dev 15:2203-2208 (2001); y
Cho et al., Science 292:1728-1731 (2001)). Ratones con un gen especifico
inactivado en laboratorio ("Awockout miice”) que carecen de Aktl
presentan retardo de crecimiento y tienen mayores tasas de apoptosis
espontinea en los testiculo y el timo (Chen et al,, Genes Dev 15:2203-

4

20



Bh. br

WO 2005/089443 PCT/US2005/008950

2208(2001); Cho et al., J Biol Chem 276: 38349-38352 (2001); Peng et al.,
Genes Dev 17:1352-1365 (2003)). En contraste, ratones con un gen
especifico inactivado en laboratorio, con carencia de Akt2, presentan una
regulacién alterada a la insulina y, en consecuencia, tienen una capacidad
defectucsa de reducir los niveles de glucosa sanguinea, debido a
deficiencias en la accion de la insulina sobre el higado y el miisculo
esquelético (Cho et al., Science 292:1728-1731 (2001); Peng et al., Genes
Dev 17:1352-1365 (2003)). Actualmente, no existe un informe publicado
que describa el fenotipo asociado con un ratén con un gen especifico
inactivado en laboratorio, que carece de Akt3; por consiguiente, se conoce
muy poco acerca de las funciones especificas de Akt3 o su papel en el
céncer humano.

Se ha descrilo amplificaciéon genética que aumenta la expresién de
Akt] 6 Akt2 en neoplasias malignas del estdmago, ovario, pAncreas y mama
(Staal, S.P., Proc Nat Acad Sciences ISA 84:5034-5037(1987); Cheng et al,,
Proc Nat Acad Sciences USA 89:9267-9271(1992); Cheng et al., Proc Nat
Acad Sciences USA 93:3636-3641(1996); Lu et al,, Chung-Hua 1 Hsueh
Tsa Chih [Chinese Medical Journal] 75:679-682 (1995); Bellacosa et al., Int
J Cancer 64:280-285 (1995); y van Dekken et al.,, Cancer Res 59:749-
752(1999)). Aunque no se han identificado mutaciones activadoras de Akt
en molanomas (Waldmann et al.,, Arch Dermatol Res 293:368-372(2001);
Waldmann et al., Melanoma Res 12:45-50 (2002)), bloquear la funcién Akt
total reconociendo P13K (con los inhibidores P13K wortmannina o LY-
294002) inhibe la proliferacién celular y reduce la sensibilidad de las
cdlulas de melanoma a radiacibn UV (Krasilnikov et al, Mol
Carcinogenesis 24:64-69 (1999)). Se ha medido igualmente la actividad
Akt total en melanomas usando inmunohistoquimica para demostrar niveles
incrementados de Akt fosforilada total en lunares seriamente displésicos y

melanomas metasidsicos comparados con lunares normales o benignamente
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displésicos (Dhawan et al., Cancer Res 62:7335-7342(2002)). Sin embargo,
se desconoce el papel ejercido en melanoma por isoformas Akt individuales
y mecanismos que llevan a la desregulacién de isoformas Akt particulares.
Recientemente, se descubrié que la via de sefializacién fosfoinositido 3-
cinasa (PI3K)YAkt juega un papel critico en la tumorigénesis de melanoma
(Stahl et al., Cancer Res 63:2891-2897(2003)). Se descubrié que la
actividad Akt desregulada por la pérdida de la PTEN fosfatasa, un regulador
negativo de la seflalizacién P13K/Akt, disminuye la capacidad apoptética
de células de melanoma y, asi, regula la tumorigénesis del melanoma (Stah!
et al., Cancer Res 63:2891-2897 (2003)).

La familia de proteina scrina/treonina cinasa Raf consta de tres
miembros, A-Raf, B-Raf, y C-Raf. (Mercer et al., Biochim Biophys Acta
1653:25-40 (2003)). Los miembros de la familia Raf son moléculas
imermedias en la via MAPK (Ras/RaffMAPK cinasa (MEK)/cinasa
regulada por sefial extracelular (ERK), que es ung via de transduccion de
sefinles que transmite sefiales extracelulares de la membrana celular al
niicleo mediante una serie ordenada de eventos de fosforilacién consecutiva
(Mercer et al., Biochim Biophys Acta 1653:25-40 (2003), Smalley. Int J
Cancer 104:527-32 (2003)). Tipicamente, un ligando extracelular se une a
su receptor de tirosina cinasa, llevando a la activacién de Ras y a la
iniciacién de una cascada de eventos de fosforilacién (Mercer et al.,
Biochim Biophys Acta 1653:25-40 (2003), Smalley. Int J Cander 104: 527-
32 (2003)). El Ras activado produce la fosforilaci6n y la activacién de Raf
el cual, a su vez, fosforila y activa MEK1 MEK2. Las cinasas MEK
fosforilan y activan a su vez ERKI1 y ERK2 (Chong et al, Cell Signal
15:163-69 (2003)), que fosforilan varias dianas nucleares y citoplasmicas
que en Ultima instancia llevan a la expresion de proteinas que juegan
papeles importantes en el crecimiento y la supervivencia celulares (Chang
et al., Int J Oncol 22:469-80 (2003)).

v
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Mutaciones que llevan a la activacién de B-Raf s¢ han encontrado en
la mayoria de melanomas esporddicos, principalmente B-RAF, gen més
mutado en melanomas con una {asa de mutacién que varia de 60 a 90%
(Davies et al., Nature 417:949-54 (2002); Pollock et al., Nat Genet 33:19-20
(2003); Brose et al., Cancer Res 62:6997-7000 (2002); y Yazdi et al., J
Invest Dermatol 121:1160-62 (2003)). La mayorfa de las mutaciones B-
RAF ocurren como resultado de una sustitucién de aminoécido de una sola
base ("a single base missense substitution") que convierte T en A en el
nucledtido 1796 el cual sustituye una valina por un dcido glutémico en el
codén 599 (V599E) en el exdn 15 (Davies et al., Nature 417:949-54
(2002)). Esta mutacidon incrementa Ja actividad cinasa bésica de B-Raf,
resultando en hiperactividad de la via MAPK evidenciada por niveles
constitutivamente elevados de cinasas corriente abajo MEK y ERK (Davies
et al., Nature 417:949-54 (2002)). Las mutaciones B-RAF son eventos
adquiridos, somdticos, pos-cigéticos que no se han identificedo en
melanomas familiares (Langet al. Hum Mutat 21:327-30 (2003); Laud et al,
Cancer Res 63:3061-65 (2003); y Meyer et al, Int J Cancer 106:78-80
(2003)).

La interferencia por ARN (ARNi) es un mecanismo de silenciamiento
post-transcripcional de genes especificos de secuencia de polinucledtidos
efectuado por ARN bicatenario que resuita en degradacién de un ARN
mensajero especifico (ARNm), reduciendo en esa forma la expresién de un
polipéptido diana deseado codificedo por el ARNm (véase, por ejemplo,
WO 99/32619; WO 01/75164; Patente de los Estados Unidos No.
6,506,559; Fire et al, Nature 391:806-11 (1998); Sharp, Genes Dev.
13:139-41 (1999); Elbashir et al. Nature 411:494-98 (2001); Harborth et al.,
1. Cell Sci. 114:4557-65 (2001)). ARNi estd mediado por polinucleétidos
bicatenarios tal como se describe también aqui mds adelante, por ejemplo,
ARN bicatenario (ARNbDc), con secuencias que corresponden a secuencias
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exénicas que codifican porciones de los polipéptidos cuya expresion estd
comprometida. Segiin se afirma, ARNi no se efectita por polinuclestidoa de
ARN bicatenario que comparten identidad de secuencias con secuencias
intrénicas o promotoras (Elbashir et al., 2001), Las vias de ARNi se han
caracterizado en la mejor forma en Drosophila y Caenorhabditis elegans,
aunque también se han considerado polinucleétidos de "ARN interferente
pequefio” (ARNip) que interfieren la expresidn de polipéptidos en
eucariotas mayores, tales como mamiferos (incluidos humanos) (por
ejemplo, Tuschl, 2001 Chembiochem. 2:239-245; Sharp, 2001 Genes Dev.
15:485; Bernstein et al, 2001 RNA7:1509; Zamore, 2002 Science
296:1265; Plasterk, 2002 Science 296:1263; Zamore 2001 Nat. Struct. Biol.
8:746; Matzke et al., 2001 Science 293:1080; Scadden et al., 2001 EMBO
Rep. 2:1107).

De acuerdo con un modelo actual no limitante, la via ARNi se inicia
por' segmentacion progresiva, dependiente de ATP, de ARNbc largo en
fragmentos bicatenarios de alrededor de 18-27 (por ejemplo, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, eic.) pares de bases de nucledtidos de longitud, denominados
ARNS interferentes pequefios (ARNip) (véase resefia por Hutvagner et al.,
Curr. Opin. Gen, Dev. 12:225-32(2002); Elbashir et al., 2001; Nyknen et
al., Cell 107:309-21 (2001); Bass, Cell 101:235-38(2000)); Zamore et al.,
Cell 101:25-33(2000)). En Drosophila, una enzima conocida como "Dicer"
segmenta ¢l ARN bicatenario més largo en ARNip; Dicer pertenece a la
familia ribonucleasa 11l de endonucleasa especifica de ARNbc (WO
01/68836; Bemstein et al., Nature 409:363-66(2001)). Ademés, de acuerdo
con este modelo no limitante, los bicatenarios ARNip se incorporan en un
complejo de proteinas, seguido por el desenrollamiento, dependiente de
ATP, del ARNip, que genera entonces un complejo silenciador inducido por
ARN (RISCYXWO 01/68836). El complejo reconoce y segmenta una ARN
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diana que es complementario a la cadena guia del ARNip, interfiriendo en
esa forma la expresién de una proteina especifica (Hutvagner et al., supra).

En C. elegans y Drosophila, ARNi pucde estar mediada por
polinucleétidos de ARN bicatenario largo (WO 99/32619; WO 01/75164:;
Fire et al., 1998; Clemens et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA97:6499-6503
(2000); Kisiclow et al., Biochem. J. 363:1-5(2002); véase también WO
01/92513 (silenciamiento mediado por ARNi en levadura)). En células
mamiferas, sin embargo, transfeccién con polinucleétidos de ARNbc largo
(es decir, mayor a 30 pares de bases) lleva a la activacién de una respucsta
de secuencia no especifica que bloquea globalmente la iniciacién de la
sintesis de proteinas y ocasiona la degradacién del ARNm (Bass, Nature
411:428-29 (2001)). La transfeccién de células humanas y otras células
mamiferas con ARN bicatenarios de alrededor de 18-27 pares de bases de
nucledtidos de longitud interfiere en una manera especifica de secuencia Ja
expresién de polipéptidos perticulares codificados por ARN mensajeros
(ARNm) que contienen secuencias de nucledtidos correspondientes (WO
01/75164; Elbashir et al., 2001; Elbashir et al., Genes Dev. 15:188-200
(2001)); Harborth et al,, J. Cell Sci. 114:4557-65(2001); Carthew et al.,
Curr. Opin. Cell Biol. 13:244-48(2001); Mailand et al., Nature CellBiol.
Advance Online Publication (Mar. 18, 2002); Mailand et al. 2002 Nature
Cell Biol. 4:317).

Los polinucle6tidos do ARNip pueden ofrecer cierlas ventajas sobre
otros polinuclestidos conocidos en el arte para uso en alteracién, especifica
de secuencis, 0 modulacién de la cxpresién génica para proporcionar
niveles alierados de un producto polipéptido codificado. Esias ventajas
incluyen concentraciones més bajas de polinucleétidos de ARNip efectivo,
estabilidad mejorada de polinucledtidos de ARNip, y longitdes més cortas
de oligonucledtidos de polinuclestidos de ARNip relativas a tales otros
polinuclestidos (por ejemplo, polinucledtidos complementarios, ribozima o
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tricatenarios). @=A modo de un breve antecedente, polinucleétidos
"complementarios" se unen en una manera especifica de secuencia a 4cidos
nucleicos dianas, tales como ARNm o ADN, para prevenir la transcripcién
de ADN o traduccién del ARNm (véase, por ejemplo, Patente de los
Estados Unidos No. 5,168,053; Patente de los Estados Unidos No.
5,190,931; Patente de los Estados Unidos No. 5, 135, 917; Patente de los
Bstados Unidos No.5,087,617; véase igualmente, por ejemplo, Clusel et al.,
1993 Nucl. Acids Res. 21:3405-11, que describe oligonucleétidos
complementarios "dumbbell"). Los polinucledtidos "ribozima" pueden
direccionarse a cualquier transcrito de ARN y son capaces de segmentar
catallticamente tales transcritos, alterando asi la traduccion de ARNm
{véase, por ejemplo, Patente de los Estados Unidos No. 5,272,262; Patente
de los Estados Unidos No. 5,144,019; y Patentes de los Estados Unidos No.
5,168,053, 5,180,818, 5,116,742 y 5,093,246, U.S. 2002/193579).
Moléculas de ADN “tricatenario” se reficren a hebras de ADN
monocatenarios que se uncn a ADN bicatenario para formar una molécula
tricatcnaria colinezl, previniendo asi la iranscripcién (véase, por ejemplo,
Patente de los Estados Unidos No. 5,176,996, que describe métodos de
fabricar oligonucledtidos sintéticos que se unen a sitios diana en ADN
bicatenario). Tales estructuras tricatenarias son inestables y se forman sélo
transitoriamente bajo condiciones fisioldgicas. Debido a que los
polinucleétidos monocatenarios no se difunden fécilmente en las células y,
por lo tanlo, son susceptibles de digestién con nucleasa, el desarrollo de
ADN monocatenario para tecnologias complementarias o tricatenarias
requiere a menudo nucledtidos quimicamente modificados, para mejorar la
estabilidad y absorcién por las célules. Por contraste, los ARNip se
absorben fécilmente por células intactas, son efectivas en interferir la
expresion de polipéptidos especificos con concentraciones que son varios
ordenes de magnitud menores que las requeridas para polinucletidos
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complementarios o de ribozima, y no requieren el uso de nucleétidos
quimicamente maodificados.

El melanoma maligno es el céncer de piel con el impacto més
significativo en el hombre, ya que comporta el riesgo més alto de muerte
por metdstasis, Las tasas de incidencia y mortalidad continfian creciendo
cada afio, sin un tratamiento efectivo a largo plazo en el horizonte. En
parte, esto refleja la faltn do identificacién de genes criticos involucrados y
terapias especificas dirigidas a corregir estos defectos. Por consiguiente,
existe una necesidad en el arte para la identificacién de genes criticos
involucrados y terapias especificas dirigidas a corregir estos defectos, y una
reduccién dirigida del gen (genes) identificado(s) como claves en las vias
de sefializacién PIIK/Akt y MEK/ERK. ldentificar un gen como una diana
selectiva ofrece nuevas oportunidades terapéuticas para pacientes con
melanoma.

Por consiguiente, es un objeto primario, caracteristica, o ventaja de la
presente invencién mejorar lo iltimo en tecnologia en este campo
cientifico.

Es un objeto adicional, caracteristica, o ventaja de la presente
invenci6n proveer un método para reducir la actividad Akt3 en una célula
cancerosa, restableciendo asi la sensibilidad apoptdtica normal a una célula
cancerosa.

Es un objeto adicional, camacteristica, o ventaja de la presente
invencion proveer un método para inducir apoptosis en una célula cancerosa
con un agente que reduce | actividad Akt3.

Es un objeto adicional, caracteristica, o ventaja de la presente
invencibn proveer un método combinatorio de tratar melanomas
restableciendo la sensibilidad apoptética normal a una célula tumoral de
melanoma, disminuyendo la proliferacién y el crecimiento celular de la



WO 2005/089443 PCT/US2005/008950

célula tumoral de melanoma, e inhibiendo la vascularizacién de la célula
tumoral de melanoma,

Es un objeto adicional, caracteristica, o ventaja de la presente
invencidn proveer un método de tratar melanomas, el cual reduce el tamafio
del tumor mis eficientemente que los métodos convencionales.

Es un objeio adicional, caracteristica, o ventaja de la presente
invencién proveer un método de tratar melanomas, el cual requiere una
concentracién menor de quimioterapin a utilizarse, disminuyendo asi la
toxicidad al paciente.

Estos y otros objetos, caracteristicas, o ventajas se harin evidentes a
partir de la siguiente descripcién de la invencidn.

BREVE SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién provee una base razonable pama combinar
terapias dirigidas junto con quimioterapias seleccionadas, que no existen
actualmente para el tratamiento de melanoma. La presente invencién se
basa en descubrimiento de los actuales inveniores de que la Akt3 regula la
apoptosis y que V599EB-Raf regula el crecimiento y desarrollo vascular en
melanoma. Los inventores son los primeros en reconocer una sustancia
terapéutica dirigida combinada, efectiva para fratar melanoma. En una
incorporacidn, 1a invencién provee un método para inducir apoptosis en una
célula tumoral de melanoma reduciendo la actividad Ak(3. En todavia otra
incorporacidn, la invencién provee un método para inducir apoptosis en una
célula tumoral de melanoma, el cual comprende contactar una céfula
tumoral de melanoma con un agente que reduce la actividad Akt3. En
consecuencia, ¢l mélodo contemplado restablece la sensibilidad apoptética
normal a una célula tumoral de melanoma, permitiendo asf la
administracién de una menor concentracién de agentes quimioterapduticos,
lo que se traduce ¢n una toxicidad reducida a un peciente.

12
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Los presentes inventores contemplan un método para tratar un tumor de
melanoma en un mamifero, que comprende: administrar a un tumor de
melanoma una cantidad efectiva de un agente para inducir apoptosis; y
administrar a un tumor de melanoma una cantidad efectiva de un agente
pare reducir angiogénesis y proliferacién celular.

Asimismo se divulga aqui un método para tratar un melanoma en un
mamffero, que comprende: administrar a un tumor de melanoma en un
mamifero una cantidad efectiva de un agente que reduce la actividad Akt3;
administrar a un tumor de melanoma en un mamifero una cantidad efectiva
de un agente que reduce la actividad V599EB-Raf, tratando asf un tumor de
melanoma.

En ofro aspecto, la invencién provee una composicién farmacéutica
para tratar un tumor de melanoma que comprende: un agente que reduce la
actividad Akt3; y un excipiente.

Estas y otras incorporaciones de la invencién se harin evidentes con
referencia & la siguiente Descripcién Detallads. Todas las referencias
divulgadas aqui se incorporan por este medio por referencia en su totalidad,
como si cada una se incorporara individualmente.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1 muestra la identificacién de la implicacién de Akt3 en
melanoma maligno. A. Una actividad Akt en la estirpe celular de
melanoma UACC 903 esté regulada por PTEN. Anilisis Western biot
muestra la expresién de Akt fosforilada, Akt total, PTEN y a-enolasa
(control de carga). Las estirpes celulares 36A, 29A y 37A son estirpes
celulares genéticamente relacionadas creadas a partir de la estirpe celular
parental UACC 903 que expresa PTEN. Estirpes celulares revertientes
oncogénicas derivadas de la estirpe celular 36A se consideran isogénicas,
difiriendo Gnicamente en la expresién de PTEN. Los melanocitos sirven

13
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como control de células normales. El grifico represents explomciona'

densitométricas de 3 Western blot separados para demoatrar
cuantitativamente el nivel de Akt fosforilada a Akt total en cada estirpe
celular; barras, =+ SEM; estadistica, ANOVA de una sola variable
dependiente cuantitativa, seguida por Comparaciones Miltiples de Dunnet
versus el control melanocito, *P<0.5. B. ARNip para cada una de las
isoformas Akt demuestra especificidad de Ia inactivacion de cada isoforma
Akt ectdpicamente expresada en la estirpe celular UACC 903. Constructos
que expresan HA-Aktl, HA-Aki2 o HA-Ak3 marcadas se co-
nucleofectaron junto con ARNip especifico de Aktl, Akt2 o Akt3 en células
UACC 903. Los controles eran células no-nucleofectadas o células
nucleofectadas Gnicamente en el vector. Se sondearon Western blots con
anticuerpos a HA para detectar la protelna ectdpicamente expresada, asi
como para a-enolasa, que sirvid como un control de carga. C. Aki3
fosforilada se reduce cuando la proteina PTEN estd presente en ¢l modelo
oncogénico UACC 903 (PTEN). Akt3 y Akt2 se inmunoprecipitaron de
estirpes celulares en el modelo oncogénico UACC 903 (PTEN) y se
analizaron por Western blotting por un anticuerpo que reconoce Akt

forforilada. Las estirpes celulares que expresan PTEN 36A, 29A y 37A 56

derivaron de las estirpes célulares parentales UACC 903 que carece de la
proteina PTEN. Las dos lineas de célula tumorigénicas revertantes se
derivaron de las estirpes celulares 36" y ya no expresan PTEN. Un control
de antigen negativo se muestra con controles positivos y negativos para
Ak3 y Akr2. Controles para Akt3 y Akt2 fueron células HEK 298T o
LNCaP respectivamente, no tratadas (positivos) o tratados con LY-294002
(negativo), un inhibidor de P13K. D. Inactivacién mediada por ARNip de
Akt3, pero no de Akt] o Akt2, altera el nivel de Akt fosforilada (actividad)
en las estirpes celulares de melanoma UACC 903, WM1 15 y SK-MEL-24,
Andlisis Western blot que muestra la expresion de Aktl fosforilada, Akt3,
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Akt2 y a-enolasa luego de la nucleofeccién con 50 (izquierda) o 100
pmoles (derecha) para cada ARNip respectivo. Los controles eran células
no-nucleofectadas o células nucleofectadas con ARNip mezclado
("scrambled sIRNA™). Los datos son representativos de un minimo de 2
experimentos scparados. El control de carga para estos experimentos fue a-
enolasa. E. La actividad Akt3 se reduce en la presencia de PTEN en el
modelo oncogénico UACC 903 (PTEN). Akt#3 inmunoprecipitada se
empleé en un andlisis de cinasa in vitro en el cual Crosstide se fosforilé por
Akt3 para calcular la actividad. El grifico muestra actividad luego de la
sustraccién del control no antigeno; barras, + SEM; estadistica, ANOVA de
una sola variable dependiente cusentitativa, seguida por Comparaciones
Muiiltiples de Dunnet versus el control melanacito, *P<0.05.

Figura 2 muestra una expresién Aki3 incrementada y actividad que
ocurren durante la evolucidn del tumor de melanoma. A. Un aumento en el
nivel de Akt fosforilada (activa) ocurre durante la fase de crecimiento radial
en el modelo de evolucién del tumor de melanoma. Western blot que
compara la cantidad de Akt fosforilada en melanocitos con estirpes
- celulares de melanoma de paso bajo establecidas de tumores primarios en
las fases radial (WM35 y WM3211) y vertical (WM115, WM98.1 y
WM278) de crecimiento. Akt total se muestra como control. B.
Comparacién de la expresién Akt3 versus Akt2 en el modelo de evolucién
del tumor de melanoma. Western blols que muestran los niveles de
expresién de Akid y Akt2 se muestran junto con a-enolasa como control de
carga. C. Ak3 se activa preferencialmente en estirpes celulares del modelo
de evolucion del tumor de melanoma comparada con Akt2. Akt3 o Akt2 se
inmunoprecipité de cada estirpe celular y se sometié a andlisis de Western
blot para medir la cantidad de Akt fosforilada en el inmunoprecipitado. E.
La expresi6n y la actividad de Akt3, pero no Akt2, aumenta en tumores de
pacientes con melanoma comparadas con melanocitos. La actividad se
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determiné por inmunoprecipitacién de Akt3 y Akt2 seguida por andlisis de
inmunotransferencia con un enticuerpo que reconoce Akt fosforilada para
determinar el porceniaje de tumores en los cuales podria detectarse Akt3
fosforilada (activa) o Akt2; estadistica, prueba ¢, *P<0.05.

Figura 3 muestra la intensidad relativa de tincién Akt-p en lunares
comunes, lunares displdsicos, melanomas primarios y metistasis en
pacientes de melanoma y expresion Akt y actividad. A, La expresién PTEN
disminuida (actividad) aumenta especificamente la actividad Akt3 en
melanocitos y: B. células WM35 de fase de crecimiento radial (fase de
crecimiento radial). La reduccién mediada por ARNip de PTEN se muestra
sola (control) o en combinacién con ARNip mezclado o con ARNip contra
Aktl, Akt2 o Akt3. Anidlisis Western blot muestra la expresién de Akt
fosforilada, Akt3, Akt2 y PTEN. a-enolasa sirvié como control de carga.
C. La sobreexpresion de Akt3 en melanocitos humanos incrementa los
niveles de Akt fosforilada. Akt3 natural, Akt3 inactivada (inactiva) o Akt3
miristoilada (activa) se nucleofectaron en melanocitos. Constructos
gsimilares para Akt2 sirvieron como controles (no se muestran los datos). La
fosforilacién Akt (actividad) se midié por andlisis Western blot para medir
niveles de Akt fosforilada. La punta de la flecha muestra la ubicacién de
Akt3 endégenamente activa mientras que la flecha indica Akt3 marcada HA
activa ectépicamente expresada.

Figura 4 muestra el mecanismo que subyace a la actividad Akt3
desregulada en melanomas malignos. A. La reduccién mediada por PTEN
de la actividad Akt3 inhibe el desarrolio del tumor de melanoma. El
tamafio de los tumores formados por célulaz de melanoma UACC 903
parentales, la estirpe celular 36A isogénica (que retiene PTEN) y revertiente
(que carece de PTEN) se midieron 10 dias después de la imyeccién en
ratones inmunitariamente desprotegidos. Los valores son medias de un
minimo de seis sitios de inyeccién en tres ratones por estirpe celular, barras,
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+ SEM; estadistica, estadistica, ANOVA de una sola variable dependiente
cuantitativa, seguida por Comperaciones Multiples de Dunnet versus
UACC 903, *P<0.05. B. Regulacién por disminucién mediada por ARNip
de Akt3 reduce el potencial oncogénico de células de melanoma UACC
903. ARNip contra Akt3, Akt2 y Aktl se nucleofectaron en células UACC
903 y, después de 48 horas, las células se inyectaron en ratones
inmunitariamente desprotegidos. El tamafio de los tumores se midié 10 dias
después. Los controles son células UACC 903 nucleofectadas con tempdn
tnicamente o un ARNip mezclado. Los valores son medias de un minimo
de seis sitios de inyeccion en tres ratones por estirpe celular; barras, + SEM;
estadistica, ANOVA de una sols variable dependiente cuantitativa, seguida
por Comparaciones Miltiples de Dunnet versus UACC 903, *P<0. 05. C.
D. E. F. La reduccién mediada por PTEN o ARNip de Akt3 aumenta la
apoplosis cn tumores que crecen en reiones inmunitariamente
desprotegidos. La cuantificacién (C, D) y fotografias (E, F) de células
positivas TUNEL en masas tumorales derivadas de células UACC 903 que
expresan PTEN (36A) o nucleofectadas con ARNip en siAkt3 y siAki2;
barras, £ SEM; estadistica, Kruskal-Wallis seguida por Comparaciones
Miiltiples de Dunnet versus UACC 903, *P<0.05. Los tumores se
analizaron 4 dias después de la inyeccién de células en ratones
inmunitariamente desprotegidos; ampliacion 200X. Los controles fueron
células UACC 903 o células UACC 903 nucleofectadas con tampdn
unicamente. Los niicleos blancos representan células que experimentan
apoplosis.

Figura 5 describe una demostracién de que los liposomas solos son
atéxicos a las células de melanoma. La adicién de liposomas en varias
concentraciones no redujeron el nimero de células viables. Efectivamente,
aumentaron la viabilidad celular en todas las concentraciones en 48 horas.
Métodos: Se evalud la toxicidad de los liposomas en 1205 Lu usando los
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andlisis MTS 24, 48, y 72 horas después de la adicién de liposomas en

concentraciones de 6.25, 12.5, 25, y 50 uM.

Figura 6 describe una demostracién de que las células de melanoma
absorben ficilmente liposomas. Métodos: Liposomas marcados (verde) se
agregaron a células de melanoma UACC 903 que crecian en cultivo. Las
imédgenes muestran niicleos de células en la izquierda (contratinturadas con
DAPI) y células que han absorbido liposomas marcados a la derecha;
ampliacién 40X. Aproximadamente ¢! 99% de las células absorben
liposomas.

Figura 7 describe una cuantificacién de la absorcién de liposomas por
células de melanoma. Métodos: Liposomas marcados o liposomas que
contenian ARNip marcado se agregaron a células que crecian en cultivo en
una concentracién de 20nM. Una hora més tarde Ias células se fijaron con
5% de pamaformaldehido, contratinturado con DAPI y se registrd el % de
células que habfan absorbido producto marcado.

Figura 8 representa una demostracién de la uniformidad de tamafio y
distribucién de tamafio de los liposomas. Métodos: Arriba: Micrografia
Electrénica de Barrido que muestra un tamafio uniforme de los liposomas.
Abajo: Distribucidn del tamaflo de los liposomas determinada por andlisis
de dispersion de luz El grifico muestra el rango de tamafio de los
liposomas, con el tamafio promedio ocurriendo entre 70-80nm.

Figura 9 describe una demostracién de liposomas que aportan grupos
de ARNip a células de melanoma. Métodos: ARNip marcado con rojo y
verde se agregaron a células de melanoma que crecien en cultivo. Una hora
después de la absorcidn las células se fijaron en 4% de paraformaldehido y
se contratinturaron con DAPl. La izquierda muestra los niicleos de las
células tefiidas de azul, seguido por ARNip rojo y ARNip verde. La iltima
columna es la imagen fusionada, ampliacién 40X.
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Figura 10 presenta una demostracién de la duracién de inactivacion
de ARNip Stealth de la expresion de proteina en células de melanoma 1205
Lu. Métodos: Se determind que la duracidn de inactivacién de proteina por
ARNip Stealth de Invitrogen iba mds allé de 8 dfas. ARNip se transfirié a
la estirpe celular de melanoma 1205 Lu por nucleofeccidon. El andlisis
Western biot de los niveles de proteina B-Raf se midié en intervalos de 2
dias hasta el dia 8. ARNip contra C-Raf sirvié como control. Ademés de Ia
expresién B-Raf’ disminuida, la actividad de 1a pErk 1'/2 corriente abajo en
la via de sefializacién disminuyd también durante 8 dias. Erk-2 sirvié como
control de carga de proteina.

Figura 11 describe una demostracién de la inactivacién de la
expresién do proteina luego de inclusién mediada por liposomas de ARNip
en células de melanoma. Complejos de liposomas de ARNip dirigidos a B-
Raf mutante pueden inactivarse al 50% de la expresién de proteina a
200nM. Esto indica un valor de referencia; concentraciones més altas
incrementardn la inactivacién. Métodos: Complejos de liposomas de
ARNip se agregaron a células en una concentracion de 100 6 200nM. Se
recogieron lisados después de 72 horas y se analizaron por Western blot.

Figura 12 muestra que la reduccién mediada por ARNip de VulB.
Ref mutante reduce la actividad corriente abejo de MEK y ERK en
melanoma. La inactivacién mediada por ARNip de B-Raf y C-Raf reduce
los niveles de cada protefna respectiva 24 y 48 horas después de la
nucleofeccién en estirpes celulares de melanoma UACC 903(A), 1205
Lu(B), y C8161(C). ARNip mezclado se utilizé como control, mientras que
lamin A/C ARNip se usé como un control adicional para células UACC
903. Unicamente ARNip a B-Raf redujo los niveles de MEK y ERK activa
(fosforilada) corriente abajo de B-Raf en células UACC 903 y 1205 LU que
contenfan Y**EB-Raf mutante. ERK2 se utiliza como control de carga.
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Figura 13 muestra que el desarrollo del tumor de melanoma se
inhibié con "”SARNip pero no ARNip a C-RAF o ARNip mezclado. Le
inactivacién mediada por ARNip de la proteina B-Raf persiste por 6 a 8
dfas después de la nucleofeccion en estirpes celulares UACC 903(A) y 1205
Lu(B) que crecian en cultivo. Una disminucién correspondiente se observé
en niveles de ERK1/ERK2 fosforilada (B). BERK2 sirvi6 como control de
carga. La reduccién mediada por ARNip de B-Raf llevé un potencial
oncogénico disminuido de células UACC 903(C) y 1205 Lw(D). ARNip
contra B-Raf, C-Raf y ARNip mezclado se introdujeron en células UAC
903 6 1205 Lu (flecha blanca), y 36 horas después se inyectaron células en
ratones inmunitariamente desprotegidas (flecha negra). Se midi6 el tamafio
de los tumores en intervalos de 2 dias. La regulacién por disminucién
mediada por ARNip de B-Raf redujo el potencial oncogénico de células de
melanoma UACC 903 y 1205 Lu. Las células controles se nucleofectaron
con tampén Gnicamente, un ARNip mezclado o ARNip contra C-Raf. Los
valores son medias de un minimo de 12 sitios de inyeccién en seis ratones
con dos experimentos separados. Barras + SE.

Figura 14 muestra que la inhibicién farmacoldgica de la actividad B-
Raf usando BAY 43-9006 inhibe ¢l desarrollo del tumor de melanoma. A,
BAY 43-9006 inhibc la actividad V599EB-Raf natural y mutante. ¥*"B-
Raf natural marcada HA o mutante se expresaron en células HEK293T
expuestas a 5 umol/L BAY 43-9006 o vehiculo DMSO. HA indica una
proteina B-Raf ectdpicamente expresada. La activacién o inhibicién de Ia
via MAPK se determind incluyendo los niveles de pMEK pERK; ERK2
sirvié como control de carga; B, BAY 43-9006 disminuye los niveles de
pMEK y pERK (actividad) en células de melanoma UACC 903 que
contenian ¥*?£B-Ral mutante en una manera sensible a la dosis. E! andlisis
de Western blot de niveles pMEK y PERK reducidos en células UACC 903
con concentraciones crecientes ds BAY 43-9006. E! control de carga fue
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ERK2. C, el pretratamiento de ratones con BAY 43-9006 inhibe el
desarrollo de tumores de melanoma. Cuatro dias antes de la inyeccién de 5
x 10° células UACC 903, los miones se pretrataron dos veces i.p. con
50mg/kg BAY 43-9006 o vehiculo DMSO, lo cual se continué cada 2 dias
(puntas de las flechas). El tamafio del tumor se muestra en intervalos de 2
dies hasta e dfa 22. Barms, +SED, una proliferacién de las células
tumorales desminuida acompafia la inhibicién mediada por ARNip del
desarrollo del tumor de melanoma, Una disminucién 5 a 8 veces en células
positivas en bromodeoxiuridina ocurre luego de la inhibicion mediada por
ARNip de B-Raf pero no C-Raf o ARNip mezclado. *. P<0.05. Columnas,
medias de seis tumores diferentes con cuatro a seis casilla contadas por
tumor; barras, +SE.

Figura 15 muestra )2 inhibicién de la actividad B-Raf ussndo BAY
43-9006 que inhibe e! desarrolio del tumor de melanoma. Los efectos del
tratamiento con BAY 43-9006 se muestran sobre ¢l desarrolle del tumor
UACC 903(A) y 1205 Lu(B). Las células UACC 903 y 1205 Lu se
inyectaron en ratones inmunitariamente desprotegidos, y se dejé ocurrir el
desarrollo del tumor el dia 6, punto en el cual los ratones se inyectaron i.p.
cada 2 con BAY 43-9006 disuelto en DMSO (puntas de las flechas).
Las condiciones de control fueron tratamiento con DMSO dGnicamente. El
inhibidor BAY 43-9006 de Raf cinasa reduce el potencial oncogénico de
células de melanoma que contenfan proteina Y*““B-Raf mutante en
concentraciones >50 mg/kg. C, se observé cantidad disminuida de ERK
fosforilada (activa) ERK para esas células luego del iratamiento con BAY
435006 pero no con tratamiento con vehiculo. La comparacién
inmunohistoquimica del niimero de células pERK-positivas en secciones de
tumor UACC 903 tratadas con 50 mg/kg BAY 43-9006 (en DMSO) o en
vehiculo DMSO solo. Se detectd una diferencia de 3-veces entre células
tmtadas con vehiculo de control y con BAY 43-9006 (D). *.P<0.05.
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Columnas, medias de seis diferentes tumores con 4 a 6 casillas contadas por
tumor; barras, +SE.

Figura 16 muesira el mecanismo subyacente a la inhibicion del
desarrollo del tumor de melanoma luego de la inhibicién farmacolégica o
mediada por ARNip de Y®’°B-Raf mutante en tumores de melanoma. La
comparacién del desarrollo vascular (A), apoptosis (B), y porcentajes de
proliferacion (C) en tumores temporal y espacialmente coincidentes
expuestos a BAY 43-9006 o vehiculo (DMSO). Tumores coincidentes en
tamafio y en tiempo que se desarrollaban en paralelo se compararon para
identificar los efect.os de la inhibicidn B-Raf en el desarrollo del tumor.
Una diferencia en el desarrollo vascular fue la primera diferencia
estadisticamente significativa (*, P<0. 05) observada luego del tratamiento
de tumores UACC 903 con BAY 43-9006, el cual fue seguido por una
creciente apoptosis (*, P<0.05) y proliferacion celular reducida (*; P<0.05).
Columnas, medias de dos experimentos separados con cuatro a seis casillas
analizadas de cada uno de seis tumores por experimento; barras, £SE.

Figura 17 muestra que la inhibicién por ARNip y farmacolégica de
V#BB_Raf reduce la secrecion VEGF de células de melanoma. La
secrecién VEGF se midi6é a partir de células UACC 903 6 1205 Lu que
crecian en cultivo por andlisis ELISA luego de la nucleofeccién con B-Ral
o VEGF ARNip (A) o después del tratamiento con concentraciones
creciontes de BAY 43-9006(B). C-Rafy ARNip mezclado sirvieron como.
Barras, +SD. Los efectos de la expresién VEGF reducida se muestran sobre
le desarrollo de tumor UACC 903 (C) y 1205 Lu (D). El tamafio del tumor
se muestra en intervalos de 2 dias hasta ¢l dia 17.5. La reduccién de la
expresién VEGF inhibe el desarrollo del tumor de melanoma en una manera
con la que ocurre luego de la reduccién de la expresién de Y*"B-Raf.
Puntos, medias de seis diferentes tumores; barras, +SE.
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Figura 18: muestra la regibn de Akt3 que causa activacidn
preferencial en melanoma. La activacién se mide como los niveles de
fosforilacion; las franjas més oscuras indican una actividad més alta. Las
bandas inferiores indican la actividad Akt endégena. Los dominios de Akt3
se cambian con los de Akt2, y constructos que contenian los constructos
quiméricos se nucleofectaron en la estirpe celular de melanoma WM35.
Ak y Akt2 miristoiladas sirvieron como controles positivos. Ak3
inactivada (T305A/S472A) y Akt2 (T309A/S474A) sirvieron como
controles negativos. La transferencia de Akt3 natural llevé a una actividad
creciente en contraste con Ak{2 natural que no lo hizo. Los constructos en
los cuales el dominio de homologia de pleckstrin (PH) de Ak(3
(aminoécidos 1-110) se cambib con los de Akt2 se usaron para identificar la
region de Akt3 que lleva a la activacion en células de melanoma. Nétese,
sdlo constructos que contenian los dominios catalftico y regulador (C/R) de
Akt3 (de aminodcidos 111-497) llevaron a activacién. Esto delinea la
regi6n de los aminoécidos 111-497 como critica pars la activacién de Akt3
en melanomas humanos. Este es un sitio critico para el direccionamiento
terapéutico que impediria especificamente la activacién de Akt3 en
melanomas. METODOS: Constructos naturales marcados con HA, y
constructos quiméricos PH-Akt3-C/R-Akt2 y PH-Ak2-C/R-Akt3 se
prepararon cambiando los dominios de homologia pleckstrin (PH) (de
aminoécidos 1-110) y dominio catalitico (de aminodcidos 111-479 de Akt3
6 481 en Akt2). Los constructos se nucleofectaron en la estirpe celular de
melanoma WM35 usando el reactivo nucleofector Amaxa NHEM-NEO, y
48 horas después se analizaron mediante anélisis de Western blot sondeando
con un anticuerpo a ser-473 de Akt.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INCORPORACION
PREFERIDA
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La presente invencién se dirige en parte al descubrimiento que la
Akt3 es una importante serina/treonina proteina cinasa, y juega un papel en
la supervivencia del melanome, de modo que las células tumorales son
resistentes a la apoptosis. Un modelo de melanoma que refleja la
importancia de Akt en la tumorigénesis de melanoma se utiliz6 para
identificar Akt3 como la isoforma predominante desregulada durante la
tumorigénesis de melanoma. Como se demuestra aqui la inactivacién
selectiva de Akt3, pero no Aktl 6 Akt2, disminuye el nivel de Akt
fosforilada y baja el potencial oncogénico de las células de melanoma. Por
consiguiente, Akt3 provee una diana terapéutica para el céncer melanoma.

La presente invencion se dirige igualmente en parte al descubrimiento
de que V599E B-Raf juega un papel en el crecimiento y proliferacién del
melanoma. Se ha descubierto ahora que la inhibicién o reduccién de la
expresion de B-Raf disminuye la proliferacién de células tumorales y la
formacién de nuevos vasos sanguincos (angiogénesis). Debe observarse
que debido a datos de secuencia errante, la sustitucién de valina (V) en
dcido glutdmico (E) en B-Raf corresponde actualmente al codén 600 y al
nuclestido 1799 (no 1796); en la version correcta como se muesira en la
genoteca del NCB] Niimero de Acceso NT_007914. Kumar et al, Clinical
Cancer Research, 9: 3362-3368 (2003). Sin embargo, en esta solicitud,
hemos utilizado los nimeros no corregidos de nucledtido y codén de
principio a fin por razones histéricas y de familiaridad.

Los presentes inventores contemplan una terapia de combinacién para
tratar células tumorales, que implica la induccion de apoptosis y la
reduccién de la proliferacién celular y la angiopénesis. En uns
incorporacion, la apoptosis se induce reduciendo la actividad Akt3, y la
proliferacién celular y angiogénesis se disminuyen reduciendo la actividad
VS%E B.Raf. Los presentes inventores contemplan asimismo que reduciendo
la actividad Akt3 en una célula tumoral reduce el umbral apoptdtico en
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células tumorales, especialmente en células de melanoma, permitiendo
emplear dosis mucho méds bejas de quimioterapia que basdndose en
tratamientos convencionales. Por lo tanto, los pacientes recibirin un
tratamiento mds efectivo y experimentardn menos efectos secundarios de
medicamentos de quimioterapia txicos.

Para contribuir al entendimiento de la especificacién y las

reivindicaciones se dan las siguientes definiciones.

DEFINICIONES

Tal como se emplea aqui, el término "ARNip" significa: (i) un
oligonucledtido ARN bicatenario, o polinucledtido, que tiene una longitud
de 18 pares de bases, 19 pares de bases, 20 pares de bases, 21 pares de
bases, 22 pares de bases, 23 pares de bases, 24 pares de bases, 25 pares de
bases, 26 pares de bases, 27 pares de bases, 28 pares de bases, 29 pares de
bases o 30 pares de bases y que es capaz de interferir la expresién y
actividad de un polipéptido Akt3, o una variante de polipéptido Aki3, en
donde una sola hebra del ARNip comprende una porcién de la secuencia de
polinucledtidos de ARN que codifica el polipéptido Akt3, su variante, o una
secuencia complementaria ella; (ii) un oligonucleétido de una sola hebra, o
polinucleétido de 18 nucledtidos, 19 nucledtidos, 20 nucledtidos, 21
nucledtidos, 22 nucledtidos, 23 nucledtidos, 24 nucledtidos, 25 nucleétidos,
26 nucledtidos, 27 nucledtidos, 28 nucledtidos, 29 nucledtidos o 30
nucledtidos de longitud y que es capaz de inlerferir la expresién y/o
actividad de un polipéptido Akt3 diana, o una variante del polipéptido Akt3,
0 que Se aparea con una secuencia complementaria para resultar en um
ARNbc que es capaz de interferir la expresion del polipéptido diana, en
donde dicho oligonucleétido monocatenario comprende una porcién de una
secuencia de polinucléotidos de ARN que codifica el polipéptido PTP-1B,

su variante, 0 una secuencia complementaria a ella; o (iii) un
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oligonucléotido, o polinucléotido, de cualquicra de los anteriores (i) o (ii)
en donde tal oligonucléotido, o polinucléotido, tiene una, dos, ires o cuatro
alteraciones de Acido nucleico o sustituciones en el.

"Acido mucleico” o "polinucledtido”, tal como se emplea aqui, se
refiere polimeros que contienen purina y pirimidina de cualquier longitud,
ya sean polirribomucledtidos o polideoxirribonucledtidos o polirribo-
polideoxirribonucleétidos mixtos. Esto incluye moléculas mono y
bicatenarios, es decir, hibridos ADN-ADN, ADN-ARN y ARN-ARN, asf
como "4cidos nucleicos de proteinas" (PNA) formados conjugando bases al
esqueleto de aminodcidos. Esto incluye asimismo &dcidos nucleicos que
contienen bases modificadas.

Un "gen" se refiere a un ensamble de nucledtidos que codifican un
polipéptido, e incluye 4cidos nucleicos de ADNc y ADN genémico.

Un "vector" es cualquier medio para la transferencia de un dcido
nucleico en una célula hospedadora. Un vector puede ser un replicén al
cual puede unirse otro segmento de ADN, con el fin de producir Ia
replicacién del segmento unido. Un "replicén" es cualquier elemento
genético (por ejemplo, pldsmido, fago, cosmido, cromosoma, virus) que
funciona como una unidad auténoma de replicacién de ADN in vivo, es
decir, capaz de replicacién bajo su propio control. El término "vector”
incluye medios tanto viricos como no viricos para introducir el Acido
nucleico en una célula in viiro, ex vivo o in vivo. Los vectores viricos
incluyen retrovirus, virus adenoasociados, pox, baculovirus, vacuna, herpes
simplex, Epstein-Barr y vectores adenovirus. Vectores no viricos incluyen,
pero no s¢ limitan & plismidos, liposomas, lipidos cargados eléctricamente
(citofectinas), complejos ADN-protefna, y biopolfmeros. Ademds de un
dcido nucleico, un vector puede contener asimismo una o més regiones

reguladoras, y/o marcadores seleccionables ttiles en seleccionar, medir, y
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monitorear resultados de transferencia de dcidos nucleicos (transferencia a
cuéles tejidos, duracion de expresion, efc.).

Un "casete" se refiere a un segmento de ADN que puede insertarse en
un vector en sitios especificos de rigurosidad. El segmento de ADN
codifica un polipéptido de interés, y el casete y los sitios de rigurosidad se
discfian para garantizar la insercién del casete en ol marco de lectura
adecuado para transcripcién y traduccién.

Una célula se ha “"transfectado” por ADN exdgeno o heterélogo
cuando tal ADN se ha introducido dentro de la célula. Una célula se ha
"transformado” por ADN exdgeno o heterdlogo cuando el ADN
transfectado realiza un cambio fenotipico. El ADN transformante puede
integrarse (enlazarse covalentemente) en el ADN cromosdmico que
constituye el genoma de la célula.

Una "molécula de écido nucleico” se refiere a la forma polimérica del
éster de fosfato de ribomucledsidos (adenosina, guanosina, uridina o
citidina; "moléculas de ARN") o deoxirribonuclesidos (deoxiadenosina,
deoxiguanosina, deoxitimidina, o deoxicitidina; "moléculas de ADN™), o
cualesquiera de sus andlogos, tales como fosforotioatos y tioésteres, ya sea
en forma monocatenaria, o una hélice bicatenaria. Son posibles hélices
bicatenarias ADN-ADN, ADN-ARN y ARN-ARN. El término molécula de
ficido mucleico y, en particular, molécula de ADN o ARN, se refiere
unicamente a la estructura primaris o secundaria de la molécula, y no la
limita a cualesquiera formas terciarias particulares. Por consiguiente, este
término incluye ADN bicatenario hallado, entre otros, en moléculas de
ADN lineales o circulares (por ejemplo, fragmentos de rigurosidad),
plésmidos, y cromosomas. Cuando se discute la estructura de moléculas de
ADN bicatenario particular, pueden describirse aqui secuencias de acuerdo
con la convencién normal de dar (imicamente la secuencia en la direccién 5'
a 3' a lo largo de 1a hebma no transcrita de ADN (es decir, la hebra con una
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secuencia homéloga al ARNm). Una "molécula de ADN recombinante”
una molécula de ADN que ha sido sometida a manipulacién biolégica
molecular.

La presente invencién contempla el aislamiento de melanoma de un
gen que codifica una proteina Akt3 humana o polipéptido de la invencién,
incluida una forma de longitud completa, o de ocurrencia natural, de Akt3,
y cualesquiera fragmontos antigénicos especificos de Akt3, humanos, de los
mismos. Tal como se emplea aqui, "Akt3" se refiere a un polipéptido Akt3,
y "akt3" se refiere a un gen que codifica el polipéptido Akt3.

El término "Akt3" se refiere a un dcido nucleico Akt3 (ADN y ARN),
proteina (o polipéptido), sus variantes polimérficas, alelos, mutantes, y
homdlogos interespecie que poseen (i) homologia sustancial de secuencia
de nucledtidos con la secuencia de nucleétidos del Nimero de Acceso
AJ245709 (Homo sapiens ARNm para serina/treonina cinasa Akt-3 (gen
Akt3) gil5804885emb|AJ245709.1HSA245709[5804885]); Nimero de
Acceso AF135794 (Homo sapiens AKT3 proteina cinasa ARNm, cds
completos gil4574743|gb|AF135794.1|AF135794[4574743]); Nimero de
Acceso NM_005465 (Homo sapiens v-akt homélogo 3 de oncogén virico de
timoma murino (proteina cinesa B, gamma) (AKT3), variante 1 de
transcrito, ARNm gi|32307164|ref[NM_005465.3|[32307164]); Niimero de
Acceso NM_181690 (Homo sapiens v-akt homélogo 3 de oncogén virico de
timoma murino (protefna cinasa B, pamma)AKT3), variante 2 de
transcrito, ARNm gi[32307162|refiNM_181690.1|[32307162]); NGmero de
Acceso AY005799 (Homo sapiens proteina cinasa B gamma 1(AKT3)
ARNm, cds completo, alternativamente empalmados
£i|15072339|gblAY005799.1|[15072339]); Nimero de Acceso AF124141
(Homo sapiens proteina cinasa B gamma ARNm, cds completos
gil4757578|gb|AF124141.1]AF124141[4757578]); o (i) homologia
sustancial de secuencia con la secuencia de aminodcidos codificadora
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Nimero de Acceso CABS3537 (Akt-3 proteina [Homo sapiens]
gil5804886|embjCAB53537.1|[5804886]); Niimero de Acceso AAD24196
(AKT3 proteina cinasa [Homo sapiens]
gil4574744|gb]AAD24196.1|AF135794_1[4574744]); Nimero de Acceso
AAF91073 (proteina cinasa B pgamma 1 [Homo sapiens]
gi|15072340|gb|AAF91073.1|[15072340]); NiGmero de Acceso AAD29089
(proteina cinasa B gamma [Homo sapiens]
gil4757579gb|]AAD29089.1]AF124141_1{4757579]); Nimero de
Acceso NP_005456 (v-akt isoforma 1 de homdlogo 3 de oncogén virico de
timoma murino; proteina cinesa B gamma, RAC-gamma serina/treonina
proteina cinasa; serina treonina proteina cinasa, Akt-3 [Homo sapiens]
gi|4BR549/ref[NP-005456.1|[4885549]); Namero de Acceso NP_859029 (v-
akt isoforma 2 de homélogo 3 de oncogén virico de timoma murino;
proteina cinasa B gamma; RAC-gamma serina/treonina protefna cinasa;
serina  treonina  protefna cinasa, Akt-3 [Homo  sapicns]
£i[32307163|ref|[NP_859029.1|[32307163]).

El término "B-Raf" se refiere a dcido nucleico B-Raf (ADN y ARN),
proteina (o polipéptido), sus variantes polimérficas, alelos, mutantes, y
homélogos interespecie que poseen (i) homologia sustancial de secuencia
de nucledtidos con la secuencia de nucledtidos de B-Raf hallada en la
GenBank (NM_004333) un homélogo B1 de oncogén virico de sarcoma
murino v-raf Homo sapiens (BRAPF), ARNm,
2i[33188458]refNM._00433.2|[33188458]. La secuencia de proteinas afin
para B-Raf es GenBank Numero de Acceso P15056.

Una proteina B-Raf hallada en Genbank es M95712 Homo sapiens
B-raf proteina (BRAF) ARNm, cds completos
gil41387219|ghjM95712.2|HUMBRAF([41387219].

Una "muestra de control" se refiere a una muestra de material
biolégico representativa de animales sanos libres de céncer. El nivel de
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Akt3 o B-Raf en una muestra de control, o el nimero de copia del gen
correspondiente codificador, es preferiblemente tipico de Iz poblacién
general de un sujeto normal, libre de céncer, de la misma especie. Esta
muestra o bien puede recogerse de un animal con el fin de utilizarse en los
mélodos descritos en la presente invencién o bien puede ser cualquier
material bioldgico representativo de animales normales, libres de cdncer,
obtenido por otras razones, pero sin embargo apropiado para uso en los
métodos de esta invencién. De igual modo una muestra de control puede
obtenerse de tejido normal del animal que tiene o del que se sospecha que
tiene cdncer. Una muestra de control se puede referir también a un nivel
dado de Akt3, representativa de la poblacién libre de cincer, que se ha
establecido previamente con base en mediciones de sujetos normales, libres
de cédncer. Alternativamente, una muestra de control biol6gico puede
referirse a una muestra que se obtiene de un individuo diferente o ser un
valor normalizado basado en datos de referencia obtenidos de una
poblacién. Ademads, una muestra de control puede definirse para edad,
sexo, origen étnico u otros pardimetros demogrificos especificos. En
algunas situaciones, el control estii implicito en la medicién particular. Un
ejemplo de un control implicito se da donde un método de deteccién puede
deteclar inicamente Akt3, o el niimero de copia del gen correspondiente,
cuando esté presente un nivel mayor que el tipico de un sujeto normal, libre
de cédncer. Un nivel de control tipico para un gen es dos copias por célula.
Otro ejemplo se da cn el contexto de un andlisis inmunchistoquimico en
donde se conoce el nivel de control para el andlisis. Otras instancias de
tales controles s¢ hallan dentro del conocimionto del experto.

Un nivel de polipéptido Akt3 o B-Raf o polinucledtido que se
"espera” en une muestra de control se refiere & un nivel que representa un
muestra tipica, libre de céncer, y de la cual puede distinguirse una presencia
clevada o diagnéstica de polipéptido Akt3 o polinucledtido.
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Preferiblemente, un nivel "esperado” se controlard para factores tales como
la edad, sexo, historia médica, etc., de un mamifero, asi como para el sujeto
biolégico particular que se estd evaluando.

El tdmino "célula tumoral” designa una célula que es un
componente de un tumor en un sujeto, o una célula de la que se determina
que estd destinada a convertirse en un componente de un tumor, es decir,
una célula que es un componente de una lesién precancerosa en un sujeto.

"ADNc" se refiere 8 ADN complementario o copia producido de una
plantilla de ARN por la accién de polimerasa ADN dependiente de ARN
(transcriptasa reversa). Por consiguiente, un "clon de ADNc" significa una
secuencia de ADN bicatenario complementaria a una molécula de ARN de
interés, portada en un vector de clonacidn o PCR amplificada. Este término
incluye genes de los cuales se han retirado las secuencies intervinientes.

"Vector de clonacién" se refiere a un ADN de plésmido o fago u otra
secuencia de ADN que es capaz de replicarse en una célula hospedadora.
El vector de clonacién se caracteriza por uno o més sitios de
reconocimiento de endonucleasa en los cuales pueden cortarse tales
secuencias de ADN en una forma determinable sin pérdida de una funcién
biolégica esencial del ADN, que puede contener un marcador apropiado
para uso en la identificacidn de células transformadas.

"Vector de expresién” se refiere a un vehiculo o vector similar a un
vector de clonacién pero que es capaz de expresar una secuencia de dcidos
nucleicos que se ha clonado en ella, después do la transformacién en un
anfitribn. Una secuencia de 4cido nucleicos se "expresa" cuando se
transcribe para proporcionar una secuencia de ARNm, En la mayoria de los
casos, este transcrito se traducird para proporcionar una secuencia de
aminoécidos. El gen clonado se pone usualmente bajo el control (es decir,
ligado operacionalmente a) de una secuencia de control de expresién.
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"Secuencia de control de expresién" o "secuencia reguladora" se
refiere a una secuencia de nucledtidos que controla o regula la expresién de
genes estructurales cuando se enlazan operacionalmente a esos genes.
Estos incluyen, por ejemplo, los sistemas lac, ¢l sistema trp, las principales
regiones operadoras y promotoras del fago lambda, 1a regién de control de
la cubierta protelnica fd y otras secuencias conocidas por conirolar la
expresién de genes en células procarifticas o eucarifticas. Las secuencias
de control de expresién variardn dependiendo de si el vector se disefia para
expresar el gen operacionalmente en un anfitrién procariético o eucariético,
y pueden contener clementos transcripcionales tales como elementos
potenciadores, secuencias de terminacién, elementos de especificidad de
tejidos o sitios de iniciacién traduccional y terminacién.

"Operacionalmente ligado" significa que el promotor controla la
iniciacién de expresién del gen. Un promotor se enlaza operacionalmente a
una secuencia de ADN proximal si en su introduccién en una célula
hospedadora el promotor determina la transcripcion de Ia secuencia(s) de
ADN proximal en una o mis especies d¢e ARN. Un promotor se enlaza
operacionalmente a una secuencia de ADN si el promotor es capaz de
iniciar la transcripcién de esa secuencia de ADN.

"Anfitrién" significa eucariotas. El término incluye un organismo o
célula que es el receptor de un vector de expresion replicable.

La introduccién de dcidos nucleicos en la célula hospedadora por
cualquier método conocido en el arte, incluidos los descritos aquf, se
designard aqui como "transformacién". Las células en las cuales se han
introducido dcidos nucleicos descritos anteriormente se proponen incluir
igualmente la progenie de tales células.

Acidos nucleicos designados aqui como "aislados" son 4cidos
nucleicos separados de los dcidos nucleicos de ADN genémico o ARN
celular de su fuente de origen (por ejemplo, como existe en células o en una
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mezcla de 4cidos nucleicos tal como una biblioteca), y pueden haberse
sometido a procesamiento posterior. "Aislado", tal como se emplea aqui, se
refiere a secuencias de aminodcidos o dcidos nucleicos que estin por lo
menos 60% libres, preferiblemente 75% libres y, muy preferiblemente 90%
libres de otros componentes con los cuales se encuentran naturalmente
asociados. Acidos nucleicos "aislados” (polinuclestidos) inchryen &cidos
nucleicos obtenidos por métodos descritos aqui, métodos similares u otros
métodos apropiados, incluidos dcidos nucleicos esencialmente puros, dcidos
nucleicos producidos por sintesis quimica, por combinaciones de métodos
quimicos y biolégicos, y dcidos nucleicos recombinantes que son aislados.
Los écidos nucleicos designados aqui como "recombinantes” son dcidos
nucleicos que se han producido por metodologia de ADN recombinante,
incluidos aquellos dcidos nucleicos que se generan por procedimientos que
sc basan en un método de replicacién artificial, tal como la reaccién en
cadena de polimerasa (PCR) o clonacién en un vector usando enzimas de
rigurosidad, Acidos nucleicos "recombinantes” son también aquellos que
resultan de eventos de recombinacién que ocurren a través de los
mecanismos naturales de las células, pero se seleccionan luego de la
introduccién a las células de dcidos nucleicos disefiados para permitir o
hacer probable un evento de recombinacién deseado. Porciones de los
écidos nucleicos aislados que codifican polipéptidos con un cierta funcién
pueden identificarse y aislarse, por ejemplo, mediante €l método de Jasin,
M., et al., Patente de los Estados Unidos No. 4,952,501.

Tal como se emplean aqui, los términos "proteina” y "polipéptido”
son sindnimos. Los "péptidos” se definen como fragmentos o porciones de
polipéptidos, preferiblemente fragmentos o porciones que tienen por lo
menos una actividad funcional (por ejemplo, proteélisis, adhesion, fusion,
actividad antigénica, o intracelular) como la secuencia completa de
polipéptidos.
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Los términos "paciente” o "sujeto” se emplean intercambiablemente
y sc refieren a mamiferos tales como pacientes humanos y primates no
humanos, asi como a animales experimentales tales como conejos, ratas, y
ratones, y otros animales.

"Muestra biolégica”, tal como se emplea aqui, es una muestra de
tejido biolégico o fluido que contiene dcidos nucleicos Akt3 y/o B-Raf o
polipéptidos, por ejemplo, de una proteina de céncer melanoma,
polinucledtido o transcrito. Tales muestras incluyen, pero no se limitan a,
tejido aislado de humanos. Las muestras bioldgicas pueden incluir
asimismo secciones de tejido tales como muestras de una biopsia y
autopsia, seccioncs congeladas tomadas para fines hisiolégicos, sangre,
plasma, suero, espulo, heces, ldgrimas, muco, cabelio, piel, etc. Las
muestras biolégicas incluyen también tejidos vegetales y cultivos celulares
transformados y/o primarios derivados de tejidos de pacientes. Una
muestra biolégica se obtiene tipicamente de un organismo eucariota,
preferiblemente cucariotas tales como hongos, plantas, insectos, protozoos,
aves, peces, reptiles y, preferiblemente, un mamifero tal como rata, ratones,
vaca, perro, conejillo de Indies, o conejo y, muy preferiblemente un
primate, tal como chimpancés o humanos.

"Céncer" o "malignidad” se emplcan como términos sinénimos y se
refieren a cualquiera de un nimero de enfermedades que se caracterizan por
una proliferacién anormal, incontrolada, de las células, la capacidad de
célules afectadas de diseminarse localmente o a través del torrente
sangufneo y el sistema linfitico a otras partes del cuerpo (es decir, hacer
metdstasis), as{ como cualquiera de un niimero de rasgos moleculares y/o
estructurales caracteristicos. Una "célula cancerosa” o "maligna” se
entiende como una célula que posee propiedades estructurales especificas,
que carece de diferenciacién y es capaz de invasién y metdstasis. Ejemplos

de neoplasias malignas son céncer de piel, rifién, colon, mama, prostata e
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higado, (véase DeVita, V. et al. (eds.), 2001, Cancer Principles and Practice
of Oncology, 6th. Ed., Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, Pa.;
esta referencia se incorpora aqui por referencia en su totalidad para todos
los propésitos).

El término “apoptosis” y "muerte celular programada” (PCD) se
emplean como términos sinénimos y describen los procesos morfolégicos y
celulares que llevan a la autodestruccién celular controlada (véase, por
ejemplo, Kerr J. F. R. et al,, 1972, Br J Cancer. 26:239-257). La muerte
celular apoptética puede inducirse por una variedad de estimulos, tales
como ligamiento de receptores de la superficie celular, inanicién, privacion
del factor de supervivencia/factor de crecimiento, choque térmico, hipoxia,
dafio del ADN, infeccién virica, y agentes citotéxicos/quimiolerapéuticos.
El proceso apoptético estd involucrado en la embriogénesis, diferenciacion,
proliferacibn/homeostasis, retiro de células defectuosas y, por lo tanto,
daflinas y, especialmente, en la repulaciébn y funcién del sistema
inmunitario. Por consiguiente, la disfuncién o desregulacién del programa
apoptético estd implicada en una variedad de estados patolégicos, tales
como inmunodeficiencia, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades
neurodegenerativas, y céncer. Las células apoptdticas pueden reconocerse
por cambios morfoldgicos estereotipicos: la célula se contrac, muestra
deformacidn y pierde contacto con sus células vecinas. Su cromatina se
condensa y, finalmente, la célula se fragmenta en estructuras compactas
encerradas por la membrana, llamadas "cuerpos apoptdticos” que contienen
citosol, ia cromatina condensada, y organelos. Los cuerpos apoptdticos son
engullidos por macréfagos y, asi, s¢ eliminan del tejido sin causar una
respuesta inflamatoria. Esto se da en contraste con el modo necrdtico de
muerte celular, caso en el cual las células sufren un dafio mayor, resultante
en la pérdida de la integridad de la membrana, hinchamiento y rompimiento
de las células. Durante la necrosis, los contenidos de las células se liberan
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sin control en el entorno de la célula, lo cual se traduce en el dafio de
células circundantes y en una fuerte respuesta inflamatoria en el tejido
correspondiente. Véase, por ejemplo, Tomei L. D. y Cope F.O., eds., 1991,
Apoptosis: The Molecular Basis of Cell Death, Plainville, N.Y.: Cold
Spring Harbor Laboratory Press; Isaacs J.T., 1993, Environ Health Perspect.
101(suppl 5):27-33; cada una de las cuales se incorpora aqui por referencia
en su totalidad para todos los efectos, Una varicdad de anélisis de apoptosis
es bien conocida por el experto en el arte (por ejemplo, andlisis de
fragmentacién de ADN, andlisis de proliferacién radioactivos, andlisis de
escalonamiento de ADN para células tratadas, microscopfa de fluorescencia
de andlisis de células teflidas con 4'-6-diamidino-2-fenilindol (API), y
similares).

"Varianies conservadoramente modificadas” se aplica a secuencias
de aminodcidos y secuencias de écidos nucleicos. Con respecto a
secuencias de &cidos nucleicos particulares, variantes conservadoramente
modificadas se¢ refieren a aquellos dcidos nucleicos que codifican
secuencias de aminodcidos idénticos o esencialmente idénticos, o donde el
écido nucleico no codifica una secuencia de aminoécidos, a secuencias
esencialmente idénticas. Debido a la degeneracién del cédigo genético, un
gran nimero de dcidos nucleicos funcionalmente idénticos codifican
cualquier polipéptido dado. Por ejemplo, los codones CGU, CGC, CGA,
CGG, AGA, vy AGG todos codifican el aminodcido arginina. Por
consiguiente, en cada posicién donde una arginina se especifica por un
codén, el codén puede alterarse en cualquiera de los codones
comrespondientes descritos, sin alterar el polipéptido codificado. Tales
variaciones de 4cidos nucleicos son “sustituciones silenciosas" o
"variaciones silenciosas”", que son una especic "de variaciones
conservadoramente modificadas”. Cada secuencia de polinucledtidos
descrita aquf que codifica un polipéptido describe también una posible
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variacién silenciosa, a menos que se anote otra cosa. Por lo tanto, las
sustituciones silenciosas son una caracteristica implicita de cada secuencia
de 4cidos nucleicos que codifica un aminoécido. Un experto reconocerd
que cada cod6n en un dcido nucleico (excepto AUG, que es ordinariamente
el Gnico codén para metionina) puede modificarse para proporcionar una
molécula funcionalmente idéntica por técmicas estindar. En algunas
incorporaciones, las secuencias de nucledtidos que codifican las enzimas se
optimizan * preferiblemente para expresién en una célula hospedadora
pearticular (por ¢jemplo, levadura, memifera, vegetal, fingica, y similares)
usada para producir las enzimas.

En lo que respecta a las secuencias de aminodcidos, un experto
reconocerd que sustituciones individuales, climinaciones o adiciones a un
écido nucleico, péptido, polipéptido, 0 secuencia de proteinas que altera,
agrega o elimina un solo aminodcido o un pequefio porcentaje de
aminodcidos en la secuencia codificada es una "variante conservadoramente
modificada”, en donde la alteracién resulta en la sustitucibn de un
aminoécido con un aminodcido quimicamente similar. Tablas de sustitucién
conservadora que proveen aminodcidos funcionalmente similares son bien
conocidos en el arte. Véase, por ejemplo, Davis et al., Basic Methods in
Molecular Biology" Appleton & Lange, Norwalk, Connecticut (1994).
Tales variantes conservadoramente modificadas son adicionales y no
excluyen variantes polimérﬁcas; homélogos interespecies, y alelos de la
invencion.

Los siguientes ocho grupos cada uno contienc aminodcidos que son
sustituciones conservadoras unas con otras: 1) Alanina (A), Glicina (G); 2)
Acido Aspértico (D), Acido Glutémico (E); 3) Asparagina (N), Glutamina
(Q); 4) Arginina (R), Lisina (K); 5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina
(M), Valina (V); 6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptdfano (W); 7)
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Serina (8), Treonina (T); y 8) Cisteina (C), Metionina (M) (véase, por
ejemplo, Creighton, 1984, Proteins).
Los términos "idéntico” o "identidad" porcentual, en el contexto de

WO 2005/089443

dos o més secuencias de dcidos nucleicos o polipéptidos, se refierena dos o
mds secuencias o subsecuencias que son las mismas o tienen un porcentaje
especificado de residuos de aminodcidos o nucledtidos que son los mismos
(es decir, alrededor de 70% de identidad, preferiblemente 75%, 80%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, o identidad mayor sobre una regién especificada (por ejemplo, la
secuencia del gen Akt3 asociado con melanoma), cuando se comparan y se
alinean para correspondencia méxima sobre una ventana de comparacion o
region designada), medida usando algoritmos de comparacidn de secuencias
BLAST o BLAST 2.0 con los parimetros predeterminados descritas mas
adelante, 0 mediante alineamiento manual e inspeccién visual. Se dice
entonces que tales secuencias son "sustancialmente idénticas”. Esta
definicién se refiere asimismo al cumplimiento de una secuencia de prueba.
La definicién incluye ademds secuencias que tienen eliminaciones y/o
adiciones, asi como aquellas que tienen sustituciones. Como se describe
més adelante, los algoritmos preferidos pueden representar vacios y
gimilares. Preferiblemente, la identidad existe sobre una regién que tiene
por io menos una longitud de alrededor de 25 aminodcidos o nucleétidos o,
més preferiblemente, sobre una regién que tiene una longitud de 50-100
aminodcidos o nucledtidos.

Para comperacién de secuencias, tipicamente una secuencia actia
como secuencia de referencia, con la cual se¢ comparan secuencias de
prueba. Cuando se emplea un algoritmo de comparacion de secuencias,
secuencias de prueba y referencia se ingresan en un computador, se
designan coordenadas de subsecuencias, si es necesario, y se designan
parimetros del programa de algoritmos de secuencias. Pueden utilizarse
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pardmetros del programa predeterminados, o pueden designarse pardmetros
alternativos. El algoritmo de comparacién de secuencias calcula entonces
identidades de secuencias porcentusles para las secuencias de prueba en
relacion con la secuencia de referencia, basdindose en los pardmetros del
programa.

Una “ventana de comparacién”, tal como se emplea aqui, incluye
referencia & un segmento de una cualquiera del nimero de posiciones
contiguas scleccionadas del grupo conformado por 20 a 600, usualmente
alrededor de 50 a alrededor de 200, mds usuaimente alrededor de 100 a
alrededor de 150 en las cuales puede compararse una secuencia con una
secuencia de referencia del mismo nimero de posiciones contiguas después
de alinear 6ptimemente las dos secuencias. Métodos de alineacién de
secuencias para comparacién son bien conocidos en el arte. La alineacidn
6ptima de secuencias para comparacién puede llevarse a cabo, por ejemplo,
mediante el algoritmo de homologia local de Smith & Waterman, 1991,
Adv. Appi. Math. 2:482, mediante el algoritmo de alineacién de homologia
de Needleman & Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48:443, mediante la basqueda
del método de similitud de Pearson & Lipman, 1988, Proc. Nat'l. Acad. Sci.
USA 85:2444, mediante implementaciones computarizadas de estos
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Paquete de
Software Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr.,
Madison, Wis.), o mediante alineacién manual e inspeccién visual (véase,
por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., eds.
1995 supplement).

Otro ¢jemplo de algoritmo que es apropiado para determinar la
identidad porcentual de secuencias y similitud de secuencias son los
algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al., 1977,
Nuc. Acids Res. 25:3389-3402 y Alischul et al, 1990, J. Mol. Biol.
215:403-410, respectivamente. El software para realizar andlisis BLAST se
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encuenira a disposicién de piblico a través del National Center for
Biotechnology Information (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo
implica identificar primero parejas de secuencias con altos puntajes (HSPs)
identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia de bisqueda,
que correspondan o satisfagan algin puntaje umbral de valoracién positiva
T cuando se alincan con una palabra de la misma longitud en uns secuencia
de la base de datos. T se designa como el umbral de puntaje de palabra
vecina (Altschul et al., supra). Estos aciertos iniciales de palabra vecina
actlian como semillas para iniciar bisquedas para encontrar HSPs mds
largas que las contienen. Los aciertos de palabra se amplian en ambas
direcciones a lo largo de cada secuencia hasta el punto en que pueda
aumentarse el puntaje de alineacién acumulativo. Los puntajes
acumulativos se calculan usando, para las secuencias de nucléotidos, los
parimetros M (puntaje de premio para una pareja de residuo de
coincidencia; siempre >0) y N (puntaje de sancién para un residuo de no
coincidencia; siempre <0). Para secuencias de aminodcidos, sc emplea un
matriz de puntajes para calcular el puntaje acumulativo. La ampliacién de
los aciertos de palabra en cada direccién se detiene si: ¢l puntaje de
alineacién acumulativa cae en la cantidad X de su valor méximo alcanzado;
el puntaje acumulativo llega a cero o por debejo, debido a la acumulacién
de una o més alineaciones de residuo de puntaje negativo; o se alcanza el
final de cualquiera de las dos secuencias. Los parimetros del algoritmo
BLAST W, T, y X determinan la sensibilidad y velocidad de la alineacién.
El programa BLASTN (pera secuencias de nucledtidos) utiliza como
valores predeterminados una longitud de palabra (W) de 11, una esperanza
(E) o 10, M=5, N=-4 y una comparacion de ambas hebras. Para secuencias
de aminodcidos, el programa BLASTP utiliza como valores
predeterminados una longitud de palabra de 3, y una esperanza (E) de 10, y
la matriz de puntaje BLOSUMG62 (véase Henikoff & HenikofT, 19899 Proc.
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Natl. Acad. Sci. USA89:10915) alineaciones (B) de 50, esperanza (E) de 10
M=5, N=-4, y una comparacién de ambas hebras.

El algoritmo BLAST realiza asimismo un andlisis estadistico de la
similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo, Karlin & Altschul, 1993,
Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 90:5873-5787). Una medida de similitud
proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de suma minima
(P(N)), que provee una indicacién de la probabilidad con Ia cual ocurrird
por casualidad una coincidencia entre dos secuencias de nucledtidos o
aminoficidos. Por ejemplo, un écido nucleico se considera similar a una
secuencia de referencia si la probabilidad de suma minime en una
comparacién del écido nucleico de pruecba con el dcido nucleico de
referencia es nienos de alrededor de 0.2, més preferiblemente menos de
alrededor de 0.01 y, muy preferiblemente menos de alrededor de 0.001.

Una indicacién de que dos secuencias de dcidos nucleicos o
polipéptidos son sustancialmente idénticas es que el polipéptido codificado
por el primer dcido nucleico es reactivo en forma inmunolégicamente
cruzada con los anticuerpos generados contra el polipéptido codificado por
el segundo 4cido nucleico, como se describe a continuacién. Por
consiguiente, un polipéptido es tipicamente sustancialmente idéntico a un
segundo polipéptido, por ejemplo, donde los dos péptidos difieren
linicamente por sustituciones conservadores. Otra indicacién de que dos
secuencias de dcidos nucleicos son sustancialmente idénticas es que las dos
moléculas o sus com.plementos se hibridan entre &i bajo condiciones
rigurosas, como se describe a continuacién. Todavia otra indicacién de que
dos secuencias de dcidos nucleicos son sustancialmente idénticas es que los
mismos cebadores pueden utilizarse para amplificar la secuencia.

La expresion "se hibrida selectivamente (o especificamente) a" se
refiere a la unién, duplicacién, o hibridacién de una molécula Gnicamente a
una secuencia de nucle6tidos particular bajo condiciones de hibridacién
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rigurosas cuando csa secuencia esid presente en una mezcla compleja (por
ejemplo, ADN o ARN celular total o biblioteca):

La expresién "condiciones de hibridacién rigurosas” se refiere a
condiciones bajo las cuales una sonda se hibridaré a su secuencia diana,
tipicamente en una mezcla compleja de dcido nucleico, pero no a otras
secuencias. Condiciones rigurosas son dependientes de la secuencia y senin
diferentes en diferentes circunstancias. Secuencias mas largas se hibridan
especificamente con temperaturas mds elevadas. Una gufa extensiva para la
hibridacién de dcidos nucleicos se encuentra en Tijssen, 1993, "Overview
of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid assays" in
Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-Hybridization with
Nucleic Probes. Generalmente, las condiciones rigurosas se seleccionan
para que estén alrededor de 5-10° C por debajo del punto de fusién térmica
(Twm) para la secuencia especifica con un pH de concentracidn iénica
definido. La Ty es la temperatura (bajo concentracién iénica definida, pH,
y concentracién nucleica) a la cual 50% de las sondas complementarias a la
diana se hibrida s Ia secuencia diana en equilibrio (como las secuencias
diana estén presentes en exceso, a Ty, 50% de las sondas estin ocupadas en
equilibrio).  Condiciones rigurosas serin aquellas en las cuales la
concentracién salina es menos de alrededor de 1.0M ién de sodio,
tipicamente alrededor de 0.01 a 1.0M concentracion de iones de sodio (u
otras sales) a pH 7.0 a 8.3 y |a temperatura es por lo menos alrededor de 30°
C para sondas cortas (por ejemplo, 10 & 50 nuclestidos) y por lo menos
alrededor de 60 C para sondas largas (por ejemplo, més de 50 nucleétidos).
Condiciones rigurosas pueden lograrse asimismo con la adicién de agentes
desestabilizantes teles como formamida. Para hibridacién selectiva o
especifica, una sefial positiva es por lo menos dos veces la hibridacién no
especifica ("background hybridization"), opcionalmente 10 veces la
hibridacién de fondo. Condiciones ejemplares de hibridacién rigurosas
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pueden ser las siguientes: 50% formamida, 5X SSC, y 1% SDS, incubando
2 42° C,, o, 5X SSC, 1% SDS, incubando a 65° C., con lavado en 0.2X SSC,
y 0. 1% SDS a 65° C. Tales lavados pueden realizarse durante 5, 15, 30, 60,
120, o més minutos. Para PCR, una temperatura de alrededor de 36° C es
tipica para amplificacién de baja rigurosidad, aunque las temperaturas do
hibridacién pueden variar entre alrededor de 32° C y 48° C dependiendo de
la longitud del cebador. Para amplificacién de PCR de alta rigurosidad, es
tipica una temperatura de alrededor de 62°C, aunque temperaturas de
hibridacidn de alta rigurosidad pueden variar desde alrededor de 50°C a
alrededor de 65°C., dependiendo de la longitud del cebador y la
especificidad. Condiciones tipicas de ciclo para amplificaciones de
rigurosidad alta y baje incluyen una fase de desnaturalizacién de 90°C —
95°C durante 30 segundos - 2 minutos, una fase de hibridacién con una
duracidn de 30 segundos - 2 minutos, y una fase de extensién de alrededor
de 72° C durante 1-2 minutos.

Acidos nucleico que no hibridan entre sf bajo condiciones rigurosas
son ain sustancialmente idénticos si los polipéptidos que ellos codifican son
sustancialmente idénticos. Esto ocurre, por ¢jemplo, cuando se crea una
copia de un dcido nucleico usando la degeneracion de codén méxima
permitida por el cédigo genético. En tales casos, los dcidos nucleicos
hibridan tipicamente bajo condicién de hibridacion moderadamente
rigurosas.  "Condiciones de hibridacion moderadamente rigurosas”
ejemplares incluyen una hibridacién en tampén 40% formamida, 1M NaCl,
1% SDS a 37° C., y un lavado en 1X SSC a 45° C. Tales lavados pueden
[levarse a cabo durante 5, 15, 30, 60, 120, o mds minutos. Una hibridacién
es por lo menos dos veces hibridacién de fondo. Las personas de habilidad
ordinaria reconocerin fécilmente que pueden utilizarse condiciones
alternativas de hibridaci6n y lavado para proporcionar condiciones similares
de rigurosidad.
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Trabajos de referencia esténdar que exponen los principios generales
de la tecnologia de ADN recombinante incluyen J. Sambrook et al., 1989,
Molecular Cloning:A Laboratory Manual, 2d Ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.; P.B. Kaufman et al., (eds),
1995, Handbook of Molecular and Cellular Methods in Biology and
Medicine, CRC Press, Boca Raton; M. J. McPherson (ed), 1991, Directed
Mutagenesis: A Practical Approach, IRL: Press, Oxford; J. Jones, 1992,
Amino Acid and Peptide Synthesis, Oxford Science Publications, Oxford;
BM. Austen and O.M.R. Westwood, 1991, Protein Targeting and
Secretion, IRL Press, Oxford; D. N Glover (ed), 1985, DNA Cloning,
Volumes 1 and I1I; M. J. Gait (ed), 1984,0ligonucleotide Synthesis; B.D.
Hames and S.J. Higgins (eds), 1984, Nucleic Acid Hybridization; Wu and
Grossman (eds), Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.), Vol. 154
and Vol. 155; Quirke and Taylor (eds), 1991, PCR-A Practical Approach;
Hames and Higgins (eds), 1984, Transcription and Translation; R.I.
Freshney (ed), 1986, Animal Cell Culture; Immobilized Cells and Enzymes,
1986, IRL Press; Perbal, 1984, A Practical Guide to Molecular Cloning;
JH. Miller and M.P. Calos (eds), 1987, Gene Transfer Vectors for
Mammalian Cells, Cold Spring Harbor Laboratory Press; M.J. Bishop (ed),
1998, Guide to Human Genome Computing, 2d Ed., Academic Press, San
Diego, Calif;; L.F. Peruski and A.H. Peruski, 1997, The Internet and the
New Biology: Tools for Genomic and Molecular Research, American
Society for Microbiology, Washington, D. C.

El término "reduce la actividad Aki3" se emplea nqui para referirse a
una disminucién de alrededor de 25% a alrededor de 100% cn la actividad
Akt3. La invencién contempla la inhibicién de Akt3 mediante cualquier (a)
agente que reduzca el nivel de Akt3 ARNm o el nivel de Akt3 proteina
producida por la célula cuando el agente sc administra a la célula o (b)
cualquier agente que afecte el nivel de Akt3 ARNm o proteina mediante la
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via de transduccion de sefiales PI3K/Akt que resulta en una reduccién en el
nivel de Akt3 ARNm o el nivel de Akt3 proteina producida por la célula
cuando el agente se administra a la célula, o (c) cualquier agente que
disminuya la actividad de Akt3, tal como a través de la fosforilacién o
desfosforilacion. Agentes que disminuyen la actividad de vias corriente
abajo, que eliminan productos de la actividad Akt3, y disminuyen la
actividad de vias corriente arriba, proveyendo reactivos para Akt3, se
encuentran tembién dentro del dmbito de esta invencién. Una disminucién
o cambio en la actividad Akit3 puede medirse por cualquier método
conocido incluidos, pero no limitados a, andlisis de cinasas, estado de
fosforilacién en Western blois, o niveles de expresién de proteinas.

El término "reduce In actividad VS99E B-Raf" se emplea aqui para
referirse a una disminucién de alrededor de 25% a alrededor de 100% en la
actividad B-Raf, La invenci6én contempla la inhibicién de B-Raf mediante
cualquier (a) agente que reduzca el nivel de VS99E B-Raf ARNm o el nivel
de V599E proteina producida por la célula cuando el agente se administra a
la célula o (b) cualquier agente que afecte el nivel de B-Raf ARNm o
proteina mediante la via de transduccién de sefiales MAPK o ERK
resultante en una reduccién en el nivel de VS99E B-Raf ARNm o el nivel
de V599E proteina producida por 1a célula cuando el agente se administra a
la célula, o (c) cualquier agente que disminuya la actividad de B-Raf, tal
como a través de la fosforilacién o desfosforilacién. Agentes que
disminuyen la actividad de vias corriente abajo que eliminan productos de
actividad VS99E B-Raf y disminuyen la actividad de vias corriente arriba
proveyendo reactivos para V599E B-Raf se encuentran asimismo dentro del
dmbito de este término. Una disminucién o cambio en la actividad B-Raf
puede medirse por cualquier método conocido incluidos, pero no limitados
a, andlisis de cinasas, estado de fosforilacién en inmunotransferencias, o

niveles de expresion de proteinas.
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El término "tratar un melanoma" se refiere a prohibir, aliviar,
mejorar, detener, restringir, desacelerar o reversar la evolucion, o reducir el
desarrollo de un tumor en mamiferos e incrementar los porcentajes de
apoptosis o inducir la apoptosis en una célula tumoral.

Tal como se emplea aqui, el término "angiogénesis”, cuando se
emplea aqui en referencia a reducir la vascularizacién, significa que la
cantidad de formacién de nuevos vasos sanguineos, que ocurre en la
presencia de un agente, disminuye por debajo de la cantidad de formacién
de vasos sangufncos que ocurre en (a ausencia de un agente adicionado
exdgenamente, Métodos para determinar una cantidad de formacién de
vasos sanguineos en un iejido, incluidos los métodos inmunohistoquimicos,
son bien conocidos en el arte, cuantificando el mimero de vasos que marcan
positivo para el antigeno CD-31 o drea en el tumor ocupeda por vasos
positivos CD-31.

Deteccién de Acidos Nucleicos de Akt3 y/o B-Raf

En algunas incorporaciones de la presente invencién, se usarin
dcidos nucleicos que codifican un polipéptido Akt3 o B-Raf, incluida una
proteina Akt3 o B-Raf de longitud completa, o cualquier derivado, variante,
homdlogo, o fragmento de los mismos, derivados de una célula de
melanoma. Tales cidos nucleicos son ttiles para cualquiera de un nimero
de aplicaciones, inclusive para la produccién de proleina Akt3 o B-Raf,
para andlisis diagnésticos, pera aplicaciones terapéulicas, para sondas
especificas de Akt3 o especificas de B-Raf, para andlisis de compuestos de
unién o modulacién de Akt3 o B-Raf, pam identificar y/o aislar homélogos
de Akt3 o B-Raf de otras especies o de ratones, y otras aplicaciones.

A. Métodos Generales de ADN Recombinante
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Numerosas aplicaciones de la presente invencién involucran la
clonacién, sintesis, mantenimiento, mutagénesis, y otras manipulaciones de
secuencias de écidos nucleicos, que pueden llevarse a cabo usando técnicas
rutinarias en el campo de Ie genética recombinante. Textos bésicos que
divulgan los métodos generales de uso en esta invencién incluyen
Sambrook et al., Molecular Cloning, a Laboratory Manual (2nEd. 1989);
Kriegler, 1990, Gene Transfer and Expression: a Laboratory Manual; and
Current Protocols in Molecular Biology, 1995, (Ausubel et al., eds.).

Para los 4cidos nucleicos, los tamafios se dan ya sea en kilobases
(kb) o pares de bases (bp). Fstos son cdlculos derivados de electroforesis en
gel de agarosa o acrilamida, de 4cidos nucleicos secuenciados, o de
secuencias publicadas de ADN. Para las proteinas, los tamafios se dan en
kilodaltons (kDa) o niimeros de residuo de aminodcidos. Los tamafios de
Ins protefnas se calculan de electroforesis en gel, de proteinas secuenciadas,

- de secuencias de aminodcidos derivadas, 0 de secuencias de proteinas

publicadas.

Oligonucledtidos que no se obtienen comercialmente pueden
sintetizarse quimicamente de acuerdo con el método de triéster de
fosforamidita de fase sélida, descrito por primera vez por Beaucage &
Caruthers, 1981, Tetrahedron Letts. 22:1859-1862, usando un sintetizador
automatizado, como se describe en Van Devanter et al., 1984, Nucleic
Acids Res. 12:6159-6168. La purificacidn de oligonucledtidos se lleva a
cabo ya sea por electroforesis en gel de acrilamida nativa o por HPLC de
intercambio iénico como se deacribe en Pearson & Reanier, 1983, J.
Chrom. 255: 137-149.

La secuencia de los genes clonados y oligonuclebtidos sintéticos
puede verificarse después de la clonacién usando, por ejemplo, el méiodo
de terminacién en cadena para secuenciar plantillas bicatenarias de Wallace
et al,, 1981, Gene 16:21-26.
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B. Aislamiento y Deteceién de Secuencias de Nucledtidos Akt3
ylo B-Raf '

En algunas incorporaciones de la presente invencién, 4cidos
nucleicos de Akt3 y/o B-Raf se amislarin y clonarin usando métodos
recombinantes. Tales incorporaciones se utilizan, por ejemplo, para aislar
polinucledtidos de Akt3 y/o B-Raf para expresién de proteinas o durante la
generacion de variantes, derivados, casetes-de expresifn, u otras secuencias
derivadas de Akt3 y/o B-Ref, para monitorear [a expresién génica de Akt3
y/o B-Raf, para la determinaci6n de secuencias de Akt3 y/o B-Raf en varias
especies, para propdsitos diagndsticos en un paciente, es decir, para detectar
mutaciones en Akt3 y/o B-Raf, o para genotipeo y/o aplicaciones forenses,

Variantes polimérficas, alelos, y homélogos interespecies y dcidos
nucleicos que son sustancialmente idénticos al gen Akt3 o B-Raf pueden
aiglarse usando sondas de écidos nucleicos de Akt3 o B-Raf, y
oligonucledtidos cribando bibliotecas bajo condiciones rigurosas de
hibridacién. Alternativamente, pueden emplearse bibliotecas de expresién
pers clonar proteinas de Akt3 o B-Raf, variantes polimdrficas, alclos, y
homélogos  interespecies, detectando  homdlogos  expresados
inmunoldgicamente con antisueros o anticuerpos purificados elaborados
contra un polipéptidos de Akt3 o B-Raf, que también reconocen y se unen
selectivaments al homélogo de Akt3 o B-Raf.

Para conformar una biblioteca de ADNc Akt3, se deberia elegir una
fuente que sea rica en ARN Akt3. Para conformar una biblioteca de ADNc
B-Raf, se deberia seleccionar una fuente que sea rica en ARN B-Raf. A
continuacién el ARNm se convierte en ADNc usando transcriptasa inversa,
ligada en un vector recombinante, y transfectada en un anfitrién
recombinante para propagacién, cribado y clonacién. Métodos pama
conformar y cribar bibliotecas d¢ ADNc son bien conocidas (véase, por
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ejemplo, Gubler & Hoffman, 1983, Gene 25:263-269; Sambrook et al,,
supra; Ausubel et al., supra).

Para una genoteca de ADNg ("a genomic library™), el ADN se
cxtrae del tejido y se corta mecdnicamente o se digiere enziméticamente
para proporcionar fragmentos de alrededor de 12-20kb. Los fragmentos se
separan entonces por centrifugacién de gradiente de tamafios indeseados y
se construyen en vectores lambda de bacteriéfago. Estos vectores y fago se
empaquetan in vitro. Fagos recombinantes se analizan por hibridacién de
placas como se describe en Benton & Davis, 1977, Science 196:180-182.
La hibridacién de colonias se lleva a cabo como se describe generalmente
en Grunstein et al., 1975, Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 72:3961-3965.

Homélogos de Akt3 o B-Raf mds distantemente relacionados pueden
identificarse usando cualquiera de un niimero de técnicas bien conocidas,
inclusive hibridando una sonda de Akt3 o una sonda de B-Raf con una
genoteca de ADNg o ADNc empelando condiciones moderadamente
rigurosas, o bajo condiciones de baje rigurosidad utilizando sondas de
regiones que son selectivas para Akt3 o B-Raf, por ejemplo, sondas
especificas generadas para el dominio C-terminal. Asimismo, un homélogo
distante puede amplificarse de una biblioteca de écidos nucleicos usando
conjuntos de cebadores degencrados, es decir, ccbadores que incorporan
todos los codones posibles que codifican una secuencia dada de
aminodcidos, en particular basada en un tramo de aminoécidos altamente
conservados. Tales cebadores son bien conocidos por las personas experias,
y se dispone de numerosos programas, por gjemplo, en la Internet, para el
disefio de cebadores degenerados.

En ciertas incorporaciones, polinucieStidos Akt3 o B-Raf se
detectardn usando métodos basados en hibridacién para determinar, por
ejemplo, niveles de ARN de Aki3 o B-Raf o para detectar secuencias
particulares de ADN, por ejemplo, para fines de diagnéstico. Por ejemplo,
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la expresién génica de Aki3 y/o B-Raf puede analizarse mediante técnicas
conocidas en el arte, por ejemplo, Northern blotting, transcripcién inversa y
amplificacién PCR de ARNm, incluido andlisis PCR cuantitativo de niveles
de ARNm con procedi'mientos de PCR en tiempo real (por ejemplo,
amplificacién TAQMANT - transcriptasa inversa), deteccién mediante dot
bloting, hibridacion in situ, proteccién de ribonucleasa, arreglos con
microchips de ADN de sondeo, y similares,

En otra incorporacin, tecnologia de anélisis de oligonucledtidos de
alta densidad (por ejemplo, GeneChip™) puede usarse para identificar
ortélogos, alelos, variantes conservadoramente modificadas, y variantes
polimdrficas de Akt3 y/o B-Raf, o para monitorear niveles de ARNm Akt3
y/o B-Raf. En el caso en donde homélogos se vinculan & una enfermedad
conocida, por ejemplo, melanoma, éstos pueden empelarse con GeneChip™
como herramienta de diagndstico en detectar melanoma en una muestra
biolégica, véase, por ejemplo, Gunthand et al,, 1998, AIDS Res. Hum.
Retroviruses 14:869-876; Kozal et al., 1996, Nat. Med. 2:753-759; Matson
et al., 1995, Anal. Biochem. 224:110-106; Lockhart et al., 1996, Nat.
Biotechnol. 14:1675-1680; Gingeras et al., 1998, Genome Res. 8:435-448;
Hacia et al., 1998, Nucleic Acids Res. 26:3865-3866.

La deteccién de polinucledtidos de Aki3 y/o B-Raf y polipéptidos
pueden involucrar deteccién cuantilativa o cualitativa del polipéptido o
polinucledtido, y pueden involucrar una comparaci6n actual con un valor de
control o, alternativamente, puede realizarse de tal modo que la deteccién
misma indique inherentemente un nive! creciente de Akt3 y/o B-Raf,

En ciertas incorporaciones, por ¢jomplo, diagnistico de cancer
melanoma, se cuantificard el nivel de actividad de polinucledtido Akt3 y/o
B-Raf;, polipéptido, o proteina. En tales incorporaciones, la diferencia entre
un nivel elevado de Akt3 y/o B-Raf y un nivel de control normal serd
preferiblemente estadisticamente significativa, Tipicamente, una presencia

o
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diagnéstica, es decir, sobreexpresién o un aumento de polipéptido Akt3 y/o
B-Raf o 4cido nucleico, representa por lo menos un aumento de alrededor
de 1.5, 2, 3, 5, 10 veces, o més en el nivel de polipéptido Akt3 y/o B-Raf o
polinucleétido en la muestra bioldgice, comparado con un nivel esperado en
una muesira no cancerosa. La deteccién de Akt3 y/o B-Raf puede
realizarse in vitro, es decir, en células en una muestra biolégica tomada del
paciente, o in vivo. En una incorporacién un nivel incrementado de Aki3
y/o B-Raf se utiliza como un marcador diagndstico de Akt3 y/o B-Ral
respectivamente. Tal como se emplea aqui, una "presencia diagndstica"
indica cualquier nivel de Akt3 o B-Raf que es superior al esperado en una
muesira no cancerosa. En una incorporacion, los andlisis para detectar un
polipéptido Akt3 o B-Raf o polinucledtido en una muestra biolégica se
conducen bajo condiciones en donde no se detectarfa un nivel normal de
polipéptido Akt3 o B-Raf o polinucledtido, es decir, un nivel tipico de una
muestra no cancerosa, es decir, libre de cidncer. En tales andlisis, por lo
tanto, la deteccién de cuelquier polipéptido Akt3 y/o B-Raf o dcido nucleico
en la muestra biolégica indica una presencia diagnéstica, o nivel
incrementado.

Tal como se describe més adelante, puede emplearse cualquiera de
un nimero de métodos para detectar Akt3 y/o B-Raf. Un nivel de
polinucleétido Akt3 y/o B-Raf puede detectarse detectando cualquier ADN
o ARN de Akt3 o B-Raf afin, incluido ADN genémico Aki3, ARNm, y
ADNc.

Un polipéptido Akt3 o B-Raf puede detectarse detectando un
polipéptido Akt3 y/o B-Raf mismo, o detectando la activided de proteina
Akt3 y/o B-Raf. La deteccién puede implicar la cuantificacién del nivel de
Akt3 y/o B-Raf (por ejemplo, ADN genémico, ADNc, ARNm, o nivel de
proteina, o actividlad de proteins) o, altemativamente, puede ser uma
evaluacién cualitativa del nivel, o de la presencia o ausencia, de Akt3 y/o
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B-Raf, en particular en comparacién con un nivel de control. Puede
emplearse cualquiera de un nimero de métodos para detectar cualquiera de
los anteriores, como se describe més adelante. Tales métodos incluyen, por
ejemplo, hibridecién, amplificacién, y otros andlisis.

En ciertas incorporaciones, la capacidad de detectar un nivel
incrementado, o presencia diagnéstica, en una célula se utiliza como
marcador de células cancerosas, es decir, para monitorear el niimero o
localizacién de células cancerosas en un paciente, detectado in vivo o in
vitro,

Tipicamente, los polinucledlidos Aki3 o polipéptidos detectados
aqui serdn idénticos por lo menos en alrededor de 70%, y preferiblemente
idénticos en 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o més, sobre una regién de por lo menos
alrededor de 50, 100, 200, o méAs nucleétidos, o 20, 50, 100, o més
aminodcidos, al gen Akt3 de ocurrencia natural. Tales polinucledtidos o
polipéptidos pueden representar formas funcionales o no funcionales de
Akt3, o cualquier variante, derivado, o fragmento de los mismos.

1. Deteccién de un Niimero de Copias

En una incorporacién, por ejemplo, para el diagndstico de la
presencia de céncer, se evalia el nimero de copias, es decir, el nimero de
genes Akt3 en una célula. Generalmente para un gen autosdmico dado, un
animel tiene dos copias de cada gen. El nimero de copias puede
aumentarse, sin embargo, mediante amplificacién o duplicacién génica, por
ejemplo, en células cancerosas, o reducirse por eliminacién. Métodos de
evaluar el nimero de copias de un gen particular son bien conocidos por los
expertos en el arte, e incluyen, entre otros, andlisis basados en hibridacién y
amplificacién.

a) Andlisis Basados en Hibridacién
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Cualquiera de un nimero de andlisis basados en hibridacién puede
usarse para detectar ¢l gen Akt3 o el niimero de copias de genes Akt3 en las
células de una muestra bioldgica. Un método tal es el Southern blot. Enun
Southern blot, ADN gendmico se fragmenta tipicamentc, se separa
electroforéticamente, sc transfiere a una membrana y, posteriormente, se
hibrida a una sonda especifica de Akt3. Para la determinacién del nimero
de copias, la comparacion de la intensidad de la seflal de hibridacién de 1a
sonda para la regién do interés con una sefial de una sonda de control pem
una regién de ADN gendémico normal (por cjemplo, una porcién no
amplificada de la misma o una célula relacionada, tejido, 6rpano, y
similares) provee un estimativo del niimero de copias relativo de Akt3. El
andlisis Southern blot es bien conocida en el arte y se describe, por
ejemplo, en Ausubel et al., o Sambrook et al., supra.

Un medio altemnativo para determinar el mimero de copias de genes
Akt3 en una muestra es mediante hibridacién in situ, por ejemplo,
hibridacién in situ con fluorescencia, o FISH. Los anélisis de hibridacién in
situ son bien conocidos (por ejemplo, Angerer, 1987, Meth. Enzymol
152:649). Generalmente, la hibridacién in situ comprende los siguientes
pasos principales: (1) fijacién de tejido o estructura biolégica a analizarse;
(2) tratamiento de prehibridacién de la estructura biol6gica para aumentar la
accesibilidad del ADN de interés, y para reducir la unién no especifica; (3)
hibridacién de la mezcla de 4cidos nucleicos al dcido nucleico en la
estructura bioldgica o tejido; (4) lavados pos-hibridacién para eliminar
fragmentos de #acidos nucleicos no unidos en la hibridacién; y (5) deteccién
de los fragmentos de Acidos nucleicos hibridados.

Tipicamente, las ondas utilizadas en tales aplicaciones se marcan,
por ejemplo, con radioisétopos o reporteros fluorescentes. Sondas
preferidas son suficientemente largas, por ejemplo, desde alrededor de 50,
100, o 200 nucledtidos a alrededor de 1.000 o més nucledtidos, de manera
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que hibriden especificamente con el dcido(s) nucleico de interés bajo
condiciones rigurosas.

La presente invencién contempla métodos de "sonda comparaiiva".
tales como hibridacion gendmica comparativa (CGH), que se usan para
detectar amplificacién del gen Akt3. En métodos de hibridacién gendmica
comparativa, una coleccién de "prueba” de dcidos nucleicos se marca con
un primer marcador, mientras que una segunda coleccién (por ejemplo, de
una cdlula sana o tejido) se marca con un segundo marcador. La proporcién
de hibridacién de los 4cidos nucleicos se determina por la proporcién de la
unién de los marcadores primero y segundo a cada fibra en el arreglo. Se
detectan las diferencias en la proporcién de las sefiales de los dos
marcadores, por ejemplo, debidas a la amplificacién de los genes en la
coleccién de prueba, y la proporcién ofrece una medida del niimero de
copias del gen Akt3.

Protocolos de hibridacién apropiedos para uso con los métodos de la
invencion se describen, por ejemplo, en Albertson, 1984, EMBO J. 3:1227-
1234; Pinkel, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:9138-9142; EPO Pub.
No. 430, 402; Methods in Molecular Biology, Vol. 33: In Si
Hybridization Protocols, Choo, Ed., 1994, Humana Press, Totowa, N.J., y

b) Andlisis Basados en Amplificacién

En otra incorporacién, andlisis basados en amplificacién se usan
para detectar Akt3 o para medir el niimero de copias de genes Akt3. En
tales andlisis, las secuencias de 4cidos nucleicos Aktl actiian como una
plantilla en una reaccién de amplificacién (por ejemplo, Reaccién en
Cadena de Polimerasa, o PCR). En una amplificacién cuantitativa, la
cantidad del producto de amplificacion serd proporcional a la cantidad de

plantilla en la muestra original. La comparacién con controles apropiados
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ofrece una medida del nimero de copias del gen Akt3, Métodos de
amplificacién cuantitativa son bien conocidos por las personas expertas en
el arte. Protocolos detallados para PCR cuantitativa PCR se proveen, por
¢jemplo, en Innis et al., 1990, PCR Protocols: A Guide to Methods and
Applications, Academic Press, Inc. N.Y.). La secuencia de dcidos nucleicos
pare Akt3 es suficiente para permitir a alguien experto seleccionar
rutinariamente para amplificar cualquier porcién del gen.

En algunas incorporaciones, un andlisis basado en TagMan se
emplea para cuantificar polinucledtidos Akt3. Andlisis basados en TagMan
utilizan un oligonucleétido fluorogénico que contiene un tinte fluorescente
5' y un agente extinguidor 3'. La sonda se hibrida a un producto PCR, pero
no puede ampliarse ella misma debido a un agente bloqueador en el
extremo 3'. Cuando el producto PCR se amplifica en ciclos subsiguientes,
la actividad nucleasa 5' de la polimerasa, por ejemplo, AmpliTaq, resulta en
la segmentacién de la sonda TaqMan. Esia segmentacion separa el tinte
fluorescente 5' y el agenie extinguidor 3', traduciéndose asi en un
incremento en la fluorescencia como una funcién de la amplificacién
(véase, por ejemplo, la literatura provista por Perkin-Elmer, por ejemplo,
www.perkin-clmer.com).

Otros métodos apropiados de amplificacidn, que se contemplan por
la invencién, incluyen, pero no se limitan a, reaccién en cadena de ligasa
(LCR) (véase, Wu y Wallace, 1989, Genomics 4:560, Landegren et al.,
1988, Science 241:1077, y Bamringer et al., 1990, Gene 89:117),
amplificacién de transcripcién (Kwoh et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Seci.
USA 86:1173), replicacion de secuencia auto-sostenida (Guatelli et al,,
1990, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 87:1874), dot PCR, y PCR de adaptador
enlazante PCR, etc.

2. Detecclén de Expresién de Akt3 y/o B-Raf
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2) Andlisis Basados en Hibridacién Directa

Meétodos de detectar y/o cuantificar el nivel transcritos del gen Akt3
y/o B-Raf (ARNm o ADNc elaborados de ellos) usando técnicas de
hibridacién de dcidos nucleicos son conocidos por los experios en el arte
(véase, Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
2D Ed., Vols 1-3, Cold Spring Harbor Press, NewYork).

Por ejemplo, un método para evaluar la presencia, ausencia, o
cantidad de ADNc Akt3 involucra un andlisis Northern blot. En sintesis, en
una incorporacién tipica, ARNm se afsla de una muestra biol6gica dads,
sometida a electroforesis para scparar la especic ARNm, y se transfiere del
gel a una membrana de nitrocelulosa. Sondas marcadas de Akt3 se hibridan
entonces a la membrana para identificar y/o cuantificar el ARNm,

b) Anilisis Basados en Amplificacién

En otra incorporacion, un transcrito de Akt3 y/o B-Raf (por ejemplo,
ARNm Akt3) se detecta usando métodos basados en amplificacién (por
ejemplo, RT-PCR). Métodos RT-PCR son bien conocidos por lo expertos
(véase, por ejemplo, Ausubel et al., supra). Preferiblemente, se utiliza RT-
PCR cuantitativa, permitiendo asi la comparacién del nivel do ARNm en

una muestra con una muesira de control o valor.

3. Dcteccién de la Expresién de Polipéptido Akt3 y/o B-Raf

Ademiés de la deteccidn de genes Akt3 y/o B-Raf y la expresién de
genes usando tecnologia de hibridacién de &cidos nucleicos, pueden
detectarse y/o cuantificarse niveles de Akt3 y/o B-Raf detectando o
cuantificando el polipéptido. Los polipéptidos Akt3 o B-Raf se detectan y
cuantifican por cualquiera de un niimero de medios bien conocidos por los
expertos en el arte. Tales medios incluyen métodos bioquimicos analiticos
tales como electroforesis, electroforesis capilar, cromatografia de liquidos
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de alta resolucién (HPLC), cromatografia de capa fina (TLC),
cromatografia de hiperdifusién, y similares, o varios métodos
inmunoldgicos tales como reaccién de precipitacién en liquido o gel,
inmunodifusién (simple o doble), inmunoelectroforesis,
radioinmunoandlisis (RIA), inmunoanilisis ligados a enzimas (ELISAs),
andlisis inmunofluorescentes, andlisis Western blotting, y similares. La
deteccién de polipéptidos Akt3 se discute mds adelante.

C. Expresién Procariotas y Eucariotas

En algunas incorporaciones, es deseable producir polipéptidos Akt3
y/o B-Raf usando tecnologia recombinante. Para obtener expresion de alto
nivel de un gen clonado o dcido nucleico, tal como un ADNe que codifica
un polipéptido Akt3 o B-Raf, una secuencia Akt3 o B-Raf se subclona
tipicamente en un vector de expresidn, que contiene un promotor fuerte para
dirigir la transcripcion, un terminador de transcripcidn/traduccién y, si para
un dcido nucleico que codifica una protefna, un sitio de unién a ribosoma
para iniciacién traduccional. Promotores bacterianos apropiados son bien
conocidos en el arte y se describen, por ejemplo, en Sambrook et al. y
Ausubel et al. Sistemas de expresién bacteriana para expresar la proteina
Akt3 se encuentran disponibles en, por ejemplo, E. coli, Bacillus sp., y
Salmonella (Palva et al., 1983, Gene 22:229-235; Mosbach et al., 1983,
Nature 302:543-545. En el comercio se encuentran disponibles kits para
tales sistemas de expresién. Sistemas de expresion cucariftica para células
mamiferas, levadura, y células de insectos son bien conocidos en el arte y se
encuentran también disponibles en el comercio. En una incorporacién, el
vector de expresién eucaribtica es un vector adenovirico, un vector adeno-
asociado, o un vector retrovirico.

Para aplicaciones terapéuticas, dcidos mucleicos Akt3 y/o B-Raf se

introducen en una células, in vitro, in vivo, 0 ex vivo, usando cualquiera de
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un gran himero de métodos incluidos, pero no limitados a, infeccién con
vectores viricos, métodos basados en liposomas, aceleracién biolfstica de
particulas (el acelerador de particulas - "gene gun™), ¢ inyeccion de ADN
purificado. Tales 4cidos nucleicos terapéuticamente itiles incluyen, pero
no se limitan a, secuencias codificadoras para Akt3 o B-Raf de longitud
total, secuencias codificadoras para un fragmento de Akt3 o B-Raf,
dominio, derivado, o variante, secuencias complementarias Akt3 o B-Raf,
secuencias de ARNip Akt3 o B-Raf, y ribozimas de Akt3 o B-Raf.
Tipicemente, tales secuencias se ligarin operacionalmente a un promotor,
pero en numerosas aplicaciones un 4cido nucleico se administrarin a una
célula que es, en si misma, directamente terapéuticamente efectiva, por
ejemplo, ciertas moléculas no codificantes, de ARNip, o de ribozima.

El promotor usado para dirigir 1a expresién de un é4cido nucleico
heterélogo depende de la aplicacién particular. El promotor se ubica
opcionalmente alrededor de la misma distancia del sitio de iniciacién de
transcripcién heter6loga, tal como estd a partir del sitio de iniciacién de
transcripcién en su escenario natural. Como se sabe en el arte, sin embargo,
cierta variacion en esta distancia puede acomodarse sin pérdida de la
funcién promotora.

Aparte del promotor, el vector de expresion contiene tipicamente
una unidad de transcripcién o casete de expresion que contiene todos los
elementos adicionales requeridos para la expresién del dcido nucleico que
codifica Akt3 o que codifican B-Raf en células hospedadoras. Un casete de
expresién tipico contiene por lo tanto un promotor operacionalmente ligado
a la secuencia de 4cidos nucleicos que codifica un polipéptido Akt3 o B-
Raf, y scfiales requeridas para una poliadenilacién eficiente del transcrito,
sitios de unién a ribosomas, y terminacién de la treduccién. La secuencia
de dcidos nucleicos que codifica un polipéptido Akt3 o B-Raf puede ligarse
a una secuencia de péptidos de sefial segmentable para promover la
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secrecién de Ia proteina codificada por 1a célula transfectada. Elementos
adicionales del casete pueden incluir potenciadores y, si se usa ADN
genomico con el gen estructural, intrones con sitios funcionales de empalme
donante y receptor.

Ademds de una secuencia promotora, el casete de expresién debe
contener igualmente una regidn de terminacién de transcripcién corriente
abajo del gen estructural para posibilitar una terminacién eficiente. La
region de terminacién puede obtenerse del mismo gen como la secuencia
promotora o puede obtenerse de diferentes genes.

El vector de expresién particular utilizado para transportar la
informacién genética a la célula no es particularmente critica. Puede
utilizarse cualquiera de los vectores convencionales usados para expresién
en células eucariotas o procariotas. Factores de expresién ftiles, por
ejemplo, pueden constar de segmentos de secuencias de ADN
cromosdmico, no cromosdmico y sintético.

Vectores apropiados incluyen derivados de SV40 y plismidos
bacterianos conocidos, por ejemplo, plismidos de E. coli col E1, pCRI,
pBR322, pMal-C2, pET, pGEX (Smith et al., 1988, Gene 6§7:31-40), pMB9
y sus derivados, plismidos tales como RP4; ADN de fago, por ejemplo, los
numerosos derivados de fago 1, por ejemplo, NM989, y otro ADN de fago,
por ejemplo, M13 y ADN de fago monocatenario filamentoso; plésmidos de
levadura tales como el plismido 2m o sus derivados; vectores itiles en
células eucariotas, teles como vectores Utiles en células de insecto o
mamifero; vectores derivados de combinaciones de pldsmidos y ADN de
fago, tales como pldsmidos que se han madificado para emplear ADN de
fago u otras secuencias de control de expresién; y similares. Por ejemplo,
vectores de expresién mamiferos contemplados para uso en la invencién
incluyen vectores con promotores inducibles, tales como el promotor
dihidrofolato reductasa (DHFR), por ejemplo, cualquier vector de expresién
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con un vector de expresién DHFR, o un vector de co-amplificacién
DHFR/metotrexato, \lnles como pED (sitio de clonacién Pstl, Sall, Sbel,
Smal, y EcoRl, con el vector que expresa al gen clonado y al DHFR; véase
Kaufman, Current Protocols in Molecular Biology, 16.12 (1991).
Alternativamente, un vector de co-amplificacién  glutamina
sintotasa/metionina sulfoximina, tal como pEEl4 (sitio de clonacién
Hindlll, Xbal, Smal, Sbal, EcoRl, y Bell, en los cuales el vector expresa
glutamina sintasa y el gen clonado; Celitech). En otra incorporacién, puede
usarse un vector que dirige la expresién episdmica bajo control del Virus de
Epstein Barr (EBV), tal como pREP4 (sitio de clonacién BamH1, Sfil,
Xhol, Notl, Nhel, HindIll, Nhel, Pvull, y Kpnl, promotor constitutivo de
Repeticitn de Terminal Largo del Sarcoma de Rous (RSV-LTR), marcador
seleccionable de higromicina; Invitrogen), pCEP4 (sitic de clonacién
BamH]1, Sfil, Xhol, Notl, Nhel, HindIll, Nhel, Pvull, y Kpnl, gen precoz
inmediato constitutivo del citomegalovirus humano (hCMYV), marcador
seleccionable de higromicina; Invitrogen), pMEP4 (sitio de clinacién Kpnl,
Pvul, Nhel, HindlIL, Noti, Xhol, Sfil, BamH|, promotor inducible del gen
de metalotionelna I1a, marcador seleccionable de higromicina: Invitrogen),
pREP8 (sitio de clonacién BamH1, Xhol, Notl, HindITI, Nhel, y Kpnl,
promotor RSV-LTR, marcador scleccionable de histidinol; Invitrogen),
pREP9 (gitio de clonacién Kpnl, Nhel, Hindll], Nofl, Xhol, Sfil, y BamHI,
promotor RSV-LTR, marcador seleccionable G418; Invitrogen), y
pEBVHis (promotor RSV-LTR, marcador seleccionable de higromicina,
péptido N-terminal purificable mediante resina ProBond y segmentado
mediante enterocinasa; Invitrogen). Vectores seleccionables de expresién
mamifera para uso en la invencién incluyen, pero no se limitan a, pRe/CMV
(sitio de clonacién Hinde, BstXI, Noti, Sbal, y Apal, selecci6n de G418;
Invitrogen), sitio de clonacién pRc/RSV HindIll, Spel, BstX1, Notl, Xbal,
seleccion G418; Invitrogen), y otros. Vectores de expresidn mamifera del
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virus de la vacuna (véase, Kaufman, 1991, supra) coniemplados por esta
invencién incluyen pero no se limitan a pSC11 (sitio de clonacién Smal,
seleccion TK-y.beta.-gal selection), pMJ601 (sitio de clonacién Sall, Smal,
AflI, Narl, BspMIl, BamHI, Apal, Nhel, Sacll, Kpnl, y HindIII; seleccién
TK-y beta (B)-gal), y pTKgptF1S (sitio de clonacién EcoRI, Pstl, Sall,
Accl, HindlIl, Sbal, BamHII, y Hpa, seleccién TK o XPRT).

Los elementos que se incluyen tipicamente en vectores de expresién
comprenden ademds un replicén que funciona en in E. coli, un gen que
codifica la resistencia a los antibidticos para permitir la seleccién de
bacterias que alberpgan plésmidos recombinantes, y sitios de rigurosidad
Gnicos en regiones no esenciales del plismido para posibilitar la insercién
de secuencias eucsariots. El gen particular de la resistencia a los
antibidticos elegido no es critico; cuelquiera de los muchos genes de
resistencia conocidos en el arte es apropiado. Las secuencias procariotas se
seleccionan opcionalmente de modo que no interfieran la replicacién del
ADN en células eucariotas, si es necesario.

Una vez identificada y aislada una molécula de ADN recombinante
particular, pueden usarse varios métodos conocidos en el arte pam
propagarla. Una vez establecidos un sistema anfitrién apropiado y
condiciones de crecimiento, pueden propagarse y prepararse en cantidad
vectores de expresion recombinantes. Los vectores de expresién que
pueden utilizarse incluyen, pero no se limitan a, los siguientes vectores o
sus derivados: virus humanos o animales tales como el virus de Ja vacuna o
adenovirus; virus de insecto tales como baculovirus; vectores de levadura;
vectores de bacteriéfago (por ejemplo, lambda), y vectores de ADN de
plésmido y c6smido, para sdlo mencionar unos cuantos y que son conocidos
por los expertos en el arte.

Adicionalments, puede seleccionarse una cepa de células

hospedadoras, que module la expresién de las secuencias insertadas, o
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modifique y procese el producto génico en la forma especifica descada.
Diferentes células hospedadoras poseen mecanismos caracteristicos y
especificos para el procesamiento traduccional y pos-traduccional y
modificacién de protefnas. Estirpes celulares apropiadas o sistemas
anfitriones pueden seleccionarse para garantizar la modificacién y
procesamiento deseados de la proteina extrafla expresada. La expresién en
levadura puede producir un producto bioldgicamente activo. La expresién
de células cucariotas puede aumentar la probabilidad de plegamiento
"nativo”, Més afm, la expresion en células mamiferas puede proporcionar
una herramienta para reconstituir, o constituir, la actividad Akt3 y/o B-Raf
en melanoma.  Adicionalments, diferentes sistemas de expresién
vector/anfitrién pueden afectar las reacciones de procesamiento, tales como
segmentaciones proteol{ticas, en una medida diferente.

Métodos de transfeccién estdndar se usan para producir estirpes
celulares bacterianas, mamiferas, de levadura o inseclo que expresan
grandes cantidades de protefna Akt3 o B-Raf, las cuales se purifican luego
utilizando técnicas estindar (véase, por ejemplo, Colley et al., 1989, J. Biol.
Chem. 264:17619-17622; "Guide to Protein Purification”, in Methods in
Enzymology, Vol. 182, 1990 (Deutscher, Ed.). La transformacién de
células eucariotas y procariolas se lleva a cabo de acuerdo con técnicas
cstindar (véase, por ejemplo, Morrison, 1977, J. Bact. 132:349-351; Clark-
Curtiss & Curtiss, Methods in Enzymology 101:347-362, 1983 (Wu et al.,
eds.).

Puede emplearse cuslquiera de los procedimientos bien conocidos
pera introducir secuencias de nuclestidos extrafios en las células. Estos
incluyen el uso de reactivos tales como Superfect (Qiagen), liposomas,
transfeccién con fosfato de calcio, polibreno, fusién de protoplastos,
electroporacién, microinyeccidn, vectores de plésmido, vectores viricos,
aceleracién de particulas biolfstica (acelerador de particulas), o cualquiera
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de los otros métodos bien conocidos para introducir ADN gendmico
clonado, ADNc, ADN sintético u otro material genético extrafio en una
célula hospedadora (véase, por ejemplo, Sambrook et al., supra).

Una vez introducido el vector de expresidn en las células, las células
transfectadas se cultivan bajo condiciones que favorezcan la expresién del
polipéptido Akt3 y/o B-Raf, que se recupera del cultivo usando técnicas
estindar identificadas mds adelante. = Métodos de cultivar células
procariotas 0 eucariotas son bien conocidas y se ensefian, por ejemplo, en
Ausubel et al., Sambrook et al., y en Freshney, 1993, Culture of Animal
Cells, 3. sup.rd. Ed., A Wiley-Liss Publication.

Cualquiera de los procedimientos bien conocidos para introducir
secuencias de nucledtidos extrafios en células hospedadoras pueden usarse
para infroducir un vector, por ejemplo, un vector de reconocimiento, en las
células. Tal como se contempla més adelante, dcidos nucleicos de esta
invencién pueden introducirse en las células mediante cualquier mecanismo
de transferencia de genes, tal como, por ejemplo, transferencia de genes
mediada por virus, transferencia de genes mediada por fosfato de calcio,
electroporacién, microinyecciéon o proteoliposomas. Las células
transducidas pueden infundirse luego (por ejemplo, en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable) o retransplantarse homotépicamente en el
sujeto por métodos esténdar para la célula o tipo de tejido. Se conocen
métodos estdndar para transplante o infusién de varias células en un sujeto.

La transferencia del dcido nucleico o vector a células puede
realizarse mediante una variedad de mecanismos. Como un ejemplo, la
transferencia puede ser a través de un liposoma, usando preparaciones de
liposomas disponibles en el comercio tales como LIPOFECTIN,
LIPOFECTAMINE (GIBCO-BRL, Inc., Gaithersburg, Md.), SUPERFECT
(Qiagen, Inc. Hilden, Alemania) y TRANSFECTAM (Promega Biotec, Inc.,
Madison, Wis.), asf como otros liposomas desarrollados de acuerdo con
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procedimientos estindar en el arte. Adicionalmente, el dcido nucleico o
vector de esta invencion puede transferirse i vivo mediante
electroporacion, cuya tecnologia se puede obtener de Genetronics, Inc. (San
Diego, Calif.) asi como mediante una miquina SONOPORATION (ImaRx
Pharmaceutical Corp., Tucson, Ariz.).

Como un ejemplo, la transferencia del vector puede ser a través de
un sistema virico, tales como un sistema de vector retrovirico que pueden
empacar un genoma recombinante (véase, por ejemplo, 62, 63). El
retrovirus recombinante puede usarse luego para infectar y, asf, transferir
dcidos nucleicos a las células infectadas. El método exacto de introducir‘el
dcido nucleico en células mamarias, naturalmente, no se limita al uso de
vectores refroviricos. Otras técnicas se encuentran ampliamente disponibles
para este procedimiento, incluido el uso de vectores adenoviricos, vectores
viricos adeno-asociados (AAV), vectores lentiviricos, vectores retroviricos
seudotipificados. Pueden empelarse asimismo técnicas de transduccidn
fisica, tal como transférencia de liposomas y ofros mecanismos de
endocitosis y mediados por receptores. Esta invencién puede utilizarse en
conjuncidén con cualquiera de éstos u otros métodos de transferencia de
genes usados cominmente.

Inducelén de Apoptosis en una Célula Cancerosa Reduciendo los
Niveles de Actividad de Akt3

En una incorporacién, esta invencién provee métodos de inducir
apoptosis en una célula tumoral cancerosa contactando una célula con un
agente que reduce la actividad Akt3. En una incorporacién preferida, el
agente es una molécula de ARNip. Un polinucléotido de ARNip es una
molécula de dcido nucleico de ARN que media el efecto de la interferencia
del ARN, a un mecanismo de silenciamiento génico pos-transcripcional.
Un polinucledtido ARNip comprende preferiblemente un ARN bicatenario
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(ARNbc) pero no pretende limitarse a él y puede comprender uno
monocatenario (véase, por ejemplo, Martinez et al. Cell 110:563-74(2002)).
Un polinucledtido de ARNip puede comprender ofros polimeros
monocatenarios o bicatenarios sintéticos, recombinantes o de ocurrencia
natural, de nucledtidos (ribonucleftidos o deoxiribonucledtidos o una
combinacién de los dos) y/o andlogos de nucleétidos, como se contempla
aqui (por ejemplo, un oligonucledido o polinucledtido o similares,
tipicamente en el ligamiento fosfodiéster 5' a 3'). Por consiguiente, se
observari que ciertas secuencias cjemplares, divulgadas aqui como
secuencias de ADN capaces de dirigir la transcripcién de una incorporacion
de los polinucléotidos ARNip de la presente invencidn, tienen ademés como
finalidad describir las secuencias correspondientes de ARN y sus
complementos, dados los principios bien establecidos de apareamiento de
bases de nucledtidos complementarios. Un ARNip puede transcribirse
usando como plantilla un ADN (genémico, ADNc, o sintético) que contiene
promotor de ARN polimerasa, por ejemplo, un promotor U6 o el promotor
de H1 ARN polimerasa III, o ¢l ARNip puede ser una molécula de ARN
sintéticamente derivada. En ciertas incorporaciones el polinucleétido
ARNip de 1a presente invencién puede tener extremos romos, es decir, cada
nucleédtido en una hebra del bicatenario es perfectamente complementaria
(por ejemplo, mediants apareamiento de bases de Watson-Crick) con un
nucleétido de 1a hebra opuesta. En algunas otras incorporaciones, por lo
menos una hebra del polinucléotido de ARNip de la presente invencién
tiene por lo menos uno y, preferiblemente, dos nucleétidos que "sobresalen”
(es decir, que no se aparean con una base complementaria en una hebra
opueste) en el extremo 3' de una cualquiera de las hebras o, preferiblemente,
las dos hebras, del polinucléotido de ARNip. En algunas otras
incorporaciones de la invencién, cada hebra del duplo de polinucléotido de
ARNip tiene una saliente de dos nucléotidos en el extremo 3'. La saliente
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de dos nuclestidos es preferiblemente un dinucledtido de timidina (TT),
pero puede comprender igualmente otras bases, por ejemplo, um
dinucledtido TC o un dinucledtido TG, o cualquier otro dinucleétido. Para
una discusién de los extremos 3' de polinucledtidos de ARNip véase, por
cjemplo, WO 01/75164.

Polinucledtidos de ARNip preferidos comprenden nucledtidos
oligoméricos bicatenarios de alrededor de 18-30 pares de bases de
nucleétidos, preferiblemente alrededor de 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
6 27 pares de bases, y en otras incorporaciones preferidas alrededor de 19,
20, 21, 22 6 23 pares de bases, o alrededor de 27 pares de bases, con lo cual
el uso de "alrededor de” indica, como ya se describid, que en cierias
incorporaciones y bajo ciertas condiciones los pasos de segmentacién
progresivos que pueden dar origen a polinucledtidos de ARNip funcional,
capaces de interferir la expresién de un polipéptido seleccionado, pueden no
ser absolutamente eficiente. Por lo tanto, polinucleétidos de ARNip, por
ejemplo, de "alrededor de" 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 6 25 pares de bases
pueden incluir una o mis moléculas de polinucleétidos de ARNip que
pueden diferir (por ejemplo, por insercién o eliminacidn de nucledtidos) en
longitud en uno, dos, tres o cuatro pares dec bases, a modo de teorfa no
limitante como consecuencia de la variabilidad en procesamiento, en
biosintesis, o en sintesis artificial. Los polinucledtidos de ARNip
contemplados de la presente invencién pueden comprender también una
secuencia de polinucledtidos que exhibe variabilidad difiriendo (por
cjemplo, por sustitucién de nucledtidos, incluidas transicién o transversidn)
en uno, dos, tres o cuatro nucledtidos de una secuencia particular,
ocurriendo las diferencias en cualquiera de las posiciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 6 19 de una secuencia de
polinucledtidas de ARNip particular, o en las posiciones 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 6 27 de polinucleétidos de ARNip dependiendo de la longitud de la
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molécula, situadas en una hebre codificante ("a sense strand”) o en una
hebra complementaria del polinucledtido bicatenario. La sustitucién de
nucledtidos puede hallarse Gnicamente en una hebra, a modo de ejemplo en
la hebra complementaria, de un polinuclestido bicatenario, y el nucledtido
complementario con el cual el nucledtido sustituto formarfa tipicamente
apareamiento de bases de enlaces hidrdgeno puede no sustituirse
necesariamente en forma comespondiente en la hebra codificante. En
incorporaciones preferidas, los polinucledtidos de ARNip son homogéneos
con respecto a una secuencia de nucledtidos especificos. Como se describe
aquf, polinucledtidos de ARNip preferidos interfieren la expresién del
polipéptido Akt3 de la invencién. Estos polinucledtidos pueden encontrar
también uso como sondas o cebadores.

Polinucleétidos que son polinucledtidos de ARNip de la prescnte
invencién pueden, en ciertas incorporaciones, derivarse de un
polinucledtido monocatenario que comprende un fragmento de
oligonucledtido monocatenario (por ejemplo, de alrededor de 18-30
nucledtidos, que deberia entenderse que incluyen cualquier nimero entero
de nucledtidos incluidos y entre 18 y 30) y su complemento inverso,
separados tipicamente por una secuencia espaciadora. De acuerdo con
ciertas incorporaciones, la segmentacién del espaciador provee el fragmento
de oligonucledtido monocatenario y su complemento inverso, de modo que
se puedan hibridar para formar (opcionalmente con pasos adicionales de
procesamiento que pueden resultar en la adicién o retiro de uno, dos, tres o
més nuclestidos del extremo 3' y/o ¢l extremo 5' de una cualquiera 0 ambas
hebras) el polinuclettido de ARNip bicatenario de la presente invencidn.
En ciertas incorporaciones el espaciador es de una longitud que permite que
el fragmento y su complemento inverso hibriden y formen una estructura
bicatenaria (por ejemplo, como un polinucledtido de horquilla) antes de la
segmentacién del espaciador (y, opcionalmente, pasos de procesamiento
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subsiguientes que pueden resultar en la adicién o retiro de uno, dos, tres,
cuatro, o més nucleétidos del extremo 3' y/o el extremo $' de una cualquiera
o ambas hebras). Por lo tanto, una secuencie espaciadora puede ser
cualquier secuencia do polinucleétidos como se contempla aqui, que se
sitda entre dos regiones de secuencias de polinucleétidos complementarias
que, cuando se hibridan en un 4cido nucleico bicatenario, comprenden un
polinucleétido de ARNip. Preferiblemente una secuencia espaciadora
comprende por lo menos 4 nuclestidos, aunque en ciertas incorporaciones
el espaciador puede comprender 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21-25, 26-30, 31-40, 41-50, 51-70, 71-90, 91-110, 111-150, 151-
200 o més nucledtidos. Se han descrito ejemplos de polinucledtidos de
ARNip derivadoa de una cadena (mica de nucledtido que comprende dos
secuencias de nucledtidos complementarias separadas por un espaciador
(por ejemplo, Brummelkamp et al., 2002 Science 296:550; Paddison et al.,
2002 Genes Develop. 16:948; Paul et al. Nat. Biotechnol. 20:505-508
(2002); Grabarek et al., BioTechniques 34:734-44 (2003)).

Variantes de polinucledtidos pueden contener una o mis
sustituciones, adiciones, eliminaciones, y/o inserciones de modo que la
actividad del polinucleétido de ARNip no se disminuya sustancialmente,
como ya se describid. El efecto sobre Ia actividad del polinucledtide de
ARNip puede evaluarse generalmente como se describe aqui o usando
métodos convencionales. Las varianies exhiben preferiblemente por lo
menos alrededor de 75%, 78%, 80%, 85%, 87%, 88% o 89% de identidad
y, més preferiblemente, por lo menos alrededor de 90%, 92%, 95%, 96%,
97%, 98%, o 99% de identidad con una porcién de una secuencia de
polinucleétidos que codifica Akt3 nativo. La identidad porcentual puede
determinarse ficilmente comparando secuencias de los polinucledtidos con
la porcién comespondiente de un polinucledtide de Aki3 de longitud
completa, tales como las conocidas en el arte y citadas aquf, usando un
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método que incluye emplear algoritmos de computacién bien conocidos por
aquellas personas de habilidad ordinaria en el arte, tales como el algoritmo
Align o BLAST (Altschul, J. Mol. Biol. 219:555-565, 1991; Henikoff and
HenikofT, Proc. Natl. Acad. Sci, USA 89:10915-10919, 1992), disponible
en el sitio en la red del NCBI (véase [en linea] Intermet:<URL:
http://wwwincbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST). Pueden  utilizarse
pardmetros predeterminados.

Ciertas variantes de polinucledtido de ARNip son sustancialmente
homélogas a una porcién del gen PTPIB nativo. Acidos nucleicos
monocatenarios derivados (por ejemplo, por desnaturalizacién térmica) de
tales variantes de polinucledtido son capaces de hibridarse, bajo
condiciones de rigurosidad moderada, a una secuencia de ADN o ARN de
ocurrencia natural, que codifica un polipéptido de Akt3 nativo (o una
secuencia complementarin). Un polinucleStido que se hibrida
detectablemente bajo condiciones de rigurosidad moderada puede tener una
secuencia de nucle6tidos que incluye por lo menos 10 nucledtidos
consecutivos, més preferiblemente 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 & 30 nucledtidos consecutivos
complementarios a un polinucledtido particular. En ciertas incorporaciones
preferidas tal secuencia (o su complemento) serd Ginica a un polipéptido de
Akt para el cual se desea interferencia de la expresién, y en ciertas otras
incorporaciones la secuencia (o su complemento) puede ser compartida por
Akt3 y una o més isoformas de Akt, para las cuales sc desea interferencia
de Ia expresién de! polipéptido. En ciertas incorporaciones preferidas tal
secuencia (0 su complemento) puede ser Gmica a un polipéptido de B-Raf
para el cual so desea interferencia de la expresién, y en ciertas otras
incorporaciones la secuencia (0 su complemento) puede ser compartida por
B-Raf 0 una o més isoformas de Raf para las cuales se desea interferencia
de la expresién del polipéptido.
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Condiciones apropiadas de rigurosidad moderada incluyen, por
cjemplo, pre-lavar en una solucién de 5x SSC, 0.5% SDS, 1.0 Mm EDTA
(pH 8.0); hibridar a 50°C-70°C, 5x SSC durante 1-16 horas (por ejemplo, de
un dia para olro); seguido por el lavado una vez o dos veces a 22-65°C
durante 20-40 minutos con uno o m4s de cada uno de 2x, 0.5x y 0.2x SSC
que contiene 0.05-0.1% SDS. Para rigurosidad adicional, las condiciones
pueden incluir un lavado en 0.1x SSC y 0.1% SDS a 50-60 C durante 15-40
minutos. Como lo saben las personas de habilidad ordinaria en el arte,
variaciones en las condiciones de hibridacion o rigurosidad pueden lograrse
alterando el tiempo, la temperatura, y/o concentracién de las soluciones
usadas pam la pre-hibridacién, hibridacidn, y pasos de lavado. Condiciones
apropiadas pueden depender asimismo, en parte, de las secuencias de
nucledtidos particulares de la sonda utilizada, y de la muestra de écido
nucleico probando transferida. En consecuencia, sc¢ observard que
condiciones de rigurosidad apropiada pueden scleccionarse fécilmente sin
experimentacién excesiva cuando se identifica una selectividad deseada de
la sonda, baséndose en su capacidad de hibridarse a una o més de cicrias
secuencias probando, no hibridindose a ciertas otras secuencias probando.

Polinucledtidos ARNip especificos de secuencia de la presente
invencién pueden disefiarse usando uno o més de varios criterios. Por
ejemplo, para diseflar un polinucledtidlo ARNip que tenga 19 nucledtidos
consecutivos idénticos a una secuencia que codifica un polipéptido de
interés (por ejemplo, Akt3 y otros polipéptidos descritos aquf), el marco de
lectura abierto de la secuencia de polinucledtidos puede explorarse para
detectar secuencias de 21 bases que posean una o més de las siguientes
caracteristicas: (1) una proporcidn A+T/G+C de aproximadamente 1:1 pero
no superior & 2:1 6 1:2; (2) un dinuclestido AA o un dinucle6tido CA en el
extremo 5'; (3) un temperatura interna de fusién del bucle de horquilla de
menos de 55°C; (4) una temperatura de fusién de homodimero de menos de
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37°C (célculos de temperatura de fusién como los descritos en (3) y (4)
pueden determinarse usando software de computador conocida por los
expertos en ¢l arte); (5) una secuencia de por lo menos 16 nucledtidos
consecutivos no identificados como presentes en cualquiera otra secuencia
de polinucledtidos conocida (fal evaluacién puede determinarse Fficilmente
usando programas de computador al alcance de un experto, tal como
BLAST para explorar bases de datos a disposicidn del piblico).
Alternativamente, una secuencia de polinucle6tidos ARNip puede disefiarse
y seleccionarse usando un software de computador obtenible en el comercio
de varios proveedores (por ejemplo, OligoEngine.TM. (Seattle, Wash.);
Dharmacon, Inc. (Lafayette, Colo.); Ambion Inc. (A_ustin, Tex); y
QIAGEN, Inc. (Valencia, Calif.)). (Véase asimismo Elbashir et al, Genes &
Development 15:188-200 (2000); Elbashir et al., Nature 411:494-98 (2001);
y [en linea] Internet: URL<http://www.mp-
ibpe.gwdg.de/abteilungen/100/105/Tuschl_MIV2(3). sub. —2002.pdf.) Los
polinucleétidos ARNip pueden analizarse entonces con respecto a su
capacidad de interferir la expresién del polipéptido asignado de acuerdo con
métodos conocidos en el arte y descritos aqui. La determinacién de la
efectividad de un polinucleétido ARNip incluye no sélo la consideracién de
su capacidad de interferir la expresion del polipéptido, sino ademds la
consideracion de si el polinucledtido ARNip manifiesta o no efectos téxicos
indeseables, por ejemplo, apoptosis de una célula, célula para la cual la
muerte no es un efecto deseado del la interferencia del ARN (por ejemplo,
interferencia de la expresién de Akt3 en una célula).

Personas de habilidad ordinaria en el arte observarin ademds
ficilmente que, como resultado, de la degeneracién del cddigo genético,
muchas secuencias de nucleétidos pueden codificar un polipéptido, tal
como se describe aqui. Es decir, un aminoédcido puede codificarse por uno
de varios codones diferentes, y una persona experta en el arte puede
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determinar con facilidad que aunque una secuencia de nucledtidos
particular puede diferir de otra (lo cual puede determinarse por métodos de
alineacién divulgados aqui y conocidos en el arte), las secuencias pueden
codificar polipéptidos con secuencias de aminodcidos idénticas. A modo de

ejemplo, el aminodcido leucina en un polipéptido puede codificarse por uno .

de seis diferentes codones (TTA, TTG, CTT, CTC, CTA, y CTG) como
puede la serina (TCT, TCC, TCA, TCG, AGT, y AGC). Otros
aminoécidos, tales como prolina, alanina, y valina, por ejemplo, pueden
codificarse por uno de custro codones diferentes (CCT, CCC, CCA, CCG
para prolina; GCT, GCC, GCA, GCG para alanina; y GTT, GTC, GTA,
GTG para valina). Algunos de estos polinucledtidos tienen homologia
minima con la secuencia de nucleétidos de cualquier gen nativo. No
obstante, polinucledtidos que varian debido a diferencias en el uso de
codones se contemplan especificamente por la presente invencién.
Polinucledtidos, incluidos polinucledtidos asignados (por ejemplo,
polinucledtidos capaces de codificar un polipéptido asignado de interés),
pueden prepararse usando cualquiera de una variedad de técnicas, que serfin
ltiles para la preparacién de polinucledtidos de ARNip especificamente
deseados y para Ie identificacién y seleccién de secuencias deseables a
usarse en polinucleétidos de ARNip. Por ejemplo, un polinucledtido puede
amplificarse de ADNc preparado de una célula apropiada o tipo de tejido.
Tales polinucleétidos pueden amplificarse mediante reaccién en cadena de
polimerasa (PCR). Para este método, cebadores especificos de secuencia
pueden diseflarse con base en las secuencias contempladas aqui y pueden
adquirirse o sintetizarse. Una porcién amplificada puede usarse para aislar
un gen de longitud completa, o una porcién deseada del mismo, de una
biblioteca apropiada (por ejemplo, ADNc de melanoma humano)
empleando técnicas bien conocidas. Dentro de tales técnicas, se criba una
biblioteca (ADN¢ o gendmico) utilizando una o mds sondas de
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polinucleétidos o ccbadores apropiados pamm  amplificacitn.
Preferiblemente, se selecciona por temefio una biblioteca para incluir
moléculas mds grandes. Pueden preferirse asimismo bibliotecas cebadas
aleatoriamente para identificar regiones 5' y corriente arriba de genes. Se
prefieren genotecas de ADNg para obtener intrones y secuencias 5' de
extensién. Secuencias apropiadas para un polinucledtidlo de ARNip
contempladas por la presente invencién pueden seleccionarse iguaimente de
una biblioteca de secuencias de polinucleétidos de ARNip.

Para técnicas de hibridacién, una secuencia parcial puede marcarse
{por ejemplo, por traduccién de pequefios cortes ("nick-transiation™) o
marcacién de extremos con ZP) usando técnicas conocidas. A continuacitn
puede cribarse una biblioteca de bacterias o bacteriéfagos mediante filtros
de hibridacién que contengan colonias bacterianas desnaturalizadas (o capas
sobrenadantes ("/gwns') que contienen placas de fagos) con la sonds
marcada (véase, por ejemplo, Sembrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratories, Cold Spring Harbor,
N.Y., 2001). Colonias hibridadoras o placas se seleccionan y se amplian, y
sc aisla el ADN para anélisis posterior. Los clones pueden analizarse para
determinar la cantidad de secuencia adicional mediante, por ejemplo, PCR
usando un cebador de la secuencia parcial y un cebador del vector. Pueden
genorarse mapas de restriccién y secuencias parciales para identificar uno o
mAs clones solapantes. Una molécula de ADNc de longitud completa puede
generarse ligando fragmentos apropiados, usando técnicas bien conocidas.

Alternativemente, en el arte se conocen numerosas técnicas de
amplificacién para obtener una secuencia codificante de longitud completa
de una secuencia de ADNc parcial. Dentro de tales iécnicas, la
amplificacién se realiza gencralmente mediante PCR. Una técnica tal se
conoce como "amplificacién ripida de extremos de ADNc" o RACE. Esta
técnica implica el uso de un cebador interno y un cebador externo, que se
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hibrida a una regién poliA o secuencia vector, para identificar secuencias
que son 5'y 3' de una secuencia conocida. Cualquiera de una variedad de
kits disponibles en el comercio puede utilizarse para llevear a cabo el paso de
amplificacién. Pueden disefiarse cebadores usando, por ejemplo, software
bien conocido en el arte. Cebadores (u oligonucledtidos para otros usos
contemplados aqui, incluidos, por ejemplo, sondas y oligonucleétidos
complemeniarios) son preferiblemente 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31 6 32 nucledtidos de longitud, tienen un contenido
GC de por lo menos 40% ¢ hibridan a la secuencia designada a
temperaturas de alrededor de 54°C a 72°C. La regién amplificada puede
secuenciarse como se¢ describe anteriormente, y secuencias solapantes
ensambladas en una secuencia contigus.  Ciertos oligonucledtidos
contemplados por la presente invencién, para algunas incorporaciones
preferidas, tienen longitudes de 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33- 35, 3540, 4145, 46-50, 56-60, 61-70, 71-80, 81-90 o mds
nucledtidos.

Las secuencias de nucledtidos como se describen aquf pueden unirse
a una variedad de otras secuencias de nucle6tidos usando técnicas
establecidas de ADN recombinante. Por ejemplo, un polinucleétido puede
clonarse en cualquiera de una variedad de vectores de clonacién, incluidos
plésmidos, fagémidos, derivado de fago lambda, y césmidos. Vectores de
interés particular incluyen vectores de expresién, vectores de replicacion,
vectores de generacién de sonda, y vectores de secuenciacién, En general,
un vector apropiado contiene un origen de replicacién en por lo menos un
orgenismo, sitios convenientes de endonucleasa de restriccion, y uno o més
marcadores seleccionables. (Véase, por ecjemplo, WO 01/96584;
WO01/29058; Patente de los Estados Unidos No. 6, 326, 193; U.S.
2002/0007051).
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Otros clementos dependerdn del uso deseado, y serdn evidentes a
aquellas personas de habilidad ordinaria en el arte. Por ejemplo, la
invencion contempla el uso de secuencias de polinucledtido de ARNipen la
preparacién de constructos de dcido nucleico recombinante incluidos
vectores para interferir la expresién de un polipéptido designado deseado tal
como un polipéptido Akt3 o B-Raf in vivo; la invencidn contempla ademés
la generacién ARNip transgénico o animales y células "inactivadas” (por
ciemplo, célules, clones de células, estirpes o linajes, u organismos en los
cuales la expresién de uno o més polipéptidos deseados (por ejemplo, un
polipéptido  designado) se encuentra comprometido completa o
parcialmente). Un polinucledtido de ARNip que es capaz de interferir la
expresion de un polipéptido deseado (por ejemplo, un polipéptido
designado), como se contempla aqui, incluye por lo tanto cualquier
polinucledtido de ARNip que, cuando se pone en contacto con un sujeto o
fuente biolégica, como se contempla aqui, bajo condiciones y durante un
tiempo suficiente para que tenga lugar la expresién del polipéptido
designado en la ausencia del polinucledtido de ARNip, resulta en una
disminucién estad{sticamente significativa (alternativamente designada
como "inactivacién" de la expresién) en el nivel de expresién del
polipéptido deseado que puede detectarse. Preferiblemente la disminucién
es mayor del 10%, més preferiblemente, mayor del 20%, mis
preferiblemente, mayor del 30%, més preferiblemente, mayor del 40%,
50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 98% en relacion con el
nivel de expresitn en el polipéptido detectada en la ausencia del ARNip,
usando métodos convencionales para determinar la expresion del
polipéptido, como se conocen en el arte y contemplados aqui.
Preferiblemente, la presencia de! polinucle6tido de ARNip en una célula no
resulia en u ocasiona cualesquiera efectos téxicos indeseados, por ¢jemplo,
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apoptosis 0 muerte de una célula en la cual la apoptosis no es un efecto
descado de la interferencia de ARN.

Secuencias cjemplares de 19 meros para el ARNip de Akt3 como se
divulgan aqui son para Akt3 humano (NM_005465): Akt3 doble 2:
CUAUCUACAUUCCGGAAAG; Akt3
4:GAAUUUACAGCUCAGACUA; y Akt3
5:CAGCUCAGACUAUUACAALU.

Secuencies ejemplares de 25 meros para el ANRip de Akt3 como se

divulgan aquf son las siguientes:

Nombre del Cebador
Akt3#2 Codificante
Akt3#2 No codificante
Akt3#4 Codificante
Akt3#4 No codificante
Ak13#5 Codificante
Ak13#5 No codificante

Secuencia

CUUGGACUAUCUACAUUCCGGAAAG
CUUUCCGGAAUGUAGAUAGUCCAAG
GAUGAAGAAUUUACAGCUCAGACUA
UAGUCUGAGCUGUAAAUUCUUCAUC
AAUUUACAGCUCAGACUAUUACAAU
AUUGUAAUAGUCUGAGCUGUAAAUU

doble
doble

Secuencias ejemplares de 25 meros para el ARNip de B-Raf como se

divulgan aqui son

para B-Raf mutanle  humano:

sl

GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3' y para B-Raf tipo humano
natural 5' 5' GGACAAAGAAUUGGAUCUGGAUCAU 3'.

La presente invencién se refiere asimismo al uso de una estrategia

mediada viricamente que resulta en el silenciamiento de un gen designado,
PTEN, mediante ARNip. El uso de esta estrategia se reduce en una
expresién notoriamente disminuida de PTEN, llevando as{ a un aumento en
la Akt fosforilada total. Esta estrategia mediada viricamente es util en
identificar el mecanismo que subyace a la desregulacién de Akt3 en

melanomas con el fin de modelar procesos bioldgicos o para ofrecer una

lerapia para este céncer.
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La presente invencifn sc refiere asimismo a vectores y constructos
que incluyen o codifican polinucleétidos de ARNip de la presente invencién
Y. en parlicular, a "constructos de dcido nucleico recombinante” que
incluyen cualquier dcido nucleico tal como un segmento de polinucledtido
de ADN que puede transcribirse pama proporcionar polinucledtidos de
ARNip especificos de polinuclestido de Akt3 de acuerdo con la invencién
como se contempla anteriormente; a células hospederas que se manipulan
genéticamente con vectores y/o constructos de la invencién y a la
produccién de polinucledtidos de ARNip, polipéptidos, y/o proteinas de
fusién de la invencién, o sus fragmentos o variantes, mediante técnicas
recombinantes. Secuencias de ARNip divulgadas aqui como
polinucleStidos de ARN pueden manipularse para producir secuencias de
ADN correspondientes usando metodologfas bien establecidas, tales como
las descritas aqui. Asi, por gjemplo, un polinucledtido de ADN puede
generarse de cualquier secuencia de ARNip descrita aquf, de moto que las
presenies secuencias de ARNip se reconocerdn como suminisiradoras
también de polinucletidos de ADN correspondientes (y sus
complementos). Por lo tanto, estos polinucledtidos de ADN se encuentran
abarcados dentro de la invencién contemplada, por ejemplo, para
incorporarse en constructos de dcido nucleico recombinante de la presente
invencion, & pertir de los cuales puede transcribirse ARNip.

En otra incorporacién, el agente es una molécula de ARNip en
donde la molécula de ARNip comprende un polinucledtido que tiene una
secuencia de 5' GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3 o su
complemento. En todavia otra incorporacidn, el agente es una molécula de
ARNip en donde 1a molécula de ARNip comprende un polinuclettido que
tiene una secuencia de 5' CUAUCUACAUUCCGGAAAG 3, o su
complemento. En todavia otra incorporacién, ¢l agente es una molécula de
ARNip en donde la molécula de ARNip comprende un polinucledtido que
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tiene una secuencia de 5' GAAUUUACAGCUCAGACUA 3, o su
complemento. En todavia otra incorporacidn, el agente es una molécula de
ARNip en donde la molécula de ARNip comprende un polinucleétido que
tiene una secuencia de 5 CAGCUCAGACUAUUACAAU 3, o mu
complemento. En otra incorporacion, el agente es una molécula de ARNip
en donde la molécula de ARNip comprende un polinucledtido que tiene una
secuencia de 5 CUUGGACUAUCUACAUUCCGGAAAG 3, o su
complemento. En todavia otra incorporacién, ¢l agente es una molécula de
ARNip en donde la molécula de ARNip comprende un polinucledtido que
tiene una secuencia de 5' CUUUCCGGAAUGUAGAUAGUCCAAG 3' o
su complemento. En todavia otra incorporacidn, el agente es una molécula
de ARNip en donde la molécula de ARNip comprende un polinuclestido
que tiene una secuencia de 5' GAUGAAGAAUUUACAGCUCAGACUA
3', o su complemento. En todavia otra incorporacion, ¢l agente es una
molécula de ARNip en donde la molécula de ARNip comprende un
polinucleétido que tiene una secuencia de 5
UAGUCUGAGCUGUAAAUUCUUCAUC 3', o su complemento. En
todavie otra incorporacitn, el agente es una molécula de ARNip en donde la
molécula de ARNip comprende un polinucledtido que tiene una secuencia
de 5 GAUGAAGAAUUUACAGCUCAGACUA 3', o su complemento.
En todavia otra incorporacidn, el agente es una molécula de ARNip en
donde la molécula de ARNip comprende un polinucleétido que tiene una
secuencia de 5' UAGUCUGAGCUGUAAAUUCUUCAUC 3 o su
complemento. En todavia otra incorporaci6n, el agente es una molécula de
ARNip en donde la molécula de ARNip comprende un polinucledtido que
tiene una secuencia de 5' AAUUUACAGCUCAGACUAUUACAAU 3, o
su complemento. En todavia otra incorporacién, el agente es una molécula
de ARNip en donde la molécula de ARNip comprende un polinucleétido
que tiene una secuencia de 5' AUUGUAAUAGUCUGAGCUGUAAAUU
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3', 0 su complemento. En una En una incorporacién preferida, el agente
contacta una célula usando cualquiera de los procedimientos bien conocidos
para introducir secuencias de nucleétidos exirafios en células hospederas.
Estos incluyen, pero no se limitan a, un liposoma, un nanoliposoma, un
nanoliposoma que contenga ceramidas, un proteoliposoma, un
nanoparticulado, un nanoparticulado de silicato de fésforo célcico, un
nanoparticulado de fosfato cdlcico, un nanoparticulado de didxido de
silicona, un particulado nanocristalino, un nanoparticulado semiconductor,
poli(D-arginina), un nanodendrimero, un virus, transferencia de nucledtido
mediado por nucledtido de fosfato cdlcico, electroporacion, y
microinyeccién. E]l uso de un nanoliposoma, un nanoparticulado, un
nanodendrimero para la transferencia de de agentes a una célula se
demuestran en Figuras 5-11 y se describen con mids detalle en la Solicitud
Serial No. 10/835,520, presentada el 26 de abril de 2004, incorporada aqui
por referencia.

Polinucleétidos Complementarios

En otra incorporacién, el agente es un polinucledtido
complementario.

Tncorporaciones especificamente contempladas se refieren a la
regulacién por disminucién de Ia actividad Akt3 mediante el uso de
polinucledtidos complementarios, es decir, un é4cido nucleico
complementario a, y que preferiblemente puede hibridarse a una secuencia
codificadora de #cidos nucleicos de ARNm, por ejemplo, ARNm de Akt3 o
una subsecuencia del mismo. La unién del nucledtido complementario al
ARNm de Akt3 reduce la traduccién y/o estabilidad del ARNm de Akt3 o
B-Raf.

En el contexto de la invencién, polinucledtidos complementarios

pueden comprender nucledtidos de ocurrencia natural, o especies sintéticas
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formada de subunidades de ocurrencia natural o sus homélogos cercanos,
Polinucledtidos complementarios pueden tener asimismo fracciones de
azicar alteradas o enlaces inter-azicar. Ejemplares entre éstos se
encuentran el fosforotioato y otras especies que contienen azufre, las cuales
son bien conocidas para uso en el arte. Todos dichos andlogos estdn
comprendidos por esta invencién, en la medida en que funcionen
efectivamente pama hibridar ARNm de Akt3 o B-Raf. Pare una resefia
general véase, por ejemplo, Jack Cohen, Oligodeoxynucleotides, Antisenss
Inhibitors of Gene Expression, CRC Press, 1989; and Synthesis 1:1-5
(1988).

Antagonistas

La presente invencidon contempla ademés una incorporacidn en
donde el agente que reduce la actividad Akt3 es un polinucledtido
complementario. La invencién concieme igualmente a variantes de las
proteinas Akt3 que funcionan como aniagonistas de Akt3. Variantes de la
proteina Akt3 pueden generarse por mutagénesis (por ejemplo, mutacién
puntual discreta o truncamiento de la proteina Akt3). Un antagonista de la
profeina Akt3 puede inhibir una o0 més de las actividades de la forma de
ocurrencia netural de la proteina Akt3, por ejemplo, uniéndose
competitivamente a un miembro corriente abajo o corriente arriba de una
cascada de sefializacién celular que incluye la proteina Aktd. Por
consiguiente, pueden producirse efectos biolégicos especificos mediante el
tratamiento con una variante de funcién limitada. La presente invencion
contempla ¢! tratamiento de un sujeto con una varianie, que tienc un
subconjunto de las actividades bioldgicas de la forma de ocurrencia natural
de la proteina, con menos efectos colaterales en un sujeto, en relacién con el

tratamiento con la forma de ocurrencia natural de la proteina Akt3s.
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Variantes de la proteina Akt3 que funcionan como antagonistes de
Akt3 pueden identificarse cribando bibliotecas combinatorias de mutantes
(por ejemplo, mutantes de truncamiento) de las proteinas Akt3 con respecto
a actividad antagonista Akt3. La presente invencidn contempla que una
variada biblioteca de variantes Akt3 se genere por mutagénesis
combinatoria & nivel de dcido nucleico y que se codifique por una genoteca
variada. Una genoteca variada de variantes Akt3 puede producirse, por
ejemplo, ligando enzimdticamente una mezcla de oligonuclettidos
sintéticos en secuencias de genes, de manera que un conjunto degenerado
de secuencias Akt3 potenciales sea expresable como polipéptidos
individuales, o alternativamente, como un conjunto de proteinas de fusién
mids grandes (por ejemplo, para despliegue de fagos) que contenga en ¢l el
conjunto de secuencias de Aktd. Existe una variedad de métodos que
pueden emplearse para producir bibliotecas de variantes Akt3 potenciales
de una secuencia de oligonucleétidos degenerados. Sintesis quimica de una
secuencia de genes degenerados puede llevarse a cabo en un sintetizador de
ADN automético, y el gen sintético puede ligarse entonces en un vector de
expresidn apropiado. El uso de un conjunto degenerado de genes posibilita
la provisién, en una mezcla, de todas las secuencias que codifican el
conjunio deseado de secuencias Akt potenciales. Métodos para sintetizar
oligonucledtidos degenerados son bien conocidos en el arie. Véase, por
ejemplo, Narang, 1983. Tetrahedron 39:3; ltakurs, et al., 1984. Annu. Rev.
Biochem. 53:323: Itakura, et al., 1984, Sciencel98:1056; lke, et al., 1983.
Nucl. Acids Res. 11:477.

Ribozimas

En todavia otra incorporacion, el agenle es una ribozima. Puede
usarse una ribozima para designar e inhibir la transcripcién de Akt3. Una
ribozima e¢s una molécula de ARN que segmenta cataliticamente otras
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moléculas de ARN. So han descrito diferentes clases de ribozimas,
incluidas ribozimas del grupo 1, ribozimas cabeza de martillo, ribozimas de
horquilla, ribonuleasa P, y ribozimas en formea de hacha (véase, por
ejemplo, Castanotto et al. 1994, Adv. In Pharmacology 25:289-317 para una
resefia general de las propiedades de las ribozimas).

Las caracteristicas generales de las ribozimas de horquilla se
describen, por ejemplo, en Hampel et al., 1990, Nucl. Acids Res., 18:299-
304; Hampel et al., 1990, Publicacién de Patente Buropea No. 0 360 257;
Patente de los Estados Unidos No. 5,254,678. Métodos de preparacién son
bien conocidos por las personas expertas en el arte (véase, por ejemplo,
Wong-Staal et al.,, WO 94/26877; Ojwang et al., 1993, Proc. Natl, Acad,
Sci. USA, 90:6340-6344; Yamada et al., 1994, Human Gene Therapy 1:39-
45; Leavitt et al., 1995, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92:699-703; Leavitt et
al., 1994, Human Gene Therapy 5:1151-120; and Yamada et al., 1994,
Virology 205:121-126).

Inhibidores de Actividad de Polipéptido Akt3

En todavia otra incorporacién, la actividad Akt3 se disminuye por un
agente que es un inhibidor del polipéptido Aki3. Esto puede lograrse en
cualquiers de un niimero de modos, incluido proveer un polipéptido Akt3
negativo dominante, por ejemplo, una forma de Akt3 que en af misma no
tiene actividad y que, cuando estd presente en la misma célula como un
Akt3 funcional, reduce o elimina la actividad Akt3 de la Akt3 funcional. El
disefio de formas negativas dominantes es bien conocido por los expertos y
se describe, por ejemplo, en Herskowitz, 1987, Nature, 329:219-22.
Ademds, pueden utilizarse variantes de polipéptidos inactivos (mutefnas),
por ejemplo, cribando con respecto a la capacidad de inhibir la actividad
Akt3. Métodos de claborar muteinas son bien conocidos por los expertos
(véase, por ejemplo, Patentes de los Estados Unidos No. 5,486,463,
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5,422,260, 5,116,943, 4,752,585, 4,518,504). Adicionalmente, cualquier
molécula pequefia, por ¢jemplo, cualquier péptido, aminodcido, nucleétido,
lipido, carbohidrato, o cualquier otra molécula organica o inorgénica puede
cribarse con respecto a la capacidad de unirse a o inhibir la actividad Akt3.

Péptidos

En todavia otra incorporacién, el agente, un péptido correspondiente
& las secuencias de aminodcidos contiguos del dominio de homologia
pleckstrin, o el dominio catalitico o el dominio regulador de Akt3,
disminuird la actividad Akt3. Sin querer entrar en limitaciones tedricas, se
contempla que el péptido actie como un seudosustrato o un inhibidor
competitivo, inhibiendo en esa forma la actividad Aki3. En ota
incorporacion, el péptido actia como un scudosustrato para ¢l dominio
catalitico o regulador (cola) de Akt3. En todavia otra incorporacién, el
péptido actia como un inhibidor competitivo para el dominio catslftico de
Akt3. Los inventores contemplan asimismo que el péptido actie como un
inhibidor competitivo del dominio de homologfa de pleckstrin de Akt3. En
todavia otra incorporacién, el péptido actlia como un inhibidor competitivo
para el dominio regulador de Akt3. Un experto cn el arte puede disefiar
fiicilmente y determinar si un péptido disminuye o no la actividad de Ak3.
Obeta T et al. J Biol Chem. 275 (46):36108-15 (2000), Niv MY et al. ] Biol
Chem. 279(2):1242-55. Epub 2003 (2004), Luo Y et al. Biochemistry.
43(5):1254-63(2004).

Por ejemplo, se incuban células con el péptido bajo condiciones
adecuadas para evaluar la actividad de Akt3. La actividad del Akt3 se
evalia y compara con un control apropiado, por ejemplo, la actividad de las
mismas células incubadas bajo las mismas condiciones en la ausencia de un
péptido o un péptido mezclado, usando anélisis de transferencia Western
blot con un anticuerpo que reconoce treonina 305 o serina 472.
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Anticuerpos que reconocen Akt3 se encuentran disponibles de un niimero
de fuentes, incluidas Stratagene (La Jolla, CA) y IGeneX, Inc. (Palo Alto)
para nombrar unos pocos. Alternativamente, la actividad Akt3 podria
cvaluarse inmunoprecipitando Aki3 y usando el inmunoprecipitado en un
anélisis de cinasa in vitro en ol cual Crosstide, un sustrato de péptido
sintético para Akt3 obtenible de Discover Rx Corporation, Fremont, CA, se
fosforila por Akt3 para calcular Ia actividad. Una actividad mayor o menor
de fosforilacidn comparada con el control indica que el péptido de prucba
disminuye la actividad de dicha Akt3.

Un péptido comprende alrededor de 5 a 30 residuos de aminodcidos
de longitud, preferiblemente entre 10 y 20 eminodcidos de longitud.
Secuencias de péptidos de la presente invencién pueden sintetizarse por el
método de sintesis peptidica de fase sélida (por ejemplo, BOC o FMOC),
por sintesis de solucién de fase, o por otras técnicas apropiadas incluidas
combinaciones de los métodos anteriores. Los métodos BOC y FMOC, que
estin establecidos y se usan ampliamente, se describen en Merrifield, J.
Am., Chem. Soc. 88:2149 (1963); Meienhofer, Hormonal Proteins and
Peptides, C.H. Li, Ed., Academic Press, 1983, pp. 48-267; y Barany y
Merrifield, in The Peptides, E. Gross and J. Meienhofer, Eds., Academic
Press, New York, 1980, pp. 3-285. Métodos de sintesis peptidica de fase
s6lida se describe en Merrifield, R.B., Science, 232:341(1986); Carpino,
L.A. and Han, G.Y., J. Org. Chem., 37:3404 (1972); and Gauspohl, H. et
al., Synthesis, 5:315(1992)). Las ensefianzas de estas referencias se

incorporan aqui por referencia.

Moléculas Pequefias

La presente invencién contempla una incorporacién en donde el
agente que reduce la actividad Akt3 es una molécula pequefia. Moléculas
pequeiias pueden usarse igualmente para regular, por ejemplo, la funcién de

}gf/ SR



WO 2005/089443 PCTAUS2005/008950

la cinasa divulgada, receptores de cinasa, moléculas que interactian con
recepiores de cinasa, y moléculas en las vias de seflalizacidn de los
receplores de cipasn. Los expertos en ¢l arte entienden cdmo generar
moléculas pequefias de este tipo, y bibliotecas y métodos ejemplares para
aislar reguladores de moléculas pequefias. La "molécula pequefia”, como se
emplea aqui se une preferiblemente a Akt3 y/o B-Raf e inhibe por lo menos
una de sus funciones.

Moduladores y Compuestos de Unifén

Los compuestos probados como moduladores de una proteina Akt3
y/o B-Raf pueden ser cualquier compuesto quimico pequefio, o una entidad
bioldgica, tal como una protefna, azicar, dcido nucleico o lipido.
Tipicamente, los compuestos de pruecba serdn moléculas quimicas pequefias
y péptidos. Esencialmente puede emplearse cualquier compuesto quimico
como modulador potencial 0 compuesto de unién en los endlisis de la
invencién, aunque muy a menudo los compuestos pueden disolverse en
soluciones acuosas u orgénicas (especialmente a base de DMSO). Los
andlisis se diseflan para cribar cnormes bibliotecas de qufmicos
automatizando los pasos de andlisis y proveyendo compuestos de cuslquier
fuente conveniente para los analisis, los cuales se realizan tipicamente en
paralelo (por ejemplo, en formatos de microtitulacidn en placas de
microtitulacién en andlisis robdticos). Se observard que existen muchos
proveedores de compuestos quimicos, incluidos Sigma (St. Louis, Mo.),
Aldrich (St. Louis, Mo.), Sigma-Aldrich (St. Louis, Mo.), Fluka Chemika-
Biochemica Analytik (Buchs, Suiza) y similares.

Esta invencion contempla métodos de cribado de alio rendimiento
que implican proveer una biblioteca combinatoria de péptidos o quimicos,
que contenga un gran nimero de compuestos terapéuticos potenciales
(compuestos potenciales moduladores o de uni6n). Tales "bibliotecas
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combinatorias de quimicos" se criban luego en uno o més andlisis, como se
describe aqui, para identificar aquellos miembros de la biblioteca (especies
o subclases de quimicos particulares), que desplicgan una actividad
caructeristica deseads, Los compuestos asi identificados pueden servir
como "compuestos lideres" convencionales o pueden usarse ellos mismos
como sustancias terapéuticas efectivas o potenciales.

Una biblioteca combinatoria quimica es una coleccion de diversos
compuestos quimicos generados ya sea por sintesis quimica o por sintesis
biolégica, combinando un nilimero de "clementos fundamentales" quimicos
tales como reactivos. Por ejemplo, una biblioteca quimica combinatoria
lineal tal como una biblioteca de polipéptidos se forma combinando un
conjunto de elementos fundamentales quimicos (aminodcidos) en toda
forma posible para una longitud de compuesto dada (es decir, el niimero de
aminodcidos en un compuesto polipéptido). Millones de compuestos
quimicos pueden sintetizarse mediante dicha mezcla combinaioria de
elementos fundamentales quimicos.

La preparacién y cribado de bibliotecas combinatorias de quimicos
son bien conocidos por los expertos en el arte, Tales bibliotecas
combinatorias quimicas incluyen, pero no se¢ limitan a, bibliotecas de
péptidos (véase, por ejemplo, Patente de los Estados Unidos No. 5,010,175,
Furka, 1991, Int. J. Pept. Prot. Res. 37:487-493 and Houghton et al., 1991,
Nature 354:84-88). Pueden usarse también otras quimicas para generar
bibliotecas de diversidad de quimicos. Tales qufmicas incluyen, pero no se
limitan a: péptidos (por ejemplo, Publicacién PCT No. W091/19735),
péptidos codificados (por ejemplo, Publicacién PCT No. W093/20242),
bio-oligbmeros aleatorios (por ejemplo, Publicacién PCT No.
W092/00091), benzodiazepinas (por ejemplo, Patente de los Estados
Unidos No. 5,288,514), diversdmeros tales como hidantoinas,
benzodiazepinas y dipéptidos (Hobbs et al., 1993, Proc. Nat. Acad. Sci.
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USA 90:6909-6913), polipéptidos vinflogos (Hagihara et al., 1992, J. Amer.
Chem. Soc. 114:6568), peptidomiméticos no peptidicos con armazén de
glucosa (Hirschmann et al., 1992, J. Amer. Chem. Soc. 114:9217-9218),
sintesis orgénicas de andlogos de pequefias bibliotecas de compuem-
(Chen et al., 1994, J. Amer. Chem. Soc. 116:2661), oligocarbamatos (Cho
et al,, 1993, Science 261:1303), y/o peptidilfosfonatos (Campbell et al.,
1994, J. Org. Chem. 59:658), bibliotecas de acidos nucleicos (véase
Avusubel, Berger and Sambrook, todos més arribe), bibliotecas de Acidos
nucleicos de péptidos (véase, por ejemplo, Patente de los Estados Unidos
No. 5,539,083), bibliotecas de anticuerpos (véase, por gjemplo, Vaughn et
al., 1996, Nature Biotechnology, 14:309-314 and PCT/US96/10287),
bibliotecas de carbohidratos (véase, por ejemplo, Liang et al., 1996,
Science, 274:1520-1522 y Patente de los Estados Unidos No. 5,593,853),
bibliotecas de moléculas orgfnicas pequefias (véase, por ejemplo,
benzodiazepinas, Baum, 1993, C&EN, January 18, page 33; isoprenoides,
Patente de los Estados Unidos No. 5,569,588; tiazolidinonas y
metatiazanonas, Patente de los Estados Unidos No. 5,549,974; pirrolidinas,
Patentes de los Estados Unidos No. 5,525,735 y 5,519,134; compuestos
morfolino, Patente de los Estados Unidos No. 5,506,337; benzodiazepinas,
Patente de los Estados Unidos No. 5,288,514, y similares).

Dispositivos para le preparacion de bibliotecas combinatorias se
encuentran disponibles en el comercio (véase, por ejemplo, 357 MPS, 390
MPS, Advanced Chem Tech, Louisville Sky., Symphony, Rainin, Woburmn,
Mass., 433A Applied Biosystems, Foster City, Calif., 9050 Plus, Millipore,
Bedford, Mass.). Adicionalmente, numerosas bibliotecas combinatorias se
encuentran disponibles ellas mismas en el comercio (véase, por ejemplo,
ComGenex, Princeton, N.J., Tripos, Inc, St Louis, Mo., 3D
Pharmaceuticals, Exton, Pa., Martek Biosciences, Columbia, Md., etc.).
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Agoentes Quimioterapéuticos

En otra incorporacién, se induce la apoptosis disminuyendo la
actividad de Akt3 en conjuncién con agentes quimioterapéuticos. Tal como
se emplea aqui, la quimioterapia incluye tratamiento con un agente
quimioterapéutico lnico o con una combinacién de agentes. Agentes
quimioterapéuticos que pueden usarse con la invencién incluyen, pero no se
limitan a, agentes alquilantes, antimetabolitos, antibiSticos, productos
vegeinles derivados o naturales, hormonas y esteroides (incluidos anélogos
sintéticos), y firmacos de platino, como se¢ describe en Soengas MS, Lowe
SW. Apoptosis and Melanoma Chemoresistance. Oncogene. 2003 May
19;22(20): 3138-51. Ejemplos de agentes dentro de estas clases se
consignan a continuacién. Agentes alquilantes incluyen, pero no se limitan
a, por ejemplo nitrosoureas, mostaza nitrogeneda, y triazenos. Nitrosoureas
incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo carmustina, lomustina, y
semustina. Mosiaza nitrogenada, incluye pero no se limita a, por ejemplo
ciclofosfomida. Triazenos, incluyen, pero no se limitan a, por gjemplo
dacaxbazina, y temozolomida. La FDA ha aprobado dacarbazina para uso
en ¢l tratamiento de melanoma. Antimetabolitos incluyen, pero no se
limitan a antagonistas de dcido félico, andlogos de pirimidina, andlogos de
purina e inhibidores de adenosina deaminasa: metotrexato, 5-fluorouracil,
floxuridina, citarabina, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, fosfato de
fludarabina, pentostating, y gemcitabina. Antibidticos que pueden usarse
con la presente invenci6n, incluyen, pero no se limitan 8, por ejemplo
entraciclinas, Ejemplos de antraciclinas, incluyen, pcro no se limitan a
doxorrubicina (adriamicina). Productos naturales o derivados de plantas
que pueden utilizarse con la presente invencién, incluyen, pero no se
limitan &, por cjemplo vinca alcaloide, epipodofilotoxinas, taxanos.
Ejemplos de vinca alcaloide incluyen, pero no se limitan a por ejemplo,
vincristina, y vinblastina. Ejemplos de epipodofilotoxinas incluyen, pero no
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se limitan a por ejemplo etopdsido. Taxanos, incluyen, pero no se limitan &
por ejemplo, taxol, paclitaxel, vy docetaxel. Andlogos hormonales y
esteroides que pueden usarse con la presente invencion, incluyen, pero no
se limitan a, por ejemplo, antiestrégeno, 17.alpha.-etinilestradiol,
dietilstilbestrol, testosterona, prednisona, fluoximesterona, dromostanolona
propionato, testolactona, megestrol acetato, tamoxifeno, metilprednisolona,
metiltestosterona, prednisolona, triamcinolona, clorotrianiseno,
hidroxiprogesterona, aminoglutetimida, estramustina, medroxiprogesterona
acetato, leuprolida, flutamida, toremifeno, zoladex. Férmacos de platino
que pueden usarse con [a presente invencidn, incluyen, pero no se limitan a,
por ejemplo, cisplatino, carboplatino, hidroxiurea, amsacrina, procaxbazina,
mitotano, mitoxantrona, levamisol, y hexametilmelamina.

Métodos para la administracién segura y efectiva de la mayoria de
estos agentes quimioterapéuticos son conocidos por los expertos en el arte.
Adicionalmente, su administracién se describc en la bibliografia estindar.
Por ejemplo, la administracibn de muchos de los agentes
quimioterapéuticos se describe en el "Physicians’' Desk Reference” (PDR),
por ejemplo, 1996 edition (Medical Economics Company, Montvale, N.J.
07645-1742, USA); cuya divulgacion se incorpora aqui por referencia.

Irradiacién

En forma opcional puede agregarse irradiacién a los regimenes de
tratamiento de la presente invencién. El término "irradiacién”, tal como se
emplea aqui, tiene su significado convencional y se limita Gnicamente en la
medida en que la irradiacion con rayos X fenga suficiente energia para
penetrar el cuerpo y sea capaz de inducir la liberacién de antigenos
especificos del tumor in vivo. La intensided 6ptima de la madiacién para
dafiar un tipo particular de es conocida por el experto en el arte.



Apoptosis

Un experto en el arte sabria como detectar y/o medir apoptosis
usando una variedad de métodos, por ejemplo, empleando el anilisis de
citometria de flujo con yoduro de propidio descrita en Dengler et al., (1995)
Anticancer Drugs. 6:522-32, o por el andlisis de traduccién de cortes
pequefios y deoxinucleotidil transferasa terminal in situ (andlisis TUNEL)
descrito en Gorozyva, (1993) Cancer Res 53:1945-51.

Tratamiento de un Tamor de Melanoma

La presente invencién se basa en parte en las observaciones de los
inventores que muestran que Akt3 regula la apoptosis y V’”“B—Rafregula el
crecimiento y desarrollo vascular. Este es un descubrimiento significativo
puesto que identifica por primera vez un producto terapéutico designado,
combinado, efectivo para melanoma. Como se discute mds adelante,
reducir la actividad de Akt3 incrementard le sensibilidad de células de
melanoma a le apopiosis; por lo tanto, agentes que actiian a través de
apoptosis tales como productos quimioterapéuticos convencionales son més
efectivos cuando se reduce la actividad de Akt3 en células de melanoma.
En una incorporacidn, la presente invencién provee un método para frater
un tumor de melanoma en un mamifero que comprende: administrar a un
tumor en un mamffero una cantidad efectiva de un egente que reduce la
actividad de V599E B-Raf; y administrar a un tumor en un mamifero uns
cantidad efectiva de un agente que reduce la actividad de Akt3, reduciendo
asf el tamafio de un tumor.

En una incorporacién preferida, ¢l agente para reducir la actividad de
Akt3 es una molécula de ARNip. En otma incorporacién, el agente es una
molécula de ARNip en donde la molécula de ARNip que reduce la
actividad de Akt3 comprende un polinucledtido que tiene una secuencia de
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5 GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3, 5
CUAUCUACAUUCCGGAAAG 3, 5' GAAUUUACAGCUCAGACUA 3,
5'CAGCUCAGACUAUUACAAU 3!,
5'CUUGGACUAUCUACAUUCCGGAAAG 3,
5S'CUUUCCGGAAUGUAGAUAGUCCAAG 3!,
5"GAUGAAGAAUUUACAGCUCAGACUA 3,
5"UAGUCUGAGCUGUAAAUUCUUCAUC 3',
S'AAUUUACAGCUCAGACUAUUACAAU 3,
5S'AUUGUAAUAGUCUGAGCUGUAAAULU 3/, o sus complementos.

En una incorporacién, el agente para reducir la actividad B-Raf es
una molécula de ARNip en donde la molécula de ARNip que reduce la
actividad de B-Raf es un polinucleétido que tiene una secuencia de §'
GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3, y/o 5
GGACAAAGAAUUGGAUCUGGAUCAU 3.

En una incorporacién preferida, el agente que reduce Akt3 contacta
una célula usando cuslquiera de los procedimientos bien conocidos para
introducir secuencias de nucledtidos extrafios en células hospederas. Estos
incluyen un liposoma, un nanoliposoma, un nanoliposoma que contenga
ceramidas, un proteoliposoma, un nanoparticulado, un nanoparticulado de
silicalo de fésforo célcico, un nanoparticulado de fosfato cdlcico, un
nanoparticulado de diéxido de silicona, un particulado nanocristalino, un
nanoparticulado semiconductor, poli(D-arginina), un nanodendrimero, un
virus, transferencia de nucleétido mediado por nucledtido de fosfato
cdleico, electroporacién, y microinyeccidn. El uso de un nanoliposoma, un
nanoparticulado, un nanodendrimero para la transferencia de agentes a una
célula se demuestran en Figura 5-11 y se describen ademés en la Solicitud
de Patente Serial No. 10/835,520, presentada el 26 de abril de 2004,

incorporada aqui por referencia.
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En una incorporacidn preferida, el agente que reduce la actividad de
B-Raf contacta una célula usando cualquiera de los procedimientos bien
conocidos para introducir secuencias de nucledtidos extrafios en células
hospederas. Estos incluyen un liposoma, un nanoliposoma, un
nmoliposoﬁa que contenga ceramidas, un proteoliposoma, un
nanoparticulado, un nanoparticulado de silicato de fésforo cilcico, un
nanoparticulado de fosfato cdlcico, un nanoparticulado de diéxido de
silicona, un particulado nanocristalino, un nanoparticulado semiconductor,
poli(D-erginina), un nanodendrimero, un virus, transferencia de nucleétido
mediado por mucledtido de fosfato cdlcico, electroporacién, y
microinyeccion. El uso de un nanoliposoma, un nanoparticulado, un
nanodendrimero para la transferencia de agentes a una célula se demuestran
en Figura 5-11 y se describen ademds en la Solicitud de Patente Serial No.
10/835,520, presentada el 26 de abril de 2004, incorporada aqui por
referencia .

En una incorporacién preferida, la presente invencién provee un
método para el uso de nanotecnologia como la estrategia para administrar
miiltiples agentes para inhibir el desarrollo del tumor de melanoma e
incrementar o inducir apoptosis. Combinaciones de péptido de Akt3;
ARNip de Akt3, ARNip de V599E B-Raf, paclitaxel, carboplatino,
carmustine, dacarbazina, y vinblastina se cargan simulténeamente en
liposomas no txicos. Estos liposomas transfieren efectivamente esta carga
en células de melanoma que crecen en cultivo. Esta es la primera
demostracién de la transferencia simultinea de diferentes sustancias
terepéuticas en células cancerosas usando un solo agente de transferencia.
Liposomas que incorporan agentes terapéuticos de combinacién circularian
en el torrente sanguineo e ingresarian en la vasculatura del tumor pam ser
absorbidos por células expuestas de melanoma. Esto se traduce en
eliminacién dirigida de células de melanoma en tumores, llevando a la
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regresién del tumor. La utilidad clinica de este método radica en la
transferencia de sustancias terapéuticas a los tumores. Enlazando
covalentemente un anticuerpo anti-CD63 al segmento de pegalacion que se
extiende del liposoma llevard a la captacién preferencial por células del
melanoma. Por consiguiente, tejido estromal absorbe poco o nada del
liposoma demostrando la transferencia dirigida del liposoma. El liposoma
inmunitario puede potenciar la captacién en células tumorales del
melanoma versus tejido estromal de control,

En otra incorporaci6n, el agente que reduce la actividad de Akt3 es
un polinucledtido complementario. En una incorporacién, el agente que
reduce 1a actividad de B-linf es un polinucledtido complementario.

En todavia otra incorporacién, el agente que reduce la actividad de
Akt3 es una ribozima. En todavia otra incorporacién, el agente que reduce
la actividad de B-Raf es una ribozima. Ribozimas pueden usarse para
direccionar e inhibir la transcripcién de Akt3, B-Raf 0 ambas.

En todavia otra incorporaci6n, la actividad de Akt3 se disminuye por
un agente que es un inhibidor del polipéptido de Akt3. Esto puede lograrse
en cualquiera de un nimero de modos, incluido proveer un polipéptido de
Akt3 negativo dominante, por ejemplo, una forma de Akt3 que en si misma
no tenga actividad y que, cuando estd presente en la misma célula como una
Akt3 funcional, reduce o elimina la activided Akt3 de la Akt3 funcional.
En todavia otma incorporacitn, la actividad B-Raf se disminuye por un
agente que es un inhibidor del polipéptido B-Raf. En una incorporacién
preferida, el inhibidor de B-Raf es BAY43-9006. Inhibidores de B-Raf
incluyen, pero no se limitan a BAY 43-9006, obtenible comercialmente de
BAYER) u otros inhibidores de B-Raf disponibles en el comercio. Los
inhibidores de B-Raf pueden incluir adicionalmente inhibidores de B-Raf
competitivos y no competitivos. Un inhibidor de B-Raf competitivo es una
molécula que une la enzima B-Raf en una manera que es mutuamente
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exclusiva de unién de sustrato. Tipicamente, un inhibidor competitivo de
B-Raf se unird al sitio activo. Un inhibidor de B-Raf no competitivo puede
ser uno que inhibe la unién de B-Raf, pero su unién a la enzime no es
mutuamente exclusiva a lo largo de la unién al sustrato. Los inhibidores de
B-Raf contemplados por esta invencién son compuestos que reducen la
actividad de B-Raf en células animales sin un efecto significativo sobre
otres actividades celulares, por lo menos con concentraciones comparables.
No obstante, esta inhibicién puede realizarse en cualquiera de un nimero de
modos, inclusive proveyendo un polipéptido B-Raf negativo dominante, por
ejemplo, una forma de B-Raf que en s{ misma no tiene actividad y que,
cuando estd presente en la misma célula como una B-Raf funcional, reduce
o elimina la actividad de B-Raf en el B-Raf funcional.

En todavia otra incorporacidn, el agente que reduce la actividad de
Akt3 es un péptido correspondiente a las secuencias de aminodcidos
contiguas del dominio de homologia pleckstrin, o el dominio catalitico o el
dominio regulador de Akt3.

La presente invencién contempla ademss una incorporacién donde el
agente que reduce la actividad de Akt3 es una molécula pequefia. En otra
incorporacién, la presente invencién contemple igualmente incorporacionea
donde el agente que reduce la actividad de B-Raf es una molécula pequefia.

En otra incorporacién, el método para tratar un tumor de melanoma
inchrye administrar agentes quimioterapéuticos. Tal como se emplea aqui,
la quimioterapia incluye tratamiento con un solo agente quimioterapéutico o
con una combinacién de agentes. Agentes quimioterapéuticos que pueden
usarse con la invencién incluyen, pero no se limitan a, agentes alquilantes,
antimetabolitos, antibi6ticos, productos derivados de plantas o naturales,
hormonas y esteroides (incluidos andlogos sintéticos), y firmacos de platino

como se describe,
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En otra incorporacién, el método para tratar un tumor de melanoma
en un mamifero incluye terapia de irradiacién.

En incorporaciones preferidas, los méiodos de la presente invencién
pueden usarse para tratar melanomas teniendo un efecto significativo sobre
la muerte celular (por ejemplo, mediante apoplosis), asl como Ila
proliferacién y angiogénesis. Un experto en el arte estard familiarizado con
métodos que miden el tamafio de un tumor a cuantificar, por ejemplo, la
regresién o reduccién en el tamafio del tumor, angiogénesis, y apoptosis.
Ventajosamente, los agentes quimioterapéuticos pueden administrarse en
dosis relativamente bajas (y/o menos frecuentemente) para minimizar
potenciales efectos colaterales téxicos contra células normales, no
transformadas.

Por consiguiente, la presente invencién provee igualmente métodos
de inducir un nivel significativo de muerte de las células cancerosas (por
ejemplo, apoptosis) e inhibicién del desarrollo del tumor de melanoma en
un sujeto con un melanoma, que comprende administrar, concurrente o
secuencialmente, cantidades efectivas de un agente que reduce la actividad
de Akt3 y un agente que reduce la actividad de B-Raf. Tal como se emplea
aqui, "concurrentemente” se refiere a simultineamente en el tiempo, o en
diferentes tiempos durante el ciclo de un programa de tratamiento comin; y
"secuencialmente" administrando uno de los agentcs del método para
reducir la actividad de Akt3 o B-Raf , y un agente adicional para reducir la
actividad de B-Raf o la actividad de Akt3, en dondo el segundo agente
puede administrarse sustanciaimente inmediatamente después del primer
agente, o el sepundo agente puede administrarse en un periodo de tiempo
efectivo después del primer agente; el perlodo de tiempo efectivo es la
cantidad de tiempo dado para la realizacién de un beneficio méximo desde
la administracion del primer agente.

A
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Dirigir Akt3 junto con Y° B-Raf mutante y sustancias
quimioterapéuticas seleccionadas tiene un efecto sinérgico, msas potente y
prolongado que dirigir cualquicra de los dos solos. Esto aporta una base
racional para combinar terapiss dirigidas junto con sustancias quimicas
seleccionadas, lo cual no existe actualmente para el melanoma.

Usos de Proteina Akt} y/o B-Raf 'y Proteinas Relaclonadas con Akt3 y/o
Relacionadas con B-Raf

Las proteinas de la invencién poseen un niimero de usos especificos
diferentes. Las dos, Akt3 y B-Raf son proteinas claves que contribuyen al
desarrollo de melanoma. La proteina Akt3 y/o B-Raf y la proteina
relacionada con Akt3 o B-Raf se emplean en métodos que evalian el estado
de productos génicos Akt3 y/o B-Raf en tejidos normales versus
cancerosos, elucidando en esa forma el fenotipo maligno, Tipicaments,
polipéptidos de regiones especificas de una proteina Akt3 o B-Raf pueden
utilizarse para cvaluar la presencia de perturbaciones (fales como
eliminaciones, inserciones, mutaciones puntuales, etc.) en aquellas regiones
(conteniendo tales regiones uno 0 més motivos). Un ejemplo no limitante
incluye el uso de anticuerpos que dirigen la proteina Akt3 y/o B-Raf y la
proteina relacionada con Akt3 y/o B-Raf, que comprenden el residuo de
aminoficidos de uno o més de los motivos biologicos contenidos en
secuencias de polipéptidos de Akt3 y/o B-Raf, respectivamente, con el fin
de cvaluar las caracteristicas de esta regién en tejidos normales versus
cancerosos O para provocar una respuesta inmunitaria al epftopo.
Altemativamente, proteinas relacionadas con Akt3 y/o proteinas
relacionadas con B-Raf, que contienen el residuo de aminoécidos de uno o
mis de los motivos biolégicos en una protefna Aki3 y/o B-Raf
respectivamente, se emplean para cribar con respecto s factores que
interactGan con esa regién de Akt3 y/o B-Raf.
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Ambos fragmentos/subsecuencias de la proteina Aki3 y B-Raf son
particularmente itiles en generar y caracterizar anticuerpos especificos de
dominio (por ejemplo, anticuerpos que reconocen un epitopo extracelular o
intracelular de una proteina Akt3 o B-Raf), para identificar agentes o
factores celulares que se unen & Akt3 o B-Raf o un dominio estructural
particular de la misma y, en varios contextos terapéuticos y diagnésticos,
incluidos pero no limitados a, endlisis diagndsticos, vacunas contra el
céncer y métodos de preparar tales vacunas.

La proteina codificada por el gen Akt3 y/o B-Raf, o por andlogos,
homélogos o sus fragmentos, tiene una variedad de usos, incluidos, pero no
limitados a, generar anticuerpos y en métodos para identificar ligandos y
otros agentes y constituyentes celulares que se unen a un producto del gen
Akt3 y/o B-Raf. Anticuerpos producidos contra una proteina Akt3 o B-Raf
o su frapmento son Gtiles en anilisis diagnésticos y prognésticos, y
metodologias radiognificas en el manejo de céncer de melanoma humano
camcterizado por la expresion de la proteina Akt3 o B-Raf.

Pueden emplearse diferentes andlisis inmunoldgicos ftiles para la
deteccién de la proteina Akt3 y/o B-Raf, incluidos, pero no limitados a,
varios tipos de radioinmunoandlisis, inmunoandlisis ligado a enzimas
(ELISA), andélisis inmunofluorescentes ligados a enzimas (ELIFA),
métodos inmunocitoquimicos, y similares. Pueden marcarse y utilizarse
anticuerpos como reactivos inmunolégicos capaces de detectar células que
expresen Akt3 o B-Raf.

Anticuerpos Dirigidos a Akt3 y/o B-Raf en Melanoma

De acuerdo con la invencién, el polipéptido Akt3 y/o B-Raf
codificado por la isoforma Akt3 o la isoforma B-Raf, respectivamente,
hallada en melanomas inclusive sus fragmentos, incluidas protefnas de
fusiéon, puede usarse como un antigeno o inmundgeno para generar

9
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anticuerpos. Preferiblemente, los anticuerpos unen especificamente In
isoforma Akt3 humana, pero no unen otras formas de Akt. Preferiblemente,
los anticuerpos unen especificamente la isoforma B-Raf humana, pero no
unen otras formas de B-Raf.

Una molécula es "antigénica” cuando es capaz de interactuar
especificamente con una molécula de reconocimiento de antigeno del
sistema inmunitario, tal como una inmunoglobulina (anticuerpo) o receptor
de antigeno de linfocito T. Un polipéptido o péptido antigénico contiene
por lo menos alrededor de 5 y, preferiblemente, por lo menos alrededor de
10, aminoécidos. Una porcidén antigénica de una molécula puede ser
aquella porcién que es inmunodominante para el reconocimiento de
receptor de anticuerpo o linfocito T, o puede ser una porcién usada para
generar un anticuerpo dirigido & la molécula conjugando la porcién
antigénica a una molécula portadora para inmunizacién. Una molécula que
es antigénica no necesita ser ella misma inmunogénica, es decir, capaz de
provocar una respuesta inmunitaria sin un portador.

Tales anticuerpos incluyen, pero no se limitan a, policlonales,
monoclonales, quiméricos, de cadena tmica, fragmentos Fab, y una
biblioteca de expresién Fab. Los anticuerpos anti-Akt3 de la invencién
pueden ser de reaccién cruzada, por ejemplo, pueden reconocer Aktd de
diferentes especies. Andlogamente, los anticuerpos anti-B-Raf de la
invencién pueden ser de reaccién cruzada, por ejemplo, pueden reconocer
B-Raf de diferentes especies. Los anticuerpos policlonales poseen una
mayor probabilidad de reactividad cruzada.  Altemativamente, un
anticuerpo de la invencién puede ser especifico para una sola forma de Aki3
o B-Raf. Preferiblemente, tal anticuerpo es especifico para Akt3 o B-Raf de
melanoma humano.

Varios procedimientos conocidos en el arte pueden usarse para la
produccién de anticuerpos policlonales. Para la produccidn de anticuerpo,
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varios animales hospederos pueden inmunizarse mediante inyeccién con el
polipéptido Akt3 o B-Raf, o su derivado (por ejemplo, fragmento o protefna
de fusidn), incluidos, pero no limitados a, conejos, ratones, ratas, ovejas,
cabras, etc. En una incorporacién, el polipéptido Akt3 o B-Raf o su
fragmento puede conjugarse a un portador inmunogénico, por ejemplo,
albiimina sérica bovina (BSA) o hemocianina de lapa (KLH). Pueden
emplearse varios coadyuvantes para aumentar la respuesta inmunolégica,
dependiendo de la especie hospedera, incluidos pero no limitados a
coadyuvantes de Freund (completos e incompletos), geles minerales tales
como hidréxido de aluminio, sustancias tensioactivas tales como
lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos, emulsiones de aceite,
hemocianines de lapa, dinitrofenol, y coadyuvantes humanos
potencialmente (tiles tales como BCG (bacilos Calmette-Guerin) y
Corynebacterium parvum.

Para la preparacion de anticuerpos monoclonales dirigidos al
polipéptido Akt3 o B-Raf, o su fragmento, anélogo, o derivado, puede
usarse cualquier técnica que posibilite la produccién de moléculas de
anticuerpo por estirpes celulares continuas en cultivo. Bstas incluyen, pero
no se limitan a, la técnica de hibridoma, desarrollada originalmente por
Kohler y Milstein [Nature 256:495-497 (1975)], asi como la técnica de
trioma, la técnica de hibridoma de linfocitc B humano [Kozbor et al.,
Immunology Today 4:72 1983); Cote et al, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
80:2026-2030 (1983)], y la técnica de hibridloma EBV para producir
anticuerpos monoclonales humanos [Cole et al., in Monoclonal Antibodies
and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96 (1985)]. En una
incorporacién adicional de la invencién, pueden producirse anticuerpos
monoclonales en animales libres de gérmenes [Publicacién Internacional de
Patente No. WO 89/12690, publicada el 28 de diciembre de 1989]. De
hecho, de acuerdo con la invencién, pueden emplearse técnicas
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desarrolladas para la produccién de "anticuerpos quiméricoa” [Morrison et
al., J. Bacteriol. 159:870 (1984); Neuberger et al, Nature 312:604-608
(1984); Takeda et al., Nature 314:452-454(1985)] empalmando los genes de
una molécula de anticuerpo en ratén, especifica para un polipéptido Akt3,
junto con genes de una molécule de anticuerpo humano de actividad
bioldgica apropiada; tales anticuerpos se encuentran dentro del &mbito de
esta invencién. Tales anticuerpos humanos o quiméricos humanizados se
prefieren para uso en terapia de enfermedades humanas (descritas més
adclante), puesto que los anticuerpos humanos o humanizados tienden en
mucha menor proporcién que los anticuerpos xenogénicos a inducir, ellos
mismos, una respuesta inmunitaria, en particular una respuestn alérgica.

Técnicas descritas para la produccién de anticuerpos de una sola
cadena Fv (scFv) [Patentes de los Estados Unidos No. 5,476,786 y
5,132,405 a Huston; Patente de los Estados Unidos No. 4,946,778] pueden
adaptarse para producir anticuerpos de une sola cadena especificos de
polipéptido de Akt3. Una incorporacién adicional de la invencién utiliza
las técnicas descritas pera la construccién de bibliotecas de expresién de
Fab [Huse et al., Science 246:1275-1281(1989)] para permitir una
identificacién fiicil y ripida de fragmenios Fab monoclonales con Ia
especificidad deseada para un polipéptido de Akt3, o sus derivados, o
andlogos,

Fragmentos de anticuerpo que conticnen el idiotipo de la molécula
del anticuerpo pueden generarse por técnicas conocidas. Por ejemplo, tales
fragmentos incluyen, pero no se limitan a: el fragmento F(ab"), que puede
producirse por descomposicién de pepsina de la molécula de anticuerpo; los
fragmentos Fab' que pueden generarse reduciendo los puentes disulfuro del
fragmento F(ab');, y los fragmentos Fab que pueden generarse tratando la
molécula del anticuerpo con papaina como agente reductor.

& 4
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En la produccidn de enticuerpos, el cribado para detectar cl
anticuerpo deseado puede realizarse mediante técnicas conocidas en el arte,
por ejemplo, radioinmunoanilisis, ELISA (inmunoanélisis ligado a enzima),
inmunoandlisis "sandwich", anélisis inmunorradiométricos, reacciones de
precipitina de difusién en gel, anélisis de inmunodifusién , inmunoanélisis
in situ (usando oro coloidal, marcadores enzimédticos o de radioistopos, por
ejemplo), Western blots, reacciones de precipitacién, andlisis de
aglutinacién (por cjemplo, andlisis de aglutinacién en gel, anélisis de
hemaglutinacién), endlisis de fijacion de complemento, andlisis de
inmunofluorescencia, andlisis do proteina A, y andlisis de
inmunoelectroforesis, etc. En una incorporacién, la unién de anticuerpo se
detecta detectando un marcador en el anticuerpo primario. En otra
incorporacién, el anticuerpo primario se detecta detectando la unién de un
anticuerpo secundario o reactivo del anticuerpo primario. En una
incorporacién adicional, el anticuerpo secundario se marca. Se conocen
muchos medioz en el arte para detectar la unién en un inmunoanilisis y se
encuentran dentro del émbito de la presente invencién. Por ejemplo, para
scleccionar anticuerpos que reconozcan un epitopo especifico de un
polipéptido o péptido de Aki3 o B-Raf, se pueden analizar hibridomas
generados con respecto a un producto que se une a un fragmento de
polipéptido de Akt3 o B-Raf, que contiene tal epitopo. Para la seleccién de
un anticuerpo especifico de un polipéptido o péptido de Akt3 o B-Raf de
una especie particular de animal, uno puede seleccionar sobre la base de la
unién positiva con polipéptido o péptido de Akt3 o B-expresado por o
aislado de células de esa especic de animal.

Identificacién de Moléculas que Interactéian con Akt3 0 B-Raf
Las secuencias de protefnas y dcidos nucleicos para Aki3 y B-Raf
halladas en melanoma le permiten a un experto identificar proteinas,

)97/ 6\
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moléculas pequefias y otros agentes que interactian con Akt3 o B-Raf, asi
como vias activadas por Akt3 o B-Raf mediante cualquicra de de una
variedad de protocolos aceptados por el arte. Por ejemplo, uno puede
utilizar uno de los asi llamados sistema de trampa de interaccién (también
denominados el "anélisis de dos hibridos"). En tales sistemas, moléculas
interactian y reconstituyen un factor de transcripcion que dirige la
expresién de un gen reportero, tras lo cual se estudia la expresién del gen
reportero. Otros sisternas identifican interacciones protefna-protefna in vivo
a través de la reconstitucion de un activador transcripcional eucariota,
véase, por ejemplo, Patente de los Estados Unidos No. 5,955,280 publicada
el 21 de septiembre de 1999, Patente de los Estados Unidos No. 5,925,523
publicada el 20 de julio de 1999, Patente de los Estados Unidos No.
5,846,722 publicada el 8 de diciembre de 1998 y Patente de los Estados
Unidos No. 6,004,746 publicada el 21 de diciembre de 1999. Se cuenta
asimismo con algoritmos en el arte para predicciones basadas en el genoma
de la funcién de las protefnas (véase, por ejemplo, Marcotte, et al., Nature
402: 4 November 1999, 83-86).

Alternativamente uno puede cribar bibliotecas de péptidos para
identificar moléculas que interactiian con secuencias de proteinas Akt3 o B-
Raf. En tales métodos, péptidos que se unen a Akt3 o B-Raf se identifican
cribando bibliotecas que codifican una coleccién aleatoria o controlada de
aminodcidos. Péptidos codificados por las bibliotecas se expresan como
proteinas de fusién de cubiertas protefnicas de bacteriéfagos, a continuacién
se criban las particulas de bacteriéfago contra la protefna % Akt3 o B-Raf
respectivamente.

Por consiguiente, péptidos que tienen una amplia variedad de usos,
tales como reactivos terapéuticos, progndsticos o diagndsticos, se
identifican asf sin informacién previa de ningflin tipo sobre la estructura del
ligando esperado o molécula del receptor.

4ev
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Composicién Farmactutica

En una incorporacidn, se provee una composicidn farmacéutica para tratar
un tumor de melanoma, que comprende un agente que reduce Ia actividad
de Ak3 y un vehiculo. Vehiculos apropiados para uso con la presente
invencién sermin conocidos por los expertos en el arte. Tales vehiculos
incluyen, pero no se limiten a, un liposoma, un nanoliposoms, un
nanoliposoma que contenga ceramidas, un proteoliposoma, un
nanoparticulado, un nanoparticulado de silicato de fésforo cdleico, un
nanoparticulado de fosfato célcico, un nanoparticulado de diéxido de
silicona, un particulado nanocristalino, un nanoparticulado semiconductor,
poli(D-arginina), un nanodendrimero, un virus, y transferencia de
nucledtido mediado por nucleétido de fosfato célcico.

En otra incorporacidn, la composicién farmacéutica comprende un
agente que incluye, pero no se limita a, una molécula de ARNip, una
molécula complementaria, un antagonista, una ribozima, un inhibidor, un
péptido, y una molécula pequefia. En otras incorporaciones, las moléculas
de ARN interferente pequefio (ARNip) incluyen los polinucledtidos 5"

GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3, 5
CUAUCUACAUUCCGGAAAG 3', ' GAAUUUACAGCUCAGACUA 3',
5'CAGCUCAGACUAUUACAAU 3,

5'CUUGGACUAUCUACAUUCCGGAAAG 3,
5'CUUUCCGGAAUGUAGAUAGUCCAAG 3,
5'GAUGAAGAAUUUACAGCUCAGACUA 3,
5'UAGUCUGAGCUGUAAAUUCWCAUC 3',
5'AAUUUACAGCUCAGACUAUUACAAU 3,
S'AUUGUAAUAGUCUGAGCUGUAAAUU 3' o sus complementos. En
todavia otra incorporacién, la composicién farmacéutica comprende un
agente que es un péptido que actia como un seudosustrato para Akt3. En
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otra incorporacion, el péptido actiia como un seudosustrato para un dominio
catalitico de Akt3.

En todavia otra incorporacidn, el agente que reduce la actividad de
Akt3 es un péptido que actia como un inhibidor competitivo para Aki3.
Los inventores contemplan que el péptido puede actusr como un inhibidor
competitivo para un dominio catalitico de Akt3, un dominio de homologia
pleckstrin de Akt3, y/o para un dominio regulador de Akt3. En todavia otra
incorporacién, la composicién farmacéutica comprende un agente que
reduce la actividad de B-Raf. Los inventores contemplan que el agente
incluya una molécula de ARNip, una molécula complementaria, un
antagonista, una ribozima, un inhibidor, un bépﬁdo, y una molécula
pequefia. En otra incorporacidn, el agente que reduce la actividad de B-Raf
es una molécula de ARN interferente pequefio (ARNip) que comprende:
un polinucledtido 5' GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3', o su
complemento o un polinuclestido 5
GGACAAAGAAUUGGAUCUGGAUCAU 3', o su complemento.

Los siguientes ejemplos se ofrecen a manera de ilustracién y no a

manera de limitacién.

EJEMPLOS PARA AKT3

MATERIALES Y METODOS

EJEMPLO 1: Regulacién por Disminucién, Mediada por ARNip, de
Isoformas de Akt:

Para demostrar la especificidlad de ARNip contra Aktl, Akt2 y Akt3
(Dharmacon) en células UACC 903, constructos de Aktl, Akt2 o Akt3
marcados con HA se co-nucleofectaron juntos con cada ARNip respectivo.
Los constructos de Akt usados para estos estudios se hen descrito con
anterioridad (Sun et al., Am J Path 159:431-437(2001); Mitsuuchi et al,, J

e
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Cellular Biochem 70:433-441(1998); y Brodbeck et al., J Biol Chem
274:9133-9136 (1999)). Cada constructo (5 g), ya sea solo o en
combinacién con 100 pmol o 200 pmol de cada ARNip respectivo, se
introdujo en 7x10° células UACC 903 mediante nucleofeccién usando un
nucleofector Amaxa. La eficiencia de transfeccién resultante usando
constructos que expresan GFP fue >60%. Se recolectaron lisados de
proteina 72 horas después y se realizaron anélisis Western blot como se
describié anteriorments (Steh! et al., Cancer Res 63:2891-2897(2003)). Se
utilizd igualmente nucleofeccién con ARNip para inactivar la expresién
endégena de las isoformas de Akt y/o PTEN (Dharmacon) en melanocitos y
en las estirpes celulares de melanoma UACC 903, SK-MEL-24, WM115, y
WM35. Los reactivos de nucleofeccion Amaxa y el protocolo para
melanocitos se empleé también con células WM35, mientras que otras
células se nucleofectaron usando Solucién Amaxa R/programa K-17. Las
condiciones de cultivo para estas estirpes celulares se han descrito
previamente (Stehl et al., Cancer Res 63:2891-2897 (2003); Hsu et al., In
Human Cell Culture, ] R.WM.a.B. Palsson, editor. Great Britain: Kluwer
Academic Publishers. 259-274 (1999)).

EJEMPLO 2: Western Blotfing, Tnmunoprecipitacién y Andlisis de
Cinasas:

El procedimiento Western blot y los anticuerpos usados, excepto para Aki2
(SantaCruz) y Akt3 (UpstateBiotech), se han descrito previamente (Stahl et
al., Cancer Res 63:2891-2897 (2003)). Para la inmunoprecipitacién, se
recogié la proteina luego de la adicién de tampdn de lisis de proteina (50
mM Tris-HCI pH 7.5, 0.1% Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 50
mM NaCl, 10 mM p-glicerol fosfato sédico, 5 mM pirofosfato sédico, 1
mM ortovanadato sddico, 0.1% 2-mercaptoetanol, y 0.5% cdctel de
inhibidor de proteasa (Sigma)) a placas de células, seguido por
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congelamiento instanténeo en nitrégeno liquido. El desecho celular se
peletizd por centrifugacién (>10,000xg) de lisados y se cuantificé Ia
concentracién de proteina usando ¢l Anélisis de Proteina BioRad BCA. Se
incubé proteina pama inmunoprecipitacién (100 pg) con 2 pg de anticuerpo
Akt2 o 5 ul de Akt3 de un dia para otro a 4°C con mezclado constante.
Seguidamente se agregaron 15 pl de glébulos de sefarosa GammaBind G
equilibrada (Amersham Biosciences) a cada tubo y se incubaron 2 horas
(4°C) con mezclado constante. Loa glébulos peletizados se lavaron dos
veces con tampén de lisis para retirar el anticuerpo y la proteina no ligados.
A continuacién se resuspendieron muestras y se sometieron a electroforesis
bajo condiciones reductoras de acuerdo con el protocolo suministrado por
Invitrogen Life Technologies con el NuPage Gel System. Se probaron
Western blots con fésforo-Akt y se cuantificaron mediante densitometria
como -se describe previamente (Stahl et al., Canmcer Res 63:2891-
2897(2003)).

Para el andlisis de Akl cinasa, 15 pl de glébulos de sefarosa Gamma
Bind G equilibrada se lavaron con 200 pl de tampén de lisis, Iuegp sc
incubaron con 2 pg de anticuerpo Akt2 o 5 pl de Akt3 en un volumen de
400 pl a 4°C con mezcledo constante durante >2 horas. Se agregéd
microcistina (1 pM) de MPBiomedicals al tampén de lisis para garentizar la
completa inactivacién de las fosfatasas PP1 y PP2 celulares. El complejo
anticuerpo/sefarosa se lavd dos veces con 750 pl de tampdn de lisis, lvego
se incubd con 100 pg de proteina en un volumen de 400 pl durante >1.5
horas a 4°C con mezclado constante. Este complejo se lavé con 500ul de
tampén de lisis (3X), luego una vez con 500 pl de Tampdn de Dilucién de
Anilisis (20 mM MOPS, pH 7.2, 25mM p~glicerol fosfato, 1 mM
ortovanadato sédico, y | mM DTT). Péptido inhibidor de PKA (10 uM) de
Santa Cruz, 37.5 pM ATP, 17.-mM MgCl, 0. 25 uCi/ul-2P-ATP, y 90 pM
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de Croastide de sustrato especifico de Akt de Ulpstate Bioctechnology se
agregaron a los tubos en tampdn de dilucién de andlisis y se incubaron a
35°C durante 10 minutos con mezclado continuo. A continuacién, 20 ul de
liquido se pasaron a papel de fosfocelulosa, el cual se lavéd 3X durante 5
minutos con 40 ml de 0.75% dcido fosférico. Luego de un lavado con
acetona de 5 minutos, se dejé secar la fosfocelulosa, se transfiri6 a un frasco
de escintilacién con 5ml de fluido de escintilacién de Amersham
Bioaciences y se midié Ia cpm en un sistema de Escintilacién en Liquido
Beckman Coulter LS 3801.

EJEMPLO 3: Estudios de Tumeres y Medicién de Apoptasis:

La recoleccidon de tumores de melanoma de pacientes -humnnos 8¢
llevé a cabo de acuerdo con protocolos aprobados por la Oficina de
Proteccibn de Sujetos Humanos de Pernn State, la Oficina de
Administracién de Protocolos del Instituto Cancerolégico Dana-Farber, y la
Red Cooperativa de Tejido Humano. Especimenes de melanoma de archivo
insertados en parafina, fijados con formalina se wusaron para
inmunohistoquimica para medir la Akt fosforilada. Sesenta y ftres
especimenes de archivo insertados en parsfina, fijados con formalina de
lesiones melanociticas se utilizaron para  experimentos de
inmunohistoquimica con el anticuerpo monoclonal fésforo-Akt (Ser473)
(Cell Signaling Technology) con una titulacién de 1:50 de acuerdo con el
protocolo recomendado del fabricante. Se determinaron la especificidad y
la intensidad de la tincidn mediante comparacién cualitativa con controles
del endotelio de vasos sanguineos internos, epitelio escamoso o de misculo
liso, presentes en cada espécimen.

La prote{na para Western blotting o inmunoprecipitacidn se recogié
usando maja y mortero enfriado en nitrogeno liquido para pulverizar el
material tumoral congelado instantincamente en nitrégeno liquido, que
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constaba de >60% material tumoral. Un ml de tampdn de lisis de proteina se
agregd por cada 200 mg de polvo de tejido y se sonicd durante 2 minutos
(intervalos de 15 segundos) en un bafio sonicador lleno de hielo. Las
muestras s¢ centrifugaron (~12,000xg) a 4°C durante 10 minutos. El
sobrenadante se transfiri6 8 un tubo limpio y se cuantificé usando el
Andlisis de Proteina BioRad BCA. _
Se llevé a cabo experimentacién animal de acuerdo con protocolos
aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales en el
Colegio de Medicina del Estado de Pensilvania. Ratones hembra atimicos,
inmunitariamente desprotegidos se adquirieron de Harlan Sprague Dawley
y se midi6 la quinesis tumoral por inyeccién s.c. de 1x10° células en 0.2 ml
de DMEM que contenfa 10% FBS en el torax izquierdo y derecho de
ratones inmunitariamente desprotegidos de 4-6 semanas de edad. Para la
experimentacién animal que implicaba ARNip, 1x10® células UACC 903 se
nucleofectaron con ARNip e isoformas de Akt y 48 horas después, células
nucleofectadas en 0.2ml de DMEM que contenia 10% FBS se inyectaron
sc. en el témax izquierdo y derecho de mitones inmunitariamente
desprotegidos. Las dimensiones de los tumores en que se desarrollaron se
midieron en dias altemnos usando calibres. Cuando se midi6 la apoptosis,
5x10° células se inyectaron por sitio y se recolectaron 4-6 tumores 4 dias
después. Las mediciones de apoptosis se llevaron a cabo en secciones del
tumor insertadas en parafine, fijadas con formalina usando el kit Roche
TUNEL TMR Red Apoptosis como se describe previamente (Stahl et al,,
Cancer Res 63:2891-2897 (2003)). Se contaron un minimo de 8 casillas de
fres o cuatro secciones diferentes del tumor, y el mimero de células
TUNNEL positivas se expresé como el porcentaje de células apoptoticas.

EJEMPLO 4: Estadisticas:
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Para anilisis estadisticos, se utiliz6 la prueba ¢ de Student para
comparaciones pareadas y la ANOVA de una sola variable dependiente
cuantitativa 0 ANOVA de Kruskal Wallis en Rangos, usada para
comparaciones de grupos, seguida por las prucbas apropiadas post hoc (de
Dunnett o Dunn). Los resultados se consideraron significativos en un valor
P de <0.05.

Tabla 1. Intensidad relativa de Ia tincién p-Akt en lunares comunes,
lunares displisicos, melanomas primarios y metiistasis de pacientes con

melanoma.

Intensidad de Tinci6n p-Akt (%)
Categoria (# de muestras) Modecrada a débil' Fuerte?
Lunares comunes (14) 100 0*
Lunares displésicos (25) 88 12°
Melanomas primarios (15) 47 53°
Melanomas metastésicos (9) 33 67

'Las células tumorales se tifieron a una intensidad similar a la de pericitos
adyacentes a Jos vasos sanguineos en la seccidn del tumor.

2Las células tumorales se tifieron & una intensided mayor que pericitos
adyacentes a vasos sanguineos en la seccién del tumor,

Estadisticas, P<0.5 para ® versus “? y ® versus ¢,

RESULTADOS EXPERIMENTALES
EJEMPLO 5: ARNip Especificos de Isoforma identifican Implicacién
de Akt3 en Melanoma.

En un- modeloc melanoma genético experimental recientemente
descrito (Stahl et al., Cancer Res 63:2891-2897 (2003)), se demostrd que la
actividad Akt desregulada (mediante pérdida de PTEN) juega un papel
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importante en la tumorigénesis de melanoma disminuyendo la capacidad
apoptdtica de las células de melanoma (Stahl et al.,, Cancer Res 63:2891-
2897(2003)). Nosotros supusimos que, puesto que este modelo reflejaba la
importancia de Akt en la tumorigénesis de melanoma, podria usarse para
identificar isoformas de Akt especificas cuya actividad desregulada controla
el desarrollo del tumor de melanoma. Validando resultados anteriores
(Stahl et al., Cancer Res 63:2891-2897(2003)), células UACC 903(-PTEN)
parentales tuvieron una expresién de Akt fosforilada total elcvada (una
medida de actividad) (Figura 1A). La expresién de PTEN en células UACC
903 resultd en una actividad de Akt disminuida en tres estirpes celulares
derivadas independientemente (36A, 29A, y 37A), la cual se revers6 en
estirpes celulares revertientes que perdieron la actividad PTEN funcional
(36 A revertientes) durante la tumorigénesis.

Para identificar la isoforma Akt predominante activa en melanomas,
usamos ARNip especifico a cada isoforma Akt para determinar la extensién
en que cada isoforma reducia la cantidad de Akt fosforilada (activa) en la
estirpe celular UACC 903(-PTEN) parcntal. La especificidad de reducir la
expresién para cada isoforma de Akt en células UACC 903 se determiné
co-nucleofectando constructos que expresaban HA-Aktl, HA-Akt2 o HA-
Akt3 marcadas junto con ARNip especifico para cada isoforma.
Confirmando la especificidad, se descubrié que cada ARNip de Akt sélo
reducia la expresi6n de la isoforma de Akt contra la cual se hizo, mostrada
en n Figura 1B. Seguidamente, ARNip a cada isoforma de Akt se
nucleofect en la estirpe celular UACC 903, asi como dos estirpes celulares
de melanoma adicionales, independientemente derivadas (WM115 y SK-
MEL-24) para determinar cuil ARNip bajaba el nivel de Akt fosforilada
(activa) en estas células (Figura 1C). Aunque ARNip a Akt] o Akt2 tuvo
Gnicamente un efecto sin valor, no significativo, el ARNip a Akt3 redujo
significativamente los niveles de Akt tota! fosforilada, sugiriendo que Akt3
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era la isoforma que regulaba el desarrollo del tumor en el modelo UACC
903 (PTEN) (Stahl et al., Cancer Res 63:2891-2897 (2003)). Como todas
las tres estirpes celulares de melanoma derivadas independientemente
indicaban que Akt3 cra la isoforma activa predominante en melanomas, los
experimentos subsiguientes se enfocaron en examinar la desregulacién de
Akt3, y utilizaron Akt2 como control de comparacitn, puesto que se ha
informado que se amplifica en miltiples tipos de cancer(Chen et al., Proc
Nat Acad Sciences USA 89:9267-9271 (1992); Cheng et al., Proc Nat Acad
Sciences USA 93:3636-3641 (1996); Lu et al., Chung-OHua I Hsueh Tsa
Chik [Chinese Medical Joumal] 75:679-682 (1995); Bellacosa et al., Int J
Cancer 64:280-285 (1995); y van Dekken et al., Cancer Res 59:748-752
(1999)).

Para confirma aiin més que Akt3 era la isoforma predominante cuya
actividad se reducia especificamente por PTEN en el modelo de
tumorigénesis UACC 903 (PTEN), se midid la actividad de Ak
inmunoprecipitando Akt3 o Akt2 total de lisados de células, seguido por
Western blotting para calcular la cantidad de Akt fosforilada (activa) en la
inmunoprecipitada (Figura 1D). Los niveles de Akt3 fosforilada, mas no de
Akt12, fueron elevados en la estirpe celular UACC 903 parental, asf como
las dos estirpes celulares 36A revertientes tumorigénicas que carecen de
PTEN. En contraste, niveles apenas detectable de Akt3 fosforileda se
observaron en las estirpes celulares 36A, 29A o 37A, las cuales tenfan bajos
niveles de actividad Akt, debida ostensiblemente a la expresion PTEN
(Stahl et al., Cancer Res 63:2891-2897(2003)). Para verificar que los
niveles fosforilados de Akt3 reflejaban Akt activa, Akt3 y Ak
inmunoprecipitadas se analizaron en un estudio de cinasa in vitro, y los
resultados para Akt3 se muestran en Figura TE. Una diferencia
estadfsticamente significativo en Akt3 (Figura 1E), mas no actividad de
Ak2 (no se muestran los datos), se identificé en células revertientes (-
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PTEN) comparadas con células que expresan PTEN (P<0.05).
Colectivamente, estos resultados indican que la actividad Akt3 se regulaba
especificamente por PTEN en el modelo de tumorigénesis UACC 903
(PTEN).

EJEMPLO 6: Actividad Akt3 Incremcntada Ocurre Precozmente
Durante la Evalucién del Tumor de Melanoma.

Se cree que los melanocitos son capaces de transformarse
directamente en un melanoma (Herlyn, M., Molecular and cellular biology
of melanoma: Austin: R.G. Landes Co. (1993)). Altemativamente, los
melanocitos pueden seguir un modelo de evolucién del tumor en el cual
evolucionan en una manera gradusl desde lunares comunes, a lunares
atipicos, a melanoma in situ (fase de crecimiento radial y vertical) v,
finalmente, 8 melanomas metastisicos (Herlyn, M., Molecular and cellular
biology of melanoma: Austinn RG. Landes Co. (1993)).
Independientemente del proceso, la evolucién de células tumorales mds
agresivas requiere la acumulacién de alteraciones que afecten genes
supresores tumorales y oncogenes. Estos, a su vez, resultan en sub-
‘poblaciones de células que tienen un crecimiento selectivo, siempre
crecicnte, o ventajas de supervivencia que promueven el proceso
oncogénico.

Para aportar evidencia de la implicacién selectiva de Akt3 durante la
evolucidn del tumor de melanoma, se midieron la expresién y Ia actividad
de Akt3 y Akt2 en un modelo de evolucién de tumor de melanoma
(suministrado generosamente por e! Dr. Meenhard Herlyn) (Herlyn, M.,
Molecular and cellular biology of melanoma: Austin: R.G. Landes Co.
(1993); Hsu et al., Jn Human Cell Culture J.R.W.M.a.B. Palsson, editor.
Great Britain: Kluwer Academic Publishers. 259-274 (1999)). En este

modelo de evolucién, melanocitos se comparan con estirpes celulares de
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bajo paso establecidas de tumores de melanoma primarios en las fases
radial (WM35 y WM3211) y vertical (WMI115, WM98.1 y WM278) de
crecimiento. En comparacién con los melanocitos, Figura 2A muestra que
una de las dos estirpes celulares de la fase radial de crecimiento y todas de
la fase vertical de crecimiento tenien Akt fosforilada elevada, lo cuel
sugeria que la actividad Akt eumentaba precozmente durante ¢l desarrollo
del melanoma primario en la fase de crecimiento radial. A continuacifn, se
examiné la expresién de la isoforma Akt3 mediante Western blotting y se
compard con la expresién Akt2 en esias estirpes celulares (Figura 2B). Se
encontrd que la expresion de Aki3 era elevada en todas, excepto la extirpe
celular de la fase de crecimiento radial WM98.1, que se compard con los
melanocitos. Puesto que la expresibn no refleja necesariamente Ia
actividad, se examind la cantidad de Aki3 activa por inmunoprecipitacién
de Akt3 o Akt2, seguida por anilisis Western blot para medir el nivel de
Akt fosforilada en el inmunoprecipitado. En comparacién con los
melanocitos, la actividad Akt3 fue elevada en todas, excepto en la estirpe
celular de la fase de crecimiento radial WM35 (Figura 2C). Ndtese que
aunque la expresién de Ia proteina Akt3 en la estirpe celular de la fase de
crecimiento vertical WM98.1 fue similar a la observada en melanocitos, la
actividad Aktd fue significativamente més alta. En contraste con los
resuliados de Akt3, la expresién de Akt2 fue elevada inicamente en las
estirpes celulares de la fase de crecimiento radial, en comparacién con los
melanocitos (Figura 2B). No obstante, sélo la estirpe celular de la fase de
crecimiento radial WM3211 tuvo un incremento correspondiente en la
actividad Akt2, pero tuvo igualmente una actividad Akt3 elevada cuando se
compard con los melanocitos. Estos datos sugieren que Atk3 era Ia
isoforma Akt predominantemente implicada, activa en el modelo de

evolucién del tumor de melanoma.
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EJEMPLO 7: Frecuencia de Ia Desregulacién de Akt3 en Tumores de
Pacientes con Melanoma

Puesto que los experimentos anteriores identificaron a Akt3 como la
isoforma Akt predominantemente activa en los modelos de tumorigénesis
UACC 903 (PTEN) y cvolucién del tumor de melanoma, estudios
subsiguientes /n vivo se enfocaron en estsblecer la frecuencia de la
desregulacién de Akt3 en tumores de pacientes con melanoma. La
intensidad relativa de la Akt fosforilada total se evalué inicialmente en
lesiones melanociticas mediante andlisis inmunohistoquimico de lunares
comunes, lunares displdsicos, melanomas primarios y metistasis de
pacientes con melanoma para determinar la frecuencia de la activacion de
Akt (Tabla 1). Aunque se detectaron niveles moderados de tincidn en
100% de lunares comunes, se observé una fuerte tincién en 12% de- los
lunares displdsicos, 53% de melanomas primarios y 67% de melanomas
metastiticos. Estos resultados sugieren que aunque la actividad Akt puede
cumplir algim papel no identificado en el desarrollo de los lunares, la
actividad Akt desregulada es indicativa de un papel més importante en
melanomas de fase avanzada. .

El anélisis de las regiones genémicas que contenfan los genes Akil,
Akt2 y Akt3, do un informe publicado (Bastian et al., Cancer Res 58:2170-
2175 (1998)), no encontrd amplificacién. No obstante, 1a regién 1g43-44
que contienc Akt3 experimenta sumentos del nimero de copias (Bastian et
al., Cancer Res 58:2170-2175 (1998); Thomson et al.,, Cancer Genet
Cytogenet 83:93-104 (1995); Mertens et al., Cancer Res 57 :2765-2780
(1997)), lo cual sugiere la sobreexpresién como un mecanismo que
contribuye a la ectividad Akt3 incrementada en melanomas. En contraste,
la regién 14q32 que conticne Aktl y la regién 19q13 que contiene Akt2
permanecen inmodificadas o tienden a experimentar pérdida (Bastian et al.,
Cancer Res 58:22170-2175 (1998); Thomson et al., Cancer Genet Cylogenet
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83:93-104 (1995); Mertens et al., Cancer Res 57:2765-2780(1997)). Para
establecer si la expresién de Akt3 incrementada podria ser un mecanismo
selectivo que lleve a una actividad aumentada, se extrajeron lisados de
protefna de tumores de pacientes con melanoma para comparar el nivel de
" expresion y actividad de Akt y Akt2. Se extrajo protefna de 31 melanomas
metastisicos y se analizd por Western bloiting para determinar el nivel de
expresién y actividad de Akt3 y Ak2 en el material tumoral,

Treg Western biots_independientes s¢ usaron pars, cusntificar la

expresién en cada muestra, la cual se compard luego con la expresién en
melanocitos. En general, 61% (19/31) de los tumores tenian expresion
elevada de la proteina Akt3, variando desde un aumento de ~2-9 sobre la
expresion observada en melanocitos, comparados con 10% (3/31) para
Aki2. Estos resultados son consistentes con el tipo de aumentos del nimero
de copias de la regién del cromosoma 1q43-44 que contiene ¢l gen Akt3 del
que se describe en Ia bibliografia que ocurre en los tumores de melanoma
(Bastian et al. Cancer Res 58:2170-2175; Thomson et al., Cancer Genet
Cytogenet 83:93-104(1995); y Mertens et al., Cancer Res 57:2765-2780
(1997)). Aproximadamente 55% (6/11) de melanomas de sitio primario y
65% (13/20) de las metéstasis de melanoma tuvieron una expresién de Akt3
incrementada. En contraste, sélo se observaron fluctuaciones sin valor
cuando se compard la expresion de Akt2 en tumores versus melanocitos. A
continuacién se midieron los niveles de actividad cuantificando la Akt
fosforilada en cualquiera de los dos inmunoprecipitados Akt3 o Akt2.
Sorprendentemente, se detecté Ak13 fosforilada (activa) en 62+0.02% (SE)
de las muestras. En coniraste, no se detecté Akt2 fosforilada (excepto para
el control positivo) en estos tumores. Mé4s aiim, ~35% de los tumores tenia
actividad Akt3 elevada en comparacién con melanocitos desarrollados en
cultivo. Estos datos confirman 1a implicacién de la desregulacién de Akt3
en >60% de los tumores de pacientes con melanoma en etapa avanzada y
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sugiere que la expresion sumentada es uno de los mecanismos que
contribuye a una actividad Akt3 desregulada en melanomas.

EJEMPLO 8: Mecanismos Subyacentes a la Desregulacién de Akt3 en
Melanomas.

Los anteriores experimentos identificaron a Akt3 como la isoforma
predominantemente activa in vitro en modelos de cultivo de células e in
vivo en tumores de pacientes. Por lo tanto, seguidamente nos centramos en
determinar los mecanismos que conducen 8 la actividad Akt3 desregulada
en melanomas. Puesto que el modelo de tumorigénesis UACC 903 (PTEN)
inicial sugerfa que PTEN jugaba un papel significativo regulando la
actividad Akt en melanomas, examinamos si la expresién disminuida de
PTEN aumentaba directa y especificamente la actividad Akt3. Para lograr
este objetivo, se inactivd la expresién PTEN (actividad) mediante ARNip
en melanocitos y células de melanomas primarios de fase de crecimiento
radial (WM35) para medir el efecto sobre el nivel de Akt fosforilada. Se
eligi6 la estirpe celular WM35 puesto que estas células poseen una
actividad Akt3 bdsica insignificante y expresan la proteina PTEN (véase
Figura 1C). Tal como se predijo, Figura 4A y Figura 4B muestran que la
regulacién por disminucién, mediada por ARNip de PTEN llevé a un
sumento en Akt fosforilada total (franjas 4 y 11), mientras que un control de
ARNip mezclado ejercié un efecto sin valor, no significativo (franjas 2 y 9).
La isoforma Akt predominante activada luego de la regulacién por
disminucién de PTEN se determiné por co-nucleofeccién de ARNip contra
PTEN junto con cualquiera de ARNip a Akt! (franjas 5 y 12), Akt2 (franjas
6y 13) o Akt3 (franjas 7 y 14). Unicamente ARNip dirigido contra Akt3
(franjas 7 y 14) redujeron el nivel de Akt fosforilada al observado en células
no nucleofectadas (franjas 1 y 8) o células nucleofectadas con ARNip
inicamente (frenjas 2 y 9). En contraste, la reduccién de los niveles de
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proteina de Aktl o Akt2 no redujeron la cantidad de Akt fosforilada,
demostrando nuevamente la selectividad de la desregulacién de Akt3. Por
lo tanto, la regulacién selective de la actividad Akt3 por PTEN es un
mecanismo significativo para activar Akt3 en melanomas, puesto que la
pérdida de PTEN aumenta la actividad Akt3 sin sobreexpresién. Por
consiguiente, una reduccién en PTEN podria, a su vez, llevar a un aumento
en la concentracién de PIP; celular (fosfatidilinositido 3,4,5-trisfosfato), lo
cual podria ser efectivo para incrementar especificamente la actividad Akt3
en melenomas. El mecanismo subyacente a esta especificidad se desconoce
en Ia actualidad.

Estudios que implican material tumoral de pacientes con melanoma
indicaron que la expresion incrementada de Akt3 podria jugar igualmente
un papel significativo en aumentar la actividad Akt3 en melanomas. Para
investigar esta posibilidad, se sobreexpresd Akt3 en melanocitos y células
WM35 (no mostrada) que expresan la proteine PTEN. Akt3 natural
marcada con HA, una versién inactivada de cinasa de Akt3 T305A/S472A
(inactiva) o una Akt3 miristoilada (activa) se sobreexpresd en melanocitos
(Figura 4C). A continuacién las células se privaron de factores de
crecimiento durante 24 horas, se volvieron a lienar con medio completo y
luego se cosecharon los lisados 10 minutos después. Se usaron constructos
equivalentes para Aki2 como controles (datos no mostrados). La
sobreexpresién de Aki3 natural y Akt3 miristoilada llevaron a niveles
incrementedos de Akt total fosforilada; en comparacién con vector
unicamente o células nucleofectadas con Akt3 inactiveda de cinasa. Més
ain, la inactivecién mediada por ARNip de PTEN junto con la
sobreexpresion de Akt3 llevé a niveles més elevados de Akt fosforilada,
comparada con la expresién de Akt3 natural sola (datos no mostrados). Por
consiguiente, la sobreexpresién de Akt3 sola, o en combinacién con la
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pérdida de PTEN, es un mecanismo adicional que contribuye a una

" actividad Akt elevada en melanomas.

EJEMPLO 9: Actividad Ak(3 Incrementada Promueve la
Tumorigénesis del Melanoma Disminuyendo la Apoptosis.

Puesto que la actividlad Akt3 desregulada se observé
consisteniemente en tumores de melanoma, estudios subsiguientes se
centraron en determinar los mecanismos por los cuales la actividad Akt3
incrementada promovie la tumoripénesis. Estirpes celulares del modelo de
tumorigénesis UACC 903 (PTEN) se usaron para demostrar que una
actividad Akt3 elevada promovia la tumorigénesis del melanoma en un
modelo de ratones inmunitariamente desprotegidos. Un millén de células
de UACC 903 (-PTEN), 36A (+PTEN) parental o una estirpe celular (-
PTEN) revertiente 36A se inyectaron debajo de la piel de ratones hembra
inmunitariamente desprotegidos de 4 a 6 semanes de edad y, 10 dfas més
tarde, se midi6 el tamafio del tumor formado. Células 36A con una
actividad Akt3 reducide fueron no tumorigénicas en comparacién con
células UACC 903 parentales y 36A revertientes que tenfan actividad Akt3
elevada (P<0.5). Aunque el potencial oncogénico de las células revertientes
36A aumentd significativamente comparado con las células 3I6A, el
desarrollo del tumor permanecié retrasado debido a la retencién de un
segundo gen supresor de melanoma en ¢l cromosoma 10, que se usd para
crear este modelo (Robertson et al., Cancer Res 59:3596-3601(1999)). Para
confirmar estas observaciones y demostrar la especificidad de la
implicacién de Akt3 en la tumorigénesis de melanoma, creamos un modelo
UACC 903 (Akt) usando ARNip. La reduccién mediada por ARNip, de la
expresion de Akt3 (actividad) en células UACC 903 desacelerd
significativamente el desarrollo del tumor en comparacién con las células
nucleofectadas con tampén Gnicamente, ARNip mezclado o ARNip contra
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Akt2 o Aktl (P<0.05). Por consiguiente, ya sea reduciendo
especificamente la actividad Akt] usando ARNip contra Akt3 (Figura 4B) o
ya sea aumentando la expresién PTEN (Figura 4A) inhibié el desarrollo del
tumor de melanoma en ratones inmunitariamente desprotegidos.

Para establecer si la apopiosis incrementada era el mecanismo
predominante subyacente a la inhibicién del tumor in vivo a raiz de
disminuciones en la actividad (Stahl et al, Cancer Res 63:2891-
2897(2003)), se examiné la apoptosis en los modelos UACC 903 (PTEN)
(Figuras 4C, 4E) y los modelos UACC 903 (Akt) (Figuras 4D, 4F) que
diferfan en actividad Akt3. Estirpes celulares 36A no tumorigénicas y
UACC 903 tumorigénicas y revertientes 36A se inyectaron
subcutineamente en ratones inmunitariamente desprotegidos, y masas
tumorales temporal y espacialmente coincidentes que se desarrollaban en
paralelo de cada tipo de célula se recolectaron entonces 4 dias después pera
comparar la magnitud de la apoptosis, evaluada mediante TUNEL (Stahl et
al.,, Cancer Res 63:2891-2897(2003)). Un nfimero significativamente
mayor de células apoptdticas se observé en las masas tumorales 36A
(+PTEN) que tenfan una baja actividad Akt3 que en los tumores formados
de las estirpea celulares UACC 903 (-PTEN) pareniales o (-PTEN)
revertientes 36A, las cuales tfienen actividad Akt3 alta (Figuras 4C,
4E)(P<0.05). Resultados similares se observaron en células UACC 903, en
las cuales ARNip contra Akt3 se empled para disminuir la expresién Akt3
(actividad). Células nucleofectadas con tampdn Gnicamente o ARNip
contra Akt2 tenfan aproximadamente 5 a 7 veces menos células apoptdticas
que las células UACC 903 tratadas con ARNip contra Akt3 (P<0.05). Por
consiguiente, estos resultados demuestran que la activided Akt3 regula
preferencialmente la magnitud de la apoptosis, contribuyendo en esa forma
a la supervivencia de las células de melanoms y promoviendo la
tumorigénesis,
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DISCUSION EXPERIMENTAL PARA AKT3

En la presente invencién, los inventores demuestran que Akt3 es una
importante cinasa de supervivencia, en parte, responsable del desarrollo del
melanoma. El modelo de melanoma UACC 903 (PTEN) que reflejaba la
importancia de Akt en la tumorigénesis de melanoma se utiliz6 para
identificar Akt3 como la isoforma predominante desregulada durante la
tumorigénesis de melanoma. El uso de ARNip demosird que la
inactivacion selectiva de Akt3, mas no Aktl o Akt2, disminuyd el nivel de
Akt fosforilada total y redujo el potencial oncogénico de las células de
melanoma. Resultados similares se encontraron en dos estirpes celulares de
melanoma independientemente derivadas (WM115 y SK-MEL-24),
fundamentando aln méds la importancia de este descubrimiento, La
relevancia clinica de esta observacion se valid6 demosirando que la
inhibicién selectiva de la expresién de Akt3 (por inactivacién con ARNip) o
de la activided (por expresién de PTEN) reducia significativamente el
desarrollo del tumor de melanoma.

Dos mecanismos distintos que llevan a la activacién de Akt3 en
melanomas se identificaron en este estudio. El primer mecanismo depende
de la expresién de la proteina Akt3 estructuralmente normal. El andlisis de
melanomas de etapa avanzada de pacientes humanos mostré una expresién
incrementada en >60% de los casos. La sobreexpresin de Akt3 en
melanocitos y células WM35 lleva a una actividad incrementada
confirmando los resultados del tumor humano. La sobreexpresion de Akt
no es tnica de los melanomas pero se ha documentado en varios tipos de
cancer con un niimero de estudios que describen amplificaciones de las
isoformas Akt. Se ha descrito la amplificacién de Aktl en céncer del
estomago (Staal, 8.0., Proc Nat Acad Sciences USA 84:5034-5037 (1987))
mientras que la amplificacién del gen Akt2 se ha encontrado en neoplasias
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malignas de los ovarios, péncreas, estémago y mama (Cheng et al., Proc
Nat Acad Sciences USA 89:9267-9271 (1992); Ghent et al., Proc Nat Acad
Sciences USA 93:3636-3641 (1996); Lu et al., Chung-Hua I Hsueh Tsa
Chih [Chinese Medical Journal] 75:679-682 (1995); Bellacosa et al., Jnt J
Cancer 64:280-285 (1995); van Dekken et al., Cancer Res 59:748-
752(1999)). Aunque no se han relatado en melanomas amplificaciones de
las regiones gendmicas que contienen los genes Akt, varios informes
describen aumentos del nimero de copias del brazo largo del cromosoma 1
que contiene el gen Akt3 (Bastian et al., Cancer Res 58:2170-2175 (1998);
Thomson et al., Cancer Genet Cytogenet 83:93-104 (1995); Mertens et al.,
Cancer Res 57:2765-2780 (1997)). En contraste, los brazos largos del
cromosoma 14 y el cromosoma 19 que contienen los genes Aktl y Akt2,
respectivamente, tienden a permanecer inmodificados o experimentan
pérdida (Bastian et al., Cancer Res 58:2170-2175 (1998); Thomson et al.,
Cancer Genet Cylogenet 83:93-104 (1995); Mertens et al., Cancer Res
57:2765-2780(1997)). Por consiguiente, aumentos del mimero de copias
del gen Akt3 es uno de los mecanismos que contribuye a una expresion y
actividad incrementadas del Akt3 en el desarrollo del melanoma.

El segundo mecanismo identificé que la activacién Akt3 selectiva en
el modelo UACC 903 (PTEN) se debia, en parte, a una actividad PTEN
disminuida. Una observacién relacionada en melanocitos y células de
melanoma primario que retienen la expresion PTEN (WM35) mostraron
que la reduccifn, mediada por ARNip, de PTEN aumentaba
especificamente la fosforilacion de Akt3 (actividad), reforzando aiin mds la
importancia de la implicacion de Akt3 en el desarrolio del melanoma.
Estudios publicados, quo caracterizan los cambios genéticos que ocurren en
material tumoral obtenido de pacientes con melanomes, ofrecen un sustento
adicional para la expresion PTEN disminuida que juega un papel
significativo en el desarrolio precoz del melanoma (Bastian et al., Cancer
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Rex 58:2170-2175 (1998); Thomson et al., Cancer Genet Cytogenet 83:93-
104 (1995); Mertens et al., Cancer Res 57:2765-2780 (1997); Parmiter et
8l., Cancer Genet Cytogenet 30:313-317 (1988)). Especificamente, la
pérdide de un alelo de PTEN, o la haploinsuficiencia de PTEN, ocurre
cominmente en melanomas precoces por la pérdida de una copia entera del
cromosoma 10 (Bastian et al., Cancer Res 58:2170-2175(1998); Thomson
et al., Cancer Genet Cytogenet 83:93-104 (1995); Mertens et al., Cancer
Res 57:2765-2780 (1997); Parmiter et al., Cancer Genet Cytogenet ?;0:313-
317 (1988)). Bajo esta condicidn, se predice que la pérdida del cromosoma
10 reduce la expresién de PTEN en una sub-poblacion de células de
melanoma en evolucién llevando & una activacién Akt3 incrementada,
dotando a estas células con una ventaje de crecimiento y supervivencia
selectivos. Por lo tanto, una expresion disminuida debida a la
haploinsuficiencia o Ia pérdida de actividad de PTEN en melanoma juega
un papel importante en la progresion del tumor de melanoma aumentando
especificamente la actividad Akt3.

La base molecular subyacente para la activacién Akt3 selectiva, sobre
Aktl y Art2, luego de la expresién PTEN disminuida en melanomas es
desconocida. No obstante, especulamos que €l mecanismo que lleva a esta
especificidad involucra la interaccidn preferencial de PIP; u otras proteinas
con el dominio de homologfa (PH) pleckstrin. E! dominio PH amino-
terminal media las interacciones proteina-proieina y PIPy lipido-proteina.
El dominio PH de la Akt3 humana es ~104 aminoécidos de largo (NCBI
nimero de acceso: NP_005456) y 84% y 78% idéntico a Aktl y Ake2,
respectivamente (Brazil et al., Cell 111:293-303 (2002); y Nicholson et al.,
Cell Signal 14:381-395(2002)). Mis ain, dentro del dominio PH se
encuentren sitios de fosforilacién que difieren entre las isoformas Akt y
poseen funciones no caracterizadas hasta ahora. Por ejemplo, un sitio de
fosforilacién, dependiente de PKC zeta, inducido por ceramida en
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treonina34 (dentro del dominio PH), lleva a la inactivacién de Aktl
impidiendo Ia unién a PTP; (Powell et al., Mol Cell Biol 23: 7794-7808
(2003)). Por otro lado, Akt2 y Akt3 tienen una serina en esta posicién, que
puede forforilarse y regularse diferentemente.

Nuestro analisis de otros sitios potenciales de fosforilacién dentro del
dominio PH de las tres isoformas Akt identificé tres potenciales sitios Akt3
dnicos. El residuo 21 de Akt3 es una asparagina mientras que los sitios
equivalentes en Aktl y Akt2 son treoninas. Més a(n, se descubrid
asimismo que la treonina 31 y la tirosina 49 de Akt3 diferian de las otras
dos isoformas Akt (Asn31 y Ser31 de Aktl y Akt2, respectivamente; AlaS0
y Pro50 de Aktl y Akt2, respectivamente). Por consiguiente, ia regulacion
diferencial de sitios de fosforilacién supuestos dentro del dominio PH de
unién a lipidos PIP; pueden ofrecer una base para la especificidad de la
activacién de Akt3 en melanomas. Es también posible que interacciones no
sospechadas entre oncogenes conocidos puedan regular sclectivamente la
aclivacion de la isoforma Akt en melanomas. Por ejemplo, se ha
demostrado que TCL1 une selectivamente el dominio PH de Aki3 y
promueve la hetero-oligomerizacion de Aktl con Akt3 llevando a la
transfosforilacion de las moléculas de Akt en leucoemogenesis (Laine et al,,
J Biol Chem 277:3743-3751 (2002)). TCL1 u otros factores no
caracterizados en células de melanoma pueden promover la activacién de
Akt] selectiva en una manera similer.

La activacibn de Aki3 incrementada juega también un papel
significativo en la progresién a tumorcs agresivos méds avanzados. El
examen de la expresién y actividad de Akt3 en melanomas metastisicos
indicé que la expresién o actividad desregulada ocurre en >60% de los
melanomas metastisicos de fase avanzada. No obstante, se desconoce
actualmente si la presencia de actividad Akt3 elevada puede predecir el
prondstico de la enfermedad o el resultado de regimenes terapéuticos. La
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medicion de la activacién de Ak(3 en melanomas ofrece una esperanza
como un indicador prondstico mds preciso, novedoso, del resultado de Ia
enfermedad que las mediciones histopatolégicas tales como la profundidad
de Breslow (es decir, la distancia medida en milimetros desde la capa
celular granular a la célula tumoral més profunda) y ulceracién (es decir,
pérdida de la epidermis que recubre el melanoma) que se emplean
actualmente. Una prueba de base molecular que evaliia el porcentaje de
activacién de Akt3 en lesiones melanociticas puede ser méds sensible y
menos sujetiva que la evaluacién histoldgica. Este enfoque podria
asimismo ser Util para scleccionar pacientes apropiados para estudios
clinicos utilizando medicamentos que se disefien para dirigir Akt3 activeda
u otros miembros de esta via de seflalizaci6n.

Este estudio ha demostrado que el uso de ARNip o la expresién de
PTEN para reducir la actividad Akt3 pueden disminuir efectivamente el
potencial oncogénico de células de melanoma salterando la sensibilidad
apoptética. Por consiguiente, células de melanoma que tienen altos niveles
de actividad Akt3 estdn mejor adaptadas para sobrevivir en el ambiente
tumoral in vivo y la inhibicién de la actividad Akt3, ya sea directamente o
interfiriendo sus reguladores corriente arriba, representa probablemente una
estrategia anticdncer efectiva para pacientes con melanoma (Soengas et al.,
Oncogen 22:3138-3151 (2003); Johnstone ct al., Ce// 108:153-164 (2002)).
Ciertamente, como la vasta mayoria de los agentes quimioterapéuticos
trabajan induciendo apoptosis, uno predeciria que la inhibicién de Akt3
podria bajar las dosis umbral de los medicamentos o la radiacién requerida
para una quimio- o radioterapia efectiva, proveyendo un mecanismo para
atacar selectivamente células de melanoma (Soengas ct al, Oncogen
22:3138-3151 (2003)). Por lo tanto, atacando terapéuticamente la actividad
Akt3 sola o en combinacién con agentes quimioterpéuticos podria constituir
una terapia potencialmente importante para pecientes con melanoma
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(Soengas et al., Oncogen 22:3138-3151(2003)). En sintesis, hemos
identificado a Aki3 como una cinasa pro-supervivencia especifica, cuya
actividad incrementada en tumores de melanoma se correlaciona con In
progresion del tumor y dota a las células con una ventsja sclective para
proliferar y sobrevivir a estrés ambiental.

EJEMPLOS PARA B-RAF

MATERIALES Y METODOS

EJEMPLO 10: Estirpes Celulares, Condiciones de Cultivo y Estado
Mutacional de B-Raf:

Las estirpes celulares de melanoma humano UACC 903, 1205 Lu y
CB8161, asf como células HEK 293T se mantuvieron en DMEM (Invitrogen,
Carlsbad, CA) suplementado con 10% FBS (Hyclone, Logan, UT). La
presencia o ausencia de la mutacién T1796A B-RAF en las estirpes
celulares UACC 903 y C8161 se llevé a cabo como se describe previamente
(Miller CJ et al. J Invest Dermatol. 123: 990-2 (2004).). Més ain, la
presencia de esta mutacion en células UACC 903 y 1205 Lu se ha
informado previemente (Miller CJ et al. J Invest Dermatol. 123:990-
2(2004)., Tsao H et al. J Invest Dermatol. 122:337-41(2004)., Krasilnikov
M ¢t al. Oncogene. 22:4092-101(2003).).

EJEMPLO 11: Estudios de ARNip In Vitro:

ARNip (100 pmol) se introdujo en 1X10° células UACC 903, 1205
Lu o C8161 mediante nucleofeccién con un Nucleofector Amaxa (Colonia,
Alemania) usando Solucién R/programa K-17 como se describe en ref,
(Stahl M et al. Cancer Res. 64:7002-10 (2004).). La eficiencia de
transfeccidn resultante fue >90%. Luego de la mucleofeccidn, las células se
volvieron a esparcir en las placas durante 24-48 horas, luego de las cuales
se recolectaron los lisados de proteina para andlisis Western blof. Para
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medir la duracién do la inactivacion del ARNip, las células se recolectaron
los dias 0, 2, 4, 6, y 8 luego de la nucleofeccién con ARNip a B-Raf o C-
Raf y se sometieron a anilisis Western blor. ARNip Stealth duplicado
(Invitrogen, Carlsbad, CA) se us6 para estos estudios con las secuencias B-
Raf modificadas de ref. (Hingorani SR et al. Cancer Res.;63:5198-
202(2003).). Las secuencias de ARNip utilizadas fueron las siguientes: WT
B-RAF (COM4 6 4)-

GGACAAAGAAUUGGAUCUGGAUCAU; MUT B8-RAF (MuA or A)-
GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU; C-RAF-
GGUCAAUGUGCGAAAUGGAAUGAGC; LAMIN A/C-
GAGGAACUGGACUUCCAGAAGAACA; y VEGF-
GCACATAGGAGAGATGAGCTTCCTA.

EJEMPLO 12: Anidlisis Western Blot:

Para el andlisis Western Blot, se recolectaron lisados de células en
placas de Petri mediante la adicién de tampén de lisis que contenfa 50 mM
HEPES (pH7. 5), 150 mM NaCl, 10mM EDTA, 10% glicerol, 1% Triton
X-100, 1 mM ortovanadato sédico, 0.lmM molibdato sédico, 1mM
fenilmetilsulfonil fluoruro, 20 pg/ml aprotinina, y 5 pg/ml leupeptina.
Lisados celulares enteros se centrifugaron (310.000X g) durante 10 minutos
a 4°C para retirar los desechos de células. Las proteinas se cuantificaron
usando el Andlisis BCA de Pierce (Rockford, IL), y 30 pg de lisado por
franja se cargaron en una NuPage Gel Life Technologies, Inc. (Carlsbad,
CA). Luego de la eclectroforesis, las muestras se transfirieron a una
membrana de polviniliden difluoruro (Pall Corporation, Pensacola, FL).
Los blots se sondearon con anticuerpos de acuerdo con las recomendaciones
de cada proveedor: anti-pErk y anti-pMek de Cell Signaling Technologies
(Beverly, MA); anticuerpos dirigidos a B-Raf, C-Raf, Erk2 y a-enolasa de
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA); y un anticuerpo dirigido a
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Lamin A/C de Biomeda Corp (Foster City, CA). Se conjugaron anticuerpos
secundarios con peroxidasa de rébano y obtenidos de Santa Cruz
Biotechnology. Los inmunoblots se desarrolaron usando el sistema de
deteccién de quimioluminiscencia intensificada (Amersham Pharmacia
Biotech, Piscatawny, NJ).

EJEMPLO 13: Estudios de ARNip In Vivo:

La experimentacién animal se llevd a cabo de acverdo con los
protocolos aprobados por El Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales en el Colegio de Medicina de la Universidad del Estado de
Pensilvania, La cinética del tumor se midié mediante inyeccién subcutdnea
de 1X10° células UACC 903 6205 Lu nucleofectadas con ARNip en 0.2 ml
de DMEM suplementado con 10% FBS en el tdrax izquierdo y derecho de
seis ratones inmunitariamente desprotegidos de 4-6 semanas do edad
(Harlan Sprague Dawley, Indianopolis. IN). Las dimensiones de los
tumores en evolucién se midieron usando calibres en dias alternos. Para
estudios de mecénica, 5X10° células UACC 903 nucleofectadas con ARNip
se inyectaron en los ratones, y los tumores se recogieron 4 dias después do
la inyeccién de las células con el fin de medir los cambios en la
proliferacién celular y la apoptosis, como se describe previamente (Stahl
IM et al. Cancer Res. 64:7002-10 (2004)., Stahl JM et al. Cancer Res.
63:2881-90 (2003).).

EJEMPLO 14: Estudios de BAY 43-9006 In Vitro e In Vivo.

El compuesto BAY 43-9006 usado para estos estudios se sintetizé
como se describe en ref. (Bankston D et al. Organic Process Res Dev. 6:
777-81 (2002).). Para evaluar los efectos inhibidores de BAY 43-9006 en
B-Raf natural y mutante, células HEK 293T se transfectaron con B-RAF
natural marcado con HA, ""B-RAF mutante o vector (pcDNA3J) usando
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fosfato célcico como se describe previamente (Robertson GP et al. Proc
Natl Acad Sci USA. 95:9418-23(1998).), Luego de la transfeccion (72
horas) el medio se reemplazé con medio DMEM suplementado con 10%
FBS y 5 uM BAY 43-9006 vehiculo DMSO. Dos horas después, se
recolectaron los lisados de proteina para anélisis Western blot. Se
cuantificaron los niveles de Mek y Erk fosforilada de 3 blots independientes
y se estimaron las diferencias de miltiplo bajo diferentes condiciones luego
de normalizar contra un control de carga de Erk 2.

Se midi6 el efecto de BAY 43-9006 sobre el desarrollo del tumor
inyectando subcuténeamente 5X10° células UACC 903 o 1X10° células
1205 Lu en ratones inmunitariamente desprotegidos. Después de 6 dias
cuando se habfa desarrollado un tumor pequefio (50-100mm®), los ratones
recibieron una inyeccién intraperitoneal en dies altemos, que consistia de
50 pl de vehiculo (DMSQO), o el medicamento BAY 43-9006 en
concentraciones de 10, 50 6 100mg/kg de peso corporel para células UACC
903 y 50mg/kg de peso corporal para células 1205 Lu. Para estudios que
implicaban pretratamiento con BAY 43-9006, 50mg/kg de peso corporal de
medicamento se inyectaron intraperitonealmente dos veces (dias 4 y -2)
antes de la inyeccidn subcutinea de células UACC 903 6 1205 Lu. El
mecanismo por el cual la inhibicién farmacoldgica de Y*** B-Raf mutante
retrasa el desarrollo del tumor se identificd comparando fumores del mismo
tamafio que se desarrollaban en paralelo. Esto se logrd por inyeccién
subcutdnea de 5X10° células UACC 903 seguidas el dia 6 por inyeccién
intraperitoneal cada 2 dias con 50mg/kg de BAY 43-9006. Para una
coincidencia temporal y espacial del DMSO de control con tumores tratados
con medicamento, 1X10° células, 2. 5X10° célules 5X10° millones de
célulasa UACC 903 se inyectaron subcutineamente y & partir del dia 6 se
trataron intraperitonealmente con vehiculo DMSO cade 2 dias. Los
tumores tratados con medicamento o vehiculo del mismo tamafio, que se
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desarrollaban en paralelo, se recogieron los diag 9, 11, 13 y 15 para
comperacion. En cada punto de tiempo, tumores de ratones tratados con
vehiculo 0 medicamento se recolectaron para andlisis de proliferacién
celular, apoptosis y desarrollo vascular, como se describe previamente
(Stahl IM et al. Cancer Res. 64:7002-10 (2004), Stahl JM et al. Cancer Res.
63: 2881-90(2003).).

EJEMPLO 15: Mediciones de Apoptosis, Proliferacién Celular y
Densidad de Vasos en Tumores.

Mediciones de apoptosia en secciones de tumor insertadas en
parafina, fijadas con formalina, se llevaron a cabo usando el kit de apoptosis
TUNEL TMR Red de Roche (Mannheim, Alemania), como se describe
previamente (Stahl JM et al. Cancer Res. 64:7002-10 (2004), Stahl M et al.
Cancer Res. 63:2881-90 (2003).). Los porcentajes de proliferacién celular
en secciones de tumor fijadas en formalina se midieron usando el kit de
proliferacién celular RPN20 (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ), que
utiliza incorporacién BrdU (bromodeoxiuridina) e inmunocitoquimica. Dos
horas antes de sacrificarlos, se inyectd 0.2ml de BrdU intraperitonealmente
en los ratones, y los tumores se proemron de acuerdo con las instrucciones
del kit de proliferacién. El nimero de células tefiidas con BrdU se registré
como el porcentaje de ias células totales de tumores tratados con BAY43-
9006 o vehiculo (DMSQ). La cuantificacién de la densidad de los vasos
usando un anticuerpo monoclonal anti-ratén CD31 (PECAM-1) en rata,
purificado, (Pharmingen, San Diego, CA) se ha descrito previamente (Stahl
JM et al. Cancer Res. 64:7002-10 (2004), Stahl JM et al. Cancer Res.
63:2881-90(2003).). EIl érea proporcional de los tumores ocupada por los
vasos sobro el drea total se calculé usando el programa de software
radiogréfico IP Lab. Para todos los andlisis del tumor, se analizé un
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minimo de 6 diferentes tumores con 4-6 casillas por tumor y los resultados
sc representan como la SEM (error estéindar de la media) promedio.

EJEMPLO 16: Mediciones de pErk In Vivo:

Para cuantificar los cambios en loa niveles de pBrk en secciones del
tumor insertadas en parafina, fijadas con formalina, se realizé la
recuporacién del antigeno con 0.01M de tampén de citrato a pH 6.0 durante
20 minutos en un beafio maria a 95°C. Las laminillas se enfriaron durante 20
minutos, se enjuagaron en PBS y luego se incubaron en 3% H,0; durante
10 minutos para extinguir la actividad peroxidasa endégema. A
continuacidn, las secciones se bloquearon con 1% BSA durante 30 minutos
y se incuberon con anticuerpo anti-pERK con una dilucién 1:100 (Cell
Signaling Technologies, Beverly, MA) de un dia para otro a 4°C. Luego de
enjuagar cn PBS, las secciones se incubaron con IgG enti-conejo biotinilada
durante 1 hom, se enjuagd nuevamente en PBS, y se incubd con
estreptavidina marcada con peroxidase durante 30 minutos. La
visualizacién se llevé a cabo usando el kit de sustrato AEC (aminoetil
carbazol) durante 5-10 minutos (Zymed leboratories Inc., South San
Francisco, CA) y los niicleos se contratifieron con hematoxilina amtes de
montar la cubierta de vidrio usando una solucién de montaje acuosa. El
porcentaje promedio de las células + SEM que teflian positivas pare pErk se
contd de un minimo de 6 diferentes tumores con 4-6 casillas contadas por
tumor.

EJEMPLO 17: Tiempos de Duplicacién I Vifro y Perfodos de Latencia
del Tumor In Vivo.

El tiempo de duplicacién in vitro de las células UACC 903
nucleofectadas con ARNip se calculd esparciendo en placas 5X10°
células/pocilio en 200 ul de DMEM suplementado con 10% FBS en
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miultiples hileras de pocillos en placas de 96 pocillos. Se midié ¢l
crecimiento cada 24 horas sobre un periodo de S dias realizando un anélisis
colorimétrico en una placa cada dia usando el ensayo de unién de
sulforrodamine B(SRB) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO) y se calculd
el tiempo de duplicaciéon, como describe previamente (Stahl JM et al.
Cancer Res. 63:2881-90(2003).). El periodo de latencia del tumor in vivo
se midié calculando el mimero de dias requeridos para que el tamafio medio
del tumor alcanzara 10 mm’,

EJEMPLO 18: Inhibicién del Crecimiento con BAY 43-9006/1C-50 de
Células de Melanoma UACC 903.

Para medir los efectos inhibidores del crecimiento o IC-50 de BAY
43-9006 sobre células UACC 903, 5X10° células/pocillo se esparcieron en
placas de 96 pocillos. Luego de 24 horas, concentraciones variables de
BAY 43-9006 (0, 0.02, 0.1, 0.4, 1.6, 6.3, 25, o 100uM:) se agregaron
pocillos de duplicacién de 8 tiras en la placa. Luego de 72 horas de
crecimiento a 37°C en una atmésfera humidificada con CO; al 5%, se
descartd el medio y las células se fijaron en 10% de écido tricloroacético.
Se calcularon las células sobrevivientes con cada concentracién del
medicamento usando el ensayo de unién SRB (Stahl JM et al. Cancer Res.
63:2881-90(2003).). Se empled andlisis Western blot pera demostrar los
efectos de aumentar las concentraciones de BAY 43-9006 (5, 10, 15 6 20
uM) sobre los niveles de fosforilacién de Mek 1/2 y Erk 1/2 en células
UACC 903 luego de 2 hora de exposicién al medicamento.

EJEMPLO 19: Anélisis de Expresién de VEGF.

Para determinar la cantidad de VEGF secreiado por células luego de
la inactivacién mediada por ARNip de la proteina B-Raf o después del
tratamiento con BAY 43-9006, se utilizé el kit Quantikine de VEGF
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humeno (DVEOQ) (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN). Células UACC
903 o 1205 Lu (5X10%) nucleofectadas con los diferentes ARNip se
esparcieron en placas de Petri de 60 mm y 24 horas més tarde el medio se
reemplazé con DMEM que contenia 2% FBS. Luego de 24 horas més, se
reemplazd nuevamente el medio y se recogié medio condicionado para
andlisis ELISA 24 y 48 homas después. Para estudios con BAY 43-9006,
3X10° células UACC 903 o 1205 Lu se distribuyeron en placas de Petri de
60 mm y 24 horas después se cambié el medio 8a DMEM que contenia 2%
FBS. Luego de 24 horas mis, el medio se¢ reemplazd con DMEM
suplementado con 2% FBS solo o en combinacién con BAY 43-9006 (5,
10, 15uM) o vehiculo DMSO. Después de 12 4 24 horas, se recogié medio
condicionado para andlisis ELISA. El medio sc aclard por centrifugacién a
14,000 rpm (4 C) durante 5 minutos y se almacend a -80°C. AnAlisis
ELISA de VEGF se llevé a cabo en experimentos triplicados o duplicados
de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

EJEMPLO 20: Estadisticas:

En el andlisis estadistico, se usé la prueba ¢ de Student para comparaciones
pareadas y el Andlisis de Varianza de una sola variable dependiente
cuantitativa (ANOVA) o la prueba Kruskal-Wallis para comparaciones en
grupo, seguida por las prucbas post hoc apropiadas (de Dunnett, Tukey o
Dunn). Los resultados se consideraron significativos con un valor P de
<0.05.

RESULTADOS EXPERIMENTALES

EJEMPLO 21: Direccionamiento mediado por ARNip de Y***B-Raf
mutante inhibe el desarrollo del tumor de melanoma.
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Tabla 2. Propiedades de crecimiento de células UACC 903 tratadas con
ARNIp contra B-Raf, C-Raf 0 ARNip mezelado

Tratamiento Tiempo de % de célulns proliferantes Periodo latente
con ARNIp Duplicaclén el dia 4 en tamores + SEM  para formacion de
in vitro tumor (dias)'
en dias (horas)

Mezclado 1.25 (30) 10£0.7 5

C-Raf 1.1 (26) 15+0.6 5

B-Raf (4) 1.6 (38.4) 2+0.6 14
B-Raf(A) 1.7 (40.8) 2+04 16

' El periodo latente para la formacién de tumor se definié como el ndmero
de dfas requeridos para que ¢l tamafio medio de! tumor alcanzara 10 mm’.

El papel del V*™B-Raf mutente en tumorigénesis de melanoma se
desconoce en la actualidad. Para abordar este problema, supusimos que la
inhibicién de 1a expresion o actividad de la protefna Y”""B-Raf mutante
podria usarse para identificar el papel que esta proteina juega en la
tumorigénesis de melanoma. Se utilizd una estrategia mediada por ARNip
para inactivar la expresion de Y'"B-Raf mutante en estirpes celulares
UACC 903 y 1205 Lu que contenian la proteina mutante o B-Raf en la
estirpe celular C8161 que carecia la mutacién T1796A. El ARNip MuA o
A se disefid para reducir la expresion de proteina natural y mutante mientras
que el ARNip Com 4 6 4 sélo redujo la expresi6n de proteina mutants como
se describe previamente (Hingorani SR et al. Cancer Res.; 63:5198-
202(2003).). ARNip para estos estudios se introdujo en las estirpes
celulares mediante nucleofeccién, resultante en eficiencias de transfeccién
de >90% (datos no mostrados) (Stahl JM et al. Cancer Res. 64:7002-10
(2004).). Mediante anélisis Western blot se midié6 Ia efectividad de ARNip
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para reducir la expresion de la proteina B-Raf y C-Raf en células UACC
903 (Fig. 12A), 1205 Lu (Fig. 12B) y C8161 (Fig. 12C) luego de la
nucleofeccién. A 24 y 48 horas después de la nucleofeccién, cada ARNip
redujo s6lo la expresién de la proteina contra la cual se hizo, demostrando
en esa forma la especificided y efectividad de la inactivacién por ARNip en
cada una de las estirpes celulares. En células UACC 903 y 1205 Lu, sélo el
ARNip dirigido a B-Raf redujo los niveles de fosforilacién (actividad) de
las dianas corriente abajo Mek y Erk, mientras que ARNip mezclado o
ARNip dirigido a C-Raf no tuvieron efecto sobre estas protefnas (Fig. 12A
y Fig. 12B). La disminucién méxima en los niveles de fosforilacién
(actividad) de Mek y Erk en células UACC 903 y 1205 Lu se observo 48
horas después de la nucleofecciéon. En contraste, la expresién reducida de
B-Raf o C-Raf en células C8161 tuvo un efecto insignificante, sin valor,
sobre los niveles de Mek y Erk fosforiladas (Fig. 12C). Por consiguiente, la
inhibicién de la expresién de ¥ B-Raf en estirpes celulares de melanoma
que contenian proteina mutante lleva a una actividad reducida de Mek y
Brk, aunque reducir la expresion de proteina B-Raf en células de melanoma,
que carecen de la mutacién T1796A, no parece efectar la actividad de
dianas corriente abajo.

Para medir el efecto de Ia expresion de Y °B-Raf reducida
(actividad) sobre el desarrollo del tumor de melanoma, se inhibié la
expresién de Y**"B-Raf en estirpes celulares UACC 903 y 1205 Lu usando
ARNip seguido por inyeccién subcutdnea en ratones empleando una
estralegia de inactivacion transitoria que hemos relatado previamente (Stahl
JM et al. Cancer Res. 64;7002-10 (2004).). La inactivacién mediada por
ARNip de la expresion de proteina persistié durante un minimo de 8 dias en
células UACC 903 (Fig. 13A) y 1205 Lu (Fig. 13B). Miés afin, se observd
igualmente una disminucién correspondiente en los niveles de pErk durante
el mismo perfodo (Fig. 13B). El tamaflo del tumor en desarrollo se midid
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en dias altemos hasta 17.5 dias después de 1a nucleofeccién para determinar
el efecto de la inactivacién de B-Raf en la tumorigénesis de melenoma.
Una reduccién en el desarrollo del tumor se observé en ambas células
UACC 903 (Fig. 13C) y 1205 Lu (Fig. 13D), en las cuales sc¢ habia
inactivado la expresién de la " B-Raf mutante. En contraste, la
inhibicién, mediada por ARNip, de C-Raf, un ARNip mezclado o controles
de tampdn no alteraron el desarrollo del fumor. La falta de un efecto luego
de la inactivacién de C-Raf, sugerfa que la sefializacién a través de Y**°B-
Raf era especificamente necesaria para el desarrollo del tumor. Por
consiguiente, la reduccién, mediada por ARNip, de Ia expresién de Y™ B-
Raf (actividad) en células de melanoma antes de la inyeccién en mtones
inhibid la tumorigénesis.

Se realizd un experimento similar usando un inhibidor de cinasa Raf,
llamado BAY 43-9006 pam inhibir' la actividad de Ia proteina B-Raf en
células UACC 903, 1205 Lu o C8161. Se ha demostrado que este
compuesto, originalmente identificado en un cribado de inhibidores de
cinasa Raf, inhibe efectivamente la actividad de la proteina B-Raf natural
(Lowinger TB et al. Cwrr Pharm Des. 8: 2269-78 (2002), Lyons JF et al.
Endocr Relat Cancer. 8:219-25(2001).). Inicialmente, determinamos la
concentracién de BAY 43-9006 que reducia la supervivencia de la célula
UACC 903 en la mitad, llamada también IC-50, y se encontré que ere 5-6
uM (datos no mostrados). Por lo tanto, se eligi6 una concentracién de 5 uM
para estudios subsiguientes in vitro. A continuacién, demostramos que
BAY 43-9006 inhibfa la actividad de la proteina B-Raf mutante y natural en
una medida similar expresando constructos V#%%5R_Raf mutante o natural
marcada con HA en células HEK293T (Fig. 14A). Como se describe
previamente, observamos que niveles de Erk o Mek fosforilada (activa) en
células que expresan Y>"B-Raf eran 5-7 veces més altos que en células
transfectadas con (micamente B-RAF natural (Davies H et al. Nafure.
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417:949-54 (2002).). Células HEK293T que expresan la proteina Y***°H-
Raf natural o mutante se expusieron luego a 5 uM BAY 43-9006 durante 2
horas para examinar el efecto sobre la actividad de la via de sefializacién.
La exposicién a BAY 43-9006 redujo los niveles de Mek y Erk fosforilada
en células que expresan la protefna Y**%B-Raf natural o mutante en 5-6
veces y 3-4 veces, respectivamente (Fig. 14A). Por consiguiente, BAY 43-
9006 inhibe la actividad de la B-Raf tanto natural como mutante.

Para demostrar que BAY 43-9006 inhibia la proteina Y*®"B-Raf
mutante sefializante en células UACC 903, se expusieron cultivos in vitro
durante 2 horas a concentraciones crecientes de BAY 43-9006. BAY 43-
9006 redujo los niveles de Mek y Erk fosforilada (activa) en células UACC
903 en una manera sensible a la dosis (Fig. 14B). Los efectos inhibidores
de BAY 43-9006 sobre la sefializacion de la cinasa MAP persistieron
durante por lo menos 2 a 3 dias en estirpes celulares UACC 903 y1205 Lu
(datos no mostrados). A continuacién, evaluamos el efecto de pretratar
animales con BAY 43-9006 antes de la inyeccién subcutinea de células
UACC 903 6 1205 Lu. Para estos experimentos, los ratones se expusieron a
50 mg/kg BAY 43-9006 durante 4 dias antes de la inyeccién subcuidnea de
5X10° células, la cual fue seguida por inyeccion intraperitoneal de
medicamento cada 2 6 3 dfas hasta el dia 22. El desarrolio del tumor tanto
de UACC 903 (Fig. 14C) y 1205 Lu (no mostrado) se inhibi6
significativamente (prueba ¢ de Student; p<0.05), y la comparacién de
tumores UACC 903 coincidentes en tamafio revelé la proliferacion reducida
y el desarrollo vascular disminuido en tumores tratados con BAY 43-9006,
comparada con controles tratados con vehiculo (no mostrados). Més afn, el
tamafio del tumor aumentd lentamente hasta el dia 8, luego del cual se
nivelé sin diferencia estadistica entre mediciones subsiguientes del tumor
(ANOVA; P>0.05). Por consiguiente, la inhibicién farmacolégica de la
actividad de Y"’®B-Raf mutante por el tratamienio previo del animal
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hospedero con BAY 43-9006 redujo significativamente el potencial
oncogénico de las células de melanoma que expresan Y>> °B-Raf mutante,
Para identificar el mecanismo que lleva a la inhibicién del tumor en
células pretratadas con ARNip para inactivar la actividad Y*®*B-Raf, se
midieron los porcentajes de proliferacién celular y apopiosis en tumores
UACC 903 4 ias después de la inyeccién subcutinea. No se detecté
diferencia en el porcentaje de apoptosis (1-2%) usando en andlisis
TUNNEL (datos no mostrados). No obstante, las células UACC 903
tratadas con ARNip dirigido a B-Raf tuvieron 5 a 6 veces menos células
proliferantes, comparadas con células de control nucleofectadas con tampén
Gnicamente, ARNip mezclado 0 ARNip C-RAF (Fig. 14D). Seguidamente,
los tiempos de duplicacién in vitro, los porcentajes de proliferacidn in vive
y los periodos de latencia de tumor de la estirpe celular UACC 903 se
compararon para determinar si el crecimiento reducido podia explicar el
desarrollo retmsado del tumor (Tabla 2). Células UACC 903
nucleofectadas con ARNip dirigido a C-RAF o ARNip mezclado se
duplicaron en mimero i vitro cada 1.2 dias (o ~29 horas), mientras que las
células nucleofectadas con ARNip contra B-RAF se duplicaron cada 1.65
dias (o ~40 horas), lo que representaba un retraso de ~38%. En contraste, el
anélisis de las células proliferantes en tumores mosiré una diferencia
significativa entie tumores de control nucleofectados con ARNip dirigido a
C-Raf o ARNip mezclado (ANOVA; p<0. 05), que tenfan 10-15% de
células proliferantes, comparadas con células de tumor nucleofectadas con
ARNip dirigido a B-Raf que tuvieron 2-3% células proliferantes. La
reducciébn de ~82% en la capacidad proliferativa de las células
nucleofectadas con ARNip B-RAF podria explicar el periodo retrasado de
latencia del desatrollo del tumor. Por consiguiente, para tumores del mismo
tamafio como controles en el dia 5, células nucleofectadas con ARNip
dirigido a B-RA requirieron 10 dias mds para formar tumores del mismo
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tamafio (Tabla 2). Puesto que se retrasd el desarrollo del tumor >200%, el
porcentaje de crecimiento reducido observado in vitro e in vivo podria
explicar el potencial oncogénico disminuido de estas células. Por lo tanto,
la inhibicién de la expresién de Y"*°B-Raf mutante (actividad) en células de
melanoma antes de la formacién del tumor redujo significativamente el
potencial de crecimiento in vivo de células, retrasando asl la tumorigénesis.

EJEMPLO 22: Inhibiciin del desarrollo del tumor de melanoma
direccionando ¥*”’*B-Raf mutante en tumores pre-existentes.

Se desconoce actualmente si el direccionamiento de Y** B-Raf
mutante en tumores establecidos de melanoma pre-existentes podria
retardar el desarrollo del tumor, y en caso positivo, si el mecanismo es el
mismo que el que ocurre cuando se direcciona Y¥?*B-Raf en células antes
de la formacién del tumor. Por consiguiente, seguidamente examinamos si
el direccionamiento farmacoldgico de B-Raf en tumores de melanoma pre-
existentes inhibiria el desarrollo del tumor por un mecanismo similar.
Cinco millones de células UACC 903, un milldn de células 1205 Lu o cinco
millones de células C8161 se inyectaron subcutineamente en ratones
hembra inmunitariamente desprotegidos de 4 & 6 semanas de edad. El dia
6, vehiculo (DMSQ) o compuesto BAY 43-9006 disuelto en vehiculo (10,
50 6 100mg/kg) se administré a los ratones mediante inyeccién
intraperitoneal cade 48 horas. Se escogié un perfodo de 48 horas entre las
administraciones de medicamento, puesto que los efectos inhibidores sobre
la via de sefalizacién de la cinasa MAP en células UACC 903, 1205 Lu y
C8161 persistieron durante por lo menos ese periodo (datos no mostrados).
Se midid el tamafio de los tumores en desarrollo usando un calibrador
micrométrico en dias alternos, y los resultados se muestran para células
UACC 903 en Fig. 15A y células 1205 Lu en Fig. 15B. Aunque todas las
concentraciones del compuesto BAY 43-9006 desaceleraron el desarrollo
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del tumor UACC 903, Gnicamente concentraciones >50 mg/kg hicieron que
¢l desarrollo del tumor se nivelara 7 dias después del inicio del tratamiento.
El desarrollo del tumor en ratones tratados con BAY 43-9006 a 10 mg/kg sc
retras6 ~1 semana, pero los tumores UACC 903 aumentaron
sostenidamente en tamafio, y los ratones tuvieron que sacrificarse el dia 27
cuando los tumores alcanzaron tamafios >2.400 mm’. Para las células
UACC 903, se presenté un pequefio incremento en el tamafio del tumor
hasta el dia 13; no obstante, después de una semana de tratamiento con el
medicamento, los tamafios del tumor se estabilizaron y no hubo aumento
estadisticamente significativo en los tamafios del tumor a partir de los dias
13 a 31 (Fig. 15A) (ANOVA; P>0.05). El tratamiento de tumores 1205 Lu
con 50mp/kg BAY 43-9006 redujo asimismo el desarrollo del tumor en una
manera similar ocasionando una nivelacién en el tamafio del tumor a partir
de los dias 17 a 31 (Fig. 15B)) (ANOVA; P=0.12). En contraste, aunque
BAY 43-9006 inhibi6 los niveles de pMek y pErk en células C8161, no ae
observéd diferencia en la cinética de formacién del tumor (datos no
mostrados). Por consiguiente, la inhibiciéon farmacoldgica de la actividad
de Y™ B-Raf mutante retarda el desarrollo del tumor en tumores de
melanoma pre-existentes, pero no produce la regresién del tumor. En
contraste, la inhibicién de B-Raf en células de melanoma que carecen de la
mutacién T1796A no parecid alterar el potencial oncogénico.

Para confirmar que el compuesto BAY 43-9006 afectaba la actividad
de la via de sefializacién del Y*”"B-Raf mutante en tumores, el porcentaje
de células que expresan niveles elevados de Erk fosforilada se registrd en
tumores de ratones 9 dias después del inicio del tratamiento con vehiculo
(DMSO) o vehiculo que contenfa 50mg/kg BAY 43-9006 (Fig. 15C). La
cuantificacién del nimero de células pErk positivas mosiré que tumores
tratados con BAY 43-9006 tenian ~3 veces menos células pErk positivas
que los tumores tratados con vehiculo de control (Fig. 15D) (prueba £ de
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Student; P<0.05). El namero significativamente mds grande de células
positivas en Erk fosforilada en tumores tratados con vehiculo indicé que
BAY 43-9006 estaba inhibiendo la actividad de la via de sefializacion de
V9ig Raf mutante in vivo. Por consiguiente, estos resultados demuestran
qgue la inhibicién farmacolégica de Y*"B-Raf mutante con BAY 43-9006
reduce la via de sefializacién de la cinase MAP en tumores, mediando as{ la
inhibicién del tumor.

EJEMPLO 23: Mecinicamente, BAY 43-9006 inhibe el
desarrollo vascular de tumores de melanoma pre-existentes llevando a
una apoptosis incrementada.

Los expcrimentos anteriores mostraron una  relacién
consistente entre la inhibicion de la actividad de Y**?B-Raf mutante y el
desarrollo reducido del tumor; por lo tanto, estudios subsiguicntes se
centraron en identificar el mecanismo por el cual esto ocurria en tumores de
melanoma existentes. Para estos estudios, tumores UACC 903 coincidentes
temporal y espacialmenie, expuestos a vehiculo o BAY 43-9006, se
analizaron con respecto a desarrollo vascular, asf como apoplosis y a
porcentajes de proliferacién, con el fin de identificar el evento clave que
retrasa ¢l crecimiento de tumores establecidos existentes. Cada dos dias se
recolectaron tumores coincidentes, comenzando en el dia 9 y finalizando el
dia 15; porcentajes do apoptosis, crecimiento y desarrollo vascular se
compararon cn cada punto de tiempo (Fig. 16). Se observé una diferencia
estadisticamente significativa en el desarrollo vascular el dia 9 entre
tumores tratados con vehiculo y con BAY 43-9006 (Fig. 16A) (prucba ¢ de
Student; P<0.05). En contraste, no se detecté diferencia estadisticamente
significativa en el nimero de células proliferantes (prueba ¢ de Student;
P=0.61) o éreas apoptdticas (prucba ¢ de Student; P=0.15) en las masas del
tumor el dia 9 entre tumores tratados con control y BAY 43-9006 (Fig. 16B




WO 2005/089443 PCT/US2005/008980

y Fig. 16C). Sin embargo, pera todos los andlisis del dia 11 en adelante, se
observé una diferencia estadisticamente significativa entre tumores tratados
con contro]l y con medicamento (prueba ¢ de Student; P<0.05).
Colectivamente, estos datos sugieren que el desarrollo vascular
significativamente reducido, observado el dia 9 en tumores tratados con
BAY 43-9006 fue un evento iniciador que lleva a un crecimiento
desacelerado de! tumor. La apoptosis se hizo evidente en los tumores
tratados con BAY 43-9006 el dia 11 y ocupd hasia el 25% dol drea del
tumor el dia 15 (Fig. 16B). EI dia 20, ~50% del érea del tumor estaba
experimentando apoptosis (datos no mostrados). BAY 43-9006 afecié
igualmente la proliferacién celular tumoral de tumores pre-existentes
llevando a una disminuciéon del 32-57% en el porceniaje de células
proliferantes (Fig 16C). Colectivamente, estos datos llevaron & la
conclusién de que la inhibicién del desarrollo vascular es un evento clave
que lleva a la inhibicién del crecimiento de tumores de melanoma pre-
existentes.

Puesto que el desarrollo vascular en tumores ocurre mediante la
angiogénesis, o el crecimiento de nuevos vasos de los lechos vasculares
circundantes, y se desencadena por factores angiogénicos sccretados por las
células tumorales (Carmeliet P, Jain RK. Nature. 407:249-57 (2000).),
predijimos que la inhibicion mediada por BAY 43-9006 y la inhibicion
mediada por ARNip de Y*“-Raf reducfan la actividad de un factor
angiogénico clave, disminuyendo asi el desarrollo vascular (Kranenburg O
et al. Biochim Biophys Acta. 1654:23-37 (2004)., Jain RK. Semin Oncol.
29: 3-9(2002).). Para examinar esta posibilidad, se utilizd un anélisis
ELISA con el fin de determinar si la secrecién de VEGF disminufa luego de
la inhibicién de Y**B-RAF. Inicialmente, células UACC 903 y 1205 Lu,
en las cuales se inhibié la expresién de Y*°'B-Raf usando ARNip, se

examinaron y revelaron una reduccién significativa en la secrecién de
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VEGF, comparada con controles (Fig. 17A). Seguidamente, los efectos de
la inhibicién, mediada por BAY 43-9006, de Y**B-Raf en células UACC
903 y 1205 Lu se examinaron y se encontrd también que disminuian la
secrecién de VEGF en una manera dependiente de 1a dosis (Fig. 17B). Para
determine si la reduccién, mediade por ARNip, de VEGF resultaba en una
inhibicién del tumor similar a la observada luego de la inhibicién de Y=°B-
Raf, ARNip contra VEGF se nucleofect6 en células UACC 903 6 1205 Lu.
Se abservé una expresion VEGF disminuida usando ARNip especifico de
VEGF (Fig. 17A), que redujo el potencial oncogénico de células UACC
903 (Fig. 17C) y 1205 Lu (Fig. 17D) en una manera consistente con la que
ocurria luego de la expresién Y*"B-Raf disminuida. Por consiguiente, le
secrecion de VEGF reducids, mediade por la activided Y®"®B-Raf
disminuida llevé a la inhibicién del desarrollo vascular, lo cual afectd
consecuentemente el desarrollo del tumor de melanoma.

DISCUSION EXPERIMENTAL PARA B-Raf

Este estudio demuestra que el uso de ARNip o la inhibicién
farmacolégica de la expresion de Y>> °B-Raf mutante (actividad) reducen
efectivamente el potencial oncogénico de las células de melanoma
disminuyendo la capacidad proliferativa y/o angiogénica de la célula
tumoral. Como tales, célules de melanoma que tengan V -Raf estin
mejor adaptadas para proliferacién en el entomno del tumor in vivo. Hemos
demostrado que Ia reduccién dirigida de la expresién Y>?*B-Raf (actividad)
en células de melanoma antes del desarrollo del tumor dismimuyé
significativamente el crecimiento potencial de las células de melanoma,
inhibiendo en esa forma el desarrollo del tumor. En contraste, la apoptosis
no jugé un papel significativo en este proceso. Mds afin, la inhibicién del
desarrollo del tumor sélo se observé en células en las cuales se habia
inactivado la expresién de Y>*>"B-Raf mutante y no a ralz de la inactivacién
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de C-Raf o a rafz de la inactivacién de B-Raf en células de melanoma que
carecian de la mutacién T1796A B-RAF. Por lo tanto, es evidente que la
sefializacion a través de Y**"B-Raf fue especificamento necesaria para el
desarrollo del tumor de melanoma. Estos datos son consistentes con
nuestro estudio previo que demostré que la inhibicién, mediada por ARNip,
de Y™*B-Raf en células de melanoma WM793 redujo el potencial de
crecimiento in vitro de estas células (Hingorani SR et al. Cancer Res.; 63:
5198-202(2003).). Estudios similares in vitro usando células UACC 903 en
este informe confirman afin més estas primeras observaciones. La
inactivacién de Ia expresion Y™*"B-Raf mutante (actividad) redujo también
especificamente la seflalizacién Erk constitutiva, llevando a un crecimiento
reducido, lo que no ocurrié luego de la inactivacion de C-Raf. Por
consiguiente, ¥~ B-Raf mutante promueve el crecimiento de células de
melanoma tanto in vifro como in vivo; més ain, la inhibicién dirigida antes
del desarrollo del tumor inhibe la tumorigénesis mediada a través del
crecimiento reducido de las células tumorales.

El direccionamiento de Y*”*B-Raf mutante en tumores establecidos
pre-existentes detuvo el crecimiento; no obstante, la inhibicién del
crecimiento jugd solamente un papel parcial en este proceso. Més
significativamente, la comparacién de tumores idénticos en tamafio y
tiempo reveld que la inhibicién del desarrollo vascular jugd un papel
iniciador en retraser €l crecimiento del tumor. Como en todos los tumores
s6lidos, el desarrollo vascular ocurre gracias a la angiogénesis, en la cual el
crecimiento de mnuevos vasos de lechos vasculares circundantes es
desencadenado por factores angiogénicos secretados por células tumorales
(Carmeliet P, Jain RK. Natre. 407:249-57 (2000).). En este estudio,
encontramos que la inhibicién de V> "B-Raf reducia la secrecién de VEGF
por células de melanoma UACC 903 y 1205 Lu. Se ha informado que B-
Raf ejerce un papel importante en el desarrollo vascular embrionario,
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puesto que ratones con B-RAF inactivado exhiben una muerte endotelial
significativa, que lleva a hemorragia y letalidad embrionaria (Wojnowski L
et al. Nat Gener, 16:293-7(1997).). No obstante, no observamos muerte
celular endotelial significativa en vasos tumorales pre-existentes luego de la
inhibicién de Y"“UB-Raf usando BAY 43-9006. M4s bien, inhibicién la
angiogénesis inhibida por Y**B-Raf (Kranenburg O et al. Biochim Biophys
Acta. 1654:23-37(2004)., Jain RK. Semin Oncol. 29:3-9(2002).), mediada a
través de la secrecion VEGF reducida por las células tumorales. Esta
observacién estd respaldada por evidencia publicada, en la cual la secrecién
VEGF disminuida llevd a una angiogénesis reducida, inhibiendo en esa
forma el poiencial oncogénico de células cancerosas (Heidenreich R et al.
Int J Cancer, 111:348-57(2004)., Inai T et al. Am J Pathol. 165:35-
52(2004).). Por consiguiente, 1a secrecién de VEGF disminuida, mediada
por una reduccién en la sefializacion de VS$9%B Raf mutants lleva a la
inhibicién de angiogénesis, deteniendo el crecimiento de tumores de
melanoma pre-existentes.

Nuestro estudio muestra ademis que BAY 43-9006 inhibe la
actividad Y***B-Raf in vifro ¢ in vivo, conduciendo a una fosforilacién
reducida de dianas corriente abajo Mek y Erk, que desacelerd ¢l desarrollo
del tumor de melanoma. Observamos que el pre-tratamiento de animales
con BAY 43-9006 redujo el desarrollo del tumor de melanoma en una
manera similar a la inhibicin mediada por ARNip. No obstante, el
tratamiento con BAY 43-9006 sblo retardd el desarrollo de tumores
establecidos interrumpiendo su desarrollo vascular. No ocurri6 regresidn
completa de los tumores, més bien el tamafio se volvié relativamente
estético después del tratamiento. Esta observacién concuerda con datos
preliminares de estudios clinicos en los cuales la monoterapia con BAY43-
9006 fue relativamente incfectiva pera el tratamicnto de pacientes con
melanoma de fase avanzada (Tuveson DA et al. Cancer Cell. 4:95-8

144




—— —— 5

(2003)., Ahmad T et al. Proc Am Soc Clin Oncol. 23:708 (2004).). Sin
embargo, en combinacién con la quimioterapia tradicional (paclitaxel y
carboplatino), un porcentaje de respuesta del 50% ocurrié en pacientes
(Tuveson DA et al. Cancer Cell. 4:95-8 (2003)., Flaherty K et al. Proc Am
Soc Clin Oncol. 23: 708 (2004).). Por lo tanto, aunque BAY 43-9006
desacelera el desarrollo del tumor, es probable que el fdrmaco necesite
combinarse con ofras sustancias terapéuticas sinérgicas para producir
regresidn de tumores pre-existentes establecidos (Tuveson DA et al. Cancer
Cell. 4:95-8 (2003)., Bollag G et al. Curr Opin Investig Drugs. 4: 1436-41
(2003)., Lyons JF et al. Endocr Relat Cancer. 8:219-25 (2001).). Es
también posible que la vie de administracién del medicamento pueda alterar
la eficacia de BAY 43-9006 en pacientes con melanoma. Aunque el estudio
clinico involucraba la administracién oral del medicamento, nuestro estudio
adminisird el medicamento por inyeccién intraperitoneal cada 2 a 3 dias.
Una via alternativa de adminisimacién podria ser més efectiva aumentando
la biodisponibilidad local del medicamento (Sparreboom A et al. Proc Natl
Acad Sci U S A. 94:2031-5(1997)., Bardelmeijer HA et al. Cancer Research.
62:6158-64(2002)., Hale JT et al. Bioch Pharm. 64: 1493-502 (2002).,
Kimura Y et al. Cancer Chemother Pharm. 49:322-8 (2002).). Por
consiguiente, el direccionamiento terapéutico de la actividad de ¥*°"B-Raf
en combinacién con agentes quimioterapéuticos puede ofrecer una
estrategia efectiva para contraer tumores de melanoma establecidos que
contienen esta proteina mutante.

En conclusién, identificamos mecanismos por los cuales Y***"B-Raf
mutante promueve el desarrollo del tumor de melanoma y mostramos c6mo
esta mutacion dota a las células de melanoma con ventajas angiogénicas y

de crecimiento selectivo en el entorno del tumor.
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EIEMPLO 24: Experimentos de Intercambio de Dominio Akt3,
Resultados y Discusién

El intercambio de dominio entre las isoformas Akt ha identificado la
regién de Akt3 que lleva a Ja activacién preferencial de Akt3 y no Aktl o
Akt2 en melanoma. La activacién se mide como los niveles de
fosforilacién de treonina 308 o serina 472 en Akt3; o por
inmunoprecipitacién de Akt3 seguida por andlisis de cinasa in vitro en el
cual Crosastide se fosforila por Akt3 para calcular la actividad. Dominios de
AKk3 se intercambiaron con los de Akt2 o Akt! y constructos que contenian
los genes quiméricos se nucleofectaron en las estirpes celulares de
melanoma WM35 o UACC903. Aki3 miristoilada y Akt2 sirvieron como
control positivo mientras que la Akt3 inactivada (T305A/S472A) y Akt2
(T309A/S474A) sirvieron como controles negetivos, La transferencia de
Akt3 natural llevd a una actividad incrementada en contraste con Akt2
natural, que no lo hizo, lo cual demostré esa especificidad para la activacién
de Akt3 en células de melanoma. Constructos en los cuales el dominio de
homologla pleckstrin de Akt3 (eminoécidos 1-110) sc conecté a los
dominios catalfticos-reguladores de Akt2 no llevaron & la activacién. En
contraste, constructos en los cuales el dominio de homologia de pleckstrin
de Akt2 (eminodcidos 1-110) se conectd a los dominios cataliticos-
reguladores de Akt3 (aminodcidos 111-497) se activaron. Esto delinea la
region critica que lleva a la activacién Akt3 preferencial en melanomas de
aminodcidos 111-497. Esta cs la regién a la cual pueden dirigirse agentes
terapéuticos para prevenir especificamente la activacion Akt3 en
melanomas,

Aunque la presente invencidn se ha descrito en conjuncién con las
incorporaciones especificas divulgadas anteriormente, muchas alternativas,
modificaciones y variaciones de las mismas serén evidentes a las personas
de habilidad ordinaria en el arte. Todas esas alternativas, modificaciones y
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variaciones tienen como finalidad quedar incluides en el espfritu y d&mbito
de la presente invencibn. Todos los documentos (por ejemplo,
publicaciones y solicitudes de patente) citados aqui se incorporan por
referencia en igual medida, como si cada documento individual se indicara
especifica ¢ individualmente para incorporarse por referencia.
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