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TITLE: COMBINATORIAL METHODS AND COMPOSITIONS FO
TREATMENT OF MELANOMA

CROSS-REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS

This application claims priority under 35 U.S.C. § 119 of a provisional
application U.S. Serial No. 60/554,509 filed March 19, 2004, which application is hersby
incorporated by reference in its entirety.

GRANT REFERENCE

This application is supported by The Foreman Foundation for Melanoma Research
and American Cancer Society (RSG-04-053-01-GMC).

BACKGROUND OF THE INVENTION

Of the three major forms of skin cancer, malignant melanoma carries the highest
risk of mortality from metastasis (Schalick et al., Blackweil Science, Inc. Maiden, MA 180-
348 (1998); Jemal et al., J. Nat. Cancer Inst. 93:678-683 (2001); and Jemal et al., Ca: a
Cancer Journzl for Clinicians 52:23-47 (2002)). The prognosis for patients in the late
stages of this disease remains very poor with average survival from six to ten months.
(Jemal et al., Ca: A Cancer Journal for Clinicians 52:23-47 (2002); and Soengas ¢t al.,
Oncogen 22:3138-3151 (2003)). Currently, there is no effective long-term treatment for
patients suffering from the advanced stages of this cancer despite many clinical trials
testing the efficacy of a wide variety of therapeutics ranging from surgery to immuno-,
radio- and chemotherapy (Soengas et al., Oncogen 22:3138-3151 (2003); Serrone et &l.,
Melanoma Res 9:51-58 (1999), Grossman et al., Cancer Metastasis 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); and Herscy, P., Int Med J 33:33-43 (2003)). The lack of effective
therapeutic regimes is due, in part, to a lack of information about the predominant genes
altered during melanoma development, and therepies specifically targeted to correct these
defects (Serrone et al., J Exp Clin Cancer Res 19:21-34 (2000); and Atkins et al., Nature
Rev. Drug Dis 1:491-492 (2002)).

Patients with metastatic (Stage IV) malignant melanoma have a medisn survival of
approximately one year (Balch et al., 1993; Koh, 1991). Current siandard treatment
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consists of combination chemotherapy with agents such as cisplatin, DTIC, and BCNU,
with ar without cytokines such as interleukin-2 (IL-2) or interferon-.alpha. (IFN-.alpha.)
(Balch et al,, 1993; Koh, 1991; Legha and Buzaid, 1993). Response rates to chemotherapy
have been reported to be as high as 60%, yet only approximately 5% of patients experience
long-term survival, regardless of the therapeutic regimen employed. Conventional
chemotherapy aims to conirol the growth of cancer by targeting rapidly growing cells.
However, this function is not specific, as many normal cells, such az those of the bone
marrow and the intestinal epithelium, also have a basal level of proliferation. Therefore,
many normal cells of the body also are susceptible to the toxic effects of chemotherapy,
and conventional chemotherapy can impart & substantial degree of morbidity to the patient.
Clearly, new approaches to the treatment of metastatic melanoma are needed.

The Akt protein kinase family consists of three members, Akt1/PKBa, Akt2/PKBf
and Akt3/PKBy, which share a high degree of structural similarity (Brazil et al., Cell
111:293-303 (2002); and Nicholson et al., Cell Signal 14:381-395 (2002)). Family
members share extensive structural similarity with one enother, exhibiting greater than
80% homology at the amino acid level (Nicholson KM, Anderson NG. Cell Signal.
14(5):381-95 (2002), Datta SR et al. Genes Dev, 13(22):2905-27 (1999).). All Akt
isoforms share major structural features, having three distinct functionat domains (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. Celf 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).). One is an amino-terminal plecksirin homology
domain (PH) domain that mediates protein-protein and protein-lipid interactions. This
domain consists of approximately one hundred amino acids, resembles the three
phosphoinsitides binding domains in other signaling molecules (Lietzke SE et al.

Mol Cell. 6(2):385-94 (2000), Ferguson KM et al. Mol Cell. 6(2):373-84 (2000).). The
second domain is a carboxy-terminal kinase catalytic region that mediates phosphorylation
of substrate proteins. It shows a high degree of similarity to those in protein kinase A

2



10

15

20

25

30

WO 2005/089443 PCT/US é

(PKA) and protein kinase 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).). The third
domain is & tail region with an important regulatory role. This region is sometimes referred
to as the tail or regulatory domein. Within the latter two regions are serine and threonine
residues whose phosphorylation is required for Akt activation. The sites vary slightly
dependent of the particular Akt isoform. The first site on al] three isoforms is & threonine
at amino acid position 308/309/305 and on Akt1/2/3 regpectively. The second site is a
serine occurring within the hydrophobic C-terminal tail at amino acid positions
473/474/472 on Akt 1/2/3 respectively. Phosphorylation on both sites occurring in
response to growth factors or other extracellular stimuli is essential for maximum Akt
activation (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).). Akt may also be phosphorylated on other residues;
however, the functional significance of this phosphorylation is an area of continuing
investigation (Alessi DR, Andjelkovic M, Caudwell B, Cron P, Morrice N, Cohen P,
Hemmings BA. Mechsanism of activation of protein kinase B by insulin and IGF-1.
BMBO J. 15(23):6541-51 (1996).). Also, aithough splice variants of Akt3 lacking the
serine 472 phosphorylation site have been identified, the cellular role of this variant
remains uncertain (Brodbeck D, Hill MM, Hommings BA. J Biol Chem. 276(31):29550-8.
Epub 2001 (2001). ). 1t is also unknown whether this variant is present or performs any
role in the melanoma cells.

While all isoforms may be expressed in a particular cell type, only certain isoforms
may be active. It also appears that each isoform can perform unique as well as common
functions in cells (Brazil et al., Cell 111:293-303 (2002); and Nicholson et el., Cell Signal
14:381-395 (2002); Chen et al., Genes Dev 15:2203-2208 (2001); and Cho et al., Science
292:1728-1731 (2001)). Knockout mice lanhng Aktl are growth retarded and bave
increased rates of spontaneous apoptosis in the testis and thymus (Chen et al., Genes Dev
15:2203-2208 (2001); Cho et al., J Biol Chemn 276:38349-38352 (2001); Peng et al., Genes
Dev 17:1352-1365 (2003)). In contrast, Aki2 knockout mice have impaired insulin
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regulation and consequently a defective capability of lowering blood glucose levels due to
defects in the action of insulin on liver and skeletal muscle (Cho et al., Science 292:1728-
1731 (2001); Peng et al., Genes Dev 17:1352-1365 (2003)). Cuxrently, there is no
published report describing the phenotype associated with an Akt3 knockout mouse; thus,
there is very little known about the specific functions of Akt3 or its role in human cancer.

Genetic amplification that increase the expreasion of Akt] or Akt2 have been
reported in cancers of the stomach, ovary, pancroas and breast (Stasal, 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 I Hsueh Tea Chih [Chinese Medical Journal] 75:679-682 (1995); Bellacosa et
al., Int J Cancer 64:280-285 (1995); and van Dekken et al., Cancer Res 59:749-752
(1999)). While no activating mutations of Akt have been identified in melanomas
(Waldmann et al., Arch Dermatol Res 293:368-372 (2001); Waldmann et al., Melanoma
Res 12:45-50 (2002)), blocking total Akt function by targeting P13K (with the P13K
inhibitors Wortmannin or LY-294002) inhibits cell proliferation and reduces the semsitivity
of melanoma cells to UV radiation (Krasilnikov et el., Mol Carcinogenesis 24:64-69
(1999)). Total Akt activity has also been measured in melanomas using
immunohistochemistry to demonstrate increased levels of total phosphorylated Akt in
scverely dysplastic nevi and metastatic melanomas compared to normal or mildly
dysplastic nevi (Dhawan et al., Cancer Res 62:7335-7342 (2002)). However, the role
played by individual Akt isoforms and mechanisms leading to deregulation of particular
Akt jsoforms in melanoma is unknown. Recently, the phosphoinositide 3-kinase
(PI3K)/AKkt signaling pathway was found to play a critical role in melanoma tumorigenesis
(Stahl et al., Cancer Res 63:2891-2897 (2003)). Deregulated Akt activity through loss of
the PTEN phosphatase, a negative regulator of P13K/Akt signaling, was found to decrease
the apoptotic capacity of melanoma cells and thereby regulate melanoma tnmorigenesis
(Stahl et al., Cancer Res 63:2891-2897 (2003)).

The Raf protein serine/threonine kinase family consists of three members, A-Raf,
B-Raf, and C-Raf. (Mercer et al., Biochim Biophys Acta 1653:25-40 (2003)). Raf family
members are intermediate molecules in the MAPK (Ras/Raf/MAPK kinase
(MEK ) extracellular signal-regulated kinase (ERK) pathway, which is a signal transduction
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pathway that relays extracellular signals from cell membrane to nucleus via an ordered
series of consecutive phosphorylation events (Mercer et al., Biochim Biophys Acte
1653:25-40 (2003), Smalley. Int J Cancer 104: 527-32 (2003)). Typically, an extracellular
ligand binds to its tyrosine kinase receptor, leading to Ras activation and initiation of a
cascade of phosphorylation events (Mercer et al., Biochim Biophys Acta 1653:25-40
(2003), Smalley. Int J Cancer 104: 527-32 (2003)). Activated Ras causes phosphorylation
and activation of Raf, which in tum phosphorylates and activaters MEK1 MEK2. MEK
kinases in turn phosphorylate and activate ERK1 and ERK2 (Chong et al, Cell Signal
15:163-69 (2003)), which phosphorylates several cytoplasmic and nuclear targets that
ultimately lead to expression of proteins playing important roles in cell growth and survival
(Chang et al., Int J Oncol 22:469-80 (2003)).

Mautations that lead to activation of B-Raf have been found in the majority of
sporadic melanomas, mainly B-RAF the most mutated gene in melanomas with a mutation
rate ranging from 60 to 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); and Yazdi et al., J
Invest Dermatol 121:1160-62 (2003 )). The majority of B-RAF mutations occur as a resuit
of a single base missense substitution that converts T to A at nucleotide 1796 which
substitutes a Valine for a Glutamic Acid at codon 599 (V599E) in exon 15 (Davies ¢t al.,
Nature 417:949-54 (2002)). This mutation increases basal kinase activity of B-Raf,
resulting in hyperactivity of the MAPK pathway evidenced by constitutively elevated levels
of downstream kinases MEK and ERK (Davies et al., Nature 417:949-54 (2002)). B-RAF
mutations are acquired, somatic, post-zygotic events that have not been identified in
familial melanomas (Lang et al. Hum Mutat 21:327-30 (2003); Laud et al, Cancer Res
63:3061-65 (2003); and Meyer et al, Int ] Cancer 106:78-80 (2003)).

RNA interference (RNAI) is a polynucleotide sequence-specific, post-
transcriptional gene silencing mechanism effected by double-stranded RNA that results in
degradation of a specific messenger RNA (mRNA), thereby reducing the expression of a
desired target polypeptide encoded by the mRNA (see, e.g., WO 99/32619; WO 01/75164;
U.S. Pat. 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., J. Cell Sci. 114:4557-
65 (2001)). RNAi is mediated by double-stranded polynucleotides as also described herein
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below, for example, double-stranded RNA (dsRNA), having sequences that correspond to
exonic sequences encoding portions of the polypeptides for which expression is
compromised. RNAI reportedly is not effected by double-stranded RNA polynucleotides
that share sequence identity with intronic or promoter sequences (Elbashir et al., 2001).
RNAIi pathways have been best characterized in Drosophila and Caenorhabditis elegans,
but "small interfering RNA" (siRNA) polynucleotides that interfere with expression of
specific polypeptides in higher eukaryotes such 28 mammals (including humans) have also
been considered (e.g., Tuschl, 2001 Chembiochem. 2:239-245; Sharp, 2001 Genes Dev.
15:485; Bernstein et al., 2001 RNA 7:1509; Zamore, 2002 Science 296:12635; 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).

According to a current non-limiting model, the RNAi pathway is initiated by ATP-
dependent, processive cleavage of long dsRNA into double-stranded fragments of about
18-27 (e.g., 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, etc.) nucleotide base pairs in length, called small
interfering RNAs (siRNAs) (see review by 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)). In Drosophila, an enzyme
known as "Dicer” cleaves the longer double-stranded RNA into siRNAs; Dicer belongs to
the RNase T family of dsRINA-specific endonucleases (WO 01/68836; Bernstein ot al.,
Nature 409:363-66 (2001)). Further according to this non-limiting model, the siRNA
duplexes are incorporated into a protein complex, followed by ATP-dependent unwinding
of the siRNA, which then generates an active RNA-~induced silencing complex (RISC)
(WO 01/68836). The complex recognizes and cleaves a target RNA that is complementary
to the guide strand of the siRNA, thus interfering with expression of a specific protein
(Hutvagner et al., supra).

In C. elegans and Drosophila, RNAi may be mediated by long double-stranded
RNA polynucleotides (WO 99/32619; WO 01/75164; Fire et al., 1998; Clemens et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:6499-6503 (2000); Kisielow et al., Biochem. J. 363:1-5
(2002); see also WO 01/92513 (RNAi-mediated silencing in yeast)). In mammalisn cells,
however, transfection with long dsRNA polynucleotides (i.e., greater than 30 base pairs)
leads to activation of a non-specific sequence response that globally blocks the initiation of
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protein synthesis and canses mRNA degradation (Bass, Nature 411:428-29 (2001)).
Trensfection of human and other mammalian cells with double-stranded RNAs of about
18-27 nucleotide base pairs in length interferes in a sequence-specific manner with
expression of particular polypeptides encoded by messenger RNAs (mRNA) containing
corresponding nucleotide sequences (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 Cell Biol. Advance
Online Publication (Mar. 18, 2002); Mailand et al. 2002 Nature Cell Biol. 4:317).

8iRNA polynucleotides may offer certain advantages over other polynucleotides
known to the art for use in sequence-specific alteration or modulation of gene expression to
yield altered levels of an encoded polypeptide product. These advantages include lower
effective siRNA polynucleotide concentrations, enhanced siRNA polynucleotide stability,
and shorter siRNA polynucleotide oligonucleotide lengtha relative to such other
polynucleotides (e.g., antisense, ribozyme or triplex polynucleotides). By way of a brief
background, "antisense” polynucleotides bind in a sequence-specific manner to target
nucleic acids, such as mRNA or DNA, to prevent transcription of DNA or translation of the
mRNA (see, e.g., U.S. Pat. No. 5,168,053; U.S. Pat. No. 5,190,931; U.S. Pat. No.
5,135,917; U.S. Pat. No. 5,087,617; see also, ¢.g., Cluael et al., 1993 Nucl. Acids Res.
21:3405-11, describing "dumbbell" antisense oligonucleotides). "Ribozyme"
polynucleotides can be targeted to any RNA transcript and are capable of catalytically
cleaving such transcripts, thus impairing translation of mRNA (see, e.g., U.S. Pat. No.
5,272,262, U.S. Pat. No. 5,144,019; and U.S. Pat. Nos. 5,168,053, 5,180,818, 5,116,742
and 5,093,246; U.S. 2002/193579). “Triplex” DNA molecules refer to single DNA strands
that bind dupiex DNA to form a collinear triplex molecule, thereby preventing transcription
(see, e.g., U.S. Pat. No. 5,176,996, describing methods for making synthetic
oligonucleotides that bind to target sites on duplex DNA). Such triple-stranded structures
are unstable and form only transiently under physiological conditions. Becanse single-
stranded polynucleotides do not readily diffuse into cells and are therefore susceptible to
nuclease digestion, development of single-stranded DNA for antisense or triplex
technologies often requires chemically modified nucleotides to improve stability and
absorption by cells. siRNAs, by contrast, are readily taken up by intact cells, are effective at
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interfering with the expression of specific polypeptides at concentrations that are scveral
orders of magnitude lower than those required for either antisense or ribozyme
polynucleotides, and do not require the use of chemically modified nucleotides.

Malignant melanoma is the skin cancer with the most significant impact on man
carrying the highest risk of death from metastasis. Both incidence and mortality rates
continue to rise each year, with no effective long-term treatment on the horizon. In part,
this reflects lack of identification of critical genes involved and specific therapies targeted
to correct these defects. Accordingly, a need exist in the art for identification of critical
genes involved and specific therapies targeted to correct these defects, and targeted
reduction of gene(s) identified as key in the PI3K/Akt and MEK/ERK signaling pathways.
Identifying a gene as a selective target provides new therapeutic opportunities for
melanoma paticnts.

Therefore, it is a primary object, feature, or advantage of the present invention to
improve upon the state of the art.

It is a further object, feature, or advantage of the present invention to provide a
method for reducing Akt3 activity in a cancer cell, thereby restoring normal apoptotic
sensitivity to a cancer cell

1t is a further object, feature, or advantage of the present invention to provide a
method for inducing apoptosis in a cancer cell with an agent that reduces Akt3 activity.

It is a further object, feature, or advantage of the present invention to provide a
combinatorial approach of treating melanomas by restoring normal apoptotic sensitivity to
a melanoma fumor cell, decreasing cell proliferation and growth of the melanoma tumor
cell, and inhibiting vascularization of the melanoma tumor cell.

It is a further object, feature, or advantage of the present invention to provide a
method of treating melanomas that reduces tumor size more efficiently than conventional
methods.

It is a further object, feature, or advantage of the present invention to provide a
method of treating melanomas that requires a lower concentration of chemotherapy to be
used, thereby decreasing toxicity to the patient.

These and other objects, features, or advantages will become apparent from the
following description of the invention.
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BRIEF SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention provides a rational basis for combining targeted therapies
together with selected chemotherapeutics, which does not currently exist for the treatment
of melanoma. The present invention is based on the present inventors® discovery that Akt3
regulates apoptosis and V599E B-Raf regulates growth and vascular development in
melanoma. Inventors are the first to recognize an effective combined targeted therapeutic
for treating melanoma. In one embodiment, the invention provides a method for inducing
apoptosis in a melanoma tumor cell by reducing Akt3 activity. In yet another embodiment,
the invention provides & method for inducing apoptosis in a melanoma tumor cell
comprising contacting a melanoma tumor cell with an agent that reduces Akt3 activity.
Consequently, the method provided restores normal apoptotic sensitivity to a melanoma
tumor cell, thereby allowing the administration of a lower concentration of
chemotherapeutic agents resulting in decreased toxicity to a patient.

The present inventors' contemplate a method for treating a melenoma tumor in & mammal
comprising: administering to a melanoma tumor an effective amount of an agent to induce
apoptosis; and administering to 8 melanoma tumor an effective amount of an agent to
reduce angiogenesis and cell proliferation.

Also disclosed herein is a method for treating & melanoma in &8 mammal
comprising: administering to a melanoma tumor in a mammal an effective amount of an
agent that reduces Akt3 aotivity; administering to a8 melanoma tumeor in a mammal an
effective amount of an agent that reduces VS99E B-Raf activity, thereby treating a
melanoma tumor.

In another aspect, the invention provides a pharmaceutical composition for treating
a melanoma tumor compriging: an agent that reduces Akt3 activity; and
8 carrier.

These and other embodiments of the invention will become apparent upon reference
to the following Detailed Description. All references disclosed herein are horeby
incorporated by reference in their entireties as if each was incorporated individually.
BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS
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' Figure 1 shows identification of Akt involvement in malignant melanoma. A. Akt
activity in the melanoma cell line UACC 903 is regulated by PTEN. Weater blot analysis
showing expression of phosphorylated-Akt, total Akt, PTEN and a-enolase (loading
control). The 36A, 29A and 37A cell lines are genetically related cell lines created from
the UACC 903 parental cell line that expresses PTEN. Tumorigenic revertant cell lines
derived from the 36A. cell line are considered isogenic, differing only in PTEN expreasion.
Melanocytes serve as a control for normal cells. The graph represents densitometric scans
from 3 separate Western blots to quantitatively demonstrate the level of phosphorylated to
total Akt in each cell line; bars, £ SEM; statistics, One-Way ANOVA followed by Dunnet's
Multiple Comparisons versus the melanocyte control, *P<0.5. B. SiRNA for each of the
Akt isoforms demonstrates specificity of knockdown of each ectopically expressed Akt
isoform in the UACC 903 cell line. Constructs expressing tagged HA-Aktl, HA-Akt2 or
HA-Akt3 were co-nucleofected together with siRNA specific to Aktl, Akt2 or Akt3 info
UACC 903 cells. Controls were non-nucleofected or vector only nucleofected cells.
Western blots were probed with antibodies to HA to detect the ectopically expressed
protein as well as for a-enolase, which served as a loading control. C. SiRNA mediated
knockdown of Akt3, but not Akt2 or Akt2, alters level of phosphorylated Akt (activity) in
the melanoma cell lines UACC 903, WM1 15 and SK-MEL-24. Western blot analysis
showing expreasion of phosphorylated-Akt, Akt3, Akt2 and a~enolase following
nucleofection with 50 (left) or 100 pmoles (right) for each respective siRNA. Controls
were non-nucleofected or cells nucleofected with scrambled siRNA. Data are
representative of a minimum 2 separate experiments. The loading control for these
experiments was a-enolase. D. Phosphorylated Akt3 is reduced when PTEN protein is
present in the UACC 903 (PTEN) tumorigenic model. Akt3 and Akt2 were
immunoprecipitated from cell lines in the UACC 903 (PTEN) tumorigenic mode] and
analyzed by Western blotting with an antibody recognizing phosphorylated Akt The
PTEN expressing 36A, 29A and 37A cell lines were derived from the UACC 903 parental
cell line that lacks PTEN protein. The two tumorigenic revertant cell lines were derived
from the 36A cell line and no longer express PTEN. A nsgative antigen control is ghown
together with positive and negative controls for Akt3 and Akt2. Controls for Akt3 and
Akt2 were HEK 298T or LNCeP cclls respectively, untreated (positive) or treated with LY-
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294002 (negative), an inhibitor of PI3K. E. Aki3 activity is reduced in the presence of
PTEN in the UACC 903 (PTEN) tumorigenic model. Immunoprecipitated Akt3 was used
in an in vitro kinase assay in which Crosstide was phosphorylated by Akt3 to estimate
activity. Plot shows activity after subtraction of the no antigen control; bars, + SEM;
statistics, One-Way ANOVA followed by Dunnet's Multiple Comparisons versus the
melanocyte control, *P<(0.05.

Figure 2 shows incroased Akt3 expression and activity occur during melanoma
tumor progression. A. An increase in the level of phosphorylated (active) Akt occurs
during the radial growth phase in the melanoma tumor progression model. Western blot
comparing amount of phosphorylated Akt in melanocytes to low passage melanoma cell
lines established from primary tumors at the radial (WM35 and WM3211) and vertical
(WM115, WM98.1 and WM278) stages of growth. Total Akt is shown as a control. B.
Comparison of Akt3 versus Akt2 expression in the melanoma tumor progression model.
Waestern blots showing the levels of expression of Akt3 and Akt2 are shown together with
a-enolase as a loading control. C. Akt3 is preferentially activated in cell lines of the
melanoma tumor progression model compared to Akt2. Akt3 or Akt2 was
immunoprecipitated from each cell line and subject to Western blot analysis to measure the
amount of phosphorylated Akt in the immunoprecipitate. D. Akt3 is preferentially
overexpressed in metastatic melanomas from human patients compared to melanocytes.
Akt3 and Akt2 expression were measured from metastatic melanomas derived from 31
tumors. Akt3 and Akt2 expression was normalized to a-enolase expression. The graph
quantitatively compares the level of Akt3 or Akt2 expression in each tumor versus
melanocytes. Bars represent average values from denaitometric scans of 3 separate
Western blots; bars, = SEM. Value above represents the fold increase in expression over
that occurring in melanocytes; only differences of >2-fold were scared as significant. E.
Expression and activity of Akt3, but not Akt2, increases in tumors from melanoma patients
compared to melanocytes. Activity was determined by immunoprecipitation of Akt3 and
Akt2 followed by Western blot analysis with an antibody recognizing phosphorylated Akt
to determine the percentage of tumors in which phosphorylated (active) Akt3 or Akt2 could
be detected; statistics, /-test, *P<0.05.
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Figure 3 shows the mechanism underlying deregulated Akt3 activity in malignant
melanomas. A. Decreased PTEN expresgion (activity) specifically increases Akt3 activity
in melanocytes and: B. radial growth phase WM35 (radial growth phase) cells. SiRNA
mediated reduction of PTEN is shown alone (control) or in combination with scrambled
sRNA or with siRNA against Aktl, Akt2 or Aki3. Western blot analysis shows
expression of phoephorylated Akt, Akt3, Aki2 and PTEN. a-enolase served as a loading
coptrol. C. Over expression of Akt3 in human melanocytes incroases the levels of
phosphorylated Akt. Wild type Akt3, dead Akt3 (inactive) or myristoylated Akt3 (active)
were nucleofected into melanocytes. Similar constructs for Akt2 served as controls (data
not shown). Akt phosphorylation (activity) was measured by Western blot analysis to
measure levels of phosphorylated Akt. Arrowhead shows location endogenously active
Akt3 while arrow indicates ectopically expressed active HA-tagged Akt3.

Figure 4 shows increased Akt3 activity promotes melanoma tumor development by
reducing apoptosis rates. A. PTEN-mediated reduction of Akt3 activity inhibits melanoma
tumor development. Size of tumors formed by parental UACC 903 melanoma cells, the
isogenic 36A (retaining PTEN) and revertant cell line (Jacking PTEN) were msasured 10
days after injection into nude mice. Values are means of a minimum of six injection sites
in three mice per cell line, bars, & SEM; statistics, One-Way ANOVA followed by Dunnet's
Multiple Comparisons versus UACC 903, *P<0.05. B. SiRNA mediated down-regulation
of Akt3 reduces the tumorigenic potential of UACC 903 melanoma cells. SiRNA against
Akt3, Akt2 and Akt] were nucleofected into UACC 903 cells and after 48 hours, cells were
injected info nude mice. Size of tumors was measured 10 days later. Controls are UACC
903 cells nucleofected with buffer only or a scrambled siRNA. Values are means of a
minimum of six injection sites in three mice per cell line; bars, + SEM; statistics, One-Way
ANOVA foliowed by Dunnet's Multiple Comparisons versus UACC 903, *P<0.05.
C.D.EF. PTEN or siRNA-mediated reduction of Akt3 increases apoptosis in tumors
growing in nude mice, Quantification (C, D) and photographs (E, F) of TUNEL positive
cells in turnor masses derived from UACC 903 cells expressing PTEN (36A) or
nucleofected with siRNA to siAkt3 and siAki2; bars, = SEM; statistics, Kruskal-Wallis
followed by Dunnet's Multiple Comparisons versus UACC 903, *P<0.05. Tumors were
analyzed 4 days after injection of cells inlo nude mice; magnification, 200X The controls
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were UACC 903 cells or UACC 903 colls mucleofected with buffer only. White nuclei
represent cells undergoing apoptosis.

Figure 5 depicts a demonstration that liposomes alone are non-toxic to melanoma
cells. Addition of liposomes at various concentrations did not reduce the number of vigble
cells. In fact, they increased cell viability at all concentrations by 48 hours. Methods:
Toxicity of liposomes was evaluated in 1205 Lu using the MTS assays as 24, 48, and 72
hours after addition of liposomes at concentrations of 6.25, 12.5, 25, and 50 uM,

Figure 6 depicts a demonstration that melanoma cells readily take up liposomes.
Methods: Labeled liposomes (green) were added to AUCC 903 melanoma cells growing in
culture. Images show cell nuclei on left (counterstained with DAPI) and cells that have
taken up labeled liposomes on the right; magnification, 40X. Approximately, 99% of cells
take-up liposomes.

Figure 7 depicts a quantitation of liposome uptake by melanoma cells. Methods:
Labeled liposomes or liposomes containing labeled siRNA were added to cells growing in
culture af a concentration of 20nM. One hour later cells were fixed with 5%
paraformaldehyde, counterstained with DAPI and % of cells that had taken-up labeled
product were scored.

- Figure 8 depicts a demonstration of size uniformity and size distribution of
liposomes. Methods: Lefi: Scérming Electron Micrograph showing uniform size of
liposomes. Right: Size distribution of liposomes determined by light scattering analysis.
Graph shows size range of liposornes, with the average size occurring between 70-80 nm.

Figure 9 depicts a demonstration of liposomes delivering pools of siRNA to
melanoma cells. Methods: Red and green labeled siRNA were added to melanoma cells
growing in culture. One hour after uptake the cells were fixed in 4% paraformaldehyde and
counterstained with DAPL. The left shows the cell nuclei stained blue, followed by red
sIRNA and green siRNA. The last column is the merged image, magnification 40X.

Figure 10 depicts a demonstration of duration of Stealth siRNA knockdown of
protein expression in 1205 Lu melanoma cells. Methods: The duration of protein
knockdown by Stealth iIRNA from Invitrogen was determined to be beyond 8 days.
SiRNA was transferred into the 1205 Lu melanoma cell line by nucleofection. Western
blot analysis of B-Raf protein levels was measured at 2-day intervals up to day 8. SiRNA
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against C-Raf served and a control. In addition to decreased B-Raf expression, activity of
the pBrk 12 downstream in the signaling pathway was also decreased for 8 days. Erk-2
served as a protein loading control.

Figure 11 depicts a demonstration of knockdown of protein expression following
liposome mediated delivery of 5iRNA into melanoma cells. SiRNA liposome complexes
targeted to mutant B-Raf can knockdown 50% of protein expression at 200nM. This
indicates a base line; higher concentrations will increase knockdown. Methods: siRNA
liposome complexes were added to cells at a concentration of 100 or 2oonM. Lysates were
collected after 72 hours and analyzed by Western blot.

Figure 12 shows siRNA-mediated reduction of mutant V®**B-Raf reduces the
downstream activity of MEK and ERK in melanoma. SiRNA-mediated knockdown of B-
Raf and C-Raf reduces levels of each respective protein 24 and 48 hours after nucleofection
in melanoma cell lines UACC 903 (A), 1205 Lu (B), and C8161 (C). Scrambled siRNA
was used as a control, whereas lamin A/C siRNA was used as an additional control for
UACC 903 celis. Only siRNA to B-Raf reduced the levels of active (phosphorylated)
MEK and ERK downstream of B-Raf in UACC 903 and 1205 LU cells containing mutant
Vi9%BR_Raf. FRK2 is used as a loading control,

Figure 13 shows melanoma tumor development was inhibited with Y***6B-Raf but
not siRNA to C-RAF or scrambled siRNA. siRNA-mediated knockdown of B-Raf protein
persists for 6 to 8 days after mucleofection into UACC 903 (A) and 1205 Lu (B) cell lines
growing in culture. A corresponding decrease was observed in phosphorylated
ERK1/ERK2 levels (B). ERK2 served as a loading confrol. siRNA-mediated reduction of
B-Raf led to decreased tumorigenic potential of UACC 903 (C) and 1206 Lu (D) celis.
siRNA against B-Raf, C-Raf and scrambled siRNA were introduced into UAC 903 or 1205
Lu cells (white arrow) and 36 hours later cells were injected into nude mice (black arrow).
Size of tumors was measured at 2-day intervals. siRNA-mediated down-regulation of B-
Raf reduced the tumorigenic potential of UACC 903 and 1205 Lu melanoma cells.
Controls cells were nucleofected with buffer only, a scrambled siRNA. or siRNA against C-

Raf, Values are means of minimum of 12 injection sites in six mice with two separate

experiments. Bars £SE.
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Figure 14 shows pharmacologic inhibition of B- ivity using BAY 43-9005
inhibits melanoma tumor development. A, BAY 43-9006 inhibits both wild-type and
mutant Y*¥?8B-Raf activity. HA-tagged wild-type or mutant ¥***B-Raf were expressed in
HEK 293T cells exposed to 5 umol/L. BAY 43-9006 or DMSO vehicle. HA indicatos
ectopically expressed B-Raf protein. Activation or inhibition of the MAPK pathway was
determined by comprising levels of pMEK. and pERK, ERK2 served as a loading control.;
B, BAY 43-9006 decreases pMEK and PERK (activity) lovels in UACC 903 melanoma
cells containing mutant Y***®B-Raf in a dose responsive manner. Western blot analysis of
reduced pMEK and PERK levels in UACC 903 cells with increasing concentrations of
BAY 43-9006. The loading control was ERK2. C, pretreatment of mice with BAY 43-
9006 inhibits development of melanoma tumors. Four days before injection of 5 x 10°
UACC 903 cells, mice were pretreated twice i.p. with 50 mg/kg BAY 43-9006 or DMSO
vehicle, which continued every 2 days (atrowheads). Tumor size is shown at 2-day
intervals up to day 22. Bars, +SE D, decreased tumor cell proliferation accompanics
sIRNA-mediated inhibition of melanoma tumor development. Five- to 8-fold decrease in
bromodeoxyuridine-positive cells occurs following siRNA-mediated inhibition of B-Raf
but no C-Raf or scrambled siRNA. *. P<0.05. Columns, means from six different tumors
with four to six fields counted per tumor; bars, +SE.

Figure 15 shows inhibition of B-Raf activity using BAY 43-9006 inhibits
melanoma tumor development. The effects of BAY 43-9006 treatment are shown on
UACC 903(A) and 1205 Lu (B) tumor development. UACC 903 and 1205 Lu cells were
injected into nude mice and tumor development allowed to occur to day 6 at which point
mice were injected i.p. every 2 days with BAY 43-9006 dissolved in DMSO (arrowheads).
Control conditions were DMSO treatment only. The Raf kinase inhibitor BAY 43-9006
reduces the tumorigenic potential of melanoma cells containing mutant ¥***B-Raf protein
at concentrations >50 mg/kg. C, decreased amounts of phosphorylated (active) ERK were
observed for those cells following treatment with BAY 43-9006 but not with vehicle
treatment. Immunobistochemical comparison of the number of pERK-positive cells in
UACC 903 tumor sections treated with 50 mg/kg BAY 43-9006 (in DMSO) or in DMSO
vehicle alone. A 3-fold difference was detected between control vehicle and BAY 43-9006
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treated cells (D). *.P<0.05. Columns, means from six different tumors with four to six
fields counted per tumor; bars, +SE.

Figure 16 shows mechanism underlying inhibition of melanoma tumor development
following pharmacologic or siRNA-mediated inhibition of mutant ¥****B-Raf in molanoma
tumors. Comparison of the vascular development (A), apoptosis (B), and proliferation
rates (C) in temporally and spatially matched tumors exposed to BAY 43-9006 or vehicle
(DMSQ). Size- and time-matched tumors developing in parallel were compared to identify
the effects of B-Raf inhibition on tumor development. A difference in vascular
development was the first statistically significant different (*, P<0.05) observed following
treatment of UACC 903 tumors with BAY 43-9006, which was followed by increased
apoptosis (*, P<0.05) and reduced cell proliferation (* ; P <0.05). Columns, means from
two separate experiments with four to six fields analyzed from cach of six tumors per
experiment; bars, £SE.

Figure 17 shows siRNA and pharmacologic inhibition of V****B-Raf reduces VEGF
secretion from melanoma cells. VEGF secretion was measured from UACC 903 or 1205
Lu cells growing in culture by ELISA assay following nucleofection with either B-Raf or
VEGEF siRNA (A) or after treatment with increasing concentrations of BAY 43-9006 (B).
C-Raf and scrambled siRNA served as controls. Bars, +SD. The effects of reduced VEGF
expresaion are shown on UACC 903 (C) and 1205 Lu (D) tumor development. Tumor size
is shown at 2-day infervals up to day 17.5. Reduction of VEGF expression inhibits
melanoma tumor developmeat in a manner with that occurring following reduction of
V398p_Raf expression. Points, means from six diffarent tumors; bars, +SE.

Figure 18: shows the region of Akt3 that causes preferential activation in
melanoma. Activation is measured as the levels of phosphorylation; darker bands
indicating higher activity. The lower bands indicate endogenous Akt activity. The
domains of Akt3 were switched with those of Akt2 and constructs containing the chimeric
constructs were nucleofected into the melanoma cell ine WM35. Myristoylated Akt3 and
Akt2 served as positive controls. Dead Akt3 (T305A/5472A) and Akt2 (T309A/S474A)
scrved as negative controls. Transfer of wild type Akt3 led to increased activity in contrast
to wild type Akt2 that did not. Constructs in which the pleckstrin homology (FH) domain
from Akt3 (amino acids 1-110) was switched with those from Akt2 were used to identify
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the region of Akt3 leading to activation in melanoma cells. Nofe, only constructs
containing the catalytic and regulatory (C/R) domains of Akt3 (from amino acids 111-497)
led to activation. This maps the region from amino acids 111-497 as critical for activation
of Akt3 in human melanomas. This is one gite critical for therapeutic targeting that would
specifically prevent Akt3 activation in melanomas. METHODS: HA-tagged wild typo
construcis, and chimeric constructs PH-Akt3-C/R-Akt? and PH-Akt2-C/R-Akt3 were
prepared by switching the pleckstrin homology (PH) domains (from amino acids 1-110)
and catalytic domain (from 111-479 of Akt3 or 481 in Akt2). Constructs were
nucleofected into the WM35 melanoma oell line using the Amaxa NHEM-NEO
nucleofector reagent and 48 hours later analyzed by Western blot analysis by probing with
an antibody to ser-473 of Akt.

DETAILED DESCRIPTION OF THE PREFERRED EMBODIMENT

The present invention is directed in part to the discovery that Akt3 is an important
serine/threonine protein kinase, and plays a role in melanoma survival so that melanoma
tumor cells are resistant to apoptosis. A melanoma model that reflects the importance of
Akt in melanoma tumorigeneais was used to identify Akt3 as the predominant isoform
deregulated during melanoma tumorigenesis. As demonstrated herein the selective
knockdown of Akt3, but not Aktl or Akt2, decreases the leval of total phosphorylated Akt
and lowers the tumorigenic potential of melanoma ceils. Consequently, Akt3 provides a
therapeutic target for melanoma cancer.

The present invention is also directed in part to the discovery that VS99E B-Raf
plays a role in melanoma growth and proliferation. It has now been found thet inhibition
or reduction of B-Raf expression decreases tumor cells’ proliferation and formation of new
blood vessels (angiogenesis). It should be noted that due to errant sequence data the valine
(V) to glutamic acid (E) substitution in B-Raf actually corresponds to codon 600 and the
nucleotide 1799 (not 1796) in the correct version as shown in NCBI gene bank Accession
Number. NT_007914. Kumar et al., Clinical Cancer Research, 9: 3362-3368 (2003).
However, in this application, we have used the uncorrected nucleotide and codon numbers
throughout for historical and familiarity reasons.
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The present inventors contemplate a combination therapy to treat tumor cells that
involves the induction of epaptosis and reduction of cell proliferation and angiogenesis. In
one embodiment, apoptosis is induced by reducing Akt3 activity and cell proliferation and
angiogenesis is decreased by reducing V599E B-Raf activity. The present inventors also
conternplate that reducing Akt3 activity in a tumor cell decreases the apoptotic threshold in
tumor celis, especially in melanoma cells, allowing much lower doses of chemotherapy to
be employed than based on conventional treatments. Thus, patienis would receive a more
effective treatment and experience less side effects from toxic chemotherapy drugs.

To aid in the understanding of the specification and claims, the following
definitions are provided.

DEFINITIONS

Asz used herein, the term "siRNA" means cither: (i) a double stranded RNA
oligomucleotide, or polynucleotide, that is 18 base pairs, 19 base pairs, 20 base pairs, 21
base pairs, 22 base pairs, 23 base pairs, 24 base pairs, 25 base pairs, 26 base pairs, 27 base
pairs, 28 base pairs, 29 base pairs or 30 base pairs in length and that is capable of
interfering with expression and activity of a Akt3 polypeptide, or a variant of the Akt3
polypeptide, wherein a single strand of the siRNA comprises a portion of a RNA
polynucleotide sequence that encodes the Akt3 polypeptide, its variant, or a complementary
sequence thereto; (ii) a single stranded oligonucleotide, or polynucleotide of 18
nucleotides, 19 nucleotides, 20 nucleotides, 21 nucleotides, 22 nucleotides, 23 nucleotides,
24 nucleotides, 25 nucleotides, 26 nucleotides, 27 nucleotides, 28 nucleotides, 29
nucleotides or 30 nucleotides in length and that is either capable of interfering with
expression and/or activity of a target Akt3 polypeptide, or a variant of the Akt3
polypeptide, or that anneals to a complementary sequence to result in & dsSRNA that is
capable of interfering with target polypeptide expression, wherein such single stranded
oligonucleotide comprises a portion of a RNA polynucleotide sequence that encodes the
PTP-1B polypeptide, its variant, or a complementary sequence thereto; or (iii) an
oligonucleotide, or polynucleotide, of either (i) or (ii) above wherein such oligonucleotide,
or polynucleotide, has one, two, three or four nucleic acid alterations or substitutions

therein,
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"Nucleic acid or "polynucleotide” as used herein refers to purine- and pyrimidine-
containing polymers of any length, either polyribonucieotides or polydeoxyribonucleotide
or mixed polyribo-polydeoxyribonucleotides. This includes single-and double-stranded
molecules, i.e.,, DNA-DNA, DNA-RNA and RNA-RNA hybrids, as well as "protein
nucleic acids" (PNA) formed by conjugating bases to an amino acid backbone. This also
includes nucleic acids containing modified bases.

A "gene" refers to an assembly of nucleotides that encode a polypeptide, and
includes cDNA and genomic DNA nncleic acids.

A "vector” is any means for the transfer of a nucleic acid into a host cell. A vector
may be a replicon to which another DNA segment may be attached so as to bring about the
replication of the attached segment. A "replicon” is any genetic element (e.g., plasmid,
phage, cosmid, chromosome, virus) that functions as an autonomous unit of DNA
replication in vivo, i.¢., capable of replication under its own control. The term "vector”
includes both viral and nonviral means for introducing the nucleic acid into a cell in vitro,
ex vivo or in vivo. Viral vectors include retrovirus, adeno-associated virus, pox,
baculovirus, vaccinia, herpes simplex, Epstein-Barr and adenovirus vectors. Non-viral
vectors include, but are not limited to plasmids, liposomes, electrically charged lipids -
(cytofecting), DNA-protein complexes, and biopolymers. In addition to a nucleic acid, a
vector may also contain one or more regulatory regions, and/or selectable markers useful in
selecting, measuring, and monitoring nucleic acid transfer results (tranafer to which tissues,
duration of expression, etc.). -

A "caaset{e" refers to e segment of DNA that can be inserted into a vector at
specific restriction sites. The segment of DNA encodes a polypeptide of interest, and the
cagsette and restriction sites are designed to ensure insertion of the cassette in the proper
reading frame for transcription and transiation.

A cell has been "transfected” by exogenous or heterologous DNA when such DNA
has been introduced inside the cell. A cell has been "transformed" by exogenous or
heterologous DNA when the transfected DNA effects a phenotypic change. The
transforming DNA can be integrated (covalently linked) into chromosomal DNA making
up the genome of the cell.
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A "nucleic acid molecule” refers to the phosphate ester polymeric form of
riboncleosides (adenosine, guanosine, uridine or cytidine; "RNA molecules”) or
deoxyribonucleosides (deoxyadenosine, deoxyguanosine, deoxythymidine, or
deoxycytidine; "DNA molecules™), or any phosphoester anologs thereof, such as
phosphorothioates and thioesters, in either single stranded form, or a double-stranded helix.
Double stranded DNA-DNA, DNA-RNA and RNA-RNA helices are possible. The term
mucleic acid molecule, and in particular DNA or RNA molecule, refers only to the primary
and secondary structure of the molecule, and does not limit it to any particular tertiary
forms. Thus, this term includes double-stranded DNA found, inter alia, in linear or circular
DNA molecules (e.g., restriction fragments), plasmids, and chromosomes. In discussing the
structure of particular double-stranded DNA molecules, sequences may be described herein
according to the normal convention of giving only the sequence in the 5' to 3' direction
along the noniranscribed strand of DNA (i.e., the strand having a sequence homologous to
the mRNA). A "recombinant DNA molecule” is 8 DNA molecule that has undergone a
molecular biological manipulation.

The present invention contemplates isolation from melanoma of a gene encoding a
human Akt3 protein or polypeptide of the invention, including a full length, or naturally
occurring form of Akt3, and any human Akt3-specific antigenic fragments thereof. As used
herein, "Akt3" refers to Akt3 polypeptide, and "akt3" refers to a gene encoding Akt3
polypeptide.

The term "Akt3" refers to Akt3 nucleic acid (DNA and RNA), protsin (or
polypeptide), their polymorphic variants, alleles, mutants, and interspecies homologs that
have (i) substantial nucleotide sequence homology with the nucleotide sequence of the
Accession Number AJ245709 (Homo sapiens mRNA for serine/threonine kinase' Akt-3
(Akt3 gene)gi|5804885|emb|AJ245709.1HSA245709[5804885]); Accession Number
AF135794 (Homo sapiens AKT3 protein kinase mRNA, complete cds
gil4574743|gb|AF135794.1|AF135794[4574743]); Accession Number NM_005465 (Homo
sapiens v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 3 (protein kinase B, gamma)
(AKT3), transcript variant 1, mRNA gi|32307164/reffNM_005465.3|[32307164));
Accession Number NM_ 181690 (Homo sapiens v-akt murine thymome viral oncogene
homolog 3 (protein kinase B, garnma) (AKT3), transcript variant 2, mRNA
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Bi32307162}refINM_181690.1][32307162]); Accession Number AY005799 (Homo
sapiens protein kinase B gamma 1 (AKT3) mRNA, complets cds, alternatively spliced
gi|15072339]gb|AY005799.1][15072339]); Accession Number AF124141 (Homo sapiens
protein kinase B gamma mRNA, complete cds
g8i4757578|gb|AF124141.1|AF124141[4757578)); or (ii) substantial sequence homology
with the encoding amino acid sequence Accession Number CAB53537 (Akt-3 protein
[Homo sapiens] gi|5804886]emblCABS53537.1|[5804886]); Accession Number AAD24196
(AK.T3 protein kinase [Homo sapiens]
gild574744|gblAAD24196.1|AF135794_1[4574744]); Accession Number AAF91073
(protein kinase B gamma 1 [Homo sapiens] gi|15072340|gblAAF91073.1|[15072340]);
Accession Number AAD29089 (protein kinase B gamma [Homo sapiens)
gil4757579|2b|AAD29089.1jAF124141_1[4757579]); Accession Number NP_005456 (v-
akt murine thymoma viral oncogene homolog 3 isoform 1; protein kinase B gamnia; RAC-
gamma serine/threonine protein kinase; serine threonine protein kinase, Akt-3 [Homo
sapiens] gil4885549refINP_005456.1][4885549]); Accession Number NP_859029 (v-akt
murine thymoma viral oncogene homolog 3 isoform 2; protein kinase B gamma; RAC-
gamma serine/threonine protein kinase; serine threonine protein kinage, Akt-3 [Homo
sapiens] gi|32307163[ref[NP_859029.1{[32307163]).

The term "B-Raf" refers to B-Raf nucleic acid (DNA and RNA), protein (or
polypeptide), their polymorphic variants, alleles, mutants, and interspecies homologs that
have (i) substantial nucleotide sequence homology with the nucleotide sequence of B-Raf
found in Genbank (NM_004333) a Homo sapiens v-raf murine sarcoma viral oncogene
homolog B1 (BRAF), mRNA, gi|33188458{reffNM_004333.2|[33188458). The cognate
protein sequence for B-Raf is GenBank Accession Number P15056.

One B-Raf protein found in Genbank is M95712 Homo sepiens B-raf protein
(BRAF) mRNA, complete cds gil41387219|gbM957122JHUMBRAF[41387219].

A "control sample" refers to a sample of biological material representative of
healthy, cancer-free animals. The level of Akt3 or B-Raf in a control sample, or the
encoding corresponding gene copy number, is desirably typical of the general population of
nomnal, cancer-free subject of the same species. This sample either can be collected from
an animal for the purpose of being used in the methods described in the present invention
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or it can be any biological material represantative of normal, cancer-free animals obtained
for other reasons but nonstheless suitable for use in the methods of this invention. A
control sample can also be obtained from normal tissue from the animal that has cancer or
is suspected of having cancer. A control sample also can refer {0 a given level of Akt3,
representative of the cancer-free population, that has been previously established based on
measurements from normal, cancer-free subjects. Altematively, a biological control sample
can refer to a sample that is obtained from a different individual or be a normalized value
based on baseline data obtained from a population. Further, a control sample can be defined
by a specific age, sex, ethnicity or other demographic parameters. In some situations, the
control is implicit in the particular measurement. An example of an implicit control is
where a detection method can only detect Akt3, or the corresponding gene copy number,
when a level higher than that typical of a normal, cancer-free subject is present. A typical
control level for a gene is two copies per cell. Another example is in the context of an
immunohistochemical assay where the control level for the assay is known. Other instances
of such controls are within the knowledge of the skilled person.

A level of Akt3 or B-Raf polypeptide or polynucleotide that is "expected” in a
contro! sample refers to a level that represents a typical, cancer-free sample, and from
which en clevated, or diagnostic, presence of Akt3 polypeptide or polynucleotide can be
distinguished. Preferably, an "expected” level will be controlled for such factors as the age,
sex, medical history, etc. of the mammal, as well as for the particular biological subject
being tested.

The term "tumor cell” is meant a cell that is a component of a tumor in a subject, or
a cell that is determined to be destined to become a component of & tumor, i.e., a cell that is
a component of a precancerous lesion in a subject.

"cDNA" refers to complementary or copy DNA produced from an RNA template by
the action of RNA-dependent DNA polymerase (reverse transcriptase). Thus, a "cDNA
clonc” means a duplex DNA sequence complementary to an RNA molecule of interest,
carried in a cloning vector or PCR amplified. This term includes genes from which the
intervening sequences have been removed.

"Cloning vector" refers to & plasmid or phage DNA or other DNA sequence that is
able to replicate in a host cell. The cloning vector is characterized by one or more
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endonuclease recognition sitos at which such DNA sequences may be cut in a determinable
fashion without loss of an easential biological fanction of the DNA, which may contsin a
marker suitable for use in the identification of transformed cells.

"Expression vector" refers to a vehicle or vector similar to a cloning vector but
which is capable of expressing a nucleic acid sequence that has been cloned into it, after
transformation into a host. A nucleic acid sequence is "expressed” when it is transcribed to
yield an mRNA sequence. In most cases, this transcript will be translated to yield amino
acid sequence. The cloned gene is usually placed under the control of (i.e., operably linked
10) an expression control sequence.

"Expression control sequence" or “regulatory sequence” refers to a nucleotide
sequence that controls or regulates expression of structural genes when operably linked to
those genes. These include, for example, the lac systems, the trp system, major operator
and promoter regions of the phags lambda, the control region of fd coat protein and other
sequences known to control the expression of genes in prokaryotic or eukaryotic cells,
Bxpression control sequences will vary depending on whether the vector is designed to
express the operably linked gene in a prokaryotic or enkaryotic host, and may contain
transcriptional elements such as enhancer elements, termination sequences, tissue-
specificity elements or translational initiation and termination sites.

"Operably linked” means that the promoter controls the initiation of expression of
the gene. A promoter is operably linked to a sequence of proximal DNA if upon
introduction into a host cell the promoter determines the transcription of the proximal DNA
sequence(s) into one or more species of RNA. A promoter is operably linked to a DNA
sequence if the promoter is capable of initiating transcription of that DNA sequence.

“Host" means eukaryotes. The term includes an organism or cell that is the recipient
of a replicable expression vector.

The introduction of the nucleic acids into the host cell by any method known in the
art, including those described herein, will be referred to herein as "transformation.” The
cells into which have been introduced nucleic acids described above are meant to also
include the progeny of such cells.

Nucleic acids referred to herein as "isolated" are nucleic acids separated away from
the nucleic acids of the genomic DNA or cellular RNA of their source of arigin (¢.g., as it
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exists in cells or in a mixture of nucleic acids such as a librery), and may have undergone

further proceasing. "Isolated”, as used herein, refers to nucleic or amino acid sequences that

are at least 60% free, preferably 75% free, and most preferably 90% free from other

components with which they are naturally associsted. "Isolated” nucleic acids

(polynucleotides) include nucleic acids obtained by methods described herein, similar

methods or other suitable methods, inchiding essentially pure nucleic acids, nucleic acids

produced by chemical synthesis, by combinations of biological and chemical methods, and

recombinant nucleic acids which are isolated. Nucleic acids referred to herein as

"recombinant” are nucleic acids which have been produced by recombinant DNA

methodology, including those nucleic acids that are generated by procedures which rely

upon a method of artificial replication, such as the polymerase chain reaction (PCR) or

cloning into a vector uging restriction enzymes. "Recombinant” nucleic acids are also those

that result from recombination events that occur through the natural mechanisms of cells, o~
but are selected for after the introduction to the cells of nucleic acids designed to allow or @
make probable a desired recombination event. Portions of the isolated nucleic acids which

code for polypeptides having a certain function can be identified and isolated by, for

example, the method of Jasin, M., et al., U.S. Pat. No. 4,952,501.

As used herein, the terms "protein” and “polypeptide” are synonymous. "Peptides”
are defined as fragmenta or portions of polypeptides, preferably fragments or portions
having at least one functional activity (e.g., proteolysis, adhesion, fusion, antigenic, or
intracellular activity) as the complets polypeptide sequence.

The terms "patient” or "subject” are used interchangeably and refer to mammals
such as human patients and non-human primates, as well as experimental animals such as
rabbits, rats, and mice, and other animals. _ @

"Biological sample” as used herein is a sample of biologicel tissue or fluid that
contains Akt3 and/or B-Raf mucleic acids or polypeptides, .g., of a melanoma cancer
protein, polynucleotids or transcript. Such samples include, but are not limited to, tissue
isolated from humans, Biological samples may also include sections of tissues such as
biopsy and autopsy samples, frozen sections taken for histologic purposes, blood, plasma,
serum, sputum, stool, tears, mucus, hair, skin, etc. Biological sampies also include explants
and primary and/or transformed cell cultures derived from patient tissues. A biological
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sample is typically obtained from a eukaryotic organism, preferably eukaryotes such as
fungi, plants, insects, protozoa, birds, fish, reptiles, and preferably a mammal such as rat,
mice, cow, dog, guinea pig, or rabbit, and most preferably a primate such as chimpanzees
or humans., .

Cancer" or "malignancy” are used as synonymous terms and refer to any of a
number of discases that are characterized by uncontrolled, abnormal proliferation of cells,
the ability of affected cells to spread locally or through the bloodstream and lymphatic
systemn to other parts of the body (i.c., metastasizc) as well as any of a number of
characteristic structural and/or molecular features. A "cancerous”™ or "malignant cell” is
understood as a cell having specific structural properties, lacking differentiation and being
capable of invasion and metastasis. Examples of cancers are skin, kidney, colon, breast,
prostate and liver cancer. (see DeVita, V. et al. (eds.), 2001, Cancer Principles and Practice’
of Oncology, 6th. Bd., Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, Pa.; this reference is
herein incorporated by reference in its entirety for all purposes).

The term “apoptosis” and "programmed cell death” (PCD) are used as synonymous
terms and describe the molecular and morphological processes leading to controlled
cellular self-destruction (see, e.g., Keer J. F. R. et al., 1972, Br J Cancer. 26:239-257).
Apoptotic cell death can be induced by a variety of stimuli, such as ligation of cell surface
receptors, starvation, growth factor/survival factor deprivation, heat shock, hypoxia, DNA
damage, viral infection, and cytotoxic/chemotherapeutical agents. The apoptotic process is
involved in embryogenesis, differentiation, proliferation/homoeostasis, removal of defect
and therefore harmful cells, and especially in the regulation and function of the immune
system. Thus, dysfunction or disregulation of the apoptotic program is implicated in a
variety of pathological conditions, such as immunodeficiency, autoimmune discases,
neurodegenerative diseases, and cancer. Apoptotic cells can be recognized by stereotypical
morphological changes: the cell shrinks, shows deformation and looses contact to its
neighboring cells. Its chromatin condenses, and finally the cell is fragmented into compact
membrane-enclosed structures, called "apoptotic bodies" which contain cytosol, the
condensed chromatin, and organelles. The apoptotic bodies are engulfed by macrophages
and thus are removed from the tissus without cansing an inflammatory response. This is in
contrast 1o the necrotic mode of cell death in which case the cells suffer a major insult,
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resulting in loss of membrane integrity, swelling and disrupture of the cells. During
necrosis, the cell contents are released uncontrolled into the cell's environment what results
in damage of surrounding cells and a strong inflammatory response in the corresponding
tissue. See, e.g., Tomei L. D. and Cope F. O,, eds., 1991, Apoptosis: The Molecular Basis
of Cell Death, Plainville, N.Y.: Cold Spring Harbor Laboratory Press; Issacs J. T., 1993,
Environ Health Perspect. 101(suppl 5):27-33; each of which is herein incorporated by
reference in its entirety for all purposes. A variety of apoptosis assays are well known to
one of skill in the art (e.g., DNA fragmentation assays, radioactive proliferation assays,
DNA laddering assays for treated cells, Fluorcacence microscopy of 4'-6-Diamidino-2-
phenylindole (DAPI) stained cells assays, and the like).

"Conservatively modified varients” applies to both amino acid and nucleic acid
sequences. With respect to particular nucleic acid sequences, conservatively modified
variants refers to those nucleic acids which encode identical or essentially identical amino
acid sequences, or where the nucleic acid does not encode an amino acid sequence, to
essentially identical sequonces. Because of the degeneracy of the genetic code, a large
number of functionally identical nucleic acids encode any given polypeptide. For instance,
the codona CGU, CGC, CGA, CGG, AGA, and AGG el encode the amino acid arginine,
Thus, at every position where an arginine is specified by a codon, the codon can be altered
to any of the corresponding codons described without altering the encoded polypeptide.
Such nucleic acid variations are "silent substitutions" or "silent variations,” which are one
species of "conservatively modified variations.” Every polynucleotide sequence described
herein which encodes a polypeptide also describes every possible silent variation, except
where otherwise noted. Thus, silent substitutions are an implied feature of every nucleic
acid sequence which encodes an amino acid. One of skill will recognize that each codon in
a nucleic acid (except AUG, which is ordinarily the only codon for methionine) can be
modified to yield a functionally identical molecule by standard techmiques. In some
embodiments, the nucleotide sequences that encode the enzymes are proferably optimized
for expression in a particular host cell (e.g., yeast, memmalian, plant, fungsl, and the like)
used to produce the enzymes.

As to amino acid sequences, one of skill will recognize that individual substitutions,
deletions or additions to a nucleic acid, peptide, polypeptide, or protein sequence which

26



10

15

20

30

WO 2005089443 PCT/US2005/008950

alters, adds or deletes a single amino acid or a amall p e of amino acids in the
encoded sequence is a "conservatively modified variant" where the alteration results in the
substitution of an amino acid with a chemically similar amino acid. Conservative
substitution tablea providing functionally similar amino acids are well known in the art.
See, for example, Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology” Appleton & Lange,
Norwalk, Connecticut (1994). Such conservatively modified variants are in addition to and
do not exclude polymorphic variants, interspecies homologs, and alleles of the invention.

The following eight groups each contain amino acids that are conservative
substitutions for one another: 1) Alanine (A), Glycine (G); 2) Aspartic acid (D), Glutamic
acid (B); 3) Asparagine (N), Glutamine (Q); 4) Arginine (R), Lysine (K); 5) Isoleucine (I),
Leucine (L), Methionine (M), Valine (V); 6) Phenylalanine (F), Tyrosine (Y), Tryptophan
(W); 7)Serine (S), Threonine (T); and 8) Cysteine (C), Methionine (M) (see, e.g.,
Creighton, 1984, Proteins).

"The terms "identical” or percent "identity,” in the context of two or more nucleic
acids or polypeptide sequences, refer to two or more sequences or subsequences that are the
same or have a specified percentage of amino acid residues or nucleotides that are the same
(i.e., about 70% identity, preferably 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, or higher identity over a specified region
(e.g., the sequence of the melanoma-associated Akt3 gene), when compared and aligned for
maximum correspondence over a comparison window or designated region) as measured
using a BLAST or BLAST 2.0 sequence comparison algoritbms with defanlt parameters
described below, or by manual alignment and visual inspection. Such sequences are then
said to be "substantially identical," This definition also refers to the compliment of a test
sequence. The definition also includes sequences that have deletions and/or additions, as
well as those that have substitutions. As described below, the preferred algorithma can
account for gaps and the like. Preferably, the identity exists over a region that is at least
about 25 amino acids or mucleotides in length, or more preferably over a region that is 50-
100 amino acids or nucleotides in Iength.

For sequence comparison, typically one ssquence acts as a reference sequence, to
which test sequences are compared. When using a sequence comparison algorithm, test and
reference sequences are entered into a computer, subsequence coordinates are designated, if
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necessary, and sequence algorithm program parameters are designated. Defiult program
parameters can be used, or alternative parameters can be designated. The sequence
comparison algorithm then calculates the percent sequence identities for the test sequences
relative to the referance sequence, based on the program parameters.

A "comparison window", as used herein, includes reference to a segment of any one
of the number of contiguous positions selected from the group consisting of from 20 to
600, usuaily about 50 to about 200, more usually about 100 to about 150 in which a
sequence can be compared to a reference sequence of the same number of contiguous
positions after the two sequences are optimally aligned. Methods of alignment of sequences
for comparison are well-known in the art. Optimal alignment of sequences for comparison
can be conducted, e.g., by the local homology algorithm of Smith & Waterman, 1991, Adv.
Appi. Math. 2:482, by the homology alignment algorithm of Needleman & Wunsch, 1970,
J. Mol. Biol. 48:443, by the search for similarity method of Pearson & Lipman, 1988, Proc.
Nat'l. Acad. Sci, USA 85:2444, by computerized implementations of these algorithms
(GAP, BESTFIT, FASTA, and TFASTA in the Wisconsin Genetics Software Package,
Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), or by manual alignment and
visual inspection (ges, €.g., Current Protocols in Malecular Biology (Ausubel et al., eds.
1995 supplement).

Another example of algorithm that is suitable for determining percent sequence
identity and sequence similarity are the BLAST and BLAST 2.0 algorithms, which are
described in Altschul et al.,, 1977, Nuc. Acids Res, 25:3389-3402 and Altachul et al., 1990,
J. Mol. Biol. 215:403-410, respectively. Software for perfonning BLAST analyses is
publicly available through the National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). This algorithm involves first identifying high scoring
sequence pairs (HSPs) by identifying short words of length W in the query sequence, which
either match or satisfy some positive-valued threshold score T when aligned with a word of
the samne length in a databese sequence. T is referred to as the neighborhood word score
threshold (Altschul et al., supra). These initial neighborhood word hits act as seeds for
initiating searches to find longer HSPs containing them. The word hits are extended in both
directions along each sequence for as far as the camulative alignment score can be
increased. Cumulative scores are calculated using, for nucleotide sequences, the parsmeters
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M (reward score for a pair of matching residues; al >()) and N (penalty score for
mismatching residues; always <0). For amino acid sequences, a scoring matrix is used to
calculate the cumulative score. Extension of the word hits in each direction are halted
when: the cumulative alignment score falls off by the quantity X from its maximum
achieved value; the cunmlative score goes to zero or below, dus to the accumulation of one
or more negative-scoring regidue alignments; or the end of either sequence is reached. The
BLAST elgorithm perameters W, T, and X determine the sensitivity and speed of the
alignment. The BLASTN program (for nucleotide sequences) uses as defaults a wordlength
(W) of 11, an expectation (B) or 10, M=5, N=-4 and a comparison of both strands. For
amino acid sequences, the BLASTP program uses as defaults a wordlength of 3, and
expectation (E) of 10, and the BLOSUMG62 scoring matrix (see Henikoff & Henikoff, 1989,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915) alignments (B) of 50, expectation (E) of 10, M=5,
N=-4, and a comparison of both strands.

The BLAST algorithm also performs a statistical analysis of the similarity between
two sequences (pee, .g., Karlin & Altschul, 1993, Proc. Nat'L. Acad. Sci. USA 90:5873-
5787). One measure of similarity provided by the BLAST algorithm is the smallest sum
probability (P(N)), which provides an indication of the probability by which a match
between two nucleotide or amino acid sequences would occur by chance. For example, a
nucleic acid is considered similar to a reference sequence if the smallest sum probability in
a comparison of the test nucleic acid to the reference nucleic acid is less than about 0.2,
more preferably less than about 0.01, and most preferably lesa than about 0.001.

An indication that two nucleic acid sequences or polypeptides are substantially
identical is that the polypeptide encoded by the first nucleic acid is immunologically croass
reactive with the antibodies raised against the polypeptide encoded by the second nucleic
acid, as described below. Thus, a polypeptide is typically substantially identical to a second
polypeptide, for example, where the two peptides differ only by conservative substitutions.
Another indication that two nucleic acid sequences are substantially identical is that the
two molecules or their complements hybridize to each other under stringent conditions, as
described below. Yet another indication that two nucleic acid sequences are substantially
identical is that the same primers can be used to amplify the sequence,
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The phrase "selectively (or specifically) hybridizes to" refers to the binding,
duplexing, or hybridizing of 8 molecule only fo a particular nucleotide sequence under
stringent hybridization conditions when that sequence is present in 8 complex mixture (e.g.,
total cellular or library DNA or RNA).

The phrase "stringent hybridization conditiona" refers to conditions under which a
probe will hybridize to its target subsequence, typically in 2 complex mixturs of nucleic
acid, but to no other sequences. Stringent conditions are sequence-dependent and will be
different in different circumstances. Longer sequences hybridize specifically at higher
temperatures. An extensive guide to the hybridization of nucleic acids is found in 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.
Geaerally, siringent conditions are selected to be about 5-10° C. lower than the thermal
melting point (Tw) for the specific sequence st a defined ionic strength pH. The Ty is the
temperature (under defined ionic strength, pH, and nucleic concentration) at which 50% of
the probes complementary to the target hybridize to the target sequence at equilibrium (es
the target sequences arc present in excess, at Ty, 50% of the probes are occupied at
equilibrium). Stringent conditions will be those in which the salt concentration is less than
about 1.0 M sodium ion, typically about 0.01 to 1.0 M sodium ion concentration (or other
salts) at pH 7.0 to 8.3 and the temperature is at least about 30° C. for short probes (c.g., 10
to 50 nucleotides) and at least about 60° C. for long probes (o.g., greater than 50
nucieotides). Stringent conditions can also be achieved with the addition of destabilizing
agents such as formamide. For selective or specific hybridization, a positive signal is at
least two times background, optionally 10 times background hybridization. Bxemplary
stringent hybridization conditions can be as following: 50% formamide, 5X SSC, and 1%
SDS, incubating at 42° C., or, 5X SSC, 1% SDS, incubating at 65° C., with wash in 0.2X
SSC, and 0.1% SDS at 65° C. Such washes can be performed for §, 15, 30, 60, 120, or
more minutes. For PCR, a temperature of about 36° C. is typical for low stringency
amplificetion, although annealing temperatures can vary between about 32° C, and 48° C,
depending on primer length. For high stringency PCR amplification, a temperature of about
62° C. is typical, although high stringency annealing temperatures can range from about
50° C. to about 65° C., depending on the primer length and specificity. Typical cycle
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conditions for both high and low stringency amplifications include a denaturation phase of
90° C.-95° C. for 30 sec-2 min., an annsaling phase lasting 30 sec.-2 min., and an
extension phase of about 72° C, for 1-2 min.

Nucleic acids that do not hybridize to each other under stringent conditions are still
substantially identical if the polypeptides which they encode are substantially identical.
This occurs, for example, when a copy of 2 mucleic acid is created using the maximum
codon degeneracy permitied by the genetic code. In such cases, the nucleic acids typically
hybridize under moderately stringent hybridization conditions. Exemplary "moderately
stringent hybridization conditions" include a hybridization in a buffer of 40% formamide, 1
M NaCl, 1% SDS at 37° C., and a wagh in 1X SSC at 45° C. Such washes can be
performed for 5, 15, 30, 60, 120, or more minutes. A positive hybridization is at least twice
background. Those of ordinary skill will readily recognize that altemative hybridization
and wash conditions can be utilized to provide conditions of similar stringency.

Standard reference works setting forth the general principles of recombinant DNA.
technology include J. Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d
Bd., 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; B. M. Austen and O. M. R. Westwood, 1991, Protein
Targeting and Secretion, IRL Press, Oxford; D. N Giover (ed), 1985, DNA Cloning,
Volumes [ and II; M. J. Gait (ed), 1984, Oligonucleotide Synthesis; B. D. Hames and S. J,
Higgins (eds), 1984, Nucleic Acid Hybridization; Wu and Grossmen (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. L Freshney (ed), 1986, Animal Cell Culture; Immobilized Cells and
Enzymes, 1986, IRL Press; Perbal, 1984, A Practical Guide to Molecular Cloning; J. H.
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,
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1997, The Intemet and the New Biology: Tools for Genomic and Molecular Research,
American Society for Microbiology, Washington, D.C.

The term "reduces Akt3 activity” is used herein to refer to about a 25% to about a
100% decrease in Akt3 activity. The invention contemplates the inhibition Akt3 via any
(a) agent that reduces the level of Akt3 mRNA or the level of Akt3 protein produced by
the cell when the agent is administered to the cell or (b) any agent that affects the level of
Akt3 mRNA or protein via the PI3K/Akt signal transduction pathway resulting a reduction
in the level of Akt3 mRNA or the level of Aki3 protein produced by the cell when the
agent is administered to the cell, or (c) any agent that decreases the activity of Akt3, such as
through phosphorylation or dephosphorylation. Agents that decrease activity of
downstream pathways that remove products of Akt3 activity and decreasing activity of
upstream pathways providing reactants for Akt3 are also within the scope of this term. A
decrease or change in Akt3 activity can be measured by any known method including, but
not limited to, kinass assays, phosphorylation status in western blots, or levels of protein
expresaion.

The.term "reduces V599E B-Raf aclivity” is used herein to refer to about a 25% to
sbout a 100% decrease in B-Raf activity. The invention contemplates the inhibition B-Raf
via any (a) agent that reduces the level of V599E B-Raf mRNA or the level of V599E
protein produced by the cell when the agent is administered to the cell or (b) any agent that
affects the level of B-Raf mRNA or protein via the MAPK or ERK signal transduction
pathway resulting & reduction in the level of V599E B-Raf mRNA or the level of V5998
protein produced by the cell when the agent is administered to the cell, or (c) any agent that
decreases the activity of B-Ref, such as through phosphorylation or dephosphorylation.
Agents that decrease activity of downstream pathways that remove products of V599E B-
Raf activity and decreasing activity of upstream pathways providing reactants for V599E
B-Raf are also within the scope of this term. A decrease or change in B-Raf activity can be
measured by any known method including, but not limited to, kinase assays,
phosphorylation status in western blots, or levels of protein expression.

The term "treating a melanoma" refers to prohibiting, alleviating, ameliorating,
halting, restraining, slowing or reversing the progression, or reducing tfumor development
in mammals and increasing apoptosis rates or inducing apoptosis in a tumor cell.
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As used herein, the term “angiogenesis" when uded in reference to reducing
vascularization when, means that the amount of new blood vessel formation that occurs in
the presence of an agent ia decreased below the amount of blood vessel formation that
occurs in the absence of an exogenously added agent. Methods for determining an amount -
of blood vessel formation in a tissue, including the immunohistochemical methods are well
known in the art by quantifying the number of vessels staining positive for the CD-31
antigen or area in the tumor occupied by CD-31 positive vessels.

Detection of Akt3 and/or B-Raf Nuclefc Acids

In some embodiments of the present invention, nucleic acids encoding an Akt3 or
B-Raf polypeptide, including a full-length Akt3 or B-Raf protein, or any derivative, variant,
homolog, or fragment thereof derived from a melanoma cell, will be used. Such nucleic
acids are useful for any of a number of applications, including for the production of Akt3 or
B-Raf protein, for diagnostic assays, for therspeutic applications, for Akt3-specific or B-
Raf-specific probes, for assays for Akt3 or B-Raf hinding and/or modulating compounds,
to identify and/or isolate Akt3 or B-Raf homologs from other species or from mice, and
other applications.

A, General Recombinant DNA Methods

Numerous applications of the present invention involve the cloning, synthesis,
maintenance, mutagenesis, and other manipulations of nucleic acid sequences that can be
performed using routine techniques in the field of recombinant genetics, Basic texts
disclosing the general methods of use in this invention include Sambrook et al., Molecular
Cloning, a Laboratory Manual (2n Ed. 1989); Kriegler, 1990, Gene Transfer and
Expression: a Laboratory Manual; and Current Protocols in Molecular Biology, 1995,
(Ausubel et al,, eds.).

For nucleic acids, sizes are given in either kilobases (kb) or base pairs (bp). 'I'hese
are estimates derived from agarose or acrylamide gel electrophoresis, from sequenced
nucleic acids, or from publiched DNA sequences. For proteins, gizes are given in
kilodaltons (kDa) or amino acid residue numbers. Proteins sizes are ostimated from gel
clectrophoresis, from sequenced proteins, from derived amino acid sequences, or from
published protein sequences.
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Oligonucleotides that are not commercisally available can be chemically synthesized
according to the solid phase phosphoramidite triester method first described by Beaucage &
Caruthers, 1981, Tetrahedron Letts. 22:1859-1862, using an automated synthesizer, ag
described in Van Devanter et al., 1984, Nucleic Acids Res. 12:6159-6168. Purification of
oligonucleotides is by either native acrylamide gel electrophoresis or by anion-exchange *
HPLC as described in Pearson & Reanier, 1983, J. Chrom. 255:137-149,

The sequence of the cloned genes and synthetic oligonucleotides can be verified
after cloning using, e.g., the chain termination method for sequencing double-stranded
templates of Wallace et al., 1981, Gene 16:21-26.

B. Isolating and Detecting Akt3 and/or B-Raf Nucleotide Sequences

In some embodiments of the present invention, Akt3 and/or B-Raf nucleic acids
will be isolated and cloned using recombinant methods. Such embodiments are used, e.g.,
to isolate Akt3 and/or B-Raf polynucleotides for protein expression or during the
generation of variants, derivatives, expression casseltes, or other sequences derived from
Akt3 and/or B-Raf, to monitor Akt3 and/or B-Raf gene expression, for the determination of
Akt3 and/or B-Raf sequences in various species, for diagnostic purposes in a patient, i.e., to
detect mutations in Akt3 and/or B-Raf, or for genotyping and/or forensic applications.

Polymorphic variants, alleles, and interspecies homologs and nucleic acids that are
substantially identical to the Akt3 or B-Raf gene can be isolated using Akt3 or B-Raf
mucleic acid probes, and oligonucleotides by screening libraries under stringent
hybridization conditions. Alternatively, expression libraries can be used to clone Akt3 or
B-Raf proteins, polymorphic variants, alleles, and interspecies homologs, by detecting
expressed homologs immunologically with antisera or purified antibodies made against an
AKkt3 or B-Raf polypeptide, which also recognize and selectively bind to the Akt3 or B-Raf
homolog.

To make a Akt3 cDNA library, one should choose a source that is rich in Akt3
RNA. To make a B-Raf cDNA library, one should choose a source that is rich in B-Raf
RNA. The mRNA is then made into cDNA using reverse transcriptase, ligated into a
recombinant vector, and transfected into a recombinant host for propagation, screening and
cloning. Methoda for making and screening cDNA libraries are well known (see, c.g.,
Gubler & Hoffman, 1983, Gene 25:263-269; Sambrook et al., supra; Ausubel et al., supra).
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For a genomic library, the DNA is extracted from ths tissue and either mechanically
sheared or enzymatically digested to yield fragments of about 12-20 kb. The fragments are
then separated by gradient centrifugation from undesired sizes and are constructed in
bacteriophage lambda vectors. These vectors and phage are packaged in vitro.
Recombinsnt phage are analyzed by plaque hybridization as described in Benton & Davis,
1977, Science 196:180-182. Colony hybridization is carried out as generally described in
Grunstein et al., 1975, Proc. Natl. Acad, Sci. USA., 72:3961-3965.

More distantly related Akt3 or B-Raf homologs can be identified using any of a
number of well known techniques, including by hybridizing an Akt3 probe or a B-Raf
probe with a genomic or cDNA library using moderately siringent conditions, or under low
siringency conditions using probes from regions which are selective for Akt3 or B-Raf,
e.g., specific probes generated to the C-terminal domain, Also, a distant homolog can be
amplified from a mucleic acid library using degenerate primer sets, i.e., primors that
incorporate all possible codons encoding & given amino acid sequence, in particular based
on a highly conserved amino acid stretch. Such primers are well known to those of skill,
and numerous programs are available, e.g., on the internst, for degenerate primer design.

In certain embodiments, Akt3 or B-Raf polynucleotides will be detected using
hybridization-based methods to determine, e.g., Akt3 or B-Raf RNA levels or to detect
particular DNA sequences, e.g., for diagnostic purposes. For example, gene expression of
Akt3 and/or B-Raf can be analyzed by techniques known in the art, e.g., Northemn bloiting,
reverse transcription and PCR amplification of mRNA, including quantitative PCR analysis
of mRNA levels with real-time PCR procedures (¢.8., roverse transcriptase-TAQMAN™
amplification), dot blotting, in situ hybridization, RNnse protection, probing DNA
microchip arrays, and the like.

In another embodiment, high density oligonucleotide analyzis technology (e.g.,
GeneChip™) may be used to identify orthologs, alleles, conservatively modified variants,
and polymorphic variants of Akt3 and/or B-Raf, or to monitor levels of Akt3 and/or B-Raf
mRNA. In the case where a homologs is linked to a known disease, e.g., melanoma, they
can be used with GeneChip™ as a diagnostic tool in detecting melanoma in a biological
sample, see, ©.5,, Gunthand et al., 1998, AIDS Res. Hum. Retroviruses 14:369-876; Kozal
et al., 1996, Nat. Med. 2:753-759; Matson et al., 1995, Anal. Biochem. 224:110-106;
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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.

Detection of Akt3 and/or B-Raf polymicleotides and polypeptides can involve
quantitative or qualitative detection of the polypeptide or polynucleotide, and can involve _
an actual comparison with a control value or, alternatively, can be performed so that the
detection itself inherently indicates an increased level of Akt3 and/or B-Raf.

In certain embodiments, for example, diagnosis of melanoma cancer, the level of
Akt3 and/or B-Raf polynucleotide, polypoptide, or protein activity will be quantified. In
such embodiments, the difference between an elevated level of Akt3 and/or B-Raf and a
normal, control levet will preferably be statistically significant. Typically, a diagnostic
presence, i.c., overexpression or an increase of Akt3 and/or B-Raf polypeptide or nucleic
acid, represents at least about a 1.5, 2, 3, 5, 10, or greater fold increase in the level of Akt3
and/or B-Raf polypeptide or polynucleotide in the biological sample compared to a level ’@
expested in a noncancerous sample. Detection of Akt3 and/or B-Raf can be performed in
vitro, i.e., in cells within a biological semple taken from the patient, or in vivo. In one
embodiment &n increased level of Akt3 and/or B-Raf'is used as a diagnostic marker of
Akt3 and/or B-Raf respectively. As used herein, a "diagnostic presence” indicates any level
of Akt3 or B-Raf that is greater than that expected in a noncancerous sample. In a one
embodiment, assays for an Akt3 or B-Raf polypeptide or polynucleotide in a biological
sample are conducted under conditions wherein a normal level of Akt3 or B-Raf
polypeptide or polynucleotide, i.c., a level typical of a noncancerous sample, i.c., cancer-
free, would not be detected. In such assays, therefore, the detection of any Akt3 and/or B-
Raf polypeptide or nucleic acid in the biological sample indicates a diagnostic presence, or
increased level. . @

As described below, any of a number of methods to detect Akt3 and/or B-Raf can
be used. An Akt3 and/or B-Raf polynucleotide level can be detected by detecting any
cognate Akt3 or B-Raf DNA or RNA, including Akt3 genomic DNA, mRNA, and cDNA.
An Akt3 or B-Raf polypeptide can be detected by detecting an Akt3 and/or B-Raf
polypeptide itself, or by detecting Akt3 and/ar B-Raf protein activity. Detection can
involve quantification of the level of Akt3 and/or B-Raf (e.g., genomic DNA, cDNA,
mRNA, or protein level, or protein activity) or, alternatively, can be a qualitative
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assessment of the level, or of the presence or absence/of Akt3 'ar B-Raf, in particular
in comparison with a control level. Any of a number of methods to detect any of the above
can be used, as described infra. Such methods include, for example, hybridization,
amplification, and other assays.

In certain embodiments, the ability to detect an increased level, or diagnostic
presence, in a cell is used as 2 marker for cancer cells, i.e., to monitor the number or
lacalization of cancer cells in a patient, as detected in vivo or in vitro.

Typically, the Akt3 polynucleotides or polypeptides detected herein will be at least
about 70% identical, and preferably 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% or more identical, over a region of at least
about 50, 100, 200, or more nucleotides, or 20, 50, 100, or more amino acids, to the
naturally occurring Akt3 gene. Such polynucleotides or polypeptides can represent
functional or nonfunctional forms of Akt3, or any variant, derivative, or fragment thereof

1. Detection of Copy Number

In one embodiment, e.g., for the diagnosis or presence of cancer, the copy number,
i.¢., the number of Akt3 genes in a cell, is evaluated. Generally, for a given autosomal
gene, an animal has two copies of each gene, The copy number can be increased, however,
by gene amplification or duplication, e.g., in cancer cells, or reduced by deletion. Methods
of evaluating the copy number of a particuler gene are well known to those of skill in the
art, and include, inter alia, hybridization- and amplification-based assays.

a) Hybridization-based Assays

Any of a number of hybridization-based assays can be used to detect the Akt3 gene
or the copy number of Akt3 genes in the cells of a biological sample. One such method is
by Southem blot. In a Southern blot, genomic DNA is typically fragmented, separated
electrophoretically, transferred to 8 membrane, and subsequently hybridized to an Akt3 -
specific probe. For copy number determination, comparison of the intensity of the
hybridization signal from the probe for the target region with a signal from a control probe
for 2 region of normal genomic DNA (e.g., a nonamplified portion of the same or related
cell, tissue, organ, and the like) provides an estimate of the relative Akt3 copy number.
Southern blot methodology is well known in the art and is described, e.g., in Ausubel et al.,
or Sambrook et al., supra.
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An alternative means for determining the copy number of Aki3 genes in a sample is
by in situ hybridization, e.g., flnorescence in situ hybridization, or FISH. In situ
hybridization assays are well known (e.g., Angerer, 1987, Meth. Enzymol 152:649).
Generally, in situ hybridization comprises the following major steps:(1) fixation of tissne
or biological structure to be analyzed; (2) prehybridization treatment of the biological
structure to increase accessibility of target DNA, and to reduce nonspecific binding; (3)
hybridization of the mixture of nucleic acids to the nucleic acid in the biological structure
or tissue; (4) post-hybridization washes to remove nucleic acid fragments not bound in the
hybridization; and (5) detection of the hybridized nucleic acid fragments.

The probes used in such applications are typically labeled, e.g., with radioisotopes
or fluorescent reporters. Preferred probes are sufficiently long, e.g., from about 50, 100, or
200 nucleotides to about 1000 or more nucleotides, so as to specifically hybridize with the
target nucleic acid(s) under stringent conditions.

The present invention contemplates "comparative probe" methods, such as
comparative genomic hybridization (CGH), are used to detect Akt3 gene amplification. In
comparative genomic hybridization methods, a "test" collection of nucleic acids is labeled
with a first label, while a second collection (e.g., from a healthy cell or tissuc) is labeled
with a second label. The ratio of hybridization of the nucleic acids is determined by the
ratio of the first and second labels binding to each fiber in an array. Differences in the ratio
of the signals from the two labels, e.g., due to gene amplification in the test collection, is
detected and the ratio provides a measure of the Akt3 gene copy number.

Hybridization protocols suitable for use with the methods of the invention are
described, e.g., in 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 Situ Hybridization Protocols, Choo, Ed., 1994, Humana Press, Totowa, N.J., and the
like.

b) Amplification-based Assays

In another embodiment, amplification-based assays are used to detect Akt3 or to
measure the copy mumber of Akt3 genes. In such assays, the Akt3 nucleic acid sequences
act as a template in an amplification reaction (e.g., Polymerase Chain Reaction, or PCR). In
a quantitative amplification, the amount of amplification product will be proportional to the
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amount of template in the original sample. Comparison to appropriate controls provides a
measure of the copy number of the Akt3 gene. Methods of quantitative emplification are
well known to those of skill in the art. Detailed protocols for quantitative PCR are
provided, e.g., in Innis et al.,, 1990, PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications,
Academic Press, Inc. N.Y.). The nucleic acid sequence for Akt3 is sufficient to enable one
of skill to routinely select primers to amplify any portion of the gene.

In some embodiments, a TagMan based assay is used to quantify Akt3
polynucleotides. TagMan based assays use a fluorogenic oligonucleotide probe that
contains a 5' fluoreacent dye and a 3' quenching agent. The probe hybridizes to a PCR
product, but cannot itself be extended due to a blocking agent st the 3’ end. When the PCR.
product is amplified in subsequent cycles, the 5' nuclcase activity of the polymerase, e.g.,
AmpliTaq, results in the cleavage of the TagMan probe. This cleavage separates the 5
fluorescent dye and the 3' quenching agent, thereby resulting in an increase in fluorescence
as a function of amplification (see, for example, literature provided by Perkin-Elmer, ¢.8.,
www perkin-elmer.com).

Other suitable amplification methods which are contemplated by the invention
include, but are not limited to, ligase chain reaction (LCR) (gee, Wu and Wallace, 1989,
Genomics 4:560, Landegren et al., 1988, Science 241:1077, and Barringer et al., 1990,
Gene 89:117), transcription amplification (Kwoh et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci, USA
86:1173), self-sustained sequence replication (Guatelli et al, 1990, Proc. Nat. Acad. Sci.
USA 87:1874), dot PCR, and linker adepter PCR, ctc.

2. Detection of Akt3 and/or B-Raf Expression

a) Direct Hybridization-based Assays

Methods of detecting and/or quantifying the level of Akt3 and/or B-Raf gene
transcripts (mRNA or cDNA made there from) using nucleic acid hybridization techniques
are known to those of skill in the art (see, Sambrook ei al., 1989, Molecular Cloning: A
Labaratory Manual, 2D Ed,, Vols 1-3, Cold Spring Harbor Press, New York).

For example, one method for evaluating the presence, absence, or quantity of Akt3
cDNA involves a Northern blot. In brief, in a typical embodiment, mMRNA is isolated from
a given biological sample, electrophoresed to separate the mRNA species, and transferred
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from the gel to a nitrocellulose membrane. Labeled Akt3 probes are then hybridized to the
membrane to identify and/or quantify the mRNA.

b) Amplification-based Assays

In another embodiment, an Akt3 and/or B-Raf transcript (e.g., Akt3 mRNA) is
detected using amplification-based methods (e.g., RT-PCR). RT-PCR methods are well
known to those of skill (see, e.g., Ansubel et al., supra). Preferably, quantitative RT-PCR is
used, thereby allowing the comparison of the level of mRNA in & sample with a control
sample or value.

3. Detection of Akt3 and/or B-Raf Polypeptide Expression

In addition to the detection of Akt3 and/or B-Raf genes and gene expression using
mucleic acid hybridization technology, Akt3 and/or B-Raf levels can also be detected and/or
quantified by detecting or quantifying the polypeptide. Akt3 or B-Raf polypeptides are
detected and quantified by any of a number of means well known to those of skill in the art.
These include analytic biochemical methods such as electrophoresis, capillary
electrophoresis, high performance liquid chromatography (HPLC), thin layer
chromatography (TLC), hyperdiffusion chromatography, and the like, or various
immunological methods such as fluid or gel precipitin reactions, immunodiffasion (single
or double), immunoelectrophoresis, radioimmunoassay (RIA), enzyme-linked
immunosorbent assays (BELISAs), immunofiuorescent assays, western blotting, and the like.
Akt3 polypeptide detection is discussed infra.

C. Expression in Prokaryotes and Eukaryotes

In some embodiments, it is desirable to produce Akt3 and/or B-Raf polypeptides
using recombinant technology. To obtain high level expression of a cloned gene or nucleic
acid, such as a cDNA encoding an Akt3 or B-Raf polypeptide, an Akt3 or B-Raf sequence
is typically subcloned into an expression vector that contains a strong promoter to direct
transcription, a transcription/translation terminator, and if for a nucleic acid encoding a
protein, a ribosome binding site for translational initiation. Suitable bacterial promoters are
well known in the art and are described, e.g., in Sambrook et al. and Ausubel et al.
Bacterial expression systems for expressing the Akt3 protein are available in, e.g., B. coli,
Bacillus sp., and Salmonella (Palva et al., 1983, Gene 22:229-235; Mosbach et al., 1983,
Nature 302:543-545. Kits for such expression systems are commercially available.
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Eukaryotic expression systems for mammalian cells, yoast, anl insect cells are well known
in the art and are also commercially availsble. In one embodiment, the eukaryotic
expression vector is an adenoviral vector, an adeno-associated vector, or a retroviral vector.

For therapeutic applications, Akt3 and/or B-Raf nucleic acids are inroduced into a
cell, in vitro, in vivo, or ex vivo, using any of a large number of methods including, but not
limited to, infection with viral vectors, liposome-based methods, biolistic particle
acceleration (the gene gun), and naked DNA injection. Such therapeutically usefil nucleic
acids include, but are not limited to, coding sequences for full-length Akt3 or B-Raf,
coding sequences for & Akt3 or B-Raf fragment, domain, derivative, or variant, Akt3 or B-
Raf antisense sequences, Akt3 or B-Raf siRNA sequences, and Akt3 or B-Raf ribozymes.
Typically, such sequences will be aperably linked to a promoter, but in numerous
applications a nucleic acid will be administered to a cell that is itself directly
therapeutically effective, e.g., certain antisense, 5iRNA, or ribozyme molecules.

The promoter used to direct expression of a heterologous nucleic acid depends on
the particular application. The promoter is optionally positioned ahout the same distance
from the heterologous transcription start site as it is from the transcription start site in its
natural sefting. As is known in the art, however, some variation in this distance can be
accommodated without loss of promoter function.

In addition to the promoter, the expression vector typically contains a transcription
unit or expression casseite that contains all the additional elements required for the
expression of the Akt3-encoding or B-Raf- encoding nucleic acid in host cells. A typical
expression cassette thus contains a promoter operably linked to the nucleic acid sequence
encoding an Akt3 or B-Raf polypeptide, and signals required for efficient polyadenylation
of the transcript, ribosome binding sites, and translation termination. The nucleic acid
sequence encoding an Akt3 or B-Raf polypeptide can be linked to a cleavable signal
peptide sequence to promote secretion of the encoded protein by the transfected cell.
Additional elements of the cassette can include enhancers and, if genomic DNA is used as
the structural gene, introns with functional splice donor and acceptor sites.

In addition to a promoter sequence, the expression cassette should also contain a
transcription termination region downstream of the structural gene to provide for efficient
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termination. The termination region can be obtained from the same gene as the promoter
sequence or can be obtained from different genes.

The particular expression vector used to transport the genetic information into the
cell is not particularly critical. Any of the conventional vectors used for expression in
eukaryotic or prokeryotic cells can be used. Useful expression vectors, for example, may
consist of segments of chromosomal, non-chromosomal and synthetic DNA sequences.
Suiteble vectors include derivatives of SV40 and known bacterial plasmids, e.g., B. coli
plasmids col E1, pCR1, pBR322, pMal-C2, pET, pGEX (Smith et al., 1988, Gene 67:31-
40), pMB9 and their derivatives, plasmids such as RP4; phage DNAS, e.g., the numerous
derivatives of phage 1, e.g., NM989, and other phage DNA, ¢.g., M13 and filamentous
single stranded phage DNA; yeast plasmids such as the 2m plasmid or derivatives thereof;
vectors useful in eukaryotic cells, such as vectors useful in insect or mammalian cells;
vectors derived from combinations of plasmids and phage DN As, such as plasmids that
have been modified to employ phage DNA or other expression control sequences; and the
like. For example, mammealian expression vectors contemplated for use in the invention
include vectors with inducible promoters, such as the dihydrofolate reductase (DHFR)
promoter, e.g., any expression vector with a DHFR expression vector, or a
DHFR/methotrexate co-amplification vector, such as pED (Pstl, Sall, Sbal, Smal, and
EcoRI cloning sits, with the vector expressing both the cloned gene and DHFR; sce
Kaufman, Current Protocols in Molecular Biology, 16.12 (1991). Alternatively, a
glutamine synthetase/methionine sulfoximine co-amplification vector, such as pEE14
(HindIll, Xbal, Smal, Sbel, EcoRI, and Bell cloning site, in which the vector expresses
glutamine synthase and the cloned gene; Celltech). In another embodiment, a vector that
directs episomal tﬁpression under control of Bpstein Barr Virus (EBV) can be used, such
as pREP4 (Bami 1, Sfil, Xhol, Notl, Nhel, HindII, Nhel, Pvull, and Kpnl cloning site,
constitutive Rous Sarcoma Virus Long Terminal Repeat (RSV-LTR) promoter,
hygromycin selectable marker; Invitrogen), pCEP4 (BamH]1, Sfil, Xhol, Notl, Nhel,
HindIIl, Nhel, Pvull, and KpnI cloning site, constitutive human cytomegalovirus (hCMV)
immediate early gene, hygromycin selectable marker; Invitrogen), pMEP4 (Kpnl, Pvul,
Nhel, HindIIl, Notl, Xhol, Sfil, BamH]1 cloning site, inducible methallothionein IIa gene
promoter, hygromycin selectable marker: Invitrogen), pREP8 (BamH]1, Xhol, Notl,
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HindIII, Nhel, and Kpnl cloning site, RSV-LTR
Invitrogen), pREP9 (Kpnl, Nhel, Hind[ll, Notl, Xhol, S£I, and BamHI cloning site, RSV-
LTR promoter, G418 selectable marker; Invitrogen), and pEBVHis (RSV-LTR promoter,
hygromycin selectable marker, N-terminal peptide purifiable via ProBond resin and cleaved
by enterokinase; Invitrogen). Selectable mammalian expression vectors for use in the
invention include, but are limited to, pRc/CMY (HindIIl, BstXI, Notl, Sbal, and Apal
cloning site, G418 selection; Invitrogen), pR¢/RSV (HindIll, Spel, BstXT, Notl, Xbal
cloning site, G418 selection; Invitrogen), and others. Vaccinia virus mammalian expression
vectors (see, Kaufiman, 1991, supm) contemplated by this invention include but are not
limited to pSC11 (Smal cloning site, TK- and .beta.-gal selection), pMJ601 (Sall, Smal,
Afll, Narl, BspMII, BamHI, Apal, Nhel, Sacll, Kpnl, and HindIIl cloning site; TK- and
beta (B)-gal selection), and pTKgptF1S (EcoRl, Pstl, Sall, Accl, HindII, Sbal, BamHII, and
Hpa cloning site, TK or XPRT selection).

The elements that are typically included in expression vectors also include a
replicon that fimctions in E. coli, a gene encoding antibiotic resistance to permit selection
of bacteria that harbor recombinant plasmidas, and unique resiriction sites in nonessential
regions of the plasmid to allow insertion of eukaryotic sequences. The particular antibiotic
resistance geno chosen is not critical, any of the many resistance genes known in the art are
suitable. The prokaryotic sequences are optionally chosen such that they do not interfere
with the replication of the DNA in cukaryotic cells, if necessary. '

Once a particular recombinant DNA molecule is identified and isolated, several
methods known in the art may be used fo propagate it. Once a suitable host system and
growth conditions are established, recombinant expression vectors can be propagated and
prepared in quantity. The expression vectors which can be used include, but are not limited
to, the following vectors or their derivatives: human or animal viruses such as vaccinia
virus or adenovirus; insect viruses such as baculovirus; yeast vectors; bacteriophage vectors
(e.g., lambda), and piasmid and cosmid DNA vectors, to name but a few and which are
known to those of skill in the art.

In addition, a host cell strain may be chosen which modulates the expression of the
inserted sequences, or modifies and processes the gene product in the specific fashion
desired. Different host cells have characteristic and specific mechanisms for the
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translational and post-translational processing and modification of proteins. Appropriate
cell lines or host systems can be chosen to ensure the desired modification and processing
of the foreign protein expressed. Expression in yeast can produce a biologically active
product. Expression in eukaryotic cells can increase the likelihood of "native” folding.
Moreover, expression in mammalian cells can provide a tool for reconstituting, or
constituting, Akt3 and/or B-Raf activity in melanoma. Furthermore, different vector/host
expression systems may affect processing reactions, such as proteolytic cleavages, to a
different extent.

Standard transfection methods are used to produce bacterial, mammalian, yeast or
insect cell lines that express large quantities of a Akt3 or a B-Raf protein, which are then
purified nsing standard techniques (sce, ¢.g., Colley et al., 1989, J. Biol. Chem, 264:17619-
17622; "Guide to Protein Purification,” in Methods in Enzymology, Vol. 182, 1990
(Deutscher, Ed.). Transformation of eukaryotic and prokaryotic cells are performed
according to standard techniques (see, e.g., Morrison, 1977, J. Bact, 132:349-351; Clark-
Curtias & Curtiss, Methods in Enzymology 101:347-362, 1983 (Wu et al., eds.).

Any of the well known procedures for introducing foreign mucleotide sequences
into host cells can be used. These include the use of reagents such as Superfect (Qiagen),
liposomes, calcium phosphate transfection, polybrens, protoplast fusion, electroporation,
microinjection, plasmid vectors, viral vectors, biolistic particle acceleration (the gene gun),
or anry of the other well known methods for introducing cloned genomic DNA, cDNA,
synthetic DNA or other foreign genetic material into a host cell (see, e.g., Sambrook et al.,
supra).

After the expresgion vector is introduced into the cells, the transfected cells are
cultured under conditions favoring expression of the Akt3 and/or B-Raf polypeptide, which
is recovered from the culture using standard techniques identified below. Methods of
culturing prokaryotic or eukaryotic cells are well known and are taught, e.g., in Ausubel et
al., Sambrook et al., and in Freshney, 1993, Culture of Animal Cells, 3.sup.rd. Ed., A
Wiley-Liss Publication.

Any of the well known procedures for introducing foreign nucleotide sequences
into host cells can be used to introduce a vector, e.g., a targeting vector, into cells. Any of
the well known procedures for introducing foreign nucleotide sequences into host cells can
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beused. As provided infra, nucleic acids of this invention can be introduced into the cells
via any gene transfer mechanism, such as, for example, virus-mediated gene delivery,
calcium phospbate mediated gene delivery, electroporation, microinjection or
proteoliposomes. The transduced cells can then be infused (e.g., in a pharmaceutically
acceptable carrier) or homatopically transplanted back into the subject per standerd
methods for the cell or tissue type. Standard methods ere known for transplantetion or
infusion of various cells into a subject.

Delivery of the nucleic acid or vector to cells can be via a variety of mechanisms,
As one example, delivery can be via a liposome, using commercially available liposome
prepanations such as LIPOFECTIN, LIPOFECTAMINE (GIBCO-BRL, Inc., Gaithersburg,
Md.), SUPERFECT (Qiagen, Inc. Hilden, Germany) and TRANSFECTAM (Promega
Biotec, Inc., Madison, Wis.), as well as other liposomes developed according to procedures
standard in the art. In addition, the nucleic acid or vector of this invention can be delivered
in vivo by electroporation, the technology for which is available from Genetronics, Inc.
(San Diego, Calif)) as well as by means of a SONOPORATION machine (JmaRx
Pharmaceutical Corp., Tucson, Ariz.).

As one example, vector delivery can be via a viral system, such as a retroviral
vector system which can package a recombinant retroviral genome (see e.g., 62, 63). The
recombinant retrovirus can then be used to infect and thereby deliver to the infected cells
nucleic acids. The exact method of introducing the nucleic acid into mammalian cells is, of
course, not limited to the use of retroviral vectors, Other techniques are widoly available
for this procedure including the use of adenoviral vectors, adeno-associated viral (AAV)
veciors, lentiviral vectors, pseudotyped retroviral vectors. Physical transduction techniques
can also be used, such as liposome delivery and receptor-mediated and other endocytosis
mechanisms. This invention can be used in conjunction with any of these or other
commonly used gene transfer methods.

Inducing Apoptosis in a Cancer Cell by Reducing Akt3 Actlvity Levels in Cells

In one embodiment, this invention provides methods of inducing apoptosis in a
melanoma tumor cell by contacting a cell with an agent that reduces Akt3 activity. Ina
preferred embodiment, the agent is a siRNA molecule.
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A siRNA polynucleotide is a RNA nucleic acid molecule that mediates the effact of
RNA interfarence, a post-transcriptional gene silencing mechanism. A siRNA
polynucleotide preferably comprises a double-stranded RNA (dsRNA) but is not intended
to be so limited and may comprise a single-stranded RNA (see, e.g., Martinez et al. Cell
110:563-74 (2002)). A siRNA polymucleotide may comprise other naturally occurring,
recombinant, or synthetic single-stranded or double-stranded polymers of nucleotides
(ribonucleotides or deoxyribonucleotides or a combination of both) and/or nucleotide
analogues as provided herein (e.g., an oligonucleotide or polymucleotide or the like,
typically in §' to 3' phosphodiester linkage). Accordingly it will be appreciated that certain
exemplary sequences disclosed herein as DNA sequences capable of directing the
transcription of an embodimeant of the subject invention siRINA polynucleotides are also
intended to describe the corresponding RNA sequences and their complements, given the
well established principles of complementary nucleotide base-pairing. A siRNA may be
transcribed using as a template a DNA (genomic, cDNA, or gynthetic) that contains a RNA
polymerase promoter, for example, a U6 promoter or the H1 RNA polymerase IIl promoter,
or the siRNA may be a synthetically derived RNA molecule. In certain embodiments the
subject invention siRNA polynucleotide may have blunt ends, that is, each nucleotide in
one strand of the duplex is perfectly complementary (o.g., by Watson-Crick base-pairing)
with a nucleotide of the opposite strand. In certain other embodiments, at least one strand
of the subject invention siRNA polynucleotide has at least one, and preferably two
nucleotides thet "overhang" (i.e., that do not base pair with a complementary base in the
opposing strand) at the 3' end of either strand, or preferably both strands, of the siRNA
polynucleotide. In certain other embodiments of the invention, each strand of the siRNA
polynucleotide duplex has a two-nucleotide overhang at the 3' end. The two-nucleotide
overhang is preferably a thymidine dinucleotide (TT) but may also comprise other bases,
for example, 2 TC dinucleotide or a TG dinucleotide, or any other dinucleotide. For a
discussion of 3' ends of siRNA polynucleotides see, e.g.,, WO 01/75164.

Preferred siRNA polynucleotides comprise double-stranded oligomeric nucleotides
of about 18-30 nucleotide base pairs, preferably about 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, or
27 base pairs, and in other preferred embodiments about 19, 20, 21, 22 or 23 base pairs, or
about 27 base pairs, whereby the use of "sbout" indicates, as described above, that in
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certain embodiments and under certain conditions the processive cleavage steps that may
give rise to functional siRNA polynucleotides that are capable of interfering with
expression of a selected polypeptide may not be absolutely efficient. Hence, siRNA
polynucleotides, for instance, of "about” 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, or 25 base pairs may
include one or more siRNA polynucleatide molecules that may differ (e.g., by nucleotide
insertion or deletion) in length by one, two, three or four base pairs, by way of non-limiting
theory as a consequence of variability in processing, in biosynthesis, or in artificial
synthesis. The contemplated siRNA polynucleotides of the present invention may also
comprise 2 polynucleotide sequence that exhibits variebility by differing (c.g., by
nucleotide substitution, including transition or transversion) at one, two, three or four
mucleotides from a particular sequence, the differences occurring at any of positions 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, or 19 of a particular siRNA polynucleotide
sequence, or at positions 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, or 27 of siRNA polynucleotides
depending on the length of the molecule, whether situated in a sense or in an antisense
strand of the double-stranded polynucleotide. The nucleotide substitution may be found
only in one strand, by way of example in the antisense strand, of a double-stranded
polynucleotide, and the complementary nucleotide with which the substitute nucleotide
would typically form hydrogen bond base pairing may not necessarily be correspondingly
subgtituted in the sense strand. In preferred embodiments, the siRNA polynucleotides are
homogencous with respect to a specific nucleotide sequence. As described herein, preferred
siRNA polymucleotides interfere with expression of the Akt3 polypeptide of the invention.
These polynucleotides may also find uses as probes or primers.

Polynucleotides that are siRNA polynucleotides of the present invention may in
certain embodiments be derived from a single-stranded polynucleotide that comprises a
single-stranded oligonucleotide fragment (e.g,, of about 18-30 nucleotides, which should be
understood to include any whole integer of nucleotides including and between 18 and 30)
and its reverse complement, typically separated by & spacer sequence. According to certain
such embodiments, cleavage of the spacer provides the single-stranded oligonucleotide
fragment and its reverse complement, such that they may anneal to form (optionally with
additional processing steps that may result in addition or removal of one, two, three or
more mcleotides from the 3' end and/or the 5' end of either or both strands) the double-
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stranded siRNA polynuc]eotide of the present invention. In certain embodiments the spacer
is of a length that permits the fragment and its reverse complement to anneal and form a
double-stranded structure (e.g., like a hairpin polymucleotide) prior to cleavage of the
spacer (and, optionally, subsequent processing ateps that may result in addition or removal
of one, twa, three, four, or more nucleotides from the 3' end and/or the 5* end of either or
both strands). A spacer sequence may therefore be any polynucleotide sequence as
provided herein that is situated between two complementary polynucleotide sequence
regions which, when annealed into a double-stranded nucleic acid, comprise a siRNA
polynucleotide. Preferably a spacer sequence comprises at least 4 nucleotides, although in
certain embodiments the spacer may comprise 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 or more
nucleotides. Examples of siRNA polynucleotides derived from a singie nucleotide strand
comprising two complementary mucleotide sequences separated by a spacer have been
described (e.g., 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)).

Polynucleotide variants may contain one or more substitutions, additions, deletions,
and/or insertions such that the activity of the siRNA polymucleotide is not substantially
diminished, as described above. The effect on the activity of the siRNA polynucleotide
may generally be assessed as described herein or using conventional methods. Variants
preferably exhibit at least about 75%, 78%, 80%, 85%, 87%, 88% or 89% identity and
more preferably at least about 90%, 92%, 95%, 96%, 97%, 98%, or 99% identity to a
portion of a polymucleotide sequence that encodes a native Aki3. The percent identity may
be readily determined by comparing sequences of the polynucleotides to the corresponding
portion of a full-length Akt3 polynucleotide such as those known to the art and cited
herein, using any method including using computer algorithms well known to those having
ordinary gkill in the art, such as Align or the BLAST algorithm (Altschul, J. Mol. Biol
219:555-565, 1991; Henikoff and Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915-10919,
1992), which is available at the NCBI website (see [onlinec] Internet:<URL:
http://www/ncbinim.nih.gov/cgi-bin/BLAST). Defanlt parameters may be used.
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Certain siRNA polymucleotide variants are substantially homologous to a portion of
a native PTP1B gene. Single-stranded nucleic acids derived (e.8., by thermal denaturation) -
from such polymucleotide variants are capable of hybridizing under moderately stringent
conditions to a naturally occurring DNA or RNA sequence encoding a native Akt3
polypeptide (or a complementary sequence). A polynucieotide that detectably hybridizes
under moderately siringent conditions may have a nucleotide sequence that includes at least
10 consecutive nucleotides, more preferably 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 or 30 consecutive nucleotides complementary to a particular
polynucleotide. In certain preferred embodiments such a sequence (or its complement) will
be unique to an Akt polypeptide for which interference with expression is desired, and in
certain other embodiments the sequence (or its complement) may be shared by Akt3 and
one or more Akt isoforms for which interference with polypeptide expression is degired, In
certain preferred embodiments such a sequence (or its complement) will be unique to a B-
Raf polypeptide for which interference with expression is desired, and in certain other
embodiments the sequence (or its complement) may be shared by B-Raf and one or more
Raf isoforms for which interference with polypeptide expression is desired.

Suitable moderately stringent conditions include, for example, pre-washing in a
solution of 5x SSC, 0.5% SDS, 1.0 mM EDTA (pH 8.0); hybridizing at 50° C-70° C, 5x
SSC for 1-16 hours (e.g., overnight); followed by washing once or twice at 22-65° C for
20-40 minutes with one or more each of 2x, 0.5x and 0.2x SSC containing 0.05-0.1% SDS.
For additional stringency, conditions may include a wash in 0.1x SSC and 0.1% SDS at 50-
60° C for 15-40 minutes. As known to those having ordinary skill in the art, variationa in
stringency of hybridization conditions may be achieved by altering the time, temperature,
and/or concentration of the solutions used for pre-hybridization, hybridization, and wash
steps. Suitable conditions may also depend in part on the particular nucleotide sequences of
the probe used, and of the blotted, proband nucleic acid sample. Accordingly, it will be
appreciated that suitably stringent conditions can be readily selected without undue
experimentation when a desired selectivity of the probe is identified, based on its ability to
hybridize to one or more certain proband sequences while not hybridizing to certain other
proband sequences.
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Sequence specific iIRNA polynucleotides of the present invention may be designed
using one or more of several criteria. For example, to design a siRNA polynucleotide that
has 19 consecutive nucleotides identical to a sequence encoding a polypeptide of interest
(e.g., Akt and other polypeptides described herein), the open reading frame of the
polynucleotide sequence may be scanned for 21-base sequences that have one or more of
the following characteristics: (1) an A+T/GHC ratio of approximately 1:1 but no greater
than 2:1 or 1:2; (2) an AA dinucleotide or a CA dinucleotide at the 5' end; (3) an internal
hairp_in loop melting temperature less than 55° C; (4) a homodimer melting temperature of
less than 37° C (melting temperature calculations as described in (3) and (4) can be
determined using computer software known to those skilled in the art); (5) a sequence of at
least 16 consecutive nucleotides not identified as being present in any other known
polynucleotide sequence (such an evaluation can be readily determined using computer
programs available to a skilled artisan such as BLAST to search publicly available
databases). Alternatively, a siRNA polynculeotide sequence may be designed and chosen
using a computer sofiware available commercially from various vendors (e.g.,
OligoEngine.TM. (Seattle, Wagh.); Dharmacon, Inc. (Lafayette, Colo.); Ambion Inc.
(Austin, Tex.); and QIAGEN, Inc. (Valencia, Celif’)). (See also Elbashir et al., Genes &
Development 15:188-200 (2000); Elbashir et al., Nature 411:494-98 (2001); and {online]
Internet:URL<htip://www.mp- ibpc.gwdg.de/abteilungen/100/105/Tuschl_ MIV2(3).sub.~
2002.p df.) The siRNA polynucleotides may then be tested for their ability to interfere with
the expression of the target polypeptide according to methods known in the art and
described herein. The determination of the effectiveness of an RNA polynucleotide
includes not only consideration of its ability to interfere with polypeptide expression but
also includes consideration of whether the siRNA polynucleotide manifests undesirably
toxic effects, for example, apoptosis of a cell for which cell death is not a desired effect of
RNA interference (e.g., interference of Akt3 expression in a cell).

Persons having ordinary skill in the art will also readily appreciate that as a result of
the degeneracy of the genetic code, many nuclectide sequences may encode a polypeptide
as described herein. That is, an amino acid may be encoded by one of several diffarent
codons and a person skilled in the art can readily determine that while one particular
nucleotide sequence may differ from another (which may be determined by alignment
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methods disclosed herein and known in the art), the mey encode polypeptides
with identical amino acid sequences. By way of example, the amino acid leucine in a
polypeptide may be encoded by one of six different codons (TTA, TTG, CTT, CTC, CTA,’
and CTG) as can serine (TCT, TCC, TCA, TCG, AGT, and AGC). Other amino acids, such
as proline, alanine, and valine, for example, may be encoded by any one of four different
codons (CCT, CCC, CCA, CCG for proline; GCT, GCC, GCA, GCG for alanine; and
GTT, GTC, GTA, GTG for valine). Some of these polynucleotides bear minimal homology
to the nucleotide sequence of any native gene. Nonetheless, polynucleotides that vary due
to differences in codon usage are specifically contemplated by the present invention.

Polynucleotides, including target polynucleotides (e.g., polynucleotides capable of
encoding a target polypeptide of interest), may be prepared using any of a variety of
techniques, which will be useful for the preparation of specifically desired siRNA
polynucleotides and for the identification and selection of desirable sequences to be used in
siIRNA polynucleotides. For example, a polynucleotide may be amplified from cDNA
prepared from a suitable cell or tissue type. Such polynucleotides may be amplified via
polymerase chain reaction (PCR). For this approach, sequence-specific primers may be
designed based on the sequences provided herein and may be purchased or synthesized. An
amplified portion may be used to isolate a full-length gene, or & desired portion thereof,
from a suitable library (e.g., human melanoma t;.DNA) using well known techniques.
Within such techniques, a library (cDNA or genomic) is screened using one or more
polynucleotide probes or primers suiteble for amplification. Preferably, a library is size-
sclected to include larger molecules. Random primed libraries may also be preferred for
identifying 5' and upstream regions of genes. Genomic libraries are preferred for obtaining
introns and extending 5' sequences. Suitable sequences for a siRNA polynucleotide
contemplated by the present invention may also be selected from a library of siRNA
polynucleotids sequences.

For hybridization techniques, a parlial sequence may be labeled (¢.g., by nick-
translation or end-labeling with *P) using well known techniques. A bacterial or
bacteriophage library may then be screened by hybridizing filters containing denatured
bacterial colonies (or lawns containing phage plaques) with the labeled probe (see, ..,
Sambrook ot al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
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Laboratories, Cold Spring Harbor, N.Y., 2001). Hybridizing colonies or plaques are
selectad and expanded, and the DNA is isolated for further analysis. Clones may be
analyzed to determine the amount of additional sequence by, for example, PCR using a
primer from the partial sequence and a primer from the vector. Restriction maps and partial
sequences may be generated to identify one or more overiapping clones. A full-length
c¢DNA molecule can be generated by ligating suitable fragments, using well known
techniques,

Alternatively, numerous amplification techniques are known in the art for obtaining
a full-length coding sequence from a partial cDNA sequence. Within such techniques,
amplification is gencrally performed via PCR. One such technique is known as "rapid
amplification of cDNA ends" or RACE. This technigue involves the use of an internal
primer and an extemal primer, which hybridizes to a polyA region or vector sequence, to
identify sequences that are 5' and 3' of a known sequence. Any of a variety of commercially
available kits may be used to perform the amplification step. Primers may be designed
using, for example, software well known in the art. Primers (or oligonucleotides for other
uses contemplated herein, including, for example, probes and antisense oligonucleotides)
are preferably 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31 or 32
nucleotides in length, have a GC content of at least 40% and anneal to the target sequence
at temperatures of about 54° C to 72° C. The amplified region may be sequenced as
described above, and overlapping sequences assembled into a contiguous sequence. Certain
oligonucleotides contemplated by the present invention may, for some preferred
embodiments, have lengths of 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33-
35, 3540, 41-45, 46-50, 56-60, 61-70, 71-80, 81-90 or more nucleotides,

Nucleotide sequences as described berein may be joined to a variety of other
nucleotide sequences using established recombinant DNA techniques. For example, a
polynucleotide may be cloned into any of a variety of cloning vectors, including plasmids,
phagemids, lambda phage derivatives, and cosmids. Vectors of particular interest include
expression vectors, replication vectors, probe generation vectors, and sequencing vectors.
In general, a suitable vector contains an origin of replication fimctional in at least one
organism, convenient restriction endonuclense sites, and one or more selectable markers.
(See, e.g., WO 01/96584; WO 01/29058; U.S. Pat. No. 6,326,193; U.S. 2002/0007051).
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Other clements will depend upon the desired use, and wifl be apperent to those having .
ordinary skill in the art. For example, the invention contemplates the use of sSiIRNA
polynucleotide saquences in the preparation of recombinant nucleic acid constructs
including vectors for interfering with the expression of a desired target polypeptide such as
a Aki3 or B-Raf polypeptide in vivo; the invention also contemplates the generation of
siRNA transgenic or "knock-out” animalg and cells (e.g., colls, cell clones, lines or
lineages, or organisms in which expression of one or more desired polypeptides (e.g., a
target polypeptide) is fully or partially compromised). An siRNA polynucleotide that is
capable of interfering with expression of a desired polypeptide (e.g,, a target polypeptide)
as provided herein thus includes any giRNA polynucleotide that, when contacted with a
subject or biological source as provided herein under conditions and for a time sufficient
for target polypeptide expression to take place in the absence of the siRNA polynucleotide,
results in a statistically significant decrease (alternatively referred to as "knockdown" of
expression) in the level of target polypeptide expression that can be detected. Preferably the
decreaso is greater than 10%, more preferably greater than 20%, more preferably greater
than 30%, more preferably greater than 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%
or 98% relative to the expresgion level of the polypeptide detected in the absence of the
siRNA, using conventional methods for determining polypeptids expression as known to
the art and provided herein. Preferably, the presence of the siRNA polynucleotide in a cell
does not result in or cause any undesired toxic effects, for example, apoptosis or death of a
cell in which apoptosis is not a desired effect of RNA interference.

Exemplary 19mer sequences for the Akt3 siRNA a5 disclosed herein are to human
Akt3 (NM_005465): Akt3 duplex 2:CUAUCUACAUUCCGGAAAG; Aki3 duplex
4;GAAUUUACAGCUCAGACUA; and Akt3 duplex 5:CAGCUCAGACUAUUACAAU,

Exemplary 25mer sequences for the Akt3 siRINA as disclosed herein are as follows:

Primer Name Sequence

Akt3#2 Sense CUUGGACUAUCUACAUUCCGGAAAG
Akt3#2 Antisense CUUUCCGGAAUGUAGAUAGUCCAAG
Akt3##4 Sense GAUGAAGAAUUUACAGCUCAGACUA
Akt3#4 Antisense UAGUCUGAGCUGUAAAUUCUUCAUC
Akt3#5 Sense AAUUUACAGCUCAGACUAUUACAAU
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Akt3#5 Antisense AUUGUAAUAGUCUGAGCUGUAAAUU

Exemplary 25mer sequences for the B-Raf siRNA as disclosed herein are to human
Mutant B-Raf: 5° GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3' and to human wild-type
B-Raf 5’ §' GGACAAAGAAUUGGAUCUGGAUCAU 3°.

The present invention also relates to use of a viral-mediated strategy that result in
gilencing of a targeted gene, PTEN, via siRNA. Use of this strategy results in markedly
diminished expression of PTEN, thereby leading to an increase in total phosphorylated Akt
This viral-mediated strategy is useful in identifying the mechanism underlying Akt3
deregulation in melanomas in order to model biological proceases or to provide therapy for
this cancer.

The present invention also relates to vectors and to constructs that include or
encode siRNA polymucleotides of the present invention, and in particular to "recombinant
nucleic acid constructs™ that include any nucleic acid such as a DNA polynucleotide
segment that may be transcribed to yield Akt3 polynucleotide-specific siRNA
polynucleotides according to the invention as provided above; to host cells which are
genetically engineered with vectors and/or constructs of the invention and to the production

.of siRNA polynucleotides, polypeptides, and/or fusion proteins of the invention, or

fragments or variants thereof, by recombinant techniques. SiRNA sequences disclosed
herein as RNA polynucleotides may be engineered to produce correaponding DNA
sequences using well-established methodologies such as those described herein. Thus, for
examples, a DNA polynucleotide may be generated from any siRNA sequence described
herein, such that the present siRNA sequences will be recognized as also providing
corresponding DNA polynucleotides (and their complements). These DNA polynucleotides
are therefore encompassed within the contemplated invention, for example, o be
incorporated into the subject invention recombinant nucleic acid constructs from which
siRNA may be transcribed.

In an another embodiment, the agent is a siRNA molecule wherein the siRNA
molecule comprises a polynucleotide having a sequence of 5°
GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3’ or the complement thereof. In yet another
embodiment, the agent is 2 siRNA molecule wherein the siRNA molecule comprises a
polynucleotide having a sequence of 5' CUAUCUACAUUCCGGAAAG 3', or the
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complement thereof. In yst another embodiment, the agent if & siRNA molecule wherein
the siRNA molecule comprises 8 polymcleotide having a sequence of 5'
GAAUUUACAGCUCAGACUA 3, or the complement thereof In still another
embodiment, the agent is 8 sIRNA molecule wherein the siRNA molecule comprises a
polynucleotide having a sequence of 5' CAGCUCAGACUAUUACAAU 3', or the
complement thereof. In another embodiment, the agent is a iIRNA molecule wherein the
siRNA molecule comprises a polynucieotide having a sequence of §'
CUUGGACUAUCUACAUUCCGGAAAG 3', or the complement thereof, In still another
embodiment, the agent is a sSiRNA molecule wherein the siRNA molecule comprises a
polynucleotide having a sequence of 5' CUUUCCGGAAUGUAGAUAGUCCAAG 3', or
the complement thereof. In still another embodiment, the agent is a siRNA molecule
wherein the siRNA molecule comprises a polynuclectide having a sequence of 5'
GAUGAAGAAUUUACAGCUCAGACUA 3, or the complement thereof, In still another
embodiment, the agent is a 5iIRNA molecule wherein the siRNA molecule comprises a
polynucleotide having a sequence of 5' UAGUCUGAGCUGUAAAUUCUUCAUC 3', or
the complement thereof. In still another embodiment, the agent is a siRNA molecule
wherein the siRNA molecule comprises a polynucleotide having a sequence of §'
AAUUUACAGCUCAGACUAUUACAAU 3', or the complement thereof. In still another
embodiment, the agent is a siRNA molecule wherein the siRNA molecule comprises a
polynucleotide having a sequence of 5' AUUGUAAUAGUCUGAGCUGUAAAUU 3, or
the complement thereof, In a preferred embodiment, the agent contacts & cell using any of
the well known procedures for introducing foreign nucleotide sequences into host cells.
These include but are not limited to a liposome, a nanoliposome, a ceramide-containing
nanoliposome, a proteoliposome, a nanoparticulate, -a calcium phosphor-silicate
nanoparticulats, a calcium phosphate nanoparticulate, a silicon dioxide nanoparticulate, a
nanocrystaline particulate, a semiconductor nanoparticulate, a nanodendrimer, a virus,
calcium phosphate nucleotide mediated nucleotide delivery, poly (D-arginine),
electroporation, and microinjection. The use of nanoliposome, a nanoparticulate, a
nanodendrimer for delivery of agents to a cell are demonstrated in Figures 5-11 and further
described in Application Serial No. 10/835,520, filed on April 26, 2004, herein
incorporated by reference.
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Antisense Polynucleotides

In another embodiment, the agent is an antisense polynucleotide.

Specifically contemplated embodiments relate to the downregulation of Akt3
activity by the use of antisense polynucleotides, i.e., a nucleic acid complomentary to, and
which can preferably hybridize specifically to a coding mRNA nucleic acid sequence, e.g,,
Akt3 mRNA or a subsequence thereof Binding of the antisense nucleotide to the Akt3
mRNA reduces the translation and/or stability of the Akt3 or B-Raf mRNA.

In the context of the invention, antisense polynucleotides can comprise naturally-
occurring nucleotides, or synthetic species formed from naturally-occurring subunits or
their close homologs. Antisense polynucleotides can also have altered sugar moieties or
inter-sugar linkages. Exemplary among these are the phosphorothioate and other sulfur
containing species which are well known for use in the art. All such analogs are
comprehended by this invention so long as they function effectively to hybridize Akt3 or
B-Raf mRNA. For a general review see, o.g., Jack Cohen, Oligodeoxynucleotides,
Antisense Inhibitors of Gene Expression, CRC Press, 1989; and Synthesis 1:1-5 (1988).
Antagonists

The present also contemplaics an embodiment where the agent that reduces Akt3
activity is an antisense polynucleotide. The invention also pertains to variants of the Akt3
proteins that function as Akt3 antagonists. Variants of the Akt3 protein can be generated by
mutagenesis (o.g., discrete point mutation or truncation of the Akt3 protein). An antagonist
of the Akt3 protein can inhibit one or more of the activities of the naturally occurring form
of the Akt3 protein by, for example, competitively binding to a downstream or upstream
member of a cellular signaling cascade which includes the Akt3 protein. Thus, specific
biological effects can be elicited by treatment with a variant of limited function. The
present invention contemplates treatment of a subject with a variant having a subset of the
biological activities of the naturally occurring form of the protein has fewer side effects in a
subject relative to treatment with the naturally occurring form of the Akt3 proteins,

Variants of the Akt3 protein that function as Akt3 antagonists can be identified by
screening combinatorial libraries of mutants (e.g., truncation mutants) of the Akt3 proteins
for Akt3 antagonist activity. The present invention contemplates a variegated library of
Akt3 variants is gencrated by combinatorial mutagenesis at the nucleic acid level and is
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encoded by a variegated geno library. A variegated library of Akt3 can be produced
by, for example, enzymatically ligating & mixture of synthetic oligonucleotides into gene
sequences such that a degencrate set of potential Akt3 sequences is expressible as _
individual polypeptides, or alternatively, as a set of larger fusion proteins (e.g., for phage
display) containing the set of Akt3 sequences therein. There are a variety of methods which .
can be used to produce libraries of potential Akt3 variants from a degenerate
oligonucleotide sequence. Chemical synthesis of a degenerate gene sequence can be
performed in an automatic DNA synthesizer, and the synthetic gene then ligated into an
appropriate expression vector. Use of a degenerate set of genes allows for the provision, in
one mixture, of all of the sequences encoding the desired set of potential Akt3 sequences.
Methods for synthesizing degenarate oligonucieotides are well-known within the art. See,
e.g., Narang, 1983, Tetrahedron 39: 3; Itakurs, et al., 1984. Annu. Rev. Biochem. 53: 323;
Ttakura, et al., 1984. Science 198: 1056; Ike, et al., 1983. Nucl Acids Res. 11: 477.
Ribozymes

In yet another embodiment, the agent is a ribozyme. A ribozyme can be used to
target and inhibit transcription of Akt3. A ribozyme is an RNA molecule that catalytically
cleaves other RNA molecules. Different kinds of ribozymes have been described,
including group I ribozymes, hammerhead ribozymes, hairpin ribozymes, RNAase P, and
axhead ribozymes (see, e.g., Castanotto et al. 1994, Adv. In Pharmacology 25:289-317 for
a general review of the properties of ribozymes).

The general features of hairpin ribozymes are deacribed, e.g., in Hampel et al.,
1990, Nucl. Acids Res., 18:299-304; Hampel et al., 1990, European Patent Publication No.
0 360 257; U.S. Pat. No. 5,254,678, Methods of prepering are well known to those of gkill
in the art (see, ¢.g., Wong-Staal et al.,, WO 94/26877; Ojwang et al., 1993, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 90:6340-6344; Yamada et al., 1994, Human Gens Therapy 1:39-45;
Leavitt et al., 1995, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92:699-703; Leaviit et al., 1994, Human
Gene Therapy 5:1151-120; and Yamada et al., 1994, Virology 205:121-126).
Inhibitors of Akt3 Polypeptide Actlvity

In yet another smbodiment, Akt3 activity is decreased by sgent that is an inhibitor
of the Akt3 polypeptide. This can be accomplished in any of a number of ways, including
by providing a dominant negative Aki3 polypeptide, e.g., a form of Akt3 that itself has no
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activity and which, when present in the same cell as a functional Akt3, reduces or
eliminates the Akt3 activity of the functional Akt3, Design of dominant negative forms is
well known to those of skill and is described, e.g., m Herskowitz, 1987, Nature, 329:219-
22. Also, inactive polypeptide variants (muteins) can be used, ¢.g., by screening for the
ability to inhibit Akt3 activity. Methods of making muteins are well known to those of skill
(seo, e.8., U.S. Pat. Nos. 5,486,463, 5,422,260, 5,116,943, 4,752,585, 4,518,504). In
addition, any small molecule, e.g., any peptide, amino acid, nucleotide, lipid, carbohydrate,
or any other organic or inorganic molecule can be screened for the ability to bind to or
inhibit Akt3 activity.

Peptides

In yet another embodiment, the agent, a peptide corresponding to the contiguous
amino acid sequences of the pleckstrin homology domain, or the catalytic or the regulatory
domain of Akt3, will decrease Akt 3 activity. With out wishing to be bound by this theory,
the peptide is contemplated to act as a pseudosubstrate or a competitive inhibitor, thereby
inhibiting Akt3 activity. In another embodiment, the peptide acts as a psendosubstrate for
the Akt3 catalytic or regnlatory (tail) domain. In yet another embodiment, the peptide acts
as a competitive inhibitor for the catalytic domain of Akt3. The inventors also contemplate
that the peptide acts as a competitive inhibitor for the pleckstrin homology domain of Akt3.
In yet another embodiment, peptide acts as a competitive inhibitor for the regulatory
domain of Akt3. One of skill in the art can readily design and determine whether a peptide
decreases the activity of Akt3. Obata T et al. J Biol Chem. 275(46):36108-15 (2000), Niv
MY et al. J Biol Chem. 279(2):1242-55. Epub 2003 (2004), Luo Y et al. Biochemistry.
43(5):1254-63 (2004).

For example, cells are incubated with the peptide under conditions suitable for
assessing activity of Akt3. The activity of the Akt3 is assessed end compared with a
suitable control, e.g., the activity of the same cells incubated under the same conditions in
the absence of the peptide or a scrambled peptide, using Western blot analysis with an
antibody recognizing threonine 305 or serine 472. Antibodies recognizing Aki3 are
available from a number of sources, inclhuding Stratagene (La Jolla, CA) and IGeneX, Inc.
(Palo Alto) to name a few, Alternatively, Akt3 activity could be assessed by
mmunoprecipitating Akt3 and using the immunoprecipitate in an in vitro kinase assay in
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which Crosstide, a synthetic peptide substrate for Akt3 avhilable from Discover Rx
Corporation, Fremont, CA, is phosphorylated by Akt3 to estimate activity. A greater or
lesser activity of phosphorylation compared with the control indicates that the test peptide
decreases the activity of said Akt3.

A peptide comprises sbout 5 to 30 amino acid residues in length, preferably
between 10 and 20 amino acids in length. Peptide sequences of the present invention may
be synthesized by solid phase peptide synthesis (e.g., BOC or FMOC) method, by solution
phase synthesis, or by other suiteble techniques including combinations of the foregoing
methods. The BOC and FMOC methods, which are established and widely used, are
described in Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 88:2149 (1963); Meienhofer, Hormonal
Proteins and Peptides, C. H. Li, Ed., Academic Press, 1983, pp. 48-267; and Barany and
Merrifield, in The Peptides, E. Gross and J. Meienhofer, Eds., Academic Press, New York,
1980, pp. 3-285. Methods of solid phase peptide synthesis are described in 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)). The teachinga of these
references are incorporated herein by reference.

Small Molecules

The present also contemplates an embodiment where the agent that reduces Aki3
activity is a small molecule. Small molecules can also be used to rogulate, for example, the
function of the disclosed kinase, kinase receptors, molecules that interact with kinase
receptors, and molecules in the signaling pathways of the kinase receptors. Those of skill
in the art understand how to generate small molecules of this type, and exemplary libraries
and methods for isolating small molecule regulators. The "small molecules”, as usad
herein preferably binds to Akt3 and/or B-Raf and inhibits at least one of its functions.
Modulators and Binding Compounds

The compounds tested as modulators of en Akt3 and/or B-Raf protein can be any
small chemical compound, or a biological entity, such as a protein, sugar, mucleic acid or
lipid. Typically, test compounds will be small chemical molecules and peptides. Essentially
any chemical compound can be used as a potential modulator or binding compound in the
assays of the invention, although most often compounds can be dissolved in aqueous or
organic (especially DMSO-based) solutions. The assays are designed to screen large
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chemical libraries by automating tho assay steps and providing compounds from any
convenient source to assays, which are typically run in parallel (e.g., in microtiter formats
on microtiter plates in robotic assays). It will be appreciated that there are many suppliers
of chemical compounds, including Sigma (St. Louis, Mo.), Aldrich (St. Louis, Mo.),
Sigma-Aldrich (St. Louis, Mo.), Fluka Chemika-Biochemica Analytika (Buchs,
Switzerland) and the like.

This invention contemplates high throughput screening methods involve providing
a combinatorial chemical or peptide library containing a large number of potential
therapeutic compounds (potential modulator or binding compounds). Such "combinatorial
chemical libraries" are then screened in one or more assays, as described herein, to identify
those library members (particular chemical species or subclasses) that display a desired
characteristic activity. The compounds thus identified can serve as conventional "lead
compounds” or can themselves be used as potential or actual therapeutics.

A combinatorial chemical library is a collection of diverse chemical compounds
generated by either chemical synthesis or biological synthesis, by combining a number of
chemical "building blocks" such as reagents. For example, a linear combinatorial chemical
library such as a polypeptide library is formed by combining a set of chemical building
blocks (amino acids) in every possible way for a given compound length (i.e., the number
of amino acids in a polypeptide compound). Millions of chemical compounds can be
synthesized through such combinatorial mixing of chemical building blocks.

Preparation and screening of combinatorial chemical libraries is well known to
those of gkill in the art. Such combinatorial chemical libraries include, but are not limited
to, peptide libraries (see, e.g., U.S. Pat. No. 5,010,175, Furka, 1991, Int. J. Pept. Prot. Res.
37:487-493 and Houghton et al., 1991, Nature 354:84-88). Other chemistries for generating
chemical diversity libraries can also be used. Such chemistries include, but are not limited
to: peptoids (e.g., PCT Publication No. WO 91/19735), encoded peptides (e.g., PCT
Publication No. WO 93/20242), random bic-oligomers (e.g, PCT Publication No. WO
92/00091), benzodiazepines (e.g., U.S. Pat. No. 5,288,514), diversomers such as
hydantoins, benzodiazepines and dipeptides (Hobbs et al., 1993, Proc. Nat. Acad. Sci. USA
90:6909-6913), vinylogous polypeptides (Hagihara et al., 1992, J. Amer. Chem. Soc.
114:6568), nonpeptidal peptidomimetics with glucose scaffolding (Hirschmann et al.,
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1992, J. Amer. Chem. Soc. 114:9217-9218), analogous of small
compound libraries (Chen et al., 1994, J. Amer. Chem, Soc. 116:2661), oligocarbamates
(Cho et al., 1993, Science 261:1303), and/or peptidy! phosphonates (Campbell et al., 1994,
J. Org. Chem. 59:658), nucleic acid libraries (see Ausubel, Berger and Sambrook, all
supra), peptide nucleic acid libraries (see, e.g., U.S. Pat. No. 5,539,083), antibody librariea
(sce, 0.g., Vaughn et al., 1996, Nature Biotechnology, 14:309-314 and PCT/US96/10287),
carbohydrate libraries (see, e.g., Liang et al., 1996, Science, 274:1520-1522 and U.S. Pat.
No. 5,593,853), smell organic molecule libraries (see, e.§., benzodiazepines, Baum, 1993,
C&EN, January 18, page 33; isoprenoids, U.S. Pat. No. 5,569,588, thiazolidinones and
metathiazanones, U.S. Pat. No. 5,549,974; pyrrolidines, U.S. Pat. Nos. 5,525,735 and
5,519,134; morpholino compounds, U.S. Pat. No. 5,506,337, benzodiazepines, U.S. Pat.
No. 5,288,514, and the like).

Devices for the preparation of combinatorial libraries are commercially available
(sce, &.g., 357 MPS, 390 MPS, Advanced Chemn Tech, Louisville Ky., Symphony, Rainin,
Woburn, Mass., 433A Applied Biosystems, Foster City, Calif., 2050 Plus, Millipore,
Bedford, Mass.). In addition, numerous combinatorial libraries are themsolves
commercially available (see, e.g., ComGenex, Princeton, N.J., Tripos, Inc., St. Louis, Mo.,
3D Pharmaceuticals, Exton, Pa., Martek Biosciences, Columbia, Md., etc.). *
Chemotherapeutic agents

In another embodiment, apoptosis is induced by decreasing Akt3 activity in
conjunction with chemotherapeutic agents. As used herein, chemothorapy includes
treatment with a single chemotherapeutic agent or with a combination of agents,
Chemotherapentic agents that may be used with the invention include, but are not limited
to, alkylating agents, antimetabolites, antibiotics, natural or plant derived products,
hormones and steroids (including synthetic analogs), and platinum drugs as described in
Socngas MS, Lowe SW. Apoptosis and Melanoma Chemoresistance. Oncogene. 2003
May 19;22(20):3138-51. Bxamples of agents within these classes are given below.
Alkylating agents include, but are not limited to, for example nitrosoureas, nitrogen
mustard, and triazenes. Nitrosoureas include, but are not limited to, for example
carmustine, lomustine, and semustine. Nitrogen mustard, include but are not limited to,
for example cyclophosphomide. Triszenes, include, but are not limited to, for example
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' dacarbazine, and temozolomide. The FDA has approved dacarbazine for use in the

treatment of melanoma. Antimetabolites include but are not limited to folic acid
antagonists, pyrimidine analogs, purine analogs and adenosine deaminase inhibitors:
methotrexate, 5-fluorouracil, floxuridine, cytarabine, 6-mercaptopurine, 6-thioguanine,
fludarebine phosphate, pentostatine, and gemcitabine. Antibiotics that may be used with
the present invention, include, but not Limited to, for example anthracyclines. Examples of
anthracyclines, include but are not limited to doxorubicin (adriamycin). Natural or plant
derived products that may be used with the present invention, include, but are not limited
to, for example vinca alkaloids, epipodophyllotoxins, taxanes. Examples of vinca alkaloids
include but are not limited to for example, vincristine, and vinblastine. Examples of
epipodophyllotoxins include but are not limited to for example etopside. Taxanes, include
but are not limited to for example, taxol, paclitaxel, and docetaxel. Hormonal analogs and
steroids that may be used with the present invention, include, but are not limited to, for 6
example, antiestrogen, 17.alpha.-Ethinylestradiol, diethylstilbestrol, testosterone,
prednisoné, fluoxymesterone, dromostanolone propionate, testolactone, megestrolacetate,
tamoxifen, methylpredmeolone, methyltestosterone, prednisolone, triamcinolone,
chlorotrianisene, hydroxyprogesterone, aminoglutethimide, estramustine,
medroxyprogesteroneacetate, leuprolide, flutamide, toremifene, zoladex. Platinum drugs
that may be used with the present invention, includs, but are not limited to, for example,
cisplatin, carboplatin, hydroxyurea, amsacrine, procarbazine, mitotane, mitoxantrone,
levamisole, and hexamethyhmelamine.

Methods for the safe and effective administration of most of these
chamotherapeutic agents are known to those skilled in the art. In addition, their
administration is described in the standard litersture. For exemple, the administration of (4
many of the chemotherapeutic agents is described in the "Physicians' Desk Reference”
(PDR), ¢.g., 1996 edition (Medical Economicg Company, Montvale, N.J. 07645-1742,
USA); the disclosure of which is incorporated herein by reference thereto.

Irradiation

Trradiation can optionally be added to treatment regimens of the present invention.
The term "bradiation”™ as used herein, has its conventional meaning and is only limited to
the extent that the X-irradiation have sufficient energy to penetrate the body and be capable
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of inducing the releass of tumor-specific antigens in vivo. imal radiation intensity
for damaging a particular type of tumor ia known to one of ordinary skill in the art.
Apoptosis

One of skill in the art would know how to detect and/or measure apoptosis using a
variety of methods, e.g., using the propidium iodide flow cytometry assay described in
Dengler ¢t al., (1995) Anticancer Drugs. 6:522-32, or by the in situ terminal
deoxynucleotidyl transferase and nick transiation assay (TUNEL analysis) described in
Gorczyca, (1993) Cancer Res 53:1945-51.

Treating a Melanoma Tumor

The present invention is based in part on the Inventors' observations showing that
Akt3 regulates apoptosis and Y*°°B-Raf regulates growth and vascular development. This
is a significant discovery since it identifies for the first time an effective combined targeted
therapeutic for melanoma. As discussed infra, reducing Aki3 activity will increase the
sengitivity of melanoma cells to apoptosis; therefore, agents that act through apoptosis such
as conventional chemotherapeutics are more effective when Aki3 activity is reduced in
melanoma cells. In one embodiment, the present invention provides a method for treating a
melanoma tumor in 8 mammel comprising: administering to a tumor in 8 mammal an
effective amount of an agent that reduces V599E B-Raf activity; and administering to a
tumor in a mammal an effective amount of an agent that reduces Akt3 activity, thereby
reducing the size of a tumor.

In a preferred embodiment, the agent for reducing Akt3 activity is a 5iRNA
molecule. In an another embodiment, the agent is a siRNA molecule wherein the siRNA
molecule that reduces Akt 3 activity comprises a polynucleotide having a sequence of 5°
GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3, 5' CUAUCUACAUUCCGGAAAG 3, §'
GAAUUUACAGCUCAGACUA 3', 5' CAGCUCAGACUAUUACAAU 3,
5'CUUGGACUAUCUACAUUCCGGAAAG 3,
5'CUUUCCGGAAUGUAGAUAGUCCAAG 3,
5'"GAUGAAGAAUUUACAGCUCAGACUA 3,
5UAGUCUGAGCUGUAAAUUCUUCAUC 3!,
S'AAUUUACAGCUCAGACUAUUACAALU 3,
SAUUGUAAUAGUCUGAGCUGUAAAUU 3, or the complements thereof.
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In one embodiment, the agent for reducing B-Raf activity is a siRNA molecule. In
a preferred embodiment, the agent is a siRNA molecule wherein the siRNA molecuie that
reduces B-Raf activity comprises a polynucleotide having a sequence of §'
GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3', and/or §'
GGACAAAGAAUUGGAUCUGGAUCAU 3.,

In a preferred embodiment, the agent that reduces Akt3 contacts a cell using any of
the well known procedures for introducing foreign nucleotide sequences into host cells.
These include a liposoms, a nanoliposome, a ceramide-containing nanoliposcme, a
proteoliposome, a nanoparticulate, a calcium phosphor-silicate nanoparticulate, a calcium
phosphate nanoparticulate, a silicon dioxide nanoparticulate, a nanocrystaline particulate, a
semiconductor nanoperticulate, a nanodendrimer, a virus, calcium phosphate mediated
nucleotide delivery, poly(D-arginine), electroporation, and microinjection. The use of a
nanoliposome, a nanoparticulate, a nanodendrimer for delivery of agents to a cell are
demonstrated in Figures 5-11 and further described in Patent Application Serial No.
10/835,520, filed on April 26, 2004, herein incorporated by reference.

In a preferred embodiment, the agent that reduces B-Raf activity contacts a cell
using any of the well known procedures for introducing foreign nucleotide sequences into
host cells. These include a liposome, & nanoliposome, a ceramide-containing
nanoliposome, a proteoliposome, a nanoparticulate, a calcium phosphor-silicate
nanoparticulate, a calcium phosphate nanoparticulate, a gilicon dioxide nanoparticulate, a
nanocrystaline particulate, a semiconductor nanoparticulate, a nanodendrimer, a virus,
calcium phosphate mediated nucleotide delivery, poly(D-arginine), electroporation, and
microinjection. The use of a nanoliposome, a nanoparticulate, a nanodendrimer for
delivery of agents to a cell are demonsirated in Figures 5-11 and further described in Patent
Application Serial No. 10/835,520, filed on April 26, 2004, herein incorporated by
reference.

In a preferred embodiment, the present invention provides a method for the use of
nano technology &s the strategy to administer multiple agents to inhibit melanoma tumor
development and increase or induce apoptosis. Combinations of Akt3 peptide; Akt 3
siRNA, V599E B-Raf siRNA, Paclitaxel, Carboplatin, Carmustine, Dacarbazine, or
Vinblastine are simultaneously loaded into non-toxic liposomes. These liposomes
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effectively doliver this cargo into melanoma cells growing} ture. This is the first
demonstration of simultaneous delivery of different therspeutics into cancer cells using a
single delivery agent. Liposomes carrying combination therapeutic agents would trave! in
the bloodstream and enter the tumor vasculature to be taken up by exposed melanoma cells.
This results in targeted killing of melanoma cells in tumors leading to regression of the
tamor, The clinical utility of this approach is for delivering combination therapeutics into
tumors. Covalently linking anti-CD63 antibody to the pegalation segment extending from
the liposome will leads to preferential uptake by melanoma cells. Thus, stromal tissue
takes up little or none of the liposome demonstrating targsted delivery of the liposome.
The immuno liposome can enhance uptake into melanoma tumor cells versus control
stromal tissue.

In another embodiment, the agent that reduces Akt 3 activity is an antisense
polynuclectide. In one embodiment, the agent that reduces B-Raf activity is an antisense
polynucleotide,

In yet another embodiment, the agent that reduces Akt 3 activity is a ribozyme. In
still another embodiment, the agent that reduces B-Raf activity is a ribozyme. Ribozymes
can be used to target and inhibit tranacription of Akt3, B-Raf or both.

In yet another embodiment, Akt3 activity ia decreased by agent that is an inhibitor
of the Akt3 polypeptide. This can be accomplished in any of a number of ways, including
by providing a dominant negative Akt3 polypeptids, e.g., a form of Akt3 that itself hes no
activity and which, when present in the same cell as a functional Akt3, reduces or
eliminates the Akt3 activity of the functional Akt3. In yet another embodiment, B-Raf
activity is decreased by agent that is an inhibitor of the B-Raf polypeptide. In a preferred
embodiment, the B-Raf inhibitor is BAY 43-9006. Inhibitors of B-Raf include but are not
limited to BAY 43-9006, commercially available from BAYER) or other commercially
available B-Raf inhibitors . Inhibitors of B-Raf may additionally include competitive and
noncompetitive B-Raf inhibitors. A competitive B-Raf inhibitor is a molecule that binds
the B-Raf enzyme in a manner that is mutually exclusive of substrate binding. Typically, a
competitive inhibitor of B-Raf will bind to the active site. A noncompelive B-Raf inhibitor
can be one which inhibits the synthesis of B-Raf, but its binding to the enzyme is not
mutuslly exclusive over substrate binding. B-Raf inhibitors contemplated by this invention
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are compounds that reduce the activity of B-Raf in animal cells without any significant
effect on other cellular activities, at least at comparable concentrations. However, this
inhibition can be accomplished in any of a pumber of ways, including by providing a
dominant negative B-Raf polypeptide, e.g., a form of B-Raf that itself has no activity and
which, when present in the same cell as a functional B-Raf, reduces or eliminates the B-Raf
activity of the functional B-Raf.

In yet another embodiment, the agent that reduces Akt 3 activity is a peptide
corresponding to the contiguous amino acid sequences of the pleckstrin homology domain,
or the catalytic or the regulatory domain of Akt3.

The present also contemplates an embodiment where the agent that reduces Akt3
activity is a amall molecule. In another embodiment, the present also contemplates
embodiments where the agent that reduces B-Raf activity is a emall molecule.

In another embodiment, the method for treating a melanoma tumor includes
administering chemotherapeutic agents. As nused herein, chemotherapy includes treatment
with a single chemotherapeutic sgent or with a combination of agents. Chemotherapeutic
agents that may be used with the invention include, but are not limited to, alkylating agents,
antimetabolites, antibiotics, natural or plant derived products, hormones and steroids
(including synthetic analogs), and platinum drugs as described

In another embodiment, ths method for tresting a melanoma tumor in a mammal
includes irradiation therapy.

In preferred embodiments, the methods of the present invention can be used to treat
melanomas by having a mignificant effect on cell death (e.g. by apoptosis) as well as
proliferation and angiogenesis. One of skill in the art would be familiar with methods
measuring the size of a tumor to measure, for example, the regression or reduction in tumor
size, angiogenesis, and apoptosis. Advantageously, chemotherapeutic agents can be
administered in relatively low doses (and/or less frequently) to minimize potential toxic
gide effects against normal, untransformed cells.

Thus, the present invention also provides methods of inducing a significant level of
cancer cell death (e.g., apoptosis) and inhibition of melanoma tumor development in a
subject with a melanoma, comprising administering, concurrently or sequentially, effective
amounts of an agent that reduces Akt3 activity and an agent that reduces B-Raf activity. As

66




10

15

20

25

30

WO 2005089443 % mrusmsmmsog@

used herein, “concurrently” refers to simultaneously in time, or at different timos during the
course of a common treatment schedule; and "sequentially” administering one of the
agents of the method forreducmg Akt3 or B-Raf activity, and an additional agent for
reducing B-Raf or Aki3 activity wherein the second agent can be administered substantially
immediately after the first agent, or the second agent can be administered after an effective
time period after the first agent; the effective time period is the amount of time given for
realization of maximum benefit from the administration of the first agent.

Targeting Akt3 together with mutant V*2B-Raf and selected chemotherapeutics
has a synergistic, more potent and prolonged effect than targeting either alone. This
provides a rational basias for combining targeted therapies together with selected
chemotherapeutics, which does not currently exist for melanoma.

Uses of Akt3 and/or B-Raf Protein and Akt3-Related and/or B-Raf-Related Proteins

The proteins of the invention have a number of different specific uses. Both Akt3
and B-Raf are key proteins contributing to melanoma development. Akt3 and/or B-Raf
protein and Aki3 or B-Raf related protein are used in methods that assess the status of Akt3
and/or B-Raf gene products in normal versus cancerous tissues, thereby elucidating the
malignant phenotype. Typically, polypeptides from specific regions of an Akt3 or B-Raf
protein may be used to assess the presence of perturbations (such as deletions, insertions,
point mutations etc.) in those regions (such as regions containing one or more motifs). A
non-limiting example includes use of antibodies targeting Akt3 and/or B-Raf protein and
Akt3-related and/or B-Raf-related protein comprising the amino acid residues of one or
more of the biological motifs contained within en Akt3 end/or B-Raf polypeptide
sequences respectively in order to evaluate the characteristics of this region in normal
versus cancerous tigsues or to elicit an immune response to the epitope. Alternatively,
Akt3-related and/or B-Raf-related proteins that contain the amino acid residues of one or
more of the biological motifs in an Akt3 and/or B-Raf protein respectively are used to
screen for factors that interact with that region of Akt3 and/or B-Raf.

Both Akt3 and B-Raf protein fragments/subsequences are particularly useful in
generating and characterizing domsin-specific antibodies (o.g., antibodies recognizing an
extracellular or intracellular epitope of an Akt3 or B-Raf protein), for identifying agents or
cellular factors that bind to Akt3 or B-Raf or & particular structural domain thereof, and in
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various therapeutic and diagnostic contexts, including but not limited to diagnostic assays,
cancer vaccines and methods of preparing such vaccines.

The protein encoded by the Akt3 and/or B-Raf gene, or by analogs, homologs or
fragments thereof, has a variety of uses, including but not limited to generating antibodies

and in methods for identifying ligands and other agents and cellular constituents that bind -

to an Akt3 and/or B-Raf gene product. Antibodies raised against an Akt3 or B-Raf protein
or fragment thereof are useful in diagnostic and prognostic assays, and imaging
methodologies in the management of human melanoma cancer characterized by expression
of Akt3 or B-Raf protein.

Various immunological assays useful for the detection of Akt3 and//or B-Raf
protein may be used, including but not limited to various types of radicimmunoassays,
enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA), enzyme-linked immunofluorescent assays
(ELIFA), immunocytochemicai methods, and the like. Antibodies can be labeled and used
as immunological imaging reagents capable of detecting Akt3 or B-Raf-expressing cells.
Antibodies to Akt3 and/or B-Raf in Melanoma

According to the invention, the Akt3 and/or B-Raf polypeptide encoded by the Akt3
isoform or B-Raf isoform respectively found in melanomas includes fragments thereof,
including fusion proteins, may be used as an antigen or immunogen to generate antibodies.
Preferably, the antibodies specifically bind the human Akt3 isoform, but do not bind other
forms of Akt. Preferably, the antibodies specifically bind the human B-Raf isoform, but do
not bind other forms of B-Raf.

A molecule is "antigenic” when it is capable of specifically interacting with an
antigen recognition molecule of the immune system, such as an immunoglobulin (antibody)
or T cell antigen receptor. An antigenic polypeptide or peptide contains at least about 5,
and preferably at least about 10, amino acids. An antigenic portion of a molecule can be
that portion that is immunodominant for antibody or T cell receptor recognition, or it can
be a portion used to generate an antibody to the molecule by conjugating the antigenic
portion to a carrier molecule for immunization. A molecule that is antigenic need not be
itself immunogenic, i.¢., capable of eliciting an immune response without a carrier.

Such antibodies include but are not limited to polyclonal, monoclonal, chimeric,
single chain, Fab fragments, and a Fab expression library. The anti-Akt3 antibodies of the
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invention may be cross reactive, e.g., they may recognize Akt3 from different species.
Similarly, the anti-B-Raf antibodies of the invention may be cross reactive, e.g., they may
recognize B-Raf from different species. Polyclonal antibodies have greater likelihood of
cross reactivity. Alternatively, an antibody of the invention may be specific for a single
form of Akt3 or B-Raf. Preferably, such an antibody is specific for human melanoma Akt3
or B-Raf.

Various procedures known in the art may be used for the production of polyclonal
antibodies. For the production of antibody, various host animals can be immunized by
injection with the Akt3 or B-Raf polypeptide, or a derivative (e.g., fragment or fusion
protein) thereof, including but not limited to rabbits, mice, rats, sheep, goats, etc. In one
embodiment, the Akt3 or B-Raf polypeptide or fragment thereof can be conjugated to an
immunogenic carrier, e.g., bovine serum albumin (BSA) or keyhole limpet hemocyanin
(KLH). Various adjuvants may be used to increase the immunological response, depending
on the host species, including but not limited to Freund's (complete and incomplete),
mineral gels such as aluminum hydroxide, surface active subatances such as lysolecithin,
pluronic polyols, polyanions, peptides, oil emulsions, keyhole limpet hemocyanins,
dinitrophenol, and potentially useful human adjuvants such as BCG (bacille Calmette-
Guerin) and Corynebacterium parvum.

For preparation of monoclonal antibodies directed toward the Akt3 or B-Raf
polypeptide, or fragment, analog, or derivative thereof, any techmique that provides for the
production of antibody molecules by continuous cell lines in culture may be used. These
include but are not limited to the hybridoma technique originally developed by Kohler and
Milstein [Nature 256:495-497 (1975)), as well as the trioma technique, the human B-cell
hybridoma technique [Kozbor et al., Inmunology Today 4:72 1983); Cote et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 80:2026-2030 (1983)], and the EBV-hybridoma technique to produce
human monoclonal antibodies [Cole et al., in Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy,
Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96 (1985)]. In an additional embodiment of the invention,
monoclonal antibodies can be produced in germ-free animals [Intemational Patent
Publication No. WO 89/12690, published Dec. 28, 1989]. In fact, according to the
invention, techniques developed for the production of "chimeric antibodies" [Morrison et
al., J. Bacteriol. 159:870 (1984); Neuberger et al., Nature 312:604-608 (1984); Takeda et
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al., Nature 314:452-454 (1985)] by splicing the genes from a mouse antibody miolecule
specific for an Akt3 polypeptide together with genes from a human antibody molecule of
appropriate biological activity can be used; such antibodies are within the scope of this
invention. Such human or humanized chimeric antibodies are preferred for use in therapy
of human diseases (described infra), since the human or humanized antibodies are much
less likely than xenogenic antibodies to induce an immune response, in particular an
allergic response, themselves.

Techniques described for the production of single chain Fv (scFv) antibodies [U.S.
Pat. Nos. 5,476,786 and 5,132,405 to Huston; U.S. Pat. No. 4,946,778] can be adapted to
produce Akt3 polypeptide-specific single chain antibodies. An additional embodiment of
the invention utilizes the techniques described for the construction of Fab expression
libraries [Huse et al., Science 246:1275-1281 (1989)] to allow rapid and easy identification
of monoclonal Fab fragments with the desired specificity for an Akt3 polypeptide, or its
derivatives, or analogs.

Antibody fragments which contain the idiotype of the antibody molecule can be
generated by known techniques. For exsmple, such fragments include but are not limited
o: the F(sb'), fragment which can be produced by pepsin digestion of the antibody
molecule; the Fab' fragmefim which can be generated by reducing the disulfide bridges of
the F(ab"), fragment, and the Fab fragments which can be generated by trealing the
antibody molecule with papain and a reducing agent.

In the production of antibodies, ecreening for the desired antibody can be
accomplished by techniques known in the art, e.g., radioimmunoassay, ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay), "sandwich” immunoassays, immunoradiometric assays, gel
diffusion precipitin reactions, immunodiffusion assays, in situ immunoassays (using
colloidal gold, enzyme or radioisotope labels, for example), westem blots, precipitation -
reactions, agglutination assays (e.g., gel agghitination assays, hamagglutination assays),
complement fixation assays, immunofluorescence nssays, protein A essays, and
immunoelectrophoresis assays, etc. In one embodiment, antibody binding is detected by
detecting a label on the primary antibody. In another embodiment, the primary antibody is
detected by detecting binding of a secondary antibody or reagent to the primary antibody. In
a further embodiment, the secondary antibody is labeled. Marny means are known in the art
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for detecting binding in an immunoassay and are within the of the present invention.
For example, to select antibodies which recognize a specific epitope of an Akt3 or B-Raf
polypeptide or peptide, one may assay generated hybridomas for a product which binds to
an Akt3 or B-Raf polypeptide fragment containing such epitope. For selection of an
antibody specific to an Akt3 or B-Raf polypeptide or peptide from a particular species of
animal, one can select on the basis of positive binding with Akt3 or B-Raf polypeptide or
peptide expressed by or isolated from cells of that specias of animal.
Identification of Molecnles that Interact with Akt3 or B-Raf

The protein and nucleic acid sequences for Akt3 and B-Raf found in melanoma
allow a skilled artisan to identify proteins, small molecules and other agents that interact
with Akt3 or B-Raf, as well as pathways activated by Akt3 or B-Raf via any one of s
variety, of art accepted protocols. For example, one can utilize one of the so-called
interaction trap systems (also referred to as the "two-hybrid assay”). In such systems,
molecules interact and reconstitute a transcription factor which directs expression of a
reporter gene, whereupon the expression of the reporter gene is assayed. Other systema
identify protein-protein interactions in vivo through reconstitution of a eukaryotic
transcriptional activator, see, ¢.g., U.S. Pat. No. 5,955,280 issued Sep. 21, 1999, U.S. Pat.
No. 5,925,523 issued Jul. 20, 1999, U.S. Pat. No. 5,846,722 iasued Dec. 8, 1998 and U.S.
Pat. No. 6,004,746 issued Dec. 21, 1999. Algorithms are also available in the art for
genome-based predictions of protein function (see, e.g., Marcotte, ot al., Nature 402: 4
November 1999, 83-86).

Alternatively one can screen peptide libraries to identify molecules that interact
with Akt3 or B-Raf protein sequences. In such methods, peptides that bind to Akt3 or B-
Raf are identified by screening libraries that encode a random or controlled collection of
amino acids. Peptides encoded by the libraries are expressed as fugion proteins of _
bacteriophage coat proteins, the bacteriophage particles are then screened against the Akt3
or B-Raf protein(s) respectively.

Accordingly, peptides having a wide variety of uses, such as therapeutic, prognostic
or diagnostic reagents, are thus identified without any prior information on the structure of
the expected ligand or receptor molecule.

Pharmaceutical Composition

71




0

5

25

30

WO 2005/089443 : PCT/US2005/008950

In one embodiment, a pharmaceutical cdmposition for treating a melanoma tumor
comprises an agent that reduces Akt3 activity; and
a carrier is provided. Carriers suitable for use with the present invention will be known to
those of skill in the art. Such carriers include but are not limited to a liposome, a
nsnoliposome, a ceramide-containing nanoliposome, a proteoliposome, a nanoparticulate, a
calcium phosphor-silicate nanoparticulate, a calcium phosphate nanoparticulate, a silicon
dioxide nanoparticulate, a nanocrystaline particulate, a semiconductor nanoparticulate,
poly(D-arginine), a nanodendrimer, a virus, and calcium phosphate nucleotide-mediated
nucleotide delivery.

In another embodiment, the pharmacentical composition comprises an agent that
includes but is not limited to a siRNA molecule, an antisense molecule, an antagonist, a
ribozyme, an inhibitor, a peptide, and a small molecule. In other embodiments, the small
interfering RNA (siRNA) molecules includes the polynucleotides 5'
GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3, 5' CUAUCUACAUUCCGGAAAG 3, §'
GAAUUUACAGCUCAGACUA 3', 5 CAGCUCAGACUAUUACAAU 3',
5'CUUGGACUAUCUACAUUCCGGAAAG 3,
5'CUUUCCGGAAUGUAGAUAGUCCAAG 2!,
5'"GAUGAAGAAUUUACAGCUCAGACUA 3,
SUAGUCUGAGCUGUAAAUUCUUCAUC 3,
S'AAUUUACAGCUCAGACUAUUACAALU 3!,
5'’AUUGUAAUAGUCUGAGCUGUAAAUU 3’ or the complements thereof. In yet
another embodiment, the pharmaceutical composition comprises an agent that is a peptide
that acts as a pseudosubstrate for Akt3. In another embodiment, the peptide acts a5 a
pseudosubstrate for a catalytic domain of Akt3.

In still another embodiment, the agent that reduces Akt3 activity is a peptide that
acts as a competitive inhibitor for Akt3. The inventors contemnplate that the peptide can act
as a competitive inhibitor for a catalytic domain of Akt3, a pleckstrin homology domain of
Akt3, and/or for a regulatory domain of Akt3. In yet another embodiment, the
pharmaceutical composition includes an agent that reduces B-Raf activity. The inventors
contemplate that the agent includes a siRNA molecule, an antisense molecule, an
antagonist, a ribozyme, an inhibitor, a peptide, and 2 small molecule. In another
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embodiment, the agent that reduces B-Raf activity is a interfering RNA (siRNA)
molecule comprises: :
a polynucleotide 5' GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3', or the complement
thereof or a polynucleotide 5' GGACAAAGAAUUGGAUCUGGAUCAU 3', or the
complement thereof.

The following Examples are offered by way of illustration and not by way of
EXAMPLES FOR AKT3
MATERIALS AND METHODS
EXAMPLE 1: SiRNA Mediated Downregulation of Akt isoforms;
To demonstrate the specificity of siIRNA against Aktl, Aki2 and Akt3 (Dharmacon) in
UACC 903 cells, HA-tagged Aktl, Akt2 or Akt3 constructs were co-nucleofected together
with each respective siRNA. The Akt constructs used for these studies have been
described previously (Sun et al., Am J Path 159:431-437 (2001); Mitsuuchi et al., J
Cellular Biochem 70:433-441 (1998); and Brodbeck et al., J Biol Chem 274:9133-9136
(1999)). Each construct (5 pg), either alone or in combination with 100 pmol or 200 pmol
of each respective siRNA, was introduced into 7x10° UACC 903 cells via nucleofection
using an Amaxa Nucleofector. The resultant transfection efficiency using constructs
expressing GFP was >60%. Protein lysates were harvested 72 h later and Western blot
analysis performed as described previously (Stahl et al., Cancer Res 63:2891-2897 (2003)).
Nucleofection with siRNA was also used to knockdown endogenons expression of the Akt
isoforms and/or PTEN (Dharmacon) in melanocytes and in the melanoma cell lines UACC
903, SK-MEL-24, WM115, and WM35, The Amaxa nucleofection reagents and protocol
for melanocytes was also used with WM35 cells while other cell Ilines were nucleofected
using Amaxa Solution R/ program K-17. The growth conditions for these cell lines have
been described previously (Stahi et al., Cancer Res 63:2891-2897 (2003); Hsu et al., /n
Human Cell Culture, J R.W.M.a.B. Palsson, editor. Great Britain: Kluwer Academic
Publishers. 259-274 (1959)).
EXAMPLE 2: Western Blotting, Inmunoprecipitation and Kinase Assays:
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The Western blot procedure and antibodies used, except for Akt2 (Santa Cruz) and Akt3
(Upstate Biotech), have been reported previously (Stahl et al., Cancer Res 63:2891-2897
(2003)). For immunoprecipitation, protein was collected following addition of protein Iyzis
buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 0.1% Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 50 mM
NaCl, 10 mM sodium p-glycerol phosphate, § mM sodium pyrophosphate, 1 mM sodium
orthovanadate, 0.1% 2-mercaptoethanol, and 0.5% protease inhibitor cocktail (Sigma)) to
plates of cells followed by enap freezing in liquid nitrogen. Cellular debris was pelleted by
centrifugation (>10,000xg) of lysates and protein concentration quantitated using the
BioRad BCA Protein Assay. Protein for immunoprecipitation (100 ug) was incubated with
2 pg of Akt2 or 5 pl of Akt3 antibody overnight at 4°C with constant mixing, Next 15 ul
of equilibrated GammaBind G Sepharose beads (Amersham Biosciences) were added to
each tube and incubated 2 h (4°C) with constant mixing. Pelleted beads were wasghed twice
with lysis buffer to remove unbound antibody and protein. Samples were then resuspended
and electrophoresed under reducing conditions according to the protocol provided by
Invitrogen Life Technologies with the NuPage Gel System. Western blots were probed
with phosphor-Akt and quantitated by densitometry as described previously (Stahl et al.,
Cancer Res 63:2891-2897 (2003)).

For Akt kinase assay, 15 ul of equilibrated GammaBind G Sepharose beads were
washed with 200 pl of lysis buffer, then incubated with 2 ug of Aki2 or 5 ul of Akt3
antibody in a volume of 400 pl at 4°C with constant mixing for >2 h. Microcystin (1 pM)
from MP Biomedicals was added to the lysis buffer to ensure complete inactivation of
cellular PP1 and PP2 phosphatases. The antibody/sepharose complex was washed twice
with 750 u! of lysis buffer, then incubated with 100 pug of protein in & volume of 400 pl for
>1.5 h at 4°C with constant mixing. This complex was washed with 500 ul lysis buffer
(3X) then once with 500 pl of Assay Dilution Buffer (20 mM MOPS, pH 7.2, 25 mM p-
glycerol phosphate, 1 mM sodium orthovanadate, and 1 mM DTT), PKA Inhibitor peptide
(10 uM) from Santa Cruz, 37.5 pM ATP, 17 mM MgCla, 0.25 pCi/ul y-*2P-ATP, and 90
UM Akt specific substrate Crosstide from Ulpstate Biotechnology were added to the tubes
in assay dilution buffer and incubated at 35°C for 10 m with continuous mixing. Next, 20
pl of liquid was transferred to phosphocelliulose paper, which was washed 3X for 5 m with
40 ml of 0.75% phosphoric acid. Following a 5 m acetone wash, the phosphocellulose was
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allowed to dry, transferred to a scintillation vial with 5 ml 6f Amiersham Biosciences 47/
scintillation fluid and cpm measured in 8 Beckman Coulter LS 3801 Liquid Scintillation
System.

EXAMPYLE 3:Tumor Studies and Apoptosis Measurements:

Collection of melanoma tumors from human patients was performed according to
protocols approved by the Penn State Human Subjects Protection Office, the Dana-Farber
Cancer Institute Protocol Administration QOffice, and Cooperstive Human Tissue Network.
Formalin-fixed paraffin embedded archival melanoma specimens were used for
immunohistochemistry to measure phosphorylated Akt. Sixty-three formalin-fixed paraffin
embedded archival specimens of melanocytic lesions were used for immunohistochemistry
experimenis with the phosphor-Akt (Serd73) monoclonal entibody (Cell Signaling
Technology) at a 1:50 titer according to the manufacturer's recommended protocol.
Specificity and intensity of staining was determined through qualitative comparison to
internal blood vessel endothelium, squamous epithelium or smooth muscle controls present
in each specimen.

Tumor protein for Western blotting or immunoprecipitation was collected by using
a mortar and pestle chilled in liquid nitrogen to pulverize tamor material flash frozen in
liquid nitrogen, which consisted of >60% tumor material. One ml of protein lysia buffer
was added for every 200 mg of tissue powder and sonicated for 2 m (15 s intervals) in an
ice-filled sonicator bath. The samples were centrifuged (~12,000xg) at 4°C for 10 minutes.
The supernatant was transferred to a clean tube and quantitated using the BioRad BCA
Protein Assay. '

Animal experimentation was performed according to protocols approved by the
Institutional Animal Care and Use Committce at the Pennsylvania State College of
Medicine. Athymic female nude mice were purchased from Harlan Sprague Dawley and
tumor kinetics measured by s.c. injection of 1x10° cells in 0.2 ml of DMEM containing
10% FBS above the left and right rib cages of 4-6 week old nude mice. For animal
experimentation involving siRNA, 1x10° UACC 903 cells were nucleofected with siRNA
to Akt isoforms and 48 h later, nucleofected cells in 0.2 ml of DMEM containing 10% FBS
wers 8.c. injected above the left and right rib cages of nude mice. The dimensions of the
developing tumors were measured on alternating days using calipers. When measuring
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apoptosis, 5x10° cells were injected per site and 4-6 tumors were harvested 4 days laver.
Apoptosis measurements were performed on formalin-fixed, paraffin-embedded tumor
sections using the Roche TUNEL TMR Red Apoptosis kit as described previously (Stahl et
al., Cancer Res 63:2891-2897 (2003)). A minimum of 8-fields were counted from three or
four different tamor sections, and the nnmber of TUNEL positive cells was expressed as
the percentage of apoptotic cells.

EXAMPLE 4: Statistics:

For statistical analyses, the Student's t-test was used for pair wise comparisons and the
One-way ANOVA or Kruekal Wallis ANOVA on Ranks used for group wise comparisons,
followed by the appropriate post soc tests (Dunnett's or Dunn's). Results were considered
significant at a P-value of <0.05.

Table 1. Relative Intensity of p-Akt staining in common nevl, dysplastic nevi,

primary melanomas and metastases from melnnoma patients,
p-Akt Staining Intensity (%)

Category (# of samples) Moderate to weak' Strong?

Common nevi (14) 100 o*

Dysplastic nevi (25) 88 12°

Primary melanomas (15) 47 53°

Metastatic melanomas (9) 33 67°

"Tumor cells were stained to an intensity similar to that in pericytes adjacent to blood

vessels in the tumor section.

*Tumor cells were stained to an intensity greater than pericytes adjacent to blood veasels in

the tumor section.

Statistics, P<0.5 for * versus *® and ® versus °.

EXPERIMENTAL RESULTS
EXAMPLE 5: Isoform Specific siRNA identify Aki3 Involvement in Melanoma.

In a recently described experimental genetic melanoma model (Stahl et al., Cancer
Res 63:2891-2897 (2003)), deregulated Akt activity (through PTEN loss) was demonstrated
to play a critical role in melanoma tumorigenesis by decreasing the apoptotic capacity of
melanoma cells (Stahl et al., Cancer Res 63:2891-2897 (2003)). We reasoned that since
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egis, it could be used to

identify the specific Akt isoforms whose deregulated activity controls melanome tumor
development. Validating earlier results (Stahl et al., Cancer Res 63:2891-2897 (2003)),
parental UACC 903 (-PTEN) cells had elevated total phogphorylated Akt expression (a
measure of activity) (Figure 1A). Expression of PTEN in UACC 903 cells resulted in
diminished Akt activity in three independently derived cell lines (36A, 29A, and 37A),
which was reversed in revertant cell Jines that lost fanctional PTEN activity (36A.

revertants) during tumorigeneais.

To identify the predominant Akt igoform active in melanomas, we used siRNA
specific to each Akt isoform to determine the extent to which each isoform reduced the
amount of phosphorylated (active) Akt in the parental UACC 903 (-PTEN) cell line. The
specificity of knocking down expression for each Akt isoform in UACC 903 cells was
determined by co-nucleofecting constructs expressing tagged HA-Akt1, HA-Akt2 or HA-
Ala3 together with siRNA specific for each isoform. Attesting to specificity, each Akt
siRNA was found to only reduce expression of the Akt isoform against which it was made,
shown in Figure 1B. Next, siRNA to each Akt isoform was nucleofected into the UACC
903 cell line as well as two additional independently derived melanoma cells lines
(WM115 and SK-MEL-24) to determine which siRNA lowered the level of phosphorylated
(active) Akt in these cells (Figure 1C). While siRNA to Aktl or Akt2 had only a
negligible, non-significant effect, siIRNA to Akt3 significantly reduced the levels of
phosphorylated total Akt, suggesting that Akt3 was the isoform regulating tumor
development in the UACC 903 (PTEN) model (Stahl et aL, Cancer Res 63:2891-2897
(2003)). Since all three independently derived melanoma cell lines indicated that Akt3 was
the predominant active isoform in melanomas, subsequent experiments focused on
examining Aki3 deregulation, and used Akt2 as a control for comparison since it has been
reported to be amplified in multiple types of cancers (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-OFlua I Hsueh Tsa Chih [Chinese Medical Journal] 75:679-682
(1995); Bellacosa et al., Int J Cancer 64:280-285 (1995); and ven Dekken et al., Cancer

Res 59:748-752 (1999)).
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To further confirm that Akt3 was the predominant isoform whose activity was
specifically reduced by PTEN in the UACC 903 (PTEN) tumorigenesis model, Akt3
activity was measured by immunoprecipitating total Akt3 or Akt2 from cell lysates
followed by Western blotting to estimate the amount of phosphorylated (active) Akt in the
immunoprecipitated (Figure 1D). Phosphorylated Akt3, but not Akt2, levels were elevated
in the parental UACC 903 cell line as well as the two tumorigenic revertant 36A cell lines
that leck PTEN. In contrast, barely detectable lsvels of phosphorylated Akt3, were
observed in the 36A, 29A or 37A cell lines, which had low levels of Akt activity,
ostensibly due to PTEN expression (Stahl et al., Cancer Res 63:2891-2897 (2003)). To
verify that the phospharylated levels of Akt3 reflected active Akt, immunoprecipitated
Akt3 and Akt2 were assayed in an in vifro kinase assay, and the results for Akt3 are shown
in Figure 1B. A statistically significant difference in Akt3 (Figure 1E), but not Akt2
activity (data not shown), was identified in revertants (-PTEN) compared to PTEN
expressing cells (P<0.05). Collectively, these results indicate that Akt3 activity was
specifically regulated by PTEN in the UACC 903 (PTEN) tumorigenesis model.
EXAMPLE 6: Increased Akt3 Activity Occurs Early During Melanoma Tumeor
Progression.

Melanocytes ars thought to be capable of transforming directly into a melanoma
(Herlyn, M., Molecular and cellular biology of melanoma: Austin: R.G. Landes Co.
(1993)). Alternatively, melanocytes can follow a model of tumor progression in which they
evolve in a stepwise fashion from common nevi, to atypical nevi, to melanoma in sifu
(Radial and vertical growth phases), and finally to metastatic melanomas (Herlyn, M.,
Molecular and cellular biology of melanoma: Austin: R.G. Landes Co. (1993)).
Regardless of the process, the evolution of more aggressive tumor cells requires the
accumulation of alterations affecting tumor suppressor genes and oncogenes. These, in
turn, result in sub-populations of cells that have ever-increasing gelective growth or
survival advantages that promote the tumorigenic process.

To provide evidence for the selective involvement of Akt3 during melanoma tumor
progression, Akt3 and Akt2 expression and activity were measured in a melanoma tumor
progression model (generously provided by Dr. Meenhard Herlyn) (Herlyn, M., Molecular
and cellular biology of melanoma: Austin: R.G. Landes Co. (1993); Hsu et al., In Human
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Cell Culture JR.W M.a.B. Palsson, editor. Great Britain: Jffuwer Academic Publishers.
259-274 (1999)). In this progression model, melanocytes are compared to low passage cell
lines established from primary melanoma tumors at the radial (WM35 and WM3211) and
vertical (WM115, WM98.1 and WM278) stages of growth. In comparison to melanocytes,
Figure 2A shows that one of the two radial growth phase and all three of the vertical
growth phase cell lines had elevated phosphorylated Akt, which suggested that Akt activity
increased early during primary melanoma development in the radial growth phase. Next,
expression of the Akt3 isoform was examined by Western blotting and compared to Akt2
expression in these cell lines (Figure 2B). Akt3 expression was found to be elevated in all
except the WM98.1 radial growth phase cell line which compared to melanocytes. Since
expression does not necessarily reflect activity, the amount of active Akt3 was examined by
immunoprecipitation of Aki3 or Akt2 followed by Western blot analysis to measure the
level of phosphorylated Akt in the immunoprecipitate. In comparison to melanocytes,
Akt3 activity was elevated in all except the WM35 radial growth phase cell line (Figure
2C). Note that even though Akt3 protein expression in the WM98.1 vertical growth phase
cell line was similar to that observéd in melanocytes, Aki3 activity was significantly
higher. In contrast to the Akt3 results, Akt2 expression was elevated only in the radial
growth phase cell lines in comparison to melanocytes (Figure 2C). However, only the
WM3211 radial growth phase cell line had a corresponding increase in Akt2 activity, but
also had elevated Akt3 activity when compared to melanocytes. These data suggest that
Atk3 was the predominantly involved Akt isoform active in the melanoma tumor
progression model.
EXAMPLE 7: Frequency of Akt3 Deregulation in Tumors from Melanoma Patlents
Since the foregoing experiments identified Akt3 as the predominantly active Akt
isoform in both the UACC 903 (PTEN) tumorigenesis and melanoma tumor progression
models, subsequent in vivo studies focused on establishing the frequency of Akt3
deregulation in tumors from melanoma patients. The relative intensity of total
phosphorylated Akt was initially assessed in melanocytic lesions by immunochistochemical
analysis of common nevi, dysplastic nevi, primary melanomas and metastases from
melmoma patients to determine the frequency of Akt activation (Table 1). While modarate
levels of staining were detected in 100% of commeon nevi, strong staining was observed in
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12% of dysplastic nevi, 53% of primary melanomas and 67% of metastatic melanomas.
These results suggest that while Akt activity may serve some unidentified role in nevi
development, deregulated Akt activity is indicative of a more important role in advanced
stage melanomas.

Analysis of the genomic regions containing the Aktl, Akt2 and Akt3 genes, froma
published report (Bastian et al., Cancer Res 58:2170-2175 (1998)), has not found
amplification. However, the 1q43-44 region containing Akt3 does undergo copy number
increases (Bastian et al., Cancer Res 58:2170-2175 (1998); Thompson et al., Cancer Genet
Cytogenet 83:93-104 (1995); Mertens et al., Cancer Res 57:2765-2780 (1997)), which
suggests overexpression as a mechanism contributing to increased Akt3 activity in
melanomas. In contrast, the 14g32 region containing Aktl and the 19913 region containing
Aki2 romain unchanged or tend to undergo loss (Bastian et al., Cancer Res 58:2170-2175
(1998); Thompson et al., Cancer Genet Cytogenet 83:93-104 (1995); Mertens et al.,
Cancer Res 57:2765-2780 (1997)). To establish whether increased Akt3 expression could
be a selective mechamism leading to increased ectivity, protein lysates from melanoma
patients' tumors were extracted to compare the level of expression and activity of Akt3 and
Akt2, Protein was extracted from 31 metastatic melanomas and analyzed by Western
blotting to determine the level of expression and activity of Akt3 and Akt2 in the tumor
material.

Three independent Western blots were used to quantitate expression in each
sample, which was then compared to expression in melanocytes (Figure 2D), Overall, 61%
(19/31) of the tumors had elevated Aki3 protein expression, ranging from a ~2-9 fold
increase over the expression observed in melanocytes compared to 10% (3/31) for Akt2.
‘These results are consistent with type of copy number increases of the fegion of
chromosome 1q43-44 containing the Akt3 gene reported in the literature to occur in
melanoma tumors (Bastian et al. Cancer Res 58:2170-2175; Thompson et al., Cancer
Genet Cytogenet 83:93-104 (1995); and Mertens et al., Cancer Res 57:2765-2780 (1997)).
Approximately 55% (6/11) of primary site melanomas and 65% (13/20) of melanoma
metastases had increased Akt3 expression. In contrast, only negligible fluctuations were
observed when comparing expression of Akt2 in tumors versus melanocytes (Figure 2D),
Next, levels of activity were measured by quantifying phosphorylated Akt in either Akt3 or
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Akt? immunoprecipitates, Strikingly, phosphorylated {active) Akt3 was detected in
6210.02% (SE) of the samples (Figure 2E). In contrast, no phosphorylated Akt2 (except
for the positive control) was detected in these tumors. Furthermore, ~35% of tumors had
elevated Akt3 activity in comparison to melanocytes grown in culture. These data confirm
the involvement of Akt3 deregulation in >60% of tumors from advanced-stage melanoma
patients and suggest that increased expression is one of the mechanizms contributing to
deregulated Akt3 activity in melanomas.

EXAMPLE 8: Mechanisms Underlylng Akt3 Deregulation In Melanomas.

The foregoing experiments identified Akt3 as the predominantly active isoform in
vitro in cell culture models and in vivo in patient tumors. Therefore, we next focused on
determining the mechanisms leading to deregulated Aki3 activity in melanomas. Since the
initial UACC 903 (PTEN) tumorigenesis model suggested that PTEN played a significant
role regulating Akt activity in melanomas, we examined whether decreased expression of
PTEN directly and specifically increased Akt3 activity. To accomplish this objective,
PTEN expression (activity) was knocked down by siRNA in melanocytes and radial growth
phase primary melanoma cells (WM35) to measure the effect on the level of
phosphorylated Akt. The WM3S5 cell line was chosen since these cells have negligible
basal Akt3 activity and express PTEN protein (see Figure 1C). As predicted, Figure 3A
and Figure 3B show that siRNA-mediated down regulation of PTEN led to an increase in
total phosphorylated Akt (lanes 4 and 11), while a scrambled siRNA control exerted a
negligible, non-significent, effect (lanes 2 and 9). The predominant Akt isoform activated
following PTEN down regulation was determined by co-nucleofection of siRNA against
PTEN together with either siRNA to Aktl (lanes 5 and 12), Akt2 (lanes 6 and 13) or Akt3
(lanes 7 and 14). Only siRNA directed against Aki3 (lanss 7 and 14) lowered the level of
phosphorylated Akt to that observed in non-nucleofected cells (lanes 1 and 8) or cells
nucleofected with scrambled siRNA only (lanes 2 and 9). In contrast, reduction of Aktl or
Akt2 protein levels did not reduce the amount of phosphorylated Akt, again attesting to the
selectivity of the Akt3 deregnlation. Hence, selective regulation of Aki3 activity by PTEN
is 8 significant mechanism for activating Akt3 in melanomas, since PTEN loss increases
Akt3 activity without overexpression. Thus, a reduction in PTEN could, in turn, lead to an
increase in the cellular PIP; (phosphatidylinositide 3,4,5-trisphosphate) concentration,
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which would be effective for specifically increasing Akt3 activity in melanomas. The

mechanism underlying this specificity is currently unknown,

Studies involving tumor material from melanoma patients indicated that increased
expression of Akt3 might also play a significant role augmenting Akt3 activity in
melanomas. To investigate this possibility, Akt3 was overexpressed in melanocytes and
'WM3S$ cells (not shown) which express PTEN protein. HA-tagged wild type Akt3, a
kinase dead version of Akt3 T305A/S472A (inactive) or a myristoylated Akt3 (active) was
overexpressed in melanocytes (Figure 3C). Cells were then starved of growth factors for
24 h, replenished with complete media and then lysates harvested 10 m later. Equivalent
constructs for Akt2 were used as controls (data not shown). Overexpression of wild type
Akt3 and myristoylated Akt3 led to increased levels of phosphorylated total Akt; in
comparison to vector only or cells nucleofected with kinase dead Akt3. Furthermore,
siRNA-mediated knockdown of PTEN together with Akt3 overoxpression led to higher
levels of phosphorylated Akt compared to wild type Akt3 expression alone (data now
shown). Thus, overexpression of Akt3 alone, or in combination with PTEN loss, is an
additional mechanism contributing to elevated Akt3 activity in melanomas.

EXAMPLE 9: Increased Ake3 Activity Promotes Melanoma Tumorigenesis by
Decreasing Apoptosis.

Since deregulated Akt3 activity was observed consistently in melanoma tumors,
subsaquent studies focused on determining the mechanisms by which increased Akt3
activity promoted tumorigenesis. Cell lines from UACC 903 (PTEN) tumorigenesis model
were used to demonstrate that elevated Akt3 activity promoted melanoma tumorigenesis in
a nude mouse model. One million cells from the parental UACC 903 (-PTEN), 36A
(+PTEN) or a 36A revertant (-PTEN) cell line were injected beneath the skin of 4- to 6-
week old female nude mice and the size of the tumor formed was measured 10 days later.
Figure 4A shows that 36A cells having reduced Akt3 activity were non-tumorigenic in
comparison with parental UACC 903 and revertant 36A cells having elevated Akt3 activity
(P<0.5). While the tumorigenic potential of the 36A revertant cells increased significantly
compared to 36A cells, tumor development remained delayed due to retention of a second
melanoma suppressor gene on chromosome 10 that was used to create this model
(Robertson et al., Cancer Res 59:3596-3601 (1999)). To confirm these observations end
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demonstrate the specificity of Akt3 involvement in tumorigenesis, we created a
UACC 903 (Akt) mode! using siRNA. SiRNA-mediated reduction of Akt3 expression
(activity) in UACC 903 cells, shown in Figure 4B, significantly slowed tumor development
in comparison to cells nucleofected with only buffer, scrambled siRNA or siRNA agginst
Akt2 or Aktl (P<0.05). Thus, either specifically reducing Akt3 activity using siRNA
against Akt (Figure 4B) or increasing PTEN expression (Figure 4A) inhibited melanoma
tumor development in nude mice.

To establish whether increased apoptosis was the predominent mechanism
underlying tumor inhibilion in vivo following decreases in Akt activity (Stahl et al., Cancer
Res 63:2891-2897 (2003)), apoptosis was examined in both the UACC 903 (PTEN) )
(Figures 4C, 4E) and UACC 903 (Akt) models (Figures 4D, 4F) differing in Akt3 activity.
Non-tumorigenic 36A and tumorigenic UACC 903 and 36A revertant cell lines were
injected subcutaneously into nude mice and temporally and spatially matched tumor masses
developing in parallel from each cell type were then harvested 4 days later io compare the
magnitude of apoptosis, assessed by TUNEL (Stahl et al., Cancer Res 63:2891-2897
(2003)). A significantly greater number of apopto.tic cells were observed in 36A (+PTEN)
tumor masses having low Akt3 activity than in tumors formed from the parental UACC
903 (-PTEN) or 36A revertant (-PTEN) cell lines, which have high Akit3 activity (Figures
4C, 4E) (P<0.05). Similar results were observed in UACC 903 cells in which siRNA
against Akt3 was used to lower Akt3 expression (activity). Cells nucleofected with buffer
only or siRNA against Akt2 had approximately 5 to 7-fold fower apoptotic cells than
UACC 903 cells treated with siRNA agninst Akt3 (Figures 4D, 4F) (P<0.05). Thus, these
results demonstrate that Akt3 activity preferentially regulates the extent of apoptosis,
thereby aiding melanoma cell sarvival and promoting tumorigenesis.

EXPERIMENTAL DISCUSSION FOR AKT3

In the present invention, the Inventors demonstrate that Akt3 is an imyportant
survival kinase, in part, responsible for melanoma development. The UACC 903 (PTEN)
melanoma mode] that reflected the importance of Akt in melanoma tumorigenesis was used
to identify Akt3 as the predominant isoform deregulated during melanoma tumorigenesia.
The use of siRNA demonstrated that selective knockdown of Akt3, but not Aktl or Akt2,
decreased the level of total phosphorylated Akt and lowered the tumorigenic potential of
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melanoma cells. Similar results were found in two independently derived melanoma cell
lines (WM115 and SK-MEL-24), further supporting the significance of this discovery. The
clinical relevance of this observation was validated by demonstrating that selective
inhibition of Akt3 expression (by siRNA knockdown) or activity (by PTEN expression)
significantly reduced melanoma tumor development.
Two distinct mechanisms leading to Akt3 activation in melanomas were identified
in this study. The first mechanism is dependent upon overexpression of the structurally
normal Akt3 protein. Analysis of advanced stage melanomas from human patients showed
increased expression in >60% of the cases. Overexpression of Akt3 in melanocytes and
WM35 cells lead to increased activity confirming the human tumor resulis.
Overexpression of Akt is not unique to melanomas but has been documented in several
humen cancers with a number of atudies reporting amplifications of the Akt isoforms.
Amplification of Akt] has been reported in stomach cancer (Stasal, S.0., Proc Nat Acad
Sciences USA 84:5034-5037 (1987)) while Akt2 gene amplification has been found in
cancers of the ovary, pancreas, stomach and breast (Cheng et al., Proc Nat Acad Sciences
USA 89:9267-9271 (1992); Chent et al., Proc Nat Acad Sciences USA 93:3636-3641
(1996); Lu et al., Chung-Hua I Hsueh Tsa Chil [Chinese Medical Journal] 75:679-682
(1995); Bellacosa et al., Int J Cancer 64:280-285 (1995); van Dekken et al., Cancer Res
59:748-752 (1999)). While no amplifications of the genomic regions containing the Akt
genes have been reported in melanomas, several reports describe copy number increases of
the long arm of chromosome 1 containing the Akt3 gene (Bastian et al., Cancer Res
58:2170-2175 (1998); Thompson et al., Cancer Genet Cytogenet 83:93-104 (1995);
Mexrtens et al., Cancer Res 57:2765-2780 (1997)). In contrast, the long arms of
chromosome 14 and chromosome 19 containing the Akt]l and Akt2 genes, respectively, @
which tend to be unchanged or undergo loss (Bastian et al., Cancer Res 58:2170-2175
(1998); Thompson et al., Cancer Genet Cytogenet 83:93-104 (1995); Mertens et al.,
Cancer Res 57:2765-2780 (1997)). Thus, copy number increases of the Akt3 gene is one
of the mechanisms contributing to increased expression and activity of Akt3 in melanoma
development.
The second mechanism identified that selective Akt3 activation in the UACC 903
(PTEN) model was due, in part, to decreased PTEN activity. A related observation in
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melanocytes end primary melanoma cells that retain PTEN expression (WM35) showed
that siRNA-mediated reduction of PTEN specifically increased Akt3 phosphorylation
(activity), further reinforcing the significance of Akt3 involvement in melanoma
development. Published studies that characterize the genstic changes occurring in tumor
material obtained from melanama patients provide additional support for decreased PTEN
expression playing a significant role in early melanoma development (Bastian et al.,
Cancer Res 58:2170-2175 (1998); Thompson et al., Cancer Genet Cytogenet 83:93-104
(1995); Mertens et al., Cancer Res 57:2765-2780 (1997); Parmiter et al., Cancer Genet
Cytogenet 30:313-317 (1988)). Specifically, loss of one allele of PTEN, or PTEN
haploinsnfficiency, occurs commonly in early melanomas through loss of entire copy of
chromosome 10 (Bastian et al., Cancer Res 58:2170-2175 (1998); Thompson et al., Cancer
Genet Cytogenet 83:93-104 (1995); Mertens et al., Cancer Res 57:2765-2780 (1997);
Parmiter et al., Cancer Genet Cytogenet 30:313-317 (1988)). Under this condition, it is
predicted that loss of chromosome 10 reduces PTEN expression in & sub-population of
evolving melanoma cells leading to increased Akt3 activation, providing these cells with a
selective growth and survivel advantage. Therefore, decreased expression due to
haploinsufficiency or loss of activity of PTEN in melanoma plays an important role in
melanoma tumor progression by specifically increasing Akt3 activity.

The underlying molecular basis for sclective Akt3 activation, over Akt] and Akt2,
following decreased PTEN expresaion in melanomas i unknown. However, we speculate
that the mechanism leading to this specificity involves preferential interaction of PIPy or
other proteins with the pleckstrin homology (PH) domain. The amino-terminal FH domain
mediates protein-protein and PIP; lipid-protein interactions. The PH domain of human
Akt3 is ~104 amino acids long (NCBI accession number: NP_005456) and 84% and 78%
identical to Akt1 and Akt2, respectively (Brazil et al,, Calf 111:293-303 (2002); and
Nicholson et 8., Cell Signal 14:381-395 (2002)). Furthermore, within the PH domain are
phosphorylation sites that differ between the Akt isoforms and have as yet uncharacterized
functions, For example, a ceramide-induced, PKC zeta-dependent, phosphorylation site at
threonine 34 (within the PH domain), leads to inactivation of Akt1 by preventing binding
to PIP; (Powell et al., Mol Cell Biol 23:7794-7808 (2003)). On the other hand, Akt2 and
Akt3 have a serine at this position, which may be phosphorylated and regnlated differently.
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Our anslysis of other potential phosphorylation sites within the PH domain of the three Akt
isoforms identified three potential umique Akt3 sites. Residus 21 of Akt3 is an asparagines
while the equivalent sites on Aktl and Akt2 are threonines. Furthermore, threonine 31 and
tyrosine 49 of Akt3 were also found to differ from the other two Akt isoforms (Asn31 and
Ser31 of Aktl and Akt2, respectively; Ala50 and Pro50 of Aktl and Ak{2 respectively).
Thus, differential regulation of putative phosphorylation sites within the PIP; lipid binding
PH domain may offer a basis for the specificity of Akt3 activation in melanomag. It is also
possible that unsuspected interactions between known oncogenes might be sclectively
regulating Akt ieoform activation in melanomas. For example, TCL1 has been shown to
selectively bind the Akt3 PH domain and promote hetero-oligomerization of Aktl with
Akt3 leading to transphosphorylation of the Akt molecules in leukacmogencsis (Laine et
al., J Biol Chem 277:3743-3751 (2002)). TCL1 or other uncharacterized factors in
melanoma cells may promote selective Akt3 activation in a similar manner,

" Increased Akt3 activation also plays a significant role in the progression to more
advanced aggressive tumors. Examination of Akt3 expression and activity in metastatic
melanomas indicated that deregulated expression or activity occurs in >60% advanced
stage metastatic melanomas. However, it is currently unknown whether the presence of
elevated Akt3 activity can predict disease prognosis or the outcome of therapeutic regimes.
Measurement of Akt3 activation in melanomas offers hope as a novel, more accurate
prognostic indicator of disease outcome than the histopathologic measurements such as
Breslow depth (i.e., the distance measured in millimeters from the granular cell layer to the
deepest tumor cell) and ulceration (i.e., loss of the spidermis overlying the melanoma) that
are currently used. A molecular based test assessing the activation state of Akt3 in
melanocytic lesions may be more sensitive and less subjective than histological evaluation.
‘This approach might also be useful for selecting appropriate patients for clinical trials
utilizing drugs that are designed to target activated Akt3 or other members of this signaling
pathway.

This study has shown that use of siIRNA or expression of PTEN to lower Akt3
activity can effectively reduce the tumorigenic potential of melanoma cells by altering
apoptotic sensitivity. Thus, melanoma cells having high levels of Akt3 activity are better
suited for surviving in the in vivo tumor environment and inhibition of Akt3 activity, either
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directly or by interfering with its upstream regulators, is likely to represent an effective
anticancer strategy for melanoma patients (Soenggs et al,, Oncogen 22:3138-3151 (2003);
Johnstone et al., Cell 108:153-164 (2002)). Indeed, as the vast majority of
chemotherapeutic agents work by inducing apoptosis, one would predict that inhibition of
Akt3 could lower the threshold doses of drugs or radiation required for effective chemo- or
radio-therapy, providing a mechanism to selectively target melanoma cells (Soengas et al.,
Oncogen 22:3138-3151 (2003)). Therefore, therapeutically targeting Akt3 activity alone or
in combination with chemotherapeutic agents could be a potentially important therapy for
melanoma patients (Soengas et al., Oncogen 22:3138-3151 (2003)). In summary, we have
identified Akt3 as a specific prosurvival kinase, whose increased activity in melanoma
tumors correlates with tumor progression and provides cells with a selective advantage to
proliferate and survive environmental stresses.
EXAMPLES FOR B-RAF
MATERIALS AND METHODS
EXAMPLE 10: Cell Lines, Culture Conditions and B-Raf Mutinational Status:

The human melanoma cell lines UACC 903, 1205 Lu and C8161, as well as HEK
293T cells were maintained in DMEM (Invitrogen, Carlsbad, CA) supplemented with 10%
FBS (Hyclone, Logan, UT). The presence or absence of the T1796A B-RAF mutation in
the UACC 903 and C8161 cell lines was undertaken as described previously ( Miller CJ et
al. J Invest Dermatol. 123: 990-2 (2004).). Furthermore, the presence of this mutation in
UACC 903 and 1205 Lu celis has been reported previously (Miller CJ et al. J Jnrvest
Dermatol. 123: 990-2 (2004)., Tsao H et al. J Irvest Dermatol. 122: 337-41 (2004).,
Krasilnikov M et al. Oncogene. 22: 4092-101 (2003).).

EXAMPLE 11: In Vitro SIRNA Studles:
SiRNA (100 pmol) was introduced into 1X10° UACC 903, 1205 Lu or C8161 cells

via nucleofection with an Amaxa Nucleofector (Koeln, Germany) using Solution R/
program K-17 as described in ref. (Stahl JM et al. Cancer Res. 64: 7002-10 (2004).). The
resultant transfection efficiency was >90%. Following nucleofection, cells were replated
for 24-48 hours after which protein lysates were harvested for Western blot analysis. To
measure the duration of siRNA knockdown, cells were harvested at 0, 2, 4, 6, and 8 days
following nucleofection with sifRNA. to B-Raf or C-Raf and subjected to Western blot
analysis. Duplexed Stealth siRNA (Invitrogen, Carlsbad, CA) were used for these studies
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with the B-Raf sequences modified from ref. ( Hingorani SR et al. Cancer Res.;63: 5198-
202 (2003).). The siRNA sequences used were as follows: WT B-RAF (COM4 or 4) -
GGACAAAGAAUUGGAUCUGGAUCAU; MUT B-RAF (MuA or A) -
GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU; C-RAF ~
GGUCAAUGUGCGAAAUGGAAUGAGC; LAMIN A/C -
GAGGAACUGGACUUCCAGAAGAACA; and VEGF -
GCACATAGGAGAGATGAGCTTCCTA.

EXAMPLE 12: Western Blot Analysis:

For Western Blot analysis, cell lysates were harvested in petri dishes by the addition
of lysis buffer containing 50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 10mM EDTA, 10%
glycerol, 1% Triton X-100, 1 mM sodium orthovandate, 0.1mM sodium molybdate, 1mM
phenylmethylsulfonyl fluoride, 20 pg/ml aprotinin, and 5 pg/mil leupeptin. Whole cell
lysates were centrifuged (210,000 X g) for 10 minutes at 4°C to remove cell debris.
Proteins were quantitated using the BCA Assay from Pierce (Rockford, IL), and 30 ug of
lysate per lane were loaded onto a NuPage Gel Life Technologies, Inc. (Carlsbad, CA).
Following electrophoresis, samples were transferred to polyvinylidene difluoride
membrane (Pall Corporation, Pensacola, FL). The blots were probed with antibodies
according to each supplier’s recommendations: anti—pErk and anti-pMek from Cell
Signaling Technologies (Beverly, MA); antibodies to B-Raf, C-Raf, Erk2 and a-enolase
from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA); and an antibody to Lamin A/C from
Biomeda Corp (Foster City, CA). Secondary antibodies were conjugated with horseradish
peroxidase and obtained from Santa Cruz Biotechnology. The immunoblots were
developed using the enhanced chemiluminescence detection system (Amersham Pharmacia
Biotech, Piscataway, NJ).

EXAMPLE 13: In Vivo SIRNA Studies:

Animal experimentation was performed according to protocols approved by the
Institutional Animal Care and Use Committee at The Pennsylvania State University
College of Medicine. Tumor kinetics were measured by subcutaneous injection of 1X10°
UACC 903 or 1205 Lu cells nucleofected with siRNA in 0.2 ml of DMEM supplemented
with 10% FBS above both the left and right rib cages of six, 4-6 week old nude mice
(Harlan Sprague Dawley, Indianopolis. IN). The dimensions of developing tumors were
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measured using calipers on alternate days. For mechanistic studies, 5X10° UACC 903
cells nucleofected with siRNA were injected into mice end tumors harvested 4 days post
injection of cells in order to measure changes in cell proliferation and apoptosis, as
described previously (Stahl JM et al. Cancer Res. 64: 7002-10 (2004),, Stahl IM et al.
Cancer Res. 63: 2881-90 (2003).).

EXAMPYLE 14: In Vitro and In Vivo BAY 43-9006 Studies.

The BAY 43-9006 compound used for these studies was synthesized as described in
ref. (Bankston D et al. Organic Process Res Dev. 6: 777-81 (2002).). To evaluate the
inhibitory effects of BAY 43-9006 on wild type and mutant B-Raf, HEK 293T cells were
tranafected with HA-tagged wild type B-RAF, mutant "**£B-RAF or vector (pcDNA3)
using Calcium Phosphate as described previously.(Robertson GP et al. Proc Natl Acad Sci
U § 4. 95: 9418-23 (1998).). Following transfection (72 hours) media was replaced with
DMEM media supplemented with 10% FBS and 5 uM BAY 43-9006 or DMSQ vehicle.
Two hours later, protein lysates were collected for Westemn blot analysis. Levels of
phosphorylated Mek and Erk were quantified from 3 independent blots and fold differences
under different conditions were eatimated after normalizing against an Erk 2 loading
control.

Effect of BAY 43-9006 on tumor development was measured by subcutaneously
injecting 5X10° UACC 903 or 1X10° 1205 Lu cells into nude mice. After 6 days whena
small tumor (50-100 mm®) had developed, the mice received an infra peritoneal injection
on alternate days consisting of 50 pl of vehicle (DMSO), or the drug BAY 43-9006 at
concentrations of 10, 50 or 100 mg/kg body weight for UACC 903 cells and 50 mg/kg
body weight for 1205 Lu cells. For studies involving pretreatment with BAY 43-9006, 50
mg/kg body weight of drug was intra peritoneally injected twice (~4 and -2 days) prior to
subcutaneous injection of UACC 903 or 1205 Lu cells. The mechanism by which
pharmacological inhibition of mutant Y****B-Raf delays tumor development was identified
by comparing tumors of the same size developing in parallel. This was achieved by
subcutaneous injection of 5X10° UACC 903 cells followed at day 6 by intra peritoneal
injection every 2 days with 50 mg/kg of BAY 43-9006. For temporal and spatial matching
of control DMSO with drug treated tumors, either 1X10°, 2.5X10° or 5X10° millien UACC
903 celis were suhcutaneously injected and from day 6 treated intra peritoneally with
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DMSO vehicle every 2 days. Drug or vehicle treated tumors of tho sams size developing in
parallel were harvested at days 9, 11, 13 and 15 for comparison. At each time point,
turnors from mice treated with vehicle or drug were harvested for analysis of cell
proliferation, apoptosis and vascular development, as described previously (Stahl JM et al.
Cancer Res. 64: 7002-10 (2004), Stahl JM et al. Cancer Res. 63: 2881-90 (2003).).
EXAMPLE 15: Apoptosis, Cell Proliferation and Vessel Density Measurements in
Tumors.

Apoptosis measurements on formalin-fixed, paraffin-embedded tumor sections
were undertaken using the TUNEL TMR Red Apoptosis kit from Roche (Manheim,
Germany), as described proviously ( Stahl IM et al. Cancer Res. 64: 7002-10 (2004);Stahl
IM ct al. Cancer Res. 63: 2881-90 (2003).). Cell Proliferation rates in formalin-fixed
tumor sections were measured using the RPN 20 cell proliferation kit (Amersham
Bioaciences, Piscataway, NJ) that utilizes BrdU incorporation and imunocytochemistry.
Two hours prior to sacrificing, 0.2 ml of BrdU was injected intra peritoneally into mice and
tumors processed according to the proliferation kit's instructions. The number of BrdU
stained cells were scored as the percentage of total cells of tumors treated with BAY 43-
9006 or vehicle (DMSO). Quantification of vessels density using a purified rat anti-mouse
CD31 (PECAM-1) monoclonal antibody (Pharmingen, San Diego, CA) has been described
previously (Stahl JM ot al. Cancer Res. 64: 7002-10 (2004), Stahl JM et al. Cancer Res.
63: 2881-90 (2003).). The proportional area of the tumors occupied by the vessels over the
total area was calculated using the IP Lab imaging software program. For all tumor
analyses, a miniomm of 6 different tumors with 4-6 fields per tumor was analyzed and
results represented as the average + SEM.

EXAMPLE 16: In Vivo pErk Measurements:;

To quantitate changes in pErk levels in formalin-fixed, paraffin-embedded tumor
sections, antigen retrieval was performed with 0.01 M citrate buffer at pH 6.0 for 20
minutes in a 95°C water bath. Slides were cooled for 20 minutes, rinsed in PBS and than
incubated in 3% H;O; for 10 minutes to quench endogenous peroxidase activity. Next,
sections were blocked with 1% BSA for 30 minutes and incubated with anti-pERK
antibody at a 1:100 dilution (Cell Signaling Technologies, Beverly, MA) overnight at 4°C.
Following rinsing in PBS, sections were incubated with biotinylated anti rebbit IgG for 1
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hour, rinsed again in PBS, and incubated with peroxidase labeled streptavidine for 30
minutes. Visualization was accomplished using the AEC (aminoethyl carbazole) substrate
kit for 5-10 minutes (Zymed laboratories Inc,, South San Francisco, CA) and nuclei
countesstained with hematoxylin prior to coverslip mounting using an aqueous mounting’
solution. The average percentage of cells + SEM that stained positive for pErk was
counted from a minimum of 6 different tumors with 4-6 fields counted per tumor.
EXAMPLE 17: In Vitre Doubling Times and In Vivo Tumor Latency Perlods.

The in vitro doubling time of UACC 903 cells nucleofected with siRNA was
estimated by plating 5X10° cells/well in 200 ul of DMEM supplemented with 10% FBS in
multiple rows of wells in five 96-well plates. Growth was measured every 24 hours over a
period of 5 days by performing a colorimetric assay on one plate cach day using the
Sulforhodamine B (SRB) binding assay (Sigma Chemical Co., St Louis, MO) and the
doubling time calculated, as described previously (Stahl YM et al. Cancer Res. 63: 2881-90
(2003).). The in vivo tumor latency period was measured by estimating number of days
required for mean tumor size to reach 10 mm®,

EXAMPLE 18: BAY 43-9006 Growth Inhibition / IC-50 of UACC 903 Melanoma
Cells,

To measure the growth inhibitory cffects or IC-50 of BAY 43-9006 on UACC 903
cells, 5X10° cells/well were plated into 96-well plates. Following 24 hours, varying
concentrations of BAY 43-9006 (0, 0.02, 0.1, 0.4, 1.6, 6.3, 25, or 100 uM) was added to
duplicate 8-strip wells in the plate. After 72 hours of growth at 37°C in a 5% CO;
humidified atmosphere, media was discarded and cells were fixed in 10% trichioroacetic
acid. Surviving cells at each concentrations of the drug were calculated using the SRB
binding assay (Stahl JM et al. Cancer Res. 63: 2881-90 (2003).). Western blot analysis
was used to demonstrate the effects of increasing concentrations of BAY 43-9006 (5, 10,

15 or 20 uM) on phosphorylation levels of Mek 1/2 and Erk 1/2 in UACC 903 cells
following 2 hours drug exposure.
EXAMPLE 1%9: YEGF Expression Analysis.

To determine the amount of VEGF secreted by cells following siRNA-mediated
knockdown of B-Raf protein or after treatment with BAY 43-9006, the human VEGF
Quantikine kit (DVE00) was used (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN). UACC 903 or
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1205 Lu cells (5X10°) nucleofected with the various siRNA were plated in 60 mm petri
dishes and 24 hours later media replaced with DMEM containing 2% FBS. Following an
additional 24 hours, media was again replaced and conditioned media for ELISA analysis
was collected 24 and 48 hours later. For BAY 43-9006 studies, 3X10° UACC 903 or 1205
Lu cells were plated into 60 mm petri dishes and 24 hours later media was changed to
DMEM contrining 2% FBS. After an additional 24 hours, media wes replaced with
DMEM supplemented with 2% FBS alone or in combination with BAY 43-9006 (5, 10, 15
uM) or DMSO vehicle. After 12 or 24 hours, conditioned media was collected for ELISA
analysis. The media was cleared by centrifugation at 14,000 rpm (4°C) for 5 minutes and
stored et —80°C. VEGF ELISA analygis was performed in triplicate on duplicate
experiments according to the manufacturer's instructions.

EXAMPLE 20: Statistics:

For statistical analysis, the Student’s t-test was used for pairwise comparisons and the One-
way Analysis of Variance (ANOVA) or the Kruskal-Wallis test was used for groupwise
comparisons, followed by the appropriate post hoc tests (Dunnett’s, Tukey’s or Dunn's).
Results were considered significant at a P-value of < 0.05.

EXPERIMENTAL RESULTS

EXAMPLE 21: S{RNA-mediated targeting of mutant Y>”*B-Raf inhibits melanoma

tamor development.

Table 2. Growth properties of UACC 903 cells treated with sIRNA against B-Raf, C-
Raf or scrambled siRNA

SIRNA Doubling ime % of proliferating cells at day  Latent period for

Treatment in vitro 4 In tamors + SEM tumor formation
in days (hours) (davs)!

Scrambled 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

" Latent Period for tumor formation was defined as the mumber of days required for mean
tumor size to reach 10 mm’.
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The role of mutant V**?2B.Raf in melanoma tumorigenesis is currently unknown. To
address this issue, we reasoned that inhibition of expression or activity of mutant Y*?2p_
Rnfprotem could be used to identify the role this protein plays in melanoma tumorigenesis.
An siRNA-medisted approach was used to knockdown expression of mutant Y>***B_Raf in
UACC 903 and 1205 Lu cell lines conteining mutant protein or B-Raf in the C8161 cell
line lacking the T1796A mutation. The MuA or A siRNA was designed to reduce
exproasion of wild type and mutant protein while the Com4 or 4 siRNA only lowered
expreasion of mutant protein as described previously (Hingorani SR et al. Cancer Res.;63:
5198-202 (2003).). SiRNA for these studies was introduced into the cell lines via
mucleofection resulting in transfection efficiencies of >90% (data not shown) (Stahl JM et
al. Cancer Res. 64: 7002-10 (2004).). Effectiveness of siRNA for reducing the expreasion
of B-Raf and C-Raf protein in UACC 903 (Fig. 12A), 1205 Lu (Fig. 12B) and C8161 (Fig.
12C) cells after nucleofection was measured by Western blot analysis. At 24 and 48 hours
after nucleofection, each siRNA reduced only expression of the protein against which it
was made, thercby demonstrating the specificity and effectiveness of the siRNA
knockdown in each of these cell lines. In UACC 903 and 1205 Lu cells, only siRNA to B-
Raf reduced phosphorylation (activity) levels of the downstream targets Mek and BErk,
whereas scrambled siRNA or siRNA to C-Raf had no effect on these proteins (Fig, 12A
and Fig. 12B). Maximal decrease in phosphorylation (activity) levels of Mek and Brk in
UACC 903 and 1205 Lu cells were observed 48 hours after nucleofection. In contrast,
reduced expression of B-Raf or C-Raf in C8161 cells had a negligible insignificant effect
on levels of phosphorylated Mek and Erk (Fig. 12C). Thus, inhibition of Y**“B-Raf
expreasion in melanoma cell lines containing mutant protein leads to reduced activity of
Mek and Erk, while lowering expression of B-Raf protein in melanoma cells lacking the
T1796A mutation does not appear to affect activity of downstream targets.

To measure the effect of reduced Y**EB-Raf expression (activity) on melanoma
tumor development, Y***°B-Raf expression in UACC 903 and 1205 Lu cell lines was
inhibited using siRNA followed by subcutaneous injection into mice using a transient
knockdown approach that we have reported previously ( Stahl JM et al. Cancer Res. 64:
7002-10 (2004).). SiRNA-mediated knockdown of protein expression persisted for a
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minimum of 8 days in UACC 903 (Fig. 13A) and 1205 Lu (Fig. 13B) cells. Purthermore, a
corresponding decrease in pErk levels was also observed for the same period (Fig. 13B).
The size of the developing tumor was measured on alternate days up to 17.5 dayz after
nucleofection to determine the effect of B-Raf knockdown on melanoma tumorigenesis, A
reduction in tumor development was observed in both UACC 903 (Fig. 13C) and 1205 Lu
(Fig. 13D) cells in which mutant Y****B-Raf expression had been knocked down. In
contrast, siRNA-mediated inhibition of C-Raf, a scrambled siRNA or buffer controls did
not alter tumor development. Lack of an effect following knockdown of C-Raf, suggested
that signaling through Y***®B-Raf was specifically necessary for tumor development. Thus,
siRNA-mediated reduction of Y***SB-Raf expression (activity) in melanoma cells prior to
injection into mice inhibited tumorigenesis.

A similar experiment was undertaken using a Raf kinase inhibitor, called BAY 43-
9006 to inhibit the activity of B-Raf protein in UACC 903, 1205 Lu or C8161 cells. This
compound, originally identified in a screen for Raf kinase inhibitors, has been shown to
effectively inhibit the activity of wild type B-Raf protein (Lowinger TB et al. Curr Pharm
Des. 8: 2269-78 (2002)., Lyons JF et al. Endocr Relat Cancer. 8: 219-25 (2001).). Initially,
we determined the concentration of BAY 43-9006 that reduced UACC 903 cell survival by
half, also called the IC-50, and found it to be 5-6 uM (data not shown). Therefore, a
concentration of 5 uM was chosen for subsequent in vifro studies. Next, we demonstrated
that BAY 43-9006 inhibited activity of both mutant and wild type B-Raf protein to a
similar extent by expressing either HA-tagged wild typo or mutant Y>***B-Raf constructs in
HEK 293T cells (Fig. 14A). As reporied previously, we observed levels of phosphorylated
(active) Erk or Mek in cells expressing Y>"B-Raf to be 5-7 fold higher than in cells
tranafected with only wild type B-RAF (Davies H et al, Nature. 417: 949-54 (2002).). HEK
293T cells expressing either wild type or mutant Y>**®B-Raf protein were then exposed to 5
uM BAY 43-9006 for 2 hours to examine the effect on the activity of the signaling
pathway. Exposure to BAY 43-9006 reduced levels of phosphorylated Mek and Erk in
cells expressing either wild type or.mutant Y***®B-Raf protein by 5-6 fold and 3-4 fold,
respectively (Fig. 14A). Thus, BAY 43-9006 inbibits the activity of both wild type and
mutant B-Raf.
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To demonstrate that BAY 43-9006 inhibited mutsifit " "B-Raf protein signaling in
UACC 903 cells, in vitro cultures were exposed for 2 hours to increasing concentrations of
BAY 43-9006. BAY 43-9006 reduced the levels of phosphorylated (active) Mek and Erk
in UACC 903 cells in & dose responsive manner (Fig. 14B). The inhibitory effects of BAY
43-9006 on MAP kinase signaling persisted for at least 2 to 3 days in UACC 903 and 1205
Lu cell lines (data not shown). We next cvaluated the effect of pretreating animals with
BAY 43-9006 prior to subcutaneous injection of UACC 903 or 1205 Lu cells. For these
experiments, mice wero exposed to 50 mg/kg BAY 43-9006 for 4 days prior to
subcutaneous injection of 5X10° cells, which was followed by intra peritoneal injection of

- drug every 2 or 3 days up to day 22. Both UACC 903 (Fig. 14C) and 1205 Lu (not shown)

tumor development was significantly inhibited (Student’s t-test; p<0.05), and comparison
of size matched UACC 903 tumors revealed reduced proliferation and decreased vascular
development in BA'Y 43-9006 treated tumors compared to vehicle treated controls (not
shown). Furthermore, tumor size increased slowly to day 8 after which it leveled off with
no statistical difference bstween subsequent tumor measurements (ANOVA; P>0.05).
Thus, pharmacological inhibition of mutant V**?“B-Raf activity by pretreatment of the host
animal with BAY 43-9006 significantly reduced the tumorigenic potential of melanoma
cells expressing mutant V> EB-Raf

To identify the mechanism leading to fumor inhibition in cells pretreated with
&iRNA to knockdown Y****B.Raf activity, rates of tumor cell proliferation and apoptosis
were measured in UACC 903 tumors 4 days after subcutaneous injection. No difference in
the mate of apoptosis (1-2%) was detected using the TUNEL assay (data not shown).
However, UACC 503 cells treated with siRNA to B-Rafhad 5 to 6-fold fewer proliferating
calls compared to control cells nucleofected with buffer only, scrambled siIRNA or C-RAF
siRNA (Fig. 14D). Next, in vitro doubling times, in vivo proliferation rates and tumor
latency periods of the UACC 903 cell linc were compared to determine whether reduced
growth could account for delayed tumor development (Teble 2). UACC 903 cells
nucleofected with siRNA to C-RAF or scrambled siRNA doubled in number in vitro every
1.2 days (or ~29 h), whereas cells nucleofected with siRNA against B-RAF doubled every
1.65 days (or ~40 h), which was a delay of ~38%. In contrast, analysis of proliferating cells
in tumors showed a significant difference between control tumors nucleofected with siRNA
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to C-Raf or scrambled siRNA (ANOVA; p<0.05), which had 10-15% proliferating cells,
compared fo tumeors cells nucleofected with siRNA to B-Raf that had 2-3% proliferating
cells. Tho ~82% reduction in proliferative capacity of cells nucleofected with B-RAF
siRNA could account for the delayed latency period of tumor development. Hence, for
tumors of the same size as controls at day 5, cells nucleofected with siRNA to B-RAF
required an additional 10 days to form tumors of the same size (Table 2). Since tumor
development was delayed >200%, the reduced growth rate observed in vifro and in vivo
could account for the reduced tumorigenic potential of these cells. Therefore, inhibition of
mutant Y*?*®B-Raf expression (activity) in melanoma cells prior to tumor formation
significantly reduced the in vivo growth potential of cells, thersby delaying tumorigenesis.
EXAMPLE 22: Inhibition of melanoma tumor development by targeting mutant
VSIEB_Raf in preexisting tumors.

It is currently unknown whether targeting mutant V>"°CB-Raf in established
preexisting melanoma tumors could retard tumor development, and if so, whether the
mechanism is the same as that occurring when targeting Y***EB-Raf in cells prior to tamor
formation. Therefore, we next examined whether pharmacologically targeting B-Raf'in
preexisting melanoma tumors would inhibit tumor development by a similar mechanism.
Five million UACC 903 cells, one million 1205 Lu cells or five million C8161 cells were
subcutaneously injected into 4- to 6-week old female nude mice. On day 6, vehicle
(DMSO) or BAY 43-9006 compound dissolved in vehicle (10, 50 or 100 mg/kg) was
administered to mice via intra peritoneal injection every 48 hours. A 48 hour time period
between drug administrations was chosen since inhibitory effects on the MAP kinase
signaling pathway in UACC 903, 1205 Lu and C8161 cells persisted for at least that period
(data not shown). Size of the developing tumors was measured using calipers on alternate
days and the results are shown for UACC 903 cells in Fig. 4A and 1205 Lu cells in Fig.
15B. While all concentrations of the BAY 43-9006 compound slowed UACC 903 tumor
development, only concentrations 250 mg/kg caused tumor development to platean 7 days
following the start of treatment (Fig. 4B). Tumor development in mice treated with BAY
43-9006 at 10 mg/kg was delayed ~1 week, but UACC 903 tumors steadily increased in
size and mice had to be euthanized on day 27 when tumors reached sizes >2,400 mm’. For
UACC 903 cells, a small increase occurred in the size of the tumor up to day 13; however,
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after a week of drug treatment, tumor sizes stabilized and there was no statistically
gignificant increase in tumor sizes from daya 13-to-31 (Fig. 15AXANOVA; P>0.05).
Treatment of 1205 Lu tumors with 50 mg/kg BA'Y 43-9006 also reduced tumor
development in a similar menner causing a plateau in tumor size from days 17-to-31 (Fig.
15B) XANOVA; P=0.12). In contrast, whilo BAY 43-9006 inhibited pMek and pErk
levels in C8161 cells, no difference was observed in the kinstica of tumor formation (data
not shown). Thus, pharmacological inhibition of mutant Y***®B-Raf activity retards tumor
development in preexisting melanoma tumors but does not cause tumor regression. In
contrast, inhibition of B-Raf in melanoma cells lacking the T1796A mutation did not
appear to alter tumorigenic potential.

To confirm that the BAY 43-9006 compound affected activity of the mutant Y**£B-
Raf signaling pathway in tumors, the percentage of cells expressing elevated levels of
phosphorylated Erk was scored in tumors from mice 9 days after start of treatment with
vehicle (DMSO) or vehicle containing 50 mg/kg BAY 43-9006 (Fig. 15C). Quantification
of the number of pErk positive cells showed that BAY 43-9006 treated tumors had ~3-fold
fewer pExk positive cells than control vehicle treated tumors (Fig. 15D)(Student’s t-test;
P<0.05). The significantly greater number of phosphorylated Brk positive cells in vehicle
treated turnors indicated that BAY 43-9006 was inhibiting the activity of the mutant
V3998p_Raf signaling pathway in vivo. Thus, these results demonstrate that
pharmacological inhibition of mutent ¥*?®B-Raf with BAY 43-9006 reduces MAP kinase
pathway signaling in fumors, thereby mediating tumor inhibition.

EXAMPLE 23: Mechanistically, BAY 43-9006 inhibits vascular development of
preexisting melanoma tumors leading to Increased apoptosis.

The foregoing experiments showed a consistent relationship between inhibition of
mutant Y*?*5B.Raf activity and reduced tumor development; therefore, subsequent studies
focused on identifying the mechanism by which this ocourred in existing melanoma
tumors. For these studies, temporally and spatially matched UACC 903 tumors exposed to
sither vehicle or BAY 43-9006 were analyzed for vascular development as well as
apoptosis and proliferation rates in order to identify the key event delaying growth of
existing established tumors. Matched tumors were harvested every two days, starting at
day 9 and ending at day 15; rates of apoptosis, growth and vascular development were
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compared at each time poimt (Fig. 16). A statistically significant difference in vessel
development at day S was observed between vehicle and BAY 43-9006 treated tumors (Fig.
5A)(Student’s t-test; P<0.05). In contrast, no statistically significant difference was
detected in number of proliferating cells (Student’s t-test; P=0.61) or apoptotic areas
(Student’s t-test; P=0.15) in tumor masses at day 9 between control and BAY 43-9006
treated tumors (Fig. 16B and Fig. 16C). However, for all analyses from day 11 onwards, a
statistically significant difference was observed between control and drug treated turmors
(Student’s t-test; P<0.05). Collectively, these data suggest that significantly reduced
vascular development observed at day 9 in BAY 43-9006 treated tumors was an initiating
event leading to delayed tumor growth. Apoptosis became evident in the BAY 43-9006
treated tumors at day 11 and occupied up to 25% of the tumor area by day 15 (Fig. 16B).
By day 20, ~50% of the tumor area was undergoing apoptosis (data not shown). BAY 43-
9006 also affected tumor cell proliferation of preexisting tumors leading to a 32-57%
decrease in percentage of proliferating cells (Fig 16C). Collectively, these data led to the
conclusion that inhibition of vascular development is a key event leading to growth
inhibition of preexisting melanoma tumors.

Since vascular development in tumors occurs via angiogenesis, or the growth of
new vessels from the surrounding vascular beds, and is triggered by angiogenic factors
secreted by tumor cells ( Carmeliet P, Jain RK. Natize. 407: 249-57 (2000).), we predicted
that BAY 43-9006 and siRNA-mediated inhibition of Y**”°B-Raf were reducing the activity
of a key angiogenic factor, thereby decreasing vascular development (Kranenburg O et al.
Biochim Biophys Acta. 1654: 23-37 (2004)., Jain RK. Semin Oncol. 29: 3-9 (2002).). To
examine this possibility, an ELISA assay was used to determine whether secretion of
VEGF decreased following inhibition of Y**’°B-RAF. Initially, UACC 903 and 1205 Lu
cells in which Y**EB-Raf expression was inhibited using siRNA were examined and
revealed significant reduction in VEGF secretion compared to controls (Fig. 17A). Next,
the effects of BAY 43-9006 mediated inhibition of Y>""B-Raf UACC 903 and 1205 Lu
cells was examined and also found to decrease VEGF secretion in & dose dependent
mamner (Fig. 17B). To determine whether siRNA-mediated reduction of VEGF resulted in
tumor inhibition aimiler to that seen following Y***"B-Raf inhibition, siRNA against VEGF
was nucleofected into UACC 903 or 1205 Lu cells. Decreased VEGF expression was
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observed using VEGF specific siRNA (Fig. 17A), which reduced the tamorigenic potential
of UACC 903 (Fig. 17C) and 1205 Lu (Rig. 17D) cells in a manner consistent with that
occurting following decreased Y¥?"B-Raf expression. Thus, reduced VEGF secretion
mediated by decreased Y**°B-Raf activity led to inhibition of vascular development, which
consequently affected melanoma tumor development.

EXPERIMENTAL DISCUSSION FOR B-Raf

This study demonstrates that use of siRNA or pharmacological inhibition of mutant
V3%9BR. Raf expreasion (activity) effectively reduces the tumorigenic potential of melanoma
cells by lowering the proliferative and/or angiogenic capacity of the tumor cell. As such,
melanoma cells having mutant Y***®B-Raf are boiter suited for proliferation in the in vivo
tumor environment. We have shown that targeted reduction of V****B-Raf expression
(activity) in melanoma cells prior to tumor development significantly reduced the growth
potential of melanoma cells, thereby inhibiting tumor development. In contrast, apoptosis
played no significant role in this process. Furthermore, inhibition of tumor development
was only observed in cells in which mutant Y***2B.Raf expression had been knocked down
and not following knockdown of C-Raf or following knockdown of B-Raf in melanoma
cells lacking the T1796A B-RAF mutation. Thexefore, it is apparent that signaling through
V3996 _Raf was specifically necessary for melanoma tumor deveiopment. These data are
consistent with our previous study demonstrating that siRNA-mediated inhibition of
V5958p_Rafin WM793 melanoma cells reduced the In vitro growth potentisl of these cells
(Hingorani SR et al. Cancer Res.;63: 5198-202 (2003).). Similar in viiro studics uaing
UACC 903 cells in this report further confirm these earlier observations. Knockdown of
mutant Y¥*"ER-Raf expression (activity) also specifically reduced constitutive Erk signaling
leading to reduced growth, which did not occur following knockdown of C-Raf. Thus,
mutant V**2B-Raf promotes growth of melanoma cells both in vitro and in vivo; moreover,
targeted inhibition prior to tumor development inhibits tumorigenesis mediated through
reduced growth of tumor cells.

Targeting mutant Y3**5B-Raf in preexisting established tumors halted growth;
bowever, growth inhibition played only a partial role in this process. More significantly,
comparison of size and time matched tumors revealed that inhibition of vascular
development played an initiating role in delaying tumor growth. As in all solid tumors,
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vascular development occurs through angiogenesis in which growth of new vessels from
surrounding vascular beds is driven by angiogenic factors secreted by tumor cells
(Carmeliet P, Jain RK. Nature. 407: 249-57 (2000).). In this study, we found that
inhibition of V***2B-Raf reduced VEGF secretion by UACC 903 and 1205 Lu melanoma
cells. B-Raf has been reported to exert an important role in embryonic vascular
development since B-RAF knockout mice exhibit significant endothelial cell death leading
to hemorrhage and embryonic lethality (Wojnowski L et al. Nat Gener;16: 293-7 (1997).).
However, we observed no significant endothelial cell death in preexisting tumor vessels
following inhibition of ¥**®B-Raf using BAY 43-9006. Rather, inhibition of ¥***®B-Raf
inhibited angiogenesis (Kranenburg O et al. Biochim Biophys Acta. 1654: 23-37 (2004).,
Jain RK. Semin Oncol. 29: 3-9 (2002).) mediated through reduced VEGF secretion by the
tumor cells. This observation is supported by published evidence in which decreased
VEGF secretion led to reduced angiogenesis, thereby inhibiting the tumorigenic potential
of cancer cells (Heidenreich R et al. /nt J Cancer. 111: 348-57 (2004)., Inai T et al. Am J
Pathol. 165: 35-52 (2004).). Thus, decreased VEGF secretion mediated by a reduction in
mutant V**"B-Raf signaling leads to inhibition of angiogenesis, halting growth of
preexisting melanoma tumors.

Our study also shows that BAY 43-9006 inhibits V¥*2B-Raf activity in vitro and in
vivo, leading to reduced phosphorylation of downstream targets Mek and Erk, which
slowed melanoma tumor development. We observed that pretreatment of animals with
BAY 43-9006 reduced melanoma tumor development in manner gimilar to siRNA-
mediated inhibition. However, BAY 43-9006 treatment only retarded development of
established tumors by disrupting their vascular development. Complete regression of
tumors did not occur, rather tumor size became relativoly static after treatment. This
observation is in agreement with preliminary data from clinical trials in which BAY 43-
9006 monotherapy was relatively ineffective for treatment of advanced stage melanoma
patients (Tuveson DA et al. Cancer Cell. 4: 95-8 (2003)., Ahmed T et al. Proc Am Soc Clin
Oncol. 23: 708 (2004).). However, in combination with traditional chemotherapy
(paclitaxel and carboplatinum), a 50% response rate occurred in patients (Tuveson DA et
al. Cancer Cell. 4: 95-8 (2003)., Flaherty K et al. Proc Am Soc Clin Oncol. 23: 708
(2004).). Therefore, while BAY 43-9006 slows tumor development, it is likely that the
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drug will need to be combined with other synergistic therapeutics to cause regression of
established preexisting tumors (Tuveson DA et al. Cancer Cell. 4: 95-8 (2003)., Bollag G
ot al. Curr Opin Investig Drugs. 4: 1436-41 (2003)., Lyons JF et al. Endocr Relat Cancer.
8: 219-25 (2001).). It is also possible that the route of drug administration could alter
efficacy of BAY 43-9006 in melanoms patients. While the clinical trial involved oral
administration of the drug, our study administered the drug via intra peritoneal injection
every 2 to 3 days. An altemative route of administration might be more effective by
increasing the drug’s local bioavailability (Sparreboom A et al. Proc Natl Acad Sci U § 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).). Therefore, therapeutically targeting Y***"B-Raf activity in combination
with chemotherapeutic agents may offer an effective approach to shrink established
melanoma tumors containing this mutant protoin.

In conclusion, we identified mechanisms by which mutant V599E B-Raf promotes
melanoma tumor development and show how this mutation provides melanoma cells with
selective growth and angiogenic advantages in the tumor environment.

EXAMPLE 24: Akt3 Domain Swap Experiments, Results and Discussion

Domain switching between the Akt isoforms has identified the region of Akt3
leading to preferential activation of Akt3 end not Aktl or Ak(2 in melanoma. Activation is
measured as the levels of phosphorylation of threonine 308 or serine 472 on Akt3; or by
immunoprecipitation of Akt3 followed by an in vitro kinase asgay in which Crosstide is
phosphorylated by Akt3 to estimate activity. Domains of Aki3 were switched with those of
Akt2 or Akt] and constructs containing the chimeric genes were nucleofected into the
melanoma cell lines WM3$5 or UACC 903. Myristoylated Akt3 and Akt2 served as
positive control while dead Akt3 (T305A/S472A) and Akt2 (T309A/5474A) served as
negative controls. Transfer of wild type Akt3 led to increased activity in contrast to wild
type Akt2 that did not, which demonstrated that specificity for Aki3 activation in
melanoma cells. Constructs in which the pleckstrin homology domain from Akt3 (amino
acids 1-110) was connected to the catalytic-regulatory domains of Akt2 did not lead to
activation. In contrast, constructs in which the pleckstrin homology domain from Akt2
(amino acids 1-110) was connected to the catalytic-regulatory domains from Akt3 (from
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amino acids 111-497) were activated. This maps the critical region leading to preferential
Akt3 activation in melanomas from amino acids 111-497. This is the region to which
therapeutic agents may be targeted to epecifically prevent Akt3 activation in melanomas.
While the present invention has been described in conjunction with the specific

5 embodiments set forth above, many alternatives, modifications and variations thereof will
be apparent to those of ordinary skill in the art, All such alternatives, modificationsend
variations are intended to fall within the spirit and scope of the present invention. All
documents (e.g., publications and patent applications) cited herein are incorporated by
referance to the same extent as if each individual document was specifically and

10  individually indicated to be incorporated by reference.
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What is claimed is:
1. A method for inducing apoptosis in a melanoma tumor cell comprising:
reducing Akt3 activity.

2. The method of claim 1 wherein said reducing is by contacting a melanoma tumor cell
with an agent that reduces Akt3 activity.

3. The method of claim 2 wherein the agent is selected from the group consisting of a
siRNA molecule, an antisense molecule, an antagonist, a ribozyme, an inhibitor, a peptide,
and a small molecule.

4, The method of claim 3 wherein the agent is a 5iIRNA molecule that comprises a

polynucleotide selected from the group having a sequence of 5°

GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGADU 3%, 5' CUAUCUACAUUCCGGAAAG 3, 5
GAAUUUACAGCUCAGACUA 3', 5 CAGCUCAGACUAUUACAAU 3',
S'CUUGGACUAUCUACAUUCCGGAAAG 3,

5'CUUUCCGGAAUGUAGAUAGUCCAAG 3',

5'"GAUGAAGAAUUUACAGCUCAGACUA 3',

SUAGUCUGAGCUGUAAAUUCUUCAUC 3',

S'AAUUUACAGCUCAGACUAUUACAAU 3,

5S'AUUGUAAUAGUCUGAGCUGUAAAUU 3, and the complements thereof.

5. The method of claim 2 wherein said contacting of said melanoma tumor cell includes

the use of: a liposome, a nenoliposome, a ceramide-containing nanoliposome, a

proteoliposome, a nanoparticulate, a calcium phosphor-gilicate nanoparticulate, & calcium

phosphate nanoperticulate, a silicon dioxide nanoparticulate, a nanocrystaline particulate, a

sermiconductor nanoparticulate, poly(D-arginine), a nanodendrimer, a virus, calcivm @
phosphate nucleotide-mediated nucleotide delivery, electroporation, and microinjection.

6. The method of claim 3 wherein said agent is & peptide that acts as a psendosubstrate for
Akt3.

7. The method of claim 6 wherein said peptide acts as a pseudosubstrate for a catalytic
domain or a regulatory domain of Akt3.

8. The method of claim 3 wherein said agent is a peptide that acts as a competitive
inhibitor for Aki3,
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9. The method of claim 8 wherein said peptide acts as a competitive inhibitor for a
catalytic domain of Aki3,

10. The method of claim 8 wherein said peptide acts as a competitive inhibitor for &
pleckstrin homology domain of Akt3.

11. The method of claim 8 wherein said peptide acts as a competitive inhibitor for a
regulatory domain of Aki3.

12. The method of claim 1 wherein the method further comprises; administering a
chemotherapeutic agent selected from the group consisting of alkylating agents,
antimetabolites, antibiotics, natural or plant derived products, hormones and steroids, and
platinum drugs.

13. The method of claim 12 wherein the chemotherapeutic agent is dacarbazine.

14. The method of claim 1 wherein the method further comprises administering
irradiation.

15. A method for treating a melanoma tumor in 8 mammal comprising: administeringto a
melanoma tumor an effective amount of an ageat to induce apoptosis; and administering to
a melanoma tumor an effective amount of an agent to reduce angiogenesis and cell
proliferation.

16. The method of claim 15 wherein said agent that induces apoptosis is an agent that
reduces Akt3 activity.

17. The method of claim 15 wherein said agent that reduces angiogenesis and cell
proliferation is an agent that reduces V599E B-Raf activity, thereby treating a melanoma
fumor.

18. The method of claim 16 wherein said agent that reduces Akt3 activity is selected from
the group consisting of a siRNA molecule, an antisense molecule, an antagonist, a
ribozyme, an inhibitor, a peptide, and a small molecule.

19. The method of claim 18 wherein said agent that reduces Aki3 activity is a siRNA
molecule that comprises & polynucleotide selected from the group having a sequence of 5
GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3!, 5' CUAUCUACAUUCCGGAAAG 3', 5
GAAUUUACAGCUCAGACUA 3', 5' CAGCUCAGACUAUUACAALU 3,
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5'CUUGGACUAUCUACAUUCCGGAAAG 3',
5'CUUUCCGGAAUGUAGAUAGUCCAAG 3,
5'GAUGAAGAAUUUACAGCUCAGACUA 3,
SUAGUCUGAGCUGUAAAUUCUUCAUC 3,
S'AAUUUACAGCUCAGACUAUUACAAU 3,
5'AUUGUAAUAGUCUGAGCUGUAAAUU 3', and the complements thereof.

20. The method of claim 16 wherein the agent that reduces Akt3 activity is introduced into
said melanoma tumor by the use of: a liposome, a nanoliposome, a ceramide-containing
nanoliposome, a proteoliposome, a nanoparticulate, a calcium phosphor-silicate
nanoparticulsate, a calcium phosphate nanoparticulate, a silicon dioxide nanoparticulate, a
nanocrystaline particulate, a semiconductor nanoparticulate, poly(D-arginine), a
nanodendrimer, a virus, calcium phogphate nucleotide-mediated nucleotide delivery,
electroporation, and microinjection.

21. The method of claim 18 wherein said agent is a peptide that acts as a pseudosubsirate
for Akt3.

22. The method of claim 21 wherein said peptide acts as a pseudosubstrate for a catalytic
domain or & regulatory domain of Akt3.

23. The method of claim 18 wherein said agent is a peptide that acts as a competitive
inhibitor for Aki3.

24. The method of claim 23 wherein said peptide acts as a competitive inhibitor for a
catalytic domain of Akt3.

25. The method of claim 23 wherejn said peptide acts as & competitive inhibitor for a
pleckstrin homology domain of Akt3.

26. The method of claim 23 wherein said peptide acts as a competitive inhibitor for a
regulatory domain of Akt3.

27. The method of claim 15 wherein the method further comprises administering a
chemotherapeutic agent selected from the group consisting of alkylating ageuts,
antimetabolites, antibiotics, natural or plant derived products, hormones and steroids, and
platinum drugs.
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28. The method of claim 15 wherein the method forther comprisés administering
irradiation.

29. The method of claim 17 wherein the agent that reduces V599E B-Raf activity is
selected from the group consisting of a sIRNA molecule, an antisense molecule, an
antagonist, a ribozyme, an inhibitor, a peptide, and a small molecule.

30. The method of claim 17 wherein the agent that reduces V599E B-Raf activity is
introduced into said melanoma tumor by the use of: a liposome, a nanoliposome, a
ceramide~containing nanoliposome, & proteoliposome, a nanoparticulate, a calcium
phosphor-silicats naoparticulate,  calcium phosphate nanoparticulate, a silicen dioxide
nmoparticulate, a nanocrystaline particulate, a semiconductor nanoperticulate, poly(D-
arginine), & nanodendrimer, a virus, calcium phosphate nucleotide-mediated nucleotide
delivery, electroporation, and microinjection.

31.  The method of 29 wherein the siRNA molecule that reduces V599E B-Raf activity
comprises: a polynucleotide that has a sequence of
5’GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3'.

32.  The method of claim 29 wherein the siRNA molecule that reduces B-Raf activity
comprises: a polynucleotide that hes a sequence of §'
GGACAAAGAAUUGGAUCUGGAUCAU 3’

33. Themethod of claim 29 wherein the agent that reduces V599E B-Raf activityis a
B-Raf inhibitor,

34. The method of claim 33 wherein the B-Raf inhibitor is BAY 43-9006.

35. The method of claim 15, where in said treatment comprises: administering,
concurrently or sequentially, an effective amount of an agent that reduces Akt3 activity and
an agent that reduces V599E B-Raf activity.

36. A pharmaceutical composition for treating a melanoma tumor comprising: an agent
that reduces Akt3 activity; and a carrier.

37. The pharmaceutical composition of claim 36 wherein said carrier is selected from a
group consisting of: a liposome, a nanoliposome, a ceramide-containing nanoliposome, a
proteoliposome, 8 nanoparticulate, a calcium phosphor-silicate nanoparticulato, a calcium
phosphate nanoparticulate, a silicon dioxide nanoparticulate, a nanocrystaline particulate, a
semiconductor nanoparticulate, poly(Darginine), a nanodendrimer, a virus, and calcium
phosphate nucleotide-mediated mucleotide delivery.
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38. The pbarmaceutical composition of claim 36 wherein said agent is selected from the
group consisting of: siRNA molecule, an antisense molecule, en antagonist, & ribozyme, an
inhibitor, a peptide, and a emall molecule.

39. The pharmaceutical composition of claim 38 wherein said small interfering RNA
(siRNA) molecule comprises: a polynucleotide
5' GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3' or the complement thereof.

40. The pharmaceutical composition of claim 38 wherein said small interfering RNA
(siRNA) molecule comprises:
5" CUAUCUACAUUCCGGAAAG 3', or the complement thereof.

41. The pharmaceutical composition of claim 38 wherein said small interfering RNA
(siRNA) molecule comprises: a polynucleotide 5' GAAUUUACAGCUCAGACUA 3, or
the complement thereof.

42. The pharmaceutical composition of claim 38 wherein said small interfaring RNA
(siRNA) molecule comprises: the polynucleotide 5' CAGCUCAGACUAUUACAAU 3',
or the complement thereof.,

43, The pharmaceutical composition of claim 38 wherein said small interfering RNA
(siRNA) molecule comprises: a polymucleotide
5" CUUGGACUAUCUACAUUCCGGAAAG 3', or the complement thereof.

44. The pharmaceutical composition of claim 38 wherein said amall interfering RNA
(siRNA) molecule comprises: a polynucleotide
5' CUUUCCGGAAUGUAGAUAGUCCAAG 3, or the complement thereof.

45. The pharmacentical composition of claim 38 wherein said small interfering RNA
(siRNA) molecule comprises: a polymucleotide
5' GAUGAAGAAUUUACAGCUCAGACUA 3', or the complement thereof.

46. The pharmaceutical composition of claim 38 wherein said small interfering RNA
(siRNA) molecule comprises: a polymucleotide
5' UAGUCUGAGCUGUAAAUUCUUCAUC 3', or the complement thereof.

47. The pharmaceutical composition of claim 38 wherein said small interfering RNA

(siRNA) molecule comprises: a polynucleotide
5' AAUUUACAGCUCAGACUAUUACAAU 3, or the complement thereof.
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48. The pharmaceutical composition of claim 38 wherein said interfering RNA
(siRNA) molecule comprises: a polynucleotide 5'
AUUGUAAUAGUCUGAGCUGUAAAUU 3, or the complement thereof.

49, The pharmaceutical composition of claim 38 wherein said small interfering RNA
(siRNA) molecule comprises: a polynucleotide
5' AUUGUAAUAGUCUGAGCUGUAAAUU 3, or the complement thereof.

53. The pharmaceutical composition of claim 38 wherein said agent is a peptide that acts
as a pseudosubstrate for Aki3.

54. The pharmaceutical composition of 53 wherein said peptide acts as a pseudosubstrate
for a catalytic domain or a regulatory domain of Akt3.

55. The pharmaceutical composition of 38 wherein said agent is a peptide that acts as a
competitive inhibitor for Akt3.

56. The pharmaceutical composition of 55 wherein said peptide acts as a competitive
inhibitor for a catalytic domein of Akt3.

57. The pharmaceutical composition of ¢laim 55 wherein said peptide acts as a
competitive inhibitor for a pleckstrin homology domain of Akt3.

58. The pharmaceutical composition of claim 55 wherein said peptide acts as a
competitive inhibitor for a regulatory domain of Akt3.

59. The pharmaceutical composition of claim 36 wherein said composition further
comprises an agent that reduces B-Raf activity.

60, The pharmaceutical composition of claim 60 wherein zaid agent is selected from the
group consisting of: sIRNA molecule, an antisense molecule, an antagonist, a ribozyme, an
inhibitor, a peptids, and a small molecule.

61. The pharmaceutical composition of claim 60 wherein said small interfering RNA
(siRNA) molecule comprises: a polynucleotide
5' GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGALU 3, or the complement thereof,

62. The pharmaceutical composition of claim 60 wherein said small interfering RNA

(siRNA) molecule comprises: a polynucleotide
5' GGACAAAGAAUUGGAUCUGGAUCAU 3', or the complement thereof,
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efectivos se debe, en parte, a la falta de informacion sobre los genes
predominantes genes alterados 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 IV) tienen un
supervivencia media de aproximadamente un afio (Balch et al., 1993; Koh,
1991). El tratamiento estdndar actual consiste de una quimioferapia de
combinacion 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 sdlo
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 fargeting”) células que crecen rdpidamente. No
obstante, esta funcién no es especifica, ya que muchas células normales,
tales como las de la médula 4sea y el epitelio intestinal, poseen asimismo un
nivel bésico de proliferaciéon. 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 metastisico.

La familia de la proteina cinasa Akt consta de tres miembros,
Akt1/PKBa, Akt2/PKBfi y Akt3/PKBy, que comparten un alto grado de
similitud estructural (Brazil et al., Cell 111:293-303 (2002); y Nicholson et
al., Cell Signal 14:381-395(2002)). Los miembros de l2 familia comparten
una similitud estructural amplia entre si, exhibiendo mas 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.
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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 aproximadamente cien
aminoécidos, se asemeja a los tres dominios de unién de fosfoinositidos en
otras moléculas de sefializacion (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 region catalitica de cinasa carboxi-terminal que media la
fosforilacion de proteinas de sustrato. Muestra un alto grado de similitud
con los de la 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 regién de cola con un papel regulador importante.
Esta region se denomina a veces la cola o el dominio regulador. Dentro de
las Gltimas regiones hay residuos de serina y treonina cuya fosforilacién se
requiere para la activacion de Akt. Los sitios varian ligeramente
dependiendo de la isoforma Akt particular. EI primer sitio en todas las tres
isoformas es una treonina en la posicion 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 hidrofoba en posiciones de aminodcidos 473/474/472
en Akt 1/2/3 respectivamente. La fosforilacion en ambos sitios, que ocurre
en respuesta a factores de crecimiento u otros estimulos extracelulares, es
esencial para la activacion Akt méaxima (Alessi DR, Andjelkovic M,
Caudwell B, Cron P, Morrice N, Cohen P, Hemmings BA. Mechanism of
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activation of protein kinase B by insulin and IGF-1. EMBO J. 15(23):6541-
51(1996).). La Akt puede fosforilarse asimismo en otros residuos; sin
embargo, la importancia funcional de esta fosforilacion es un érea 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-l. EMBO J. 15(23):6541-51(1996).).
Ademas, aunque se han identificado variantes de empalme de Akt3 que
carecen del sitio de fosforilacion 472 de serina, el 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 esti presente o ejerce algin papel en las células de melanoma.
Aunque todas las isoformas pueden expresarse en un tipo de célula
particular, sdlo ciertas isoformas pueden ser activas. Parece ademas que
cada isoforma puede realizar funciones uUnicas 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 ("krmockout mice”) que carecen de Akt!
presentan retardo de crecimiento y tienen mayores tasas de apoptosis
esponténea en los testiculo y el timo (Chen et al., Genes Dev 15:2203-
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
regulacion alterada a la insulina y, en consecuencia, tienen una capacidad
defectuosa 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 raton 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

cancer humano.
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Se ha descrito amplificacion genética que aumenta la expresién de
Akt] 6 Akt2 en neoplasias malignas del estémago, ovario, pincreas 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 | 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 melanomas (Waldmann et al., Arch Dermatol Res 293:368-372(2001);
Waldmann et al., Melanoma Res 12:45-50 (2002)), bloquear la funcion Akt
total reconociendo P13K (con los inhibidores P13K wortmannina o LY-
294002) inhibe la proliferacion celular y reduce la sensibilidad de las
células de melanoma a radiacion 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 displasicos y
melanomas metastisicos comparados con lunares normales o benignamente
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 sefializacion fosfoinositido 3-
cinasa (PI3K)/Akt juega un papel critico en la tumorigénesis de melanoma
(Stahl et al., Cancer Res 63:2891-2897(2003)). Se descubrio que la
actividad Akt desregulada por la pérdida de la PTEN fosfatasa, un regulador
negativo de la sefializacion P13K/Akt, disminuye la capacidad apoptética
de células de melanoma y, asi, regula la tumorigénesis del melanoma (Stahl
et al., Cancer Res 63:2891-2897 (2003)).

La familia de proteina serina/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
intermedias en la via MAPK (Ras/RaffMAPK cinasa (MEK)/cinasa

regulada por sefial extracelular (ERK), que es una via de transduccién de
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sefiales que transmite sefiales extracelulares de la membrana celular al
nicleo mediante una seriec ordenada de eventos de fosforilacion 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 activacion de Ras y a la
iniciacién de una cascada de eventos de fosforilacion (Mercer et al.,
Biochim Biophys Acta 1653:25-40 (2003), Smalley. Int J Cander 104: 527-
32 (2003)). El Ras activado produce la fosforilacién y la activacién de Raf
el cual, a su vez, fosforila y activa MEK1 MEK2. Las cinasas MEK
fosforilan y activan a su vez ERK1 y ERK2 (Chong et al, Cell Signal
15:163-69 (2003)), que fosforilan varias dianas nucleares y citoplasmicas
que en Gltima 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)).

Mutaciones que llevan a la activacién de B-Raf se han encontrado en
la mayoria de melanomas esporadicos, principalmente B-RAF, gen més
mutado en melanomas con una tasa de mutacion 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 mayoria de las mutaciones B-
RAF ocurren como resultado de una sustituciéon de aminodcido de una sola
base ("a single base missense substitution") que convierte T en A en el
nucleétido 1796 el cual sustituye una valina por un 4cido glutdmico en el
codén 599 (VS99E) en el exon 15 (Davies et al., Nature 417:949-54
(2002)). Esta mutacién incrementa la actividad cinasa bdsica 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, somadticos, pos-cigdticos que no se han identificado 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)).
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La interferencia por ARN (ARNi) €8 un mecanismo de silenciamiento
post-transcripcional de genes especificos de secuencia de polinucledtidos
efectuado por ARN bicatenario que resulta en degradacion de un ARN
mensajero especifico (ARNm), mducigndo en csa forma la expresion de un
polipéptido diana deseado codificado 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.,
J. Cell Sci. 114:4557-65 (2001)). ARNi esta mediado por polinucledtidos
bicatenarios tal como se describe también aqui més adelante, por ejemplo,
ARN bicatenario (ARNbc), con secuencias que corresponden a secuencias
exonicas que codifican porciones de los polipéptidos cuya expresion estd
comprometida. Segun se afirma, ARNi no se efectia por polinucleétidos 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 polinucledtidos de "ARN interferente
pequefio" (ARNip) que interfieren la expresion de polipéptidos en
eucariotas mayores, tales como mamiferos (incluidos humanos) (por
ejemplo, Tuschl, 2001 Chembiochem. 2:239-245; Sharp, 2001 Genes Dev.
15:485; Bemstein 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 EMBQO
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, etc.) 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"
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segmenta el ARN bicatenario més largo eh ARNip; Dicer pertenece a la
familia ribonucleasa 11l de endonucleasa especifica de ARNbc (WO
01/68836; Bernstein et al., Nature 409:363-66(2001)). Ademas, 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
diana que es complementario a la cadena guia del ARNip, interfiriendo en
esa forma la expresion de una proteina especifica (Hutvagner et al., supra).

En C. elegans y Drosophila, ARNi puede estar mediada por
polinucledtidos 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); Kisielow et al., Biochem. J. 363:1-5(2002); véase también WO
01/92513 (silenciamiento mediado por ARNi en levadura)). En células
mamiferas, sin embargo, transfeccion con polinucleétidos de ARNbc largo
(es decir, mayor a 30 pares de bases) lleva a la activacion de una respuesta
de secuencia no especifica que bloquea globalmente la iniciacion de la
sintesis de proteinas y ocasiona la degradacion del ARNm (Bass, Nature
411:428-29 (2001)). La transfeccion 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 la
expresién de polipéptidos particulares 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 polinucleétidos de ARNip pueden ofrecer ciertas ventajas sobre
otros polinucledtidos conocidos en el arte para uso en alteracion, especifica
de secuencia, 0 modulacién de la expresion génica para proporcionar

niveles alterados de un producto polipéptido codificado. Estas ventajas
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incluyen concentraciones mas bajas de polinucleétidos de ARNip efectivo,
estabilidad mejorada de polinucledtidos de ARNip, y longitudes més cortas
de oligonucleédtidos de polinucledtidos de ARNip relativas a tales otros
polinucleétidos (por ejemplo, polinuclectidos complementarios, ribozima o
tricatenarios). @A modo de un breve antecedente, polinucleétidos
"complementari_os" se unen en una manera especifica de secuencia a 4cidos
nucleicos dianas, tales como ARNm o ADN, para prevenir la transcripcién
de ADN o traduccion 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. §, 135, 917; Patente de los
Estados Unidos No.5,087,617; véase igualmente, por ¢jemplo, Clusel et al.,
1993 Nucl. Acids Res. 21:3405-11, que describe oligonucleédtidos
complementarios "dumbbell"). Los polinucledtidos "ribozima" pueden
direccionarse a cualquier transcrito de ARN y son capaces de segmentar
cataliticamente tales transcritos, alterando asi la traducciéon 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 refieren a hebras de ADN
monocatenarios que se unen a ADN bicatenario para formar una molécula
tricatenaria colineal, previniendo asi la transcripcion (véase, por ejemplo,
Patente de los Estados Unidos No. 5,176,996, que describc métodos de
fabricar oligonucledtidos sintéticos que se unen a sitios diana en ADN
bicatenario). Tales estructuras tricatenarias son inestables y se forman séio
transitoriamente bajo condiciones fisiologicas. Debido a que los
polinuclestidos monocatenarios no se difunden ficilmente en las células y,
por lo tanto, son susceptibles de digestioh con nucleasa, el desarrollo de
ADN monocatenario para tecnologias complementarias o tricatenarias
requiere a menudo nucledtidos quimicamente modificados, para mejorar la
estabilidad y absorcion por las célules. Por contraste, los ARNip se
absorben facilmente por células intactas, son efectivas en interferir la

expresion de polipéptidos especificos con concentraciones que son varios
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ordenes de magnitud menores que las requeridas para polinucledtidos
complementarios o de ribozima, y no requieren el uso de nucleétidos
quimicamente modificados.

El melanoma maligno es el céncer de piel con el impacto més
significativo en el hombre, ya que comporta el riesgo mas alto de muerte
por metdstasis. Las tasas de incidencia y mortalidad continan creciendo
cada afio, sin un tratamiento efectivo a largo plazo en el horizonte. En
parte, esto refleja la falta de identificacion de genes criticos involucrados y
terapias especificas dirigidas a corregir estos defectos. Por consiguiente,
existe una necesidad en el arte para la identificacion 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 sefializacion PI3K/Akt y MEK/ERK. Identificar 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 invencion mejorar lo Ultimo en tecnologia en este campo
cientifico.

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

Es un objeto adicional, caracteristica, o ventaja de la presente
" invenci6n proveer un método para inducir apoptosis en una célula cancerosa
con un agente que reduce la actividad Akt3.

Es un objeto adicional, caracteristica, o ventaja de la presente
invencién 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
célula tumoral de melanoma, e inhibiendo la vascularizacién de la célula

tumoral de melanoma.
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invencion proveer un método de tratar melanomas, el cual reduce el tamaiio
del tumor més eficientemente que los métodos convencionales.

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

Estos y otros objetos, caracteristicas, o ventajes se hardn evidentes a

partir de la siguiente descripcién de la invencién.

BREVE SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion provee una base razonable para combinar
terapias dirigidas junto con quimioterapias seleccionadas, que no existen
actualmente para el tratamiento de melanoma. La presente invencion se
basa en descubrimiento de los actuales inventores de que la Akt3 regula la
apoptosis y que V599EB-Raf regula el crecimiento y desarrolio vascular en
melanoma. Los inventores son los primeros en reconocer una sustancia
terapéutica dirigida combinada, efectiva para tratar melanoma. En una
incorporacion, la invencion provee un método para inducir apoptosis en una
célula tumoral de meianoma reduciendo ia actividad Akt3. En todavia otra
incorporacion, la invencion provee un método para inducir apoptosis en una
célula tumoral de melanoma, el cual comprende contactar una célula
tumoral de melanoma con un agente que reduce la actividad Akt3. En
consecuencia, el método contemplado restablece la sensibilidad apoptotica
normal a una célula tumoral de melanoma, permitiendo asi la
administracién de una menor concentracion de agentes quimioterapéuticos,
lo que se traduce en una toxicidad reducida a un paciente.
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

para reducir angiogénesis y proliferacion celular.
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Asimismo se divulga aqui un método para tratar un melanoma en un
mamifero, que comprende: administrar a un tumor de melanoma en un
mamifero una cantided 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 asi un tumor de
melanoma.

En otro 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 hardn evidentes con
referencia a la siguiente Descripcion Detallada. Todas las referencias
divulgadas aquf se incorporan por este medio por referencia en su totalidad,

como si cada una se incorporara individualmente.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura | muestra la identificacion de la implicaciéon de Akt3 en
melanoma maligno. A. Una actividad Akt en la estirpe celular de
melanoma UACC 903 estd regulada por PTEN. Andlisis Western blot
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 relacionades 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 tGnicamente en la expresién de PTEN. Los melanocitos sirven
como control de células normales. El gréfico representa exploraciones
densitométricas de 3 Western blot separados para demostrar
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 Miiltiples de Dunnet
versus ¢l control melanocito, *P<0.5. B. ARNip para cada una de las
isoformas Akt demuestra especificidad de la inactivacién de cada isoforma
Akt ectdpicamente expresada en la estirpe celular UACC 903. Constructos
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que expresan HA-Aktl, HA-Akt2 o HA-Akt3 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 unicamente en el vector. Se sondearon Western blots con
anticuerpos a HA para detectar la proteina ectépicamente expresada, asi
como para a-enolasa, que sirvié como un control de carga. C. Inactivacién
mediada por ARNip de Akt3, pero no de Akt2 o Akt2, altera el nivel de Akt
fosforilada (actividad) en las estirpes celulares de melanoma UACC 903,
WMI 15 y SK-MEL-24. Analisis Western blot que muestra la expresién de
Akt fosforilada, Akt3, Akt2 y a-enolasa luego de la nucleofeccién con 50
(izquierda) o 100 pmoles (derecha) para cada ARNip respectivo. 1Los
controles eran células no-nucleofectadas o células nucleofectadas con
ARNip mezclado ("scrambled siRNA'). Los datos son representativos de
un minimo de 2 experimentos separados. El control de carga para estos
experimentos fue a-enolasa. D. Akt3 fosforilada se reduce cuando proteina
PTEN esta presente en el modelo oncogénico UACC 903 (PTEN). Akt3y
Akt2 se inmunoprecipitaron de estirpes celulares en el modelo oncogénico
UACC 903 (PTEN) y se analizaron por Western blotting con un anticuerpo
que reconoce Akt fosforilada. Los PTEN que expresan estirpes celulares
36A, 29A y 37A se derivaron de la estirpe celular parental UACC 903 que
carece de la proteina PTEN. Las dos estirpes celulares revertientes
oncogénicas se derivaron de la estirpe celular 36A y ya no expresan PTEN.
Un control antigeno negativo se muestra junto con controles positivos y
negativos para Akt3 y Akt2. Los controles para Akt3 y Akt2 fueron células
HEK298T o LNCaP respectivamente, no tratados (positivos) o tratados con
LY-294002 (negativos), un inhibidor de P13K. E. La actividad Akt3 se
reduce en la presencia de PTEN en el modelo oncogénico UACC 903
(PTEN). Akt3 inmunoprecipitada se empled en un analisis de cinasa in
vitro en el cual Crosstide se fosforilé por Akt3 para calcular la actividad. El
grafico muestra actividad luego de la sustraccion del control no antigeno;
barras, + SEM; estadistica, ANOVA de una sola variable dependiente
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cuantitativa, seguida por Comparaciones Miiltiples de Dunnet versus el
control melanocito, *P<0.05.

Figura 2 muestra una expresion Akt3 incrementada y actividad que
ocurren durante la evolucién 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 (WMI115, WM98.1 y
WM278) de crecimiento, Akt total se muestra como control. B.
Comparacion de la expresion Akt3 versus Akt2 en el modelo de evolucién
del tumor de melanoma. Western blots que muestran los niveles de
expresién de Akt3 y Akt2 se muestran junto con a-enolasa como control de
carga. C. Akt3 se activa preferencialmente en estirpes celulares del modelo
de evolucién del tumor de melanoma comparada con Akt2. Akt3 o Akt2 se
inmunoprecipité de cada estirpe celular y se someti6 a anélisis de Western
blot para medir la cantidad de Akt fosforilada en el inmunoprecipitado. D.
Akt3 se sobreexpresa preferencialmente en melanomas metastésicos de
pacientes humanos comparada con melanocitos. Se midid [a expresién de
Akt3 y Akt2 de melanomas metastisicos derivados de 31 tumores. La
expresion de Akt3 y Akt2 se normaliz6 a la expresion de a-enolasa. El
grifico compara cuantitativamente el nivel de expresién Akt3 o Akt2 en
cada tumor versus melanocitos. Las barras representan valores promedio de
exploraciones densitométricas de 3 Western blots separados; barras, & SEM.
El valor de arriba representa el multiplo del aumento en expresion sobre el
que ocurre en melanocitos; sélo diferencias de >2-veces se calificaron como
significativas. E. La expresién y la actividad de Aki3, pero no Akt2,
aumenta en tumores de pacientes con melanoma comparadas con
melanocitos. La actividad se determiné por inmunoprecipitacién de Akt3 y
Akt2 seguida por andlisis de inmunotransferencia con un anticuerpo que

reconoce Akt fosforilada para determinar el porcentaje de tumores en los
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cuales podria detectarse Akt3 fosforilada (activa) o Akt2; estadistica,
prueba ¢, *P<0.05.

Figura 3 muestra el mecanismo que subyace a la actividad Akt3
desregulada en melanomas malignos. A. La expresidn PTEN disminuida
(actividad) aumenta especificamente la actividad Akt3 en melanocitos y: B.
células WM35 de fase de crecimiento radial (fasc de crecimiento radial).
La reduccion mediada por ARNip de PTEN se muestra sola (control) o en
combinacién con ARNip mezclado o con ARNip contra Aktl, Akt2 o Akt3.
Analisis Western blot muestra la expresion 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 similares para Akt2 sirvieron
como controles (no se muestran los datos). La fosforilacion Akt (actividad)
se midid 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 ectdpicamente
expresada.

Figura 4 muestra que la actividad Akt3 incrementada promueve el
desarroilo del tumor de melanoma reduciendo [as tasas de apoptosis. A. La
reduccién mediada por PTEN de la actividad Akt3 inhibe el desarrollo del
tumor de melanoma. El tamafio de los tumores formados por células 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 inyeccion en ratones inmunitariamente desprotegidos. Los
valores son medias de un minimo de seis sitios de inyeccién en tres ratones
por estirpe celular, barras, + SEM; estadistica, estadistica, ANOVA de una
sola variable dependiente cuantitativa, seguida por Comparaciones
Miiltiples de Dunnet versus UACC 903, *P<0.05. B. Regulacion por
disminucién mediada por ARNip de Akt3 reduce el potencial oncogénico
de células de melanoma UACC 903. ARNip contra Akt3, Akt2 y Akt] se
nucleofectaron en células UACC 903 y, después de 48 horas, las células se
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inyectaron en ratones inmunitariamente desprotegidos. El tamafio de los
tumores se midié 10 dias después. Los controles son células UACC 903
nucleofectadas con tampdn Unicamente 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 sola variable
dependiente cuantitativa, seguida por Comparaciones Miuiitiples de Dunnet
versus UACC 903, *P<0. 05. C. D, E. F. La reduccién mediada por PTEN
o ARNip de Akt3 aumenta la apoptosis en tumores que crecen en ratones
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 siAkt2; barras, + SEM; estadistica, Kruskal-Wallis seguida por
Comparaciones Muitiples 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 tampon
unicamente. Los niicleos blancos representan células que experimentan
apoptosis.

Figura S describe una demostracion de que los liposomas solos son
atéxicos a las células de melanoma. La adicion de liposomas en varias
concentraciones no redujeron el numero 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
andlisis MTS 24, 48, y 72 horas después de ia adicion de liposomas en
concentraciones de 6.25, 12.5, 25, y 50 uM.

Figura 6 describe una demostracion de que las células de melanoma
absorben fécilmente liposomas. Métodos: Liposomas marcados (verde) se
agregaron a células de melanoma AUCC 903 que crecian en cultivo. Las
imégenes muestran ndcleos de células en la izquierda (contratinturadas con
DAPI) y células que han absorbido liposomas marcados a la derecha;
ampliaciéon 40X. Aproximadamente el 99% de las células absorben

liposomas.
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Figura 7 describe una cuantificacion 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 las células se fijaron con
5% de paraformaldehido, contratinturado con DAPI y se registr6 el % de
células que habian absorbido producto marcado.

Figura 8 representa una demostracion de la uniformidad de tamafio y
distribucién de tamafo de los liposomas. Métodos: Izquierda: Micrografia
Electrénica de Barrido que muestra un tamafio uniforme de los liposomas.
Derecha: Distribucion del tamafio de los liposomas determinada por analisis
de dispersion de luz. El grifico muestra el rango de tamaiio de los
liposomas, con el tamafio promedio ocurriendo entre 70-80nm.

Figura 9 describe una demostracion 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 crecian en cultivo. Una hora
después de la absorcion las células se fijaron en 4% de paraformaldehido y
se contratinturaron con DAPL. La izquierda muestra los niicleos de las
células teflidas de azul, seguido por ARNip rojo y ARNip verde. La Gltima
columna es la imagen fusionada, ampliacion 40X.

Figura 10 presenta una demostracién de la duracién de inactivacién
de ARNip Stealth de la expresion de proteina en células de melanoma 1205
Lu. Métodos: Se determiné que la duracién de inactivacion de proteina por
ARNip Stealth de Invitrogen iba més alla de 8 dias. ARNip se transfiri6 a
la estirpe celular de melanoma 1205 Lu por nucleofeccién. El andlisis
Western blot de los niveles de proteina B-Raf se midi6 en intervalos de 2
dias hasta ¢! dia 8. ARNip contra C-Raf sirvié como control. Ademds de la
expresion B-Ref disminuida, la actividad de la pErk 1'/2 corriente abajo en
la via de sefializacion disminuyo6 también durante 8 dias. Erk-2 sirvié como
control de carga de proteina.

Figura 11 describe una demostracion de la inactivacién de la
expresion de proteina luego de inclusion mediada por liposomas de ARNip

en células de melanoma. Complejos de liposomas de ARNip dirigidos a B-
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Raf mutante pueden inactivarse al 50% de }a expresién de proteina a
200nM. Esto indica un valor de referencia; concentraciones maés altas
incrementardn la inactivacion. 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 reduccion mediada por ARNip de Y***B-
Raf mutante reduce la activided corriente abajo d¢ MEK y ERK en
melanoma. La inactivacion mediada por ARNip de B-Raf y C-Raf reduce
los niveles de cada proteina respectiva 24 y 48 horas después de ia
nucleofeccién en estirpes celulares de melanoma UACC 903(A), 1205
Lu(B), y C8161(C). ARNip mezclado se utiliz6 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 d¢ MEK y ERK activa
(fosforilada) corriente abajo de B-Raf en células UACC 903 y 1205 LU que
contenian ¥>""B-Raf mutante. ERK2 se utiliza como control de carga.
Figura 13 muestra que el desarrollo del tumor de melanoma se
inhibié con Y*°FB-Raf pero no ARNip a C-RAF o ARNip mezclado. La
inactivacion mediada por ARNip de la proteina B-Raf persiste por 6 a 8
dias después de 1a nucleofeccidn en estirpes celulares UACC 903(A) y 1205
Lu(B) que crecian en cultivo. Una disminucion correspondiente se observé
en niveles de ERK1/ERK2 fosforilada (B). ERK2 sirvié como control de
carga. La reduccién mediada por ARNip de B-Raf llevé un potencial
oncogénico disminuido de células UACC 903(C) y 1206 Lu(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 midio el tamaiio
de los tumores en intervalos de 2 dias. La regulacion 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 tampdn Gnicamente, un ARNip mezclado o ARNip contra C-Raf. Los
valores son medias de un minimo de 12 sitios de inyeccion en seis ratones

con dos experimentos separados. Barras + SE.
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Figura 14 muestra que la inhibicion farmacolégica de la actividad B-
Raf usando BAY 43-9005 inhibe el desarrollo del tumor de melanoma. A,
BAY 43-9006 inhibe la actividad V599EB-Raf natural y mutante. ¥**"B-
Raf natural marcada HA o mutante se expresaron en células HEK293T
expuestas a 5 ymol/L BAY 43-9006 o vehiculo DMSO. HA indica una
proteina B-Raf ectopicamente expresada. La activacion o inhibicién de la
via MAPK se determiné incluyendo los niveles de pMEK pERK; ERK2
sirvi6 como control de carga; B, BAY 43-9006 disminuye los niveles de
pMEK y PERK (actividad) en células de melanoma UACC 903 que
contenian V*®"B-Raf mutante en una manera sensible a la dosis. El anlisis
de Western blot de niveles pMEK y PERK reducidos en células UACC 903
con concentraciones crecientes de BAY 43-9006. El control de carga fue
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 ratones se pretrataron dos veces i.p. con
50mg/kg BAY 43-9006 o vehiculo DMSO, lo cual se continué6 cada 2 dias
(puntas de las flechas). El tamaiio del tumor se muestra en intervalos de 2
dias hasta el dia 22. Barmras, +SED, una proliferacion de las células
tumorales desminuida acompafia la inhibicion mediada por ARNip del
desarrollo del tumor de melanoma. Una disminucién 5 a 8 veces en células
positivas en bromodeoxiuridina ocurre luego de la inhibicién 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 la inhibicién de Ia actividad B-Raf usando BAY
43-9006 que inhibe el desarrollo del tumor de melanoma. Los efectos del
tratamiento con BAY 43-9006 se muestran sobre el desarrollo 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 unicamente. El
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inhibidor BAY 43-9006 de Raf cinasa reduce el potencial oncogénico de
células de melanoma que contenian proteina Y’ B-Raf mutante en
concentraciones >50 mg/kg. C, se observod cantidad disminuida de ERK
fosforilada (activa) ERK para esas células luego del tratamiento con BAY
43-9006 pero no con tratamiento con vehiculo. La comparacion
inmunchistoquimica del nimero 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 detecté una diferencia de 3-veces entre células
tratadas con vehiculo de control y con BAY 43-9006 (D). *.P<0.05.
Columnas, medias de seis diferentes tumores con 4 a 6 casillas contadas por
tumor; barras, £SE.

Figura 16 muestra el mecanismo subyacente a la inhibicion del
desarrollo del tumor de melanoma luego de la inhibicién farmacologica 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 efectos de la inhibicién B-Raf en el desarrolio 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, ¢l 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 farmacoldgica de
V$SER Raf reduce la secrecibn VEGF de células de melanoma. La
secrecion VEGF se midi6 a partir de células UACC 903 6 1205 Lu que
crecian en cultivo por anélisis ELISA luego de la nucleofeccion con B-Raf
o VEGF ARNip (A) o después del tratamiento con concentraciones
crecientes de BAY 43-9006(B). C-Rafy ARNip mezclado sirvieron como.
Barras, £SD. Los efectos de la expresién VEGF reducida se muestran sobre
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le desarrollo de tumor UACC 903 (C) y 1205 Lu (D). El tamafio del tumor
se muestra en intervalos de 2 dias hasta el dia 17.5. La reduccién de la
expresion 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.

Figura 18: muestra la regiéon de Akt3 que causa activacién
preferencial en melanoma. La activacién se mide como los niveles de
fosforilacion; las franjas mas oscuras indican una actividad méds alta. Las
bandas inferiores indican la actividad Akt endogena. 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,
Akt3 y Akt2 miristoiladas sirvieron como controles positivos. Akt3
inactivada (T305A/S472A) y Akt2 (T309A/S474A) sirvieron como
controles negativos. La transferencia de Akt3 natural llevé a una actividad
creciente en contraste con Akt2 natural que no lo hizo. Los constructos en
los cuales el dominio de homologia de pleckstrin (PH) de Akt3
(aminodcidos 1-110) se cambié con los de Akt2 se usaron para identificar la
regién de Akt3 que lleva a la activacion en células de melanoma. Nétese,
solo constructos que contenian los dominios catalitico y regulador (C/R) de
Akt3 (de aminoéacidos 111-497) llevaron a activacién. Esto delinea la
region de los aminoédcidos 111-497 como critica para la activacién de Akt3
en melanomas humanos. Este es un sitio critico para el direccionamiento
terapéutico que impediria especificamente la activacion de AkE3 en
melanomas. METODOS: Constructos naturales marcados con HA, y
constructos quiméricos PH-Akt3-C/R-Akt2 y PH-Akt2-C/R-Akt3 se
prepararon cambiando los dominios de homologia pleckstrin (PH) (de
aminodcidos 1-110) y dominio catalitico (de aminoacidos 111-479 de Akt3
6 481 en Akt2). Los constructos se nucleofectaron en la estirpe celular de
melanoma WM3$ usando el reactivo nucleofector Amaxa NHEM-NEO, y
48 horas después se analizaron mediante analisis de Western blot sondeando

con un anticuerpo a ser-473 de Akt.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INCORPORACION
PREFERIDA

La presente invencion se dirige en parte al descubrimiento que la
Akt3 es una importante serina/treonina proteina cinasa, y juega un papel en
la supervivencia del melanoma, de modo que las células tumorales son
resistentes a la apoptosis. Un modelo de melanoma que refleja Ia
importancia de Akt en la tumorigénesis de melanoma se utilizd para
identificar Akt3 como la isoforma predominante desregulada durante la
tumorigénesis de melanoma. Como se demuestra aqui la inactivacion
selectiva de Akt3, pero no Aktl & Akt2, disminuye el nivel de Akt
fosforilada y baja el potencial tumorigénico 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 proliferacion del
melanoma. Se ha descubierto ahora que la inhibicidn o reduccion de la
expresion de B-Raf disminuye la proliferacion de células tumorales y la
formacién de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis). Debe observarse
que debido a datos de secuencia errante, la sustitucién de valina (V) en
4cido glutdmico (E) en B-Raf corresponde actualmente al codon 600 y al
nucledtido 1799 (no 1796); en la version correcta como se muestra en la
genoteca del NCBI Nimero 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 codon de
principio a fin por razones historicas y de familiaridad.

Los presentes inventores contemplan una terapia de combinacion para
tratar células tumorales, que implica la inducciéon de apoptosis y la
reduccion de la proliferacion celular y la angiogénesis. En una
incorporacion, la apoptosis se induce reduciendo la actividad Akt3, y la
proliferacion celular y angiogénesis se disminuyen reduciendo la actividad
V¥E B-Raf. Los presentes inventores contemplan asimismo que reduciendo

la actividad Akt3 en una célula tumoral reduce el umbral apoptético en
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células tumorales, especialmente en células de melanoma, permitiendo
emplear dosis mucho mds bajas de quimioterapia que baséndose en
tratamientos convencionales. Por lo tanto, los pacientes recibirin un
tratamiento més efectivo y experimentarin menos efectos secundarios de
medicamentos de quimioterapia tdxicos.

Para contribuir al entendimiento de la especificacion y las

reivindicaciones se dan las siguientes definiciones.

DEFINICIONES

Tal como se empiea 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 expresidn y
actividad de un polipéptido Akt3, o una variante de polipéptido Akt3, en
donde una sola hebra del ARNip comprende una porcién de la secuencia de
polinucle6tidos de ARN que codifica el polipéptido Akt3, su variante, o una
secuencia complementaria ella; (ii) un oligonucledtido de una sola hebra, o
polinucleétido de 18 nucledtidos, 19 nuclebtidos, 20 nucledtidos, 21
nucledtidos, 22 nucledtidos, 23 nucledtidos, 24 nucledtidos, 25 nucleétidos,
26 nucledtidos, 27 nucledtidos, 28 nucleétidos, 29 nucledtidos o 30
nucledtidos de longitud y que es capaz de interferir la expresion y/o
actividad de un polipéptido Akt3 diana, o una variante del polipéptido Akt3,
© que se sparea con una secuencia complementaria para resuitar en un
ARNbc que es capaz de interferir la expresion del polipéptido diana, en
donde dicho oligonucleétido monocatenario comprende una porcion de una
secuencia de polinuciéotidos de ARN que codifica el polipéptido PTP-1B,
su variante, o una secuencia complementaria a ella; o (iii) un
oligonuciéotido, o polinucléctido, de cualquiera de los anteriores (i) o (ii)
en donde tal oligonucléotido, o polinucléotido, tiene una, dos, tres o cuatro

alteraciones de dcido nucleico o sustituciones en el.
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"Acido nucleico” o "polinucleétido”, tal como se emplea aqui, se
refiere polimeros que contienen purina y pirimidina de cualquier longitud,
ya sean polirribonucledtidos o polideoxirribonucledtidos o politribo-
polideoxirribonucledtidos mixtos. Esto incluye moléculas mono y
bicatenarios, es decir, hibridos ADN-ADN, ADN-ARN y ARN-ARN, asi
como "dcidos nucleicos de proteinas” (PNA) formados conjugando bases al
esqueleto de aminodcidos. Esto incluye asimismo acidos nucleicos que
contienen bases modificadas. _

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

Un "vector” es cualquier medio para la transferencia de un écido
nucleico en una célula hospedadora. Un vector puede ser un replicon al
cual puede unirse otro segmento de ADN, con el fin de producir la
replicacion del segmento unido. Un "replicon” es cualquier elemento
genético (por ejemplo, plasmido, fago, c6smido, cromosoma, virus) que
funciona como una unidad auténoma de replicacion 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 icido
nucleico en una célula in vitro, 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 se limitan a plasmidos, liposomas, lipidos cargados eléctricamente
(citofectinas), complejos ADN-proteina, y biopolimeros. Ademés de un
4cido nucleico, un vector puede contener asimismo una o més regiones
reguladoras, y/o marcadores seleccionables utiles en seleccionar, medir, y
monitorear resultados de transferencia de 4cidos nucleicos (transferencia a
cudles tejidos, duracién de expresion, etc.).

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
disefian para garantizar la insercion del casete en el marco de lectura

adecuado para transcripcion y traduccién.
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Una célula se ha "transfectado” por ADN exégeno o heterdlogo
cuando tal ADN se ha introducido dentro de la célula. Una célula se ha
“transformado” por ADN exégeno o heterdlogo cuando el ADN
transfectado realiza un cambio fenotipico. El ADN transformante puede
integrarse (enlazarse covalentemente) en el ADN cromosémico que
constituye el genoma de la célula.

Una "molécula de dcido nucleico” se refiere a la forma polimérica del
éster de fosfato de ribonucleésidos (adenosina, guanosina, uridina o
citidina; "moléculas de ARN") o deoxirribonucledsidos (deoxiadenosina,
deoxiguanosina, deoxitimidina, o deoxicitidina; "moléculas de ADN"), o
cualesquiera de sus anélogos, 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
dcido nucleico y, en particular, molécula de ADN o ARN, se refiere
Gnicamente a la estructura primaria 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),
plasmidos, 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 Gnicamente la secuencia en la direccion §'
a 3' a lo largo de la hebra no transcrita de ADN (es decir, 1a hebra con una
secuencia homéloga al ARNm). Una "molécula de ADN recombinante” es
una molécula de ADN que ha sido sometida a manipulacién biolégica
molecular.

La presente invencion contempla el aislamiento de melanoma de un
gen que codifica una proteina Akt3 humana o polipéptido de la invencion,
incluida una forma de longitud completa, o de ocurrencia natural, de Akt3,
y cualesquiera fragmentos 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,
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El término "Akt3" se refiere a un écido nucleico Akt3 (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 nucleétidos del Numero de Acceso
AJ245709 (Homo sapiens ARNm para serina/treonina cinasa Akt-3 (gen
Akt3) gi|5804885|emb|AJ245709.1|HSA245709[5804885]); Numero de
Acceso AF135794 (Homo sapiens AKT3 proteina cinasa ARNm, cds
completos gi|4574743|gb|AF135794.1|AF135794{4574743]); Nimero de
Acceso NM_005465 (Homo sapiens v-akt homélogo 3 de oncogén virico de
timoma murino (proteina cinasa B, gamma) (AKT3), variante | de
transcrito, ARNm gi|32307164|ref[NM_005465.3|[32307164]); Numero de
Acceso NM_181690 (Homo sapiens v-akt homdlogo 3 de oncogén virico de
timoma murino (proteina cinasa B, gamma)(AKT3), variante 2 de
transcrito, ARNm gi|32307162|ref[NM_181690.1|[32307162]); Nimero de
Acceso AY005799 (Homo sapiens proteina cinasa B gamma 1{(AKT3)
ARNm, cds completo, alternativamente empalmados
gi|15072339|gbj]AY005799.1|[15072339]); Nimero de Acceso AF12414]
(Homo sapiens proteina cinasa B gamma ARNm, cds completos
gil4757578|gb|AF124141.1)AF124141[4757578]); o (ii) homologia
sustancial de secuencia con la secuencia de aminodcidos codificadora
Nimero de Acceso CABS53537 (Akt-3 protefna [Homo sapiens]
gi{5804886lemb|CABS53537.1][5804886]); Numero de Acceso AAD24196
(AKTS3 proteina cinasa [Homo sapiens]
gild574744|gb|AAD24196.1|AF 135794 _1{4574744]); Numero de Acceso
AAF91073 (proteina cinasa B gamma 1 [Homo sapiens]
gil15072340|gb|AAF91073.1|[15072340]); Nimero de Acceso AAD29089
(proteina cinasa B gamma [Homo sapiens]

gil4757579|gblAAD29089.1|AF124141_1[4757579]); Nimero de
Acceso NP_005456 (v-akt isoforma 1 de homélogo 3 de oncogén virico de
timoma murino; proteina cinasa B gamma, RAC-gamma serina/treonina
proteina cinasa; serina treonina proteina cinasa, Akt-3 [Homo sapiens]
gi1488549|ref[NP~005456.1|[4885549]); Numero de Acceso NP_859029 (v-
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skt isoforma 2 de homdlogo 3 de oncogén virico’ de timoma murino;
proteina cinasa B gamma; RAC-gamma serina/treonina proteina cinasa;
serina  treonina  proteina  cinasa, Akt-3 [Homo  sapiens]
gi|32307163|refiNP_859029.1|[32307163]).

El término "B-Raf" se refiere a dcido nucleico B-Raf (ADN y ARN),
proteina (o polipéptido), sus variantes polimdrficas, alelos, mutantes, y
homologos 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 homdlogo B! de oncogén virico de sarcoma
murino v-raf Homo sapiens (BRAF), ARNmMm,
gi|33188458|ref[NM_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|gb|M95712.2HUMBRAF[41387219].

Una "muestra de control” se refiere 2 una muestra de material
bioldgico representativa de animales sanos libres de cancer. El nivel de
Akt3 o B-Raf en una muestra de control, o el nimero de copia del gen
correspondiente codificador, es preferiblemente tipico de la poblacién
general de un sujeto normal, libre de cdncer, de Ia misma especie. Esta
muestra o bien puede recogerse de un animal con ¢l fin de utilizarse en los
métodos descritos en la presente invencién o bien puede ser cualquier
material biolégico representativo de animales normales, libres de céncer,
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 cancer, que se ha
establecido previamente con base en mediciones de sujetos normales, libres
de cdncer. Alternativamente, una muestra de control biolégico 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
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poblaciéon. Ademds, una muestra de control ‘puede definirse para edad,
sexo, origen étmico u otros pardémetros demogrificos especificos. En
algunas situaciones, el control esté implicito en la medicion particular. Un
ejemplo de un control implicito se da donde un método de deteccion puede
detectar Unicamente Akt3, o el nimero de copia del gen correspondiente,
cuando esta presente un nivel mayor que el tipico de un sujeto normal, libre
de cancer. Un nivel de control tipico para un gen es dos copias por célula.
Otro ejemplo se da en el contexto de un andlisis inmunohistoquimico en
donde se conoce el nivel de control para el anslisis. Otras instancias de
tales controles se hallan dentro del conocimiento del experto.

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

El término "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 lesion precancerosa en un sujeto.

"ADNCc" se refiere a 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 secuencias intervinientes.

"Vector de clonacion" se refiere a un ADN de plasmido o fago u otra
secuencia de ADN que es capaz de replicarse en una célula hospedadora.
El vector de clonaci6bn 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 funcion
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biol6gica esencial del ADN, que puede contener un marcador apropiado
para uso en la identificacién de células transformadas.

"Vector de expresion” se refiere a un vehiculo o vector similar a un
vector de clonacion pero que es capaz de expresar una secuencia de dcidos
nucleicos que se ha clonado en ella, después de la transformacién en un
anfitribn. Una secuencia de é4cido nucleicos se "expresa" cuando se
transcribe para proporcionar una secuencia de ARNm. En la mayoria de los
casos, este transcrito se traducird parea proporcionar una secuencia de
aminodcidos. El gen clonado se pone usualmente bajo el control (es decir,
ligado operacionalmente a) de una secuencia de control de expresion.

"Secuencia de control de expresiéon™ o “"secuencia reguladora” se
refiere a una secuencia de nucledtidos que controla o regula la expresion de
genes estructurales cuando se enlazan operacionalmente a esos genes.
Estos incluyen, por ejemplo, los sistemas lac, el sistema trp, las principales
regiones operadoras y promotoras del fago lambda, la regién de control de
la cubierta proteinica fd y otras secuencias conocidas por controlar la
expresion de genes en células procarifticas o eucaridticas. Las secuencias
de control de expresién variarén dependiendo de si el vector se disefia para
expresar el gen operacionalmente en un anfitrién procariético o eucariético,
y pueden contener elementos transcripcionales tales como elementos
potenciadores, secuencias de terminacion, elementos de especificidad de
tejidos o sitios de iniciacion traduccional y terminacién.

"Operacionalmente ligado™ significa que el promotor controla la
iniciacion de expresion del gen. Un promotor se enlaza operacionalmente a
una secuencia de ADN proximal si en su introduccion en una célula
hospedadora el promotor determina la transcripcién de la secuencia(s) de
ADN proximal en una o més especies d¢ 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.

"Anfitrion" significa eucariotas. El término incluye un organismo o

célufa que es el receptor de un vector de expresion replicable.
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La introduccién de acidos nucleicos en la célula hospedadora por
cualquier método conocido en el arte, incluidos los descritos aqui, se
designard aqul como "transformacién". Las células en las cuales se han
introducido dcidos nucleicos descritos anteriormente se proponen incluir
igualmente Ia progenie de tales células.

Acidos nucleicos designados aqui como "aislados” son acidos
nucleicos separados de los 4cidos nucieicos de ADN genémico o ARN
celular de su fuente de origen (por ejemplo, como existe en células o en una
mezcla de édcidos 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 acidos nucleicos que estdn 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" (polinucledtidos) incluyen écidos
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 dcidos nucleicos designados aqui como "recombinantes" son acidos
nucleicos que se han producido por metodologia de ADN recombinante,
incluidos aquellos 4cidos nucleicos que se generan por procedimientos que
se basan en un método de replicacién artificial, tal como la reaccion 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
introduccion a las células de dcidos nucleicos disefiados para permitir o
hacer probable un evento de recombinacion deseado. Porciones de los
acidos nucleicos aislados que codifican polipéptidos con un cierta funcién
pueden identificarse y aislarse, por ejemplo, mediante el método de Jasin,
M., et al., Patente de los Estados Unidos No. 4,952,501.
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Tal como se emplean aqui, los térmihos "proteina” y "polipéptido”
son sin6nimos. 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, adhesién, fusién,
actividad antigénica, o intracelular) como la secuencia completa de
polipéptidos.

Los términos "paciente" o "sujeto" se emplean intercambiablemente
y se 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 bioldgica”, tal como se emplea aqui, es una muestra de
tejido bioldgico o fluido que contiene acidos nucleicos Akt3 y/o B-Raf o
polipéptidos, por ejemplo, de una proteina de cédncer melanoma,
polinucledtido o transcrito. Tales muestras incluyen, pero no se limitan a,
tejido aislado de humanos. Las muestras biolégicas pueden incluir
asimismo secciones de tejido tales como muestras de una biopsia y
autopsia, secciones congeladas tomadas para fines histologicos, sangre,
plasma, suero, esputo, heces, ldgrimas, muco, cabello, piel, etc. Las
muestras biologicas 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 euceriotas tales como hongos, plantas, insectos, protozoos,
aves, peces, reptiles y, preferiblemente, un mamifero tal como rata, ratones,
vaca, perro, conejillo de Indias, o conejo y, muy preferiblemente un
primate, tal como chimpancés o humanos.

"Cdncer" o "malignidad" se emplean como términos sinénimos y se
refieren a cualquiera de un nimero de enfermedades que se caracterizan por
una proliferacion anormal, incontrolada, de las céluias, la capacidad de
células afectadas de diseminarse localmente o a través del torrente
sanguineo y el sistema linfético a otras partes del cuerpo (es decir, hacer
metdstasis), asi como cualquiera de un nimero de rasgos moleculares y/o

estructurales caracteristicos. Una "célula cancerosa” o "maligna” se
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entiende como una célula que posee propiedades estructurales especificas,
que carece de diferenciacién y es capaz de invasion y metastasis. Ejemplos
de neoplasias malignas son céncer de piel, rifién, colon, mama, prostata e
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 morfoldgicos y
celulares que llevan a la autodestruccion 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, privacién
del factor de supervivencia/factor de crecimiento, choque térmico, hipoxia,
dafio del ADN, infeccion virica, y agentes citotoxicos/quimioterapéuticos.
El proceso apoptético estd involucrado en la embriogénesis, diferenciacion,
proliferacién/homeostasis, retiro de células defectuosas y, por lo tanto,
daftinas y, especialmente, en la regulacién y funcién del sistema
inmunitario. Por consiguiente, la disfuncién o desregulacion del programa
apoptotico estd implicada en una variedad de estados patolégicos, tales
como inmunodeficiencia, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades
neurodegenerativas, y cncer. Las células apoptéticas pueden reconocerse
por cambios morfologicos estereotipicos: la célula se contrae, muestra
deformacién y pierde contacto con sus células vecinas. Su cromatina se
condensa y, finalmente, la célula se fragmenta en estructuras compactas
encerradas por la membrana, 1lamadas "cuerpos apoptéticos” que contienen
citosol, la cromatina condensada, y organelos. Los cuerpos apoptéticos son
engullidos por macrofagos y, asi, se eliminan del tejido sin causar una
respuesta inflamatoria. Esto se da en contraste con el modo necrético 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(supp! 5):27-33; cada una de las cuales se incorpora aqui por referencia
en su totalidad para todos los efectos. Una variedad de andlisis de apoptosis
es bien conocida por el experto en el arte (por ejemplo, andlisis de
fragmentacién de ADN, analisis de proliferacion radioactivos, andlisis de
escalonamiento de ADN para células tratadas, microscopia de fluorescencia
de andlisis de células tefiidas con 4'-6-diamidino-2-fenilindol (API), y
similares).

"Variantes conservadoramente modificadas" se aplica a secuencias
de aminodcidos y secuencias de acidos nucleicos. Con respecto a
secuencias de dcidos nucleicos particulares, variantes conservadoramente
modificadas se refieren a aquellos &cidos nucleicos que codifican
secuencias de aminodcidos idénticos o esencialmente idénticos, o donde el
dcido nucleico no codifica una secuencia de aminodcidos, a secuencias
esencialmente idénticas. Debido a la degeneracién del codigo genético, un
gran numero de &cidos nucleicos funcionalmente idénticos codifican
cualquier polipéptido dado. Por ejemplo, los codones CGU, CGC, CGA,
CGG, AGA, y 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
correspondientes descritos, sin alterar el polipéptido codificado. Tales
variaciones de 4&cidos nucleicos son “sustituciones silenciosas" o
"variaciones silenciosas", que son una especie "de variaciones
conservadoramente modificadas”. Cada secuencia de polinucleotidos
descrita aqui que codifica un polipéptido describe también una posible
variacion silenciosa, a menos que se anote otra cosa. Por lo tanto, las
sustituciones silenciosas son una caracteristica implicita de cada secuencia

de acidos nucleicos que codifica un aminodcido. Un experto reconocera
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que cada codon en un acido nucleico (excepto AUG, que es ordinariamente
el unico codén para metionina) puede modificarse para proporcionar una
molécula funcionalmente idéntica por técnicas estindar. En algunas
incorporaciones, las secuencias de nucledtidos que codifican las enzimas se
optimizan preferiblemente para expresion en una célula hospedadora
particular (por ejemplo, levadura, mamifera, vegetal, fngica, y similares)
usada para producir las enzimas.

En lo que respecta a las secuencias de aminodcidos, un experto
reconoceri que sustituciones individuales, eliminaciones o adiciones a un
acido nucleico, péptido, polipéptido, o 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 alteracion resulta en la sustitucion de un
aminodcido con un aminodcido quimicamente similar. Tablas de sustitucion
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 polimodrficas, homdlogos interespecies, y alelos de la
invencioén.

Los siguientes ocho grupos cada uno contiene aminoécidos que son
sustituciones conservadoras unas con otras: 1) Alanina (A), Glicina (G); 2)
Acido Aspértico (D), Acido Glutimico (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), Triptéfano (W); 7)
Serina (S), Treonina (T); y 8) Cisteina (C), Metionina (M) (véase, por
ejemplo, Creighton, 1984, Proteins).

Los términos "idéntico" o "identidad" porcentual, en el contexto de
dos o més secuencias de dcidos nucleicos o polipéptidos, se refieren a dos o
mds secuencias o subsecuencias que son las mismas o tienen un porcentaje
especificado de residuos de aminoécidos o nucleétidos que son los mismos
(es decir, alrededor de 70% de identidad, preferiblemente 75%, 80%, 85%,
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86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, o identidad mayor sobre una region especificada (por ejemplo, la
secuencia del gen Akt3 asociado con melanoma), cuando se comparan y se
alinean para correspondencia méixima sobre una ventana de comparacion o
region designada), medida usando algoritmos de comparacién de secuencias
BLAST o BLAST 2.0 con los pardmetros predeterminados descritas mas
adelante, o mediante alineamiento manual e inspeccién visual. Se dice
entonces que tales secuencias son "sustancialmente idénticas". Esta
definicion se refiere asimismo al cumplimiento de una secuencia de prueba.
La definicidn 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
similares. Preferiblemente, la identidad existe sobre una region que tiene
por lo menos una longitud de alrededor de 25 aminodcidos o nucledtidos o,
més preferiblemente, sobre una region que tiene una longitud de 50-100
aminoécidos o nucledtidos.

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

Una "ventana de comparacion”, tal como se emplea aqui, incluye
referencia a un segmento de una cualquiera del nimero de posiciones
contiguas seleccionadas del grupo conformado por 20 a 600, usualmente
alrededor de 50 a alrededor de 200, mas usualmente alrededor de 100 a

alrededor de 150 en las cuales puede compararse una secuencia con una
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secuencia de referencia del mismo niimero de posiciones contiguas después
de alinear dptimamente las dos secuencias. Métodos de alineacion de
secuencias para comparacion son bien conocidos en el arte. La alineacion
Optima de secuencias para comparacion 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 alineacion de homologia
de Needieman & Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48:443, mediante la bisqueda
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 inspeccion visual (véase,
por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., eds.
1995 supplement).

Otro ejemplo 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 Altschul et al,, 1990, J. Mol. Biol.
215:403-410, respectivamente. El software para realizar anilisis BLAST se
encuentra a disposicion 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 alg(in puntaje umbral de valoracion positiva
T cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una 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
actiian como semillas para iniciar bisquedas para encontrar HSPs mas
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 alineacion acumulativo. Los puntajes

acumulativos se calculan usando, para las secuencias de nucléotidos, los
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parametros 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 aminoacidos, se emplea un
matriz de puntajes para calcular el puntaje acumulativo. La ampliacion de
los aciertos de palabra en cada direccion se detiene si: el puntaje de
alineacion acumulativa cae en la cantidad X de su valor méximo alcanzado;
el puntaje acumulativo llega a cero o por debajo, debido a la acumulacién
de una o mas alineaciones de residuo de puntaje negativo; o se alcanza el
final de cualquiera de las dos secuencias. Los parametros del algoritmo
BLAST W, T, y X determinan la sensibilidad y velocidad de la alineacidn.
El programa BLASTN (para 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 & Henikoff, 19899 Proc.
Natl. Acad. Sci. USA89:10915) alineaciones (B) de 50, esperanza (E) de 10
M=5, N=-4, y una comparacion 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 indicacion de la probabilidad con la cual ocurrird
por casualidad una coincidencia entre dos secuencias de nucledtidos o
aminoécidos. Por ejemplo, un dcido nucleico se considera similar a una
secuencia de referencia si la probabilidad de suma minima en una
comparacion del édcido nucleico de prueba con el dcido nucleico de
referencia es menos de alrededor de 0.2, mas preferiblemente menos de
alrededor de 0.01 y, muy preferiblemente menos de alrededor de 0.001.

Una indicacién de que dos secuencias de &cidos nucleicos o
polipéptidos son sustancialmente idénticas es que el polipéptido codificado

por el primer icido nucleico es reactivo en forma inmunologicamente
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cruzada con los anticuerpos generadostontrd el polipéptido codificado por
el segundo écido nucleico, como se describe a continuacion. Por
consiguiente, un polipéptido es tipicamente sustancialmente idéntico a un
segundo polipéptido, por ejemplo, donde los dos péptidos difieren
Unicamente por sustituciones conservadores. Otra indicacion de que dos
secuencias de acidos nucleicos son sustancialmente idénticas es que las dos
moléculas o sus complementos se hibridan entre si bajo condiciones
rigurosas, como se describe a continuacién. Todavia otra indicacidn de que
dos secuencias de écidos 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, duplicacion, o hibridacién de una molécula tinicamente a
una secuencia de nucledtidos particular bajo condiciones de hibridacién
rigurosas cuando esa secuencia estd presente en una mezcla compleja (por
ejemplo, ADN o ARN celular total o biblioteca).

La expresién "condiciones de hibridacion rigurosas” se refiere a
condiciones bajo las cuales una sonda se hibridard a su secuencia diana,
tipicamente en una mezcla compleja de acido nucleico, pero no a otras
secuencias. Condiciones rigurosas son dependientes de la secuencia y serén
diferentes en diferentes circunstancias. Secuencias mas largas se hibridan
especificamente con temperaturas més elevadas. Una guia extensiva para la
hibridacidn 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
(Tw) para la secuencia especifica con un pH de concentracién iénica
definido. La Ty es la temperatura (bajo concentracién ionica definida, pH,
y concentracion nucleica) a la cual 50% de las sondas complementarias a la
diana se hibrida a la secuencia diana en equilibrio (como las secuencias
diana estén presentes en exceso, a Ty, 50% de las sondas estian ocupadas en

equilibrio). Condiciones rigurosas serdan aquellas en las cuales la



WO 2005/089443 PCT/US2005/008950

concentracion salina es menos de alrededor de 1.0M i6n de sodio,
tipicamente alrededor de 0.01 a 1.0M concentracién de iones de sodio (u
otras sales) a pH 7.0 a 8.3 y la temperatura es por lo menos alrededor de 30°
C para sondas cortas (por ejemplo, 10 a 50 nucleétidos) y por lo menos
alrededor de 60 C para sondas largas (por ejemplo, mas de 50 nucleétidos).
Condiciones rigurosas pueden lograrse asimismo con la adicién de agentes
desestabilizantes tales como formamida. Para hibridacion selectiva o
especifica, una sefial positiva es por lo menos dos veces la hibridaciéon no
especifica ("background hybridization"), opcionalmente 10 veces la
hibridacién de fondo. Condiciones ejemplares de hibridacién rigurosas
pueden ser las siguientes: 50% formamida, SX SSC, y 1% SDS, incubando
a 42°C., 0, 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 méis minutos. Para PCR, una temperatura de alrededor de 36" C es
tipica para amplificacion de baja rigurosidad, aunque las temperaturas de
hibridacién pueden variar entre alrededor de 32° C y 48° C dependiendo de
la longitud del cebador. Para amplificacion de PCR de alta rigurosidad, es
tipica una temperatura de alrededor de 62°C, aunque temperaturas de
hibridacién 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 baja incluyen una fase de desnaturalizacién de 90°C —
95°C durante 30 segundos - 2 minutos, una fase de hibridacién con una
duracién de 30 segundos - 2 minutos, y una fase de extension de alrededor
de 72° C durante 1-2 minutos.

Acidos nucleico que no hibridan entre si bajo condiciones rigurosas
son ailn sustancialmente idénticos si los polipéptidos que ellos codifican son
sustancialmente idénticos. Esto ocurre, por ejemplo, cuando se crea una
copia de un dcido nucleico usando la degeneracién de codén méxima
permitida por el cddigo genético. En tales casos, los acidos nucleicos
hibridan tipicamente bajo condicion de hibridacién moderadamente

rigurosas.  "Condiciones de hibridacion moderadamente rigurosas"
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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
llevarse a cabo durante 5, 15, 30, 60, 120, o mas minutos. Una hibridacién
es por lo menos dos veces hibridacion de fondo. Las personas de habilidad
ordinaria reconocerdn fécilmente que pueden utilizarse condiciones
alternativas de hibridacion y lavado para proporcionar condiciones similares
de rigurosidad.

Trabajos de referencia estandar 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;
B.M. Austen and O.M.R. Westwood, 1991, Protein Targeting and
Secretion, IRL Press, Oxford; D. N Glover (ed), 1985, DNA Cloning,
Volumes I and II; 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;
J.H. 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 Akt3" se emplea aqui para referirse a
una disminucion de alrededor de 25% a alrededor de 100% en la actividad
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Akt3. La invencion contempla la inhibicion 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 se administra a la célula o (b)
cualquier agente que afecte el nivel de Akt3 ARNm o proteina mediante la
via de transducci6n de sefiales PI3K/Akt que resulta en una reduccion 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 fosforilacidn o
desfosforilaciéon. 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 también dentro del ambito de esta invencion. Una disminucion
o cambio en la actividad Akt3 puede medirse por cualquier método
conocido incluidos, pero no limitados a, analisis de cinasas, estado de
fosforilacion en Western blots, o niveles de expresion de proteinas.

El término "reduce la 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 invencién contempla la inhibicion de B-Raf mediante
cualquier (a) agente que reduzca el nivel de V599E 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 transduccion de sefiales MAPK o ERK
resultante en una reduccién en el nivel de V599E B-Raf ARNm o el nivel
de VS99E proteina producida por la 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 desfosforilacion. Agentes que
disminuyen la actividad de vias corriente abajo que eliminan productos de
actividad V599E B-Raf y disminuyen la actividad de vias corriente arriba
proveyendo reactivos para V599E B-Raf se encuentran asimismo dentro del
imbito de este término. Una disminucién o cambio en la actividad B-Raf

puede medirse por cualquier método conocido incluidos, pero no limitados
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a, andlisis de cinasas, estado de fosforilacién en inmunotransferencias, o
niveles de expresion de proteinas.

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 formacion de nuevos vasos sanguineos, que ocurre en la
presencia de un agente, disminuye por debajo de la cantidad de formacién
de vasos sanguineos que ocurre en la ausencia de un agente adicionado
exégenamente. Métodos para determinar una cantidad de formacién de
vasos sanguineos en un tejido, incluidos los métodos inmunohistoquimicos,
son bien conocidos en el arte, cuantificando el niimero de vasos que marcan
positivo para el antigeno CD-31 o drea en el tumor ocupada por vasos

positivos CD-31.

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

En algunas incorporaciones de la presente invencién, se usardn
dcidos nucleicos que codifican un polipéptido Akt3 o B-Raf, incluida una
proteina Akt3 o B-Raf de longitud completa, o cualquier derivado, variante,
homélogo, o fragmento de los mismos, derivados de una célula de
melanoma. Tales dcidos nucleicos son utiles para cualquiera de un nimero
de aplicaciones, inclusive para la produccién de proteina Akt3 o B-Raf,
para andlisis diagnésticos, para aplicaciones terapéuticas, para sondas
especificas de Akt3 o especificas de B-Raf, para anélisis de compuestos de
unién o modulacién de Akt3 o B-Raf, para 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

Numerosas aplicaciones de la presente invencién involucran la

clonacion, sintesis, mantenimiento, mutagénesis, y otras manipulaciones de
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secuencias de acidos nucleicos, que pueden llevarse a cabo usando técnicas
rutinarias en el campo de la 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 dcidos nucleicos, los tamafios se dan ya sea en kilobases
(kb) o pares de bases (bp). Estos 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 nimeros de residuo de aminoécidos. Los tamafios de
las proteinas se calculan de electroforesis en gel, de proteinas secuenciadas,
de secuencias de aminoicidos derivadas, o 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 solida, 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 purificacion de oligonucledtidos se lleva a
cabo ya sea por electroforesis en gel de acrilamida nativa o por HPLC de
intercambio i6nico como se describe en Pearson & Reanier, 1983, J.
Chrom, 255: 137-149.

La secuencia de los genes clonados y oligonucledtidos sintéticos
puede verificarse después de la clonacion usando, por ejemplo, el método
de terminacion en cadena para secuenciar plantillas bicatenarias de Wallace
et al., 1981, Gene 16:21-26.

B. Aislamiento y Deteccion de Secuencias de Nucledtidos Akt3
y/o B-Raf

En algunas incorporaciones de la presente invencion, dcidos
nucleicos de Akt3 y/o B-Raf se aislardn y clonarin usando métodos

recombinantes. Tales incorporaciones se utilizan, por ejemplo, para aislar
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polinucledtidos de Akt3 y/o B-Raf para expresion de proteinas o durante la
generacion de variantes, derivados, casetes de expresion, u otras secuencias
derivadas de Akt3 y/o B-Raf, para monitorear la expresién génica de Akt3
y/o B-Raf, para la determinacion 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 polimorficas, alelos, y homdlogos interespecies y dcidos
nucleicos que son sustancialmente idénticos al gen Akt3 o B-Raf pueden
aislarse usando sondas de acidos nucleicos de Akt3 o B-Raf, y
oligonucledtidos cribando bibliotecas bajo condiciones rigurosas de
hibridacién. Alternativamente, pueden emplearse bibliotecas de expresién
para clonar proteinas de Akt3 o B-Raf, variantes polimorficas, alelos, y
homélogos  interespecies, detectando  homologos  expresados
inmunolégicamente con antisueros o anticuerpos purificados elaborados
contra un polipéptidos de Akt3 o B-Raf, que también reconocen y se unen
selectivamente al homologo 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 propagacion, cribiddo y clonacion. Métodos para
conformar y cribar bibliotecas de ADNc son bien conocidas (véase, por
ejemplo, Gubler & Hoffman, 1983, Gene 25:263-269; Sambrook et al.,
supra; Ausubel et al., supra).

Para una genoteca de ADNg ("a gemomic library"), el ADN se
extrae del tejido y se corta mecanicamente o se digiere enzimaticamente
para proporcionar fragmentos de alrededor de 12-20kb. Los fragmentos se
separan entonces por centrifugacion de gradiente de tamafios indeseados y
se construyen en vectores lambda de bacteriofago. 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.
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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 més distantemente relacionados pueden
identificarse usando cualquiera de un nimero 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 baja 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 degenerados, es decir, cebadores que incorporan
todos los codones posibles que codifican una secuencia dada de
aminoécidos, en particular basada en un tramo de aminoécidos altamente
conservados. Tales cebadores son bien conocidos por las personas expertas,
y se dispone de numerosos programas, por ejemplo, en la Internet, para el
diseflo de cebadores degenerados.

En ciertas incorporaciones, polinucleétidos Akt3 o B-Raf se
detectardn usando métodos basados en hibridacién para determinar, por
ejemplo, niveles de ARN de Akt3 o B-Raf o para detectar secuencias
particulares de ADN, por ejemplo, para fines de diagndstico. Por ejemplo,
la expresion génica de Akt3 y/o B-Raf puede analizarse mediante técnicas
conocidas en el arte, por ejemplo, Northern blotting, transcripcion inversa y
amplificacién PCR de ARNm, incluido andlisis PCR cuantitativo de niveles
de ARNm con procedimientos de PCR en tiempo real (por ejemplo,
amplificacion TAQMANT™ - transcriptasa inversa), deteccion mediante dot
blotting, hibridacién in situ, proteccion de ribonucleasa, arreglos con
microchips de ADN de sondeo, y similares.

En otra incorporacién, tecnologia de analisis de oligonucledtidos de
alta densidad (por ejemplo, GeneChip™) puede usarse para identificar
ortélogos, alelos, variantes conservadoramente modificadas, y variantes
polimérficas 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 a una enfermedad
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conocida, por ejemplo, melanoma, éstos pueden empelarse con GeneChip™
como herramienta de diagndstico en detectar melanoma en una muestra
biologica, 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 deteccidén de polinucledtidos de Akt3 y/o B-Raf y polipéptidos
pueden involucrar detecci6n cuantitativa o cualitativa del polipéptido o
polinucledtido, y pueden involucrar una comparacion actual con un valor de
contro! o, alternativamente, puede realizarse de tal modo que la deteccion
misma indique inherentemente un nivel creciente de Akt3 y/o B-Raf.

En ciertas incorporaciones, por ejemplo, diagnostico de céancer
melanoma, se cuantificard el nivel de actividad de polinucleétido 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 sera
preferiblemente estadisticamente significativa. Tipicamente, una presencia
diagndstica, es decir, sobreexpresion 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-Rafo
polinucledtido en la muestra biolégica, comparado con un nivel esperado en
una muestra no cancerosa. La deteccion de Akt3 y/o B-Raf puede
realizarse in vitro, es decir, en células en una muestra biologica tomada del
paciente, o in vivo. En una incorporacién un nivel incrementado de Akt3
y/o B-Raf se utiliza como un marcador diagnéstico de Akt3 y/o B-Raf
respectivamente. Tal como se emplea aqui, una "presencia diagndstica"
indica cualquier nivel de Akt3 o B-Raf que es superior al esperado en una
muestra no cancerosa. En una incorporacion, los andlisis para detectar un
polipéptido Akt3 o B-Raf o polinucletido en una muestra bioldgica se
conducen bajo condiciones en donde no se detectarie un nivel normal de
polipéptido Akt3 o B-Raf o polinucleétido, es decir, un nivel tipico de una

muestra no cancerosa, es decir, libre de céncer. En tales andlisis, por lo
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tanto, la deteccion de cualquier polipéptido Akt3 y/o B-Raf o 4cido nucleico
en la muestra biolégica indica una presencia diagnéstica, o nivel
incrementado.

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

Un polipéptido Akt3 o B-Raf puede detectarse detectando un
polipéptido Akt3 y/o B-Raf mismo, o detectando la actividad de proteina
Akt3 y/o B-Raf. La deteccién puede implicar la cuantificacion del nivel de
Akt3 y/o B-Raf (por ejemplo, ADN genémico, ADNc, ARNm, o nivel de
proteina, o actividad de proteina) o, alternativamente, puede ser una
evaluacion cualitativa del nivel, o de la presencia o ausencia, de Akt3 y/o
B-Raf, en particular en comparacién con un nivel de control. Puede
emplearse cualquiera de un niimero de métodos para detectar cualquiera de
los anteriores, como se describe més adelante. Tales métodos incluyen, por
ejemplo, hibridacion, amplificacion, y otros analisis.

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 nimero o
localizacion de células cancerosas en un paciente, detectado in vivo o in
vitro.

Tipicamente, los polinucleétidos Akt3 o polipéptidos detectados
aqui seran 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 mds, sobre una region de por lo menos
alrededor de 50, 100, 200, o més nucleétidos, o 20, 50, 100, o més
aminodcidos, al gen Akt3 de ocurrencia natural. Tales polinucleétidos o
polipéptidos pueden representar formas funcionales o no funcionales de

Akt3, o cualquier variante, derivado, o fragmento de los mismos.
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1.  Deteccién de un Nimero de Copias

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

a) Anilisis Basados en Hibridacién

Cualquiera de un nimero de anélisis basados en hibridacion puede
usarse para detectar el gen Akt3 o el nimero de copias de genes Akt3 en las
células de una muestra biologica. Un método tal es el Southern blot. En un
Southern blot, ADN genémico se fragmenta tipicamente, se separa
electroforéticamente, se transfiere 8 una membrana y, posteriormente, se
hibrida a una sonda especifica de Akt3. Para la determinacién del nimero
de copias, la comparacién de la intensidad de la sefial de hibridacion de la
sonda para la region de interés con una sefial de una sonda de control para
una regién de ADN genémico normal (por ejemplo, una porcién no
amplificada de la misma o una célula relacionads, tejido, 6rgano, y
similares) provee un estimativo del nimero 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 alternativo para determinar el nimero de copias de genes
Akt3 en una muestra es mediante hibridacién in situ, por ejemplo,
hibridacién in situ con fluorescencia, o FISH. Los analisis de hibridacion in
situ son bien conocidos (por ejemplo, Angerer, 1987, Meth. Enzymol
152:649). Generalmente, la hibridacion in situ comprende los siguientes
pasos principales: (1) fijacion de tejido o estructura biologica a analizarse;
(2) tratamiento de prehibridaci6n de la estructura biolégica para aumentar la

accesibilidad del ADN de interés, y para reducir la union no especifica; (3)
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hibridacién de la mezcla de dcidos nucleicos al dcido nucleico en la
estructura bioldgica o tejido; (4) lavados pos-hibridacion para eliminar
fragmentos de acidos nucleicos no unidos en la hibridacion; y (5) deteccion
de los fragmentos de 4cidos nucleicos hibridados.

Tipicamente, las ondas utilizadas en tales aplicaciones se marcan,
por ejemplo, con radioisdtopos 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 nucleétidos, de manera
que hibriden especificamente con el écido(s) nucleico de interés bajo
condiciones rigurosas.

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

Protocolos de hibridacion apropiados 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 Situ
Hybridization Protocols, Choo, Ed., 1994, Humana Press, Totowa, N.J., y

similares.
b) Andlisis Basados en Amplificacién

En otra incorporacion, analisis basados en amplificacion se usan

para detectar Akt3 o para medir el nimero de copias de genes Akt3. En
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tales andlisis, las secuencias de acidos nucleicos Akt3 actian como una
plantilla en una reaccion de amplificacién (por ejemplo, Reaccién en
Cadena de Polimerasa, o PCR). En una amplificaciéon cuantitativa, la
cantidad del producto de amplificacién sera proporcional a la cantidad de
plantilla en la muestra original. La comparacion con controles apropiados
ofrece una medida del nimero de copias del gen Akt3. Métodos de
amplificacion cuantitativa son bien conocidos por las personas expertas en
el arte. Protocolos detallados para PCR cuantitativa PCR se proveen, por
ejemplo, en Innis et al,, 1990, PCR Protocols: A Guide to Methods and
Applications, Academic Press, Inc. N.Y.). La secuencia de acidos nucleicos
para Akt3 es suficiente para permitir a alguien experto seleccionar
rutinariamente para amplificar cualquier porcién del gen.

En algunas incorporaciones, un analisis basado en TagMan se
emplea para cuantificar polinucleotidos Akt3. Anilisis basados en TaqMan
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 TagMan. Esta segmentacion separa el tinte
fluorescente 5' y el agente extinguidor 3', traduciéndose asi en un
incremento en la fluorescencia como una funcién de la amplificacion
(véase, por ejemplo, la literatura provista por Perkin-Elmer, por ejemplo,
www.perkin-elmer.com).

Otros métodos apropiados de amplificacion, que se contemplan por
la invencion, 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 Barringer et al., 1990, Gene 89:117),
amplificacién de transcripcién (Kwoh et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci.
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.
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2. Deteccion de Expresion de Akt3 y/o B-Raf

a) Anailisis 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 acidos nucleicos son conocidos por los expertos 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 incorporacion tipica, ARNm se aisla de una muestra biolégica dada,
sometida a electroforesis para separar 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 Amplificacion

En otra incorporacién, un transcrito de Akt3 y/o B-Raf (por ejemplo,
ARNm Akt3) se detecta usando métodos basados en amplificacion (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 comparacion del nivel d¢ ARNm en

una muestra con una muestra de control o valor.

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

Ademas de la deteccion de genes Akt3 y/o B-Raf y la expresion de
genes usando tecnologia de hibridacidn de dcidos 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 nimero de medios bien conocidos por los
expertos en el arte. Tales medios incluyen métodos bioquimicos analiticos
tales como electroforesis, electroforesis capilar, cromatografia de liquidos
de alta resolucion (HPLC), cromatografia de capa fina (TLC),

\Ye
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cromatografia de hiperdifusion, y similares, o varios métodos
inmunoldgicos tales como reaccién de precipitacién en liquido o gel,
inmunodifusién (simple o doble), inmunoelectroforesis,
radioinmunoandlisis (RIA), inmunoanélisis ligados a enzimas (ELISAs),
andlisis inmunofluorescentes, anélisis Western blotting, y similares. La

deteccion de polipéptidos Akt3 se discute mas 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 acido nucleico, tal como un ADNc que codifica
un polipéptido Akt3 o B-Raf, una secuencia Akt3 o B-Raf se subclona
tipicamente en un vector de expresién, que contiene un promotor fuerte para
dirigir la transcripcién, un terminador de transcripcion/traduccion y, si para
un dcido nucleico que codifica una proteina, un sitio de unién a ribosoma
para iniciacion 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 expresion 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 eucaridtica para células
mamiferas, levadura, y células de insectos son bien conocidos en el arte y se
encuentran también disponibles en el comercio. En una incorporacion, el
vector de expresion eucaridtica es un vector adenovirico, un vector adeno-
asociado, o un vector retrovirico.

Para aplicaciones terapéuticas, acidos nucleicos Akt3 y/o B-Raf se
introducen en una células, in vitro, in vivo, 0 ex vivo, usando cualquiera de
un gran nimero de métodos incluidos, pero no limitados a, infeccion con
vectores viricos, métodos basados en liposomas, aceleracion biolistica de
particulas (el acelerador de particulas - "gene gun"), e inyeccion de ADN

purificado. Tales dcidos nucleicos terapéuticamente Utiles incluyen, pero
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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.
Tipicamente, tales secuencias se ligardn operacionalmente a un promotor,
pero en numerosas aplicaciones un 4cido nucleico se administraran 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 la expresién de un 4cido nucleico
heterélogo depende de la aplicacién particular. El promotor se ubica
opcionalmente alrededor de la misma distancia del sitio de iniciacién de
transcripcion heterodloga, tal como esta a partir del sitio de iniciacion de
transcripcién en su escenario natural. Como se sabe en el arte, sin embargo,
cierta variacién 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 4cido nucleico que
codifica Akt3 o que codifican B-Raf en células hospedadoras. Un casete de
expresion tipico contiene por lo tanto un promotor operacionalmente ligado
a la secuencia de 4cidos nucleicos que codifica un polipéptido Akt3 o B-
Raf, y sefiales requeridas para una poliadenilacion eficiente del transcrito,
sitios de unién a ribosomas, y terminacion de la traduccién. La secuencia
de acidos nucleicos que codifica un polipéptido Akt3 o B-Raf puede ligarse
a una secuencia de péptidos de sefial segmentable para promover la
secrecion de la proteina codificada por la célula transfectada. Elementos
adicionales del casete pueden incluir potenciadores y, si se usa ADN
genbmico con el gen estructural, intrones con sitios funcionales de empalme
donante y receptor.

Ademas de una secuencia promotora, el casete de expresion debe
contener igualmente una region de terminacion de transcripcion corriente

abajo del gen estructural para posibilitar una terminacién eficiente. La
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regién de terminacion puede obtenerse del mismo gen como la secuencia
promotora ¢ 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 expresion utiles, por
ejemplo, pueden constar de segmentos de secuencias de ADN
cromosomico, no cromosémico y sintético.

Vectores apropiados incluyen derivados de SV40 y pldsmidos
bacterianos conocidos, por ejemplo, plasmidos de E. coli col El, pCRI,
pBR322, pMal-C2, pET, pGEX (Smith et al., 1988, Gene 67:31-40), pMB9
y sus derivados, pldsmidos 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; pldsmidos de
levadura tales como el plésmido 2m o sus derivados; vectores itiles en
células eucariotas, tales como vectores (tiles en células de insecto o
mamifero; vectores derivados de combinaciones de pldsmidos y ADN de
fago, tales como pldsmidos que se han modificado para emplear ADN de
fago u otras secuencias de control de expresion; y similares. Por ejemplo,
vectores de expresion mamiferos contemplados para uso en la invencion
incluyen vectores con promotores inducibles, tales como el promotor
dihidrofolato reductasa (DHFR), por ejemplo, cualquier vector de expresion
con un vector de expresion DHFR, o un vector de co-amplificacién
DHFR/metotrexato, tales como pED (sitio de clonacion Pstl, Sall, Sbal,
Smal, y EcoRl, con el vector que expresa al gen clonado y al DHFR; véase
Keufman, Current Protocols in Molecular Biology, 16.12 (1991).
Altenativamente, un vector de co-amplificaciébn glutamina
sintetasa/metionina sulfoximina, tal como pEEIl4 (sitio de clonacion
HindIIl, Xbal, Smal, Sbal, EcoRl, y Bell, en los cuales el vector expresa
glutamina sintasa y el gen clonado; Celltech). En otra incorporacién, puede
usarse un vector que dirige la expresion episémica bajo control del Virus de
Epstein Barr (EBV), tal como pREP4 (sitio de clonacién BamHI, Sfil,
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Xhol, Notl, Nhel, Hindlll, Nhel, Pvull, y Kpnl, promotor constitutivo de
Repeticién de Terminal Largo del Sarcoma de Rous (RSV-LTR), marcador
seleccionable de higromicina; Invitrogen), pCEP4 (sitio de clonacion
BamH1, Sfil, Xhol, Notl, Nhel, Hindlll, Nhel, Pvull, y Kpnl, gen precoz
inmediato constitutivo del citomegalovirus humano (hCMV), marcador
seleccionable de higromicina; Invitrogen), pMEP4 (sitio de clinacion Kpnl,
Pvul, Nhel, HindlIl, Notl, Xhol, Sfil, BamH|, promotor inducible del gen
de metalotioneina Ila, marcador seleccionable de higromicina: Invitrogen),
pREP8 (sitio de clonacion BamHI, Xhol, Notl, HindIll, Nhel, y Kpni,
promotor RSV-LTR, marcador seleccionable de histidinol; Invitrogen),
pREP9 (sitio de clonacion Kpnl, Nhel, HindlIl, Notl, 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 expresion
mamifera para uso en la invencion incluyen, pero no se limitan a, pRc/CMV
(sitio de clonacién Hinde, BstXI, Notl, Sbal, y Apal, seleccién de G418;
Invitrogen), sitio de clonacién pRc/RSV HindIll, Spel, BstXl, Notl, Xbal,
seleccion G418; Invitrogen), y otros. Vectores de expresion mamifera del
virus de la vacuna (véase, Kaufman, 1991, supra) contemplados por esta
invencién incluyen pero no se limitan a pSCI1 (sitio de clonacién Smal,
seleccion TK-y.beta.-gal selection), pMJ601 (sitio de clonacion Sall, Smal,
Afll, Narl, BspMIl, BamHI, Apal, Nhel, Sacll, Kpnl, y HindIII; seleccién
TK-y beta (B)-gal), y pTKgptFIS (sitio de clonacién EcoRl, Pstl, Sall,
Accl, HindIl, Sbal, BamHIl, y Hpa, seleccion TK o XPRT).

Los elementos que se incluyen tipicamente en vectores de expresion
comprenden ademds un replicon que funciona en in E. coli, un gen que
codifica la resistencia a los antibidticos para permitir la seleccién de
bacterias que albergan plésmidos recombinantes, y sitios de rigurosidad
tinicos en regiones no esenciales del pldsmido para posibilitar la insercién
de secuencias eucariotas. El gen particular de la resistencia a los

antibioticos elegido no es critico; cualquiera de los muchos genes de
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resistencia conocidos en el arte es apropiado Las secuencias procariotas se
seleccionan opcionalmente de modo que no interfieran la replicacion del
ADN en celulas eucariotas, s1 es necesario

Una vez 1dentificada y aislada una molecula de ADN recombinante
particular, pueden usarse varios metodos conocidos en el arte para
propagarla Una vez establecidos un sistema anfitnon apropiado y
condiciones de crecimiento, pueden propagarse y prepararse en cantidad
vectores de expresion recombinantes Los vectores de expresion que
pueden utilizarse incluyen, pero no se limitan a, los siguientes vectores o
sus derivados virus humanos o ammales tales como el virus de la vacuna o
adenovirus, virus de insecto tales como baculovirus, vectores de levadura,
vectores de bacteriéfago (por ejemplo, lambda), y vectores de ADN de
plésmmido y cosmido, para s6lo mencionar unos cuantos y que son conocidos
por los expertos en el arte

Adicionalmente, puede seleccionarse una cepa de celulas
hospedadoras, que module la expresion de las secuencias insertadas, o
modifique y procese el producto genico en la forma especifica deseada
Diferentes celulas hospedadoras poseen mecanismos caracteristicos y
especificos para el procesamiento traduccional y pos-traduccional y
modificacion de proteinas  Estirpes celulares apropiadas o sistemas
anfitriones pueden selecctonarse para garantizar la modificacion y
procesamiento deseados de la proteina extrafia expresada La expresion en
levadura puede producir un producto biologicamente activo La expresion
de celulas eucanotas puede aumentar la probabilidad de plegamiento
"nativo” Mas aun, la expresion en celulas mamiferas puede proporcionar
una herramienta para reconstituir, o constiturr, la actividad Akt3 y/o B-Raf
en melanoma Adicionalmente, diferentes sistemas de expresion
vector/anfitrion pueden afectar las reacciones de procesamiento, tales como
segmentaciones proteoliticas, en una medida diferente

Metodos de transfeccion estandar se usan para producir estirpes
celulares bacterianas, mamiferas, de levadura o insecto que expresan

grandes cantidades de proteina Akt3 o B-Raf, las cuales se punifican luego
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farmaceuticamente aceptable) o retransplantarse homotopicamente en el
sujeto por metodos estandar para la celula o tipo de tejtdo  Se conocen
metodos estandar para transplante o infusion de varias células en un sujeto

La transferencia del acido nucleico o vector a celulas puede
realizarse mediante una variedad de mecamsmos Como un gjemplo, la
transferencia puede ser a traves de un liposoma, usando preparaciones de
hposomas disponibles en el comercio tales como LIPOFECTIN,
LIPOFECTAMINE (GIBCO-BRL, Inc , Gaithersburg, Md ), SUPERFECT
(Qiagen, Inc Hilden, Alemamia) y TRANSFECTAM (Promega Biotec, Inc,
Madison, Wis ), ast como otros liposomas desarrollados de acuerdo con
procedimientos estandar en el arte Adicionalmente, el acido nucleico o
vector de esta invencion puede ftransferirse m wiwo mediante
electroporacién, cuya tecnologia se puede obtener de Genetronics, Inc (San
Diego, Cahf’) asi como mediante una maquina SONOPORATION (ImaRx
Pharmaceutical Corp , Tucson, Anz )

Como un ejemplo, la transferencia del vector puede ser a traves de
un sistema virico, tales como un sistema de vector retrovirico que pueden
empacar un genoma recombinante (vease, por ejemplo, 62, 63) El
retrovirus recombinante puede usarse luego para infectar y, asi, transferir
acidos nucleicos a las células infectadas El metodo exacto de introducir el
acido nucleico en celulas mamarias, naturailmente, no se limita al uso de
vectores retroviricos Otras tecnicas se encuentran ampliamente dispombles
para este procedimiento, incluido el uso de vectores adenoviricos, vectores
viricos adeno-asociados (AAV), vectores lentiviricos, vectores retroviricos
seudotipificados  Pueden empelarse asimismo tecnicas de transduccion
fisica, tal como transferencia de hposomas y otros mecanismos de
endocitosis y mediados por receptores Esta invencion puede utilizarse en
conjuncion con cualquiera de estos u otros métodos de transferencia de

genes usados comunmente

Induccién de Apoptosis en una Célula Cancerosa Reduciendo los
Niveles de Actividad de Akt3
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En una incorporacin, 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
(ARNbc) pero no pretende limitarse a él y puede comprender uno
monocatenario (véase, por ejemplo, Martinez et al. Cell 110:563-74(2002)).
Un polinucleétido de ARNip puede comprender otros polimeros
monocatenarios o bicatenarios sintéticos, recombinantes o de ocurrencia
natural, de nucledtidos (ribonucledtidos o deoxiribonucleétidos o una
combinacién de los dos) y/o andlogos de nucledtidos, como se contempla
aqui (por ejemplo, un oligonuciedido o polinucledtido o similares,
tipicamente en el ligamiento fosfodiéster 5' a 3'). Por consiguiente, se
observard que ciertas secuencias ejemplares, divulgadas aqui como
secuencias de ADN capaces de dirigir la transcripcion 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 sintética) que contiene
promotor de ARN polimerasa, por ejemplo, un promotor U6 o el promotor
de H1 ARN polimerasa I1l, o el ARNip puede ser una molécula de ARN
sintéticamente derivada. En ciertas incorporaciones el polinucleétido
ARNip de la presente invencion puede tener extremos romos, es decir, cada
nucleétido en una hebra del bicatenario es perfectamente complementaria
(por ejemplo, mediante apareamiento de bases de Watson-Crick) con un
nucleétido de la 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 nucledtidos que “sobresalen”

(es decir, que no se aparean con una base complementaria en una hebra
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opuesta) 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 invencion, cada hebra del duplo de polinucléotido de
ARNip tiene una saliente de dos nucléotidos en el extremo 3'. La saliente
de dos nucledtidos es preferiblemente un dinucleétido de timidina (TT),
pero puede comprender igualmente otras bases, por ejemplo, un
dinucledtido TC o un dinucledtido TG, o cuaiquier otro dinucledtido. Para
una discusion de los extremos 3' de polinucledtidos de ARNip véase, por
ejemplo, WO 01/75164.

Polinucledtidos de ARNip preferidos comprenden nucledtidos
oligoméricos bicatenarios de alrededor de 18-30 pares de bases de
nucleotidos, preferiblemente alrededor de 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
0 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 describié, que en ciertas
incorporaciones y bajo ciertas condiciones los pasos de segmentacion
progresivos que pueden dar origen a polinuclestidos 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 més moléculas de polinucledtidos de ARNip que
pueden diferir (por ejemplo, por insercién o eliminacion de nucledtidos) en
longitud en uno, dos, tres o cuatro pares de bases, a modo de teoria 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
ejemplo, por sustitucién de nucledtidos, incluidas transicién o transversion)
en uno, dos, tres o cuatro nucleétidos 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
polinucledtidos de ARNip particular, o en las posiciones 20, 21, 22, 23, 24,

(5
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25, 26, 6 27 de polinucledtidos de ARNip dependiendo de la longitud de la
molécula, situadas en una hebra codificante ("a sense strand') o en una
hebra complementaria del polinucleétido bicatenario. La sustitucién de
nucledtidos puede hallarse Gnicamente en una hebra, a modo de ejemplo en
la hebra complementaria, de un polinucledtido bicatenario, y el nucledtido
complementario con el cual el nucleétido sustituto formaria tipicamente
apareamiento de bases de enlaces hidrogeno puede no sustituirse
necesariamente en forma correspondiente en la hebra codificante. En
incorporaciones preferidas, los polinucledtidos de ARNip son homogéneos
con respecto a una secuencia de nucledtidos especificos. Como se describe
aqui, polinucleétidos de ARNip preferidos interfieren la expresion del
polipéptido Akt3 de la invencién. Estos polinucledtidos pueden encontrar
también uso como sondas o cebadores.

Polinucledtidos que son polinucledtidos de ARNip de la presente
invencion pueden, en ciertas incorporaciones, derivarse de un
polinucledtido monocatenario que comprende un fragmento de
oligonucledtidlo monocatenario (por ejemplo, de alrededor de 18-30
nucledtidos, que deberia entenderse que incluyen cualquier nimero entero
de nucleétidos incluidos y entre 18 y 30) y su complemento inverso,
separados tipicamente por una secuencia espaciadora. De acuerdo con
ciertas incorporaciones, la segmentacion 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
maés nucledtidos del extremo 3' y/o el extremo 5' de una cualquiera o ambas
hebras) el polinuclestido de ARNip bicatenario de la presente invencion.
En ciertas incorporaciones el espaciador es de una fongitud que permite que
el fragmento y su complemento inverso hibriden y formen una estructura
bicatenaria (por ejemplo, como un polinucleétido de horquilla) antes de la
segmentacion del espaciador (y, opcionalmente, pasos de procesamiento
subsiguientes que pueden resultar en la adicion o retiro de uno, dos, tres,

cuatro, 0 mas nucleétidos del extremo 3' y/o el extremo 5' de una cualquiera
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o ambas hebras). Por lo tanto, una secuencia espaciadora puede ser
cualquier secuencia de polinucledtidos como se contempla aqui, que se
sitha entre dos regiones de secuencias de polinucledtidos complementarias
que, cuando se hibridan en un 4cido nucleico bicatenario, comprenden un
polinucledtido de ARNip. Preferiblemente una secuencia espaciadora
comprende por lo menos 4 nucledtidos, 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 nucleétidos. Se han descrito ejemplos de polinuciedtidos de
ARNip derivados de una cadena tnica de nucleétido 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 polinucleStidos pueden contener una o més
sustituciones, adiciones, eliminaciones, y/o inserciones de modo que la
actividad del polinucledtido de ARNip no se disminuya sustancialmente,
como ya se describié. El efecto sobre la actividad del polinucledtido de
ARNip puede evaluarse generalmente como se describe aqui o usando
métodos convencionales. Las variantes exhiben preferiblemente por lo
menos alrededor de 75%, 78%, 80%, 85%, 87%, 88% o 89% de identidad
y, més preferiblemente, por io menos alrededor de 90%, 92%, 95%, 96%,
97%, 98%, o 99% de identidad con una porcién de una secuencia de
polinucledtidos que codifica Akt3 nativo. La identidad porcentual puede
determinarse ficilmente comparando secuencias de los polinucleétidos con
la porcion correspondiente de un polinucledtido de Akt3 de longitud
completa, tales como las conocidas en el arte y citadas aqui, usando un
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
Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915-10919, 1992), disponible
en el sitio en la red del NCBI (véase [en linea] Internet:<URL:

62

B = Ty e = -y g e Y7



— A 52

http://www/ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST). Pueden  utilizarse
parimetros predeterminados,

Ciertas variantes de polinucledtido de ARNip son sustancialmente
homélogas a una porcion del gen PTPIB nativo. Acidos nucleicos
monocatenarios derivados (por ejemplo, por desnaturalizacién térmica) de
tales variantes de polinucleétido 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 native (o una
secuencia complementaria). Un polinucledtido que se hibrida
detectablemente bajo condiciones de rigurosidad moderada puede tener una
secuencia de nucledtidos 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 6 30 nucledtidos consecutivos
complementarios a un polinucledtido particular. En ciertas incorporaciones
preferidas tal secuencia (o su complemento) serd Gnica a un polipéptido de
Akt para el cual se desea interferencia de la expresidn, y en ciertas otras
incorporaciones la secuencia (o su complemento) puede ser compartida por
Akt3 y una o mas isoformas de Akt, para las cuales se desea interferencia
de Ia expresion del polipéptido. En ciertas incorporaciones preferidas tal
secuencia (0 su complemento) puede ser inica a un polipéptido de B-Raf
para el cual se desea interferencia de la expresion, y en ciertas otras
incorporaciones [a secuencia (o su complemento) puede ser compartida por
B-Raf o una o mds isoformas de Raf para las cuales se desea interferencia
de la expresion del polipéptido.

Condiciones apropiadas de rigurosidad moderada incluyen, por
ejemplo, 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 dfa para otro); seguido por el lavado una vez o dos veces a 22-65°C
durante 20-40 minutos con uno o més 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,
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variaciones en las condiciones de hibridacion o rigurosidad pueden lograrse
alterando el tiempo, la temperatura, y/o concentracién de las soluciones
usadas para la pre-hibridacion, hibridacion, 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 acido
nucleico probando transferida. En consecuencia, se observard que
condiciones de rigurosidad apropiada pueden seleccionarse ficilmente sin
experimentacion excesiva cuando se identifica una selectividad deseada de
la sonda, baséndose en su capacidad de hibridarse a una o mas de ciertas
secuencias probando, no hibridéndose a ciertas otras secuencias probando.
Polinucle6tidos ARNip especificos de secuencia de la presente
invenciéon pueden diseflarse usando uno o mds de varios criterios. Por
ejemplo, para disefiar un polinucledtido ARNip que tenga 19 nucledtidos
consecutivos idénticos a una secuencia que codifica un polipéptido de
interés (por ejemplo, Akt3 y otros polipéptidos descritos aqui), el marco de
lectura abierto de la secuencia de polinucleétidos puede explorarse para
detectar secuencias de 21 bases que posean una o mas de las siguientes
caracteristicas: (1) una proporcion A+T/G+C de aproximadamente 1:1 pero
no superior a 2:1 ¢ 1:2; (2) un dinucleétido AA o un dinucledtido CA en el
extremo 5'; (3) un temperatura interna de fusion del bucle de horquilla de
menos de 55'C; (4) una temperatura de fusion de homodimero de menos de
37°C (cdiculos de temperatura de fusion como los descritos en (3) y (4)
pueden determinarse usando software de computador conocida por ios
expertos en el arte); (5) una secuencia de por lo menos 16 nucleétidos
consecutivos no identificados como presentes en cualquiera otra secuencia
de polinucledtidos conocida (tal evaluacién puede determinarse facilmente
usando programas de computador al alcance de un experto, tal como
BLAST para explorar bases de datos a disposicion del pablico).
Alternativamente, una secuencia de polinucledtidos 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. (Austin, Tex.); y
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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-
ibpc.gwdg.de/abteilungen/100/105/Tuschl_MIV2(3). sub. --2002.pdf.) Los
polinucledtidos ARNip pueden analizarse entonces con respecto a su
capacidad de interferir la expresion del polipéptido asignado de acuerdo con
métodos conocidos en el arte y descritos aqui. La determinacion de la
efectividad de un polinucledtido ARNip incluye no sélo la consideracién de
su capacidad de interferir la expresién del polipéptido, sino ademds la
consideracién de si el polinucleétido ARNip manifiesta o no efectos toxicos
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 expresion de Akt3 en una célula).

Personas de habilidad ordinaria en el arte observarin ademads
ficilmente que, como resuitado, de la degeneracién del codigo genético,
muchas secuencias de nucledtidos pueden codificar un polipéptido, tal
como se describe aqui. Es decir, un aminoécido puede codificarse por uno
de varios codones diferentes, y una persona experta en el arte puede
determinar con facilidad que aunque una secuencia de nucledtidos
particular puede diferir de otra (lo cual puede determinarse por métodos de
alineecién divulgados aqui y conocidos en el arte), las secuencias pueden
codificar polipéptidos con secuencias de aminodcidos idénticas. A modo de
ejemplo, el aminoécido 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 cuatro codones diferentes (CCT, CCC, CCA, CCG
para prolina; GCT, GCC, GCA, GCG pars alanina; y GTT, GTC, GTA,
GTG para valing). Algunos de estos polinucledtidos tienen homologia
minima con la secuencia de nucledtidos de cualquier gen nativo. No
obstante, polinucledtidos que varian debido a diferencias en el uso de

codones se contemplan especificamente por la presente invencion.
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Polinucleotidos, incluidos polinucleétidos asignados (por ejemplo,
polinuclettidos capaces de codificar un polipéptido asignado de interés),
pueden prepararse usando cualquiera de una variedad de técnicas, que serdn
atiles para la preparacion de polinucledtidos de ARNip especificamente
deseados y para la identificacion y seleccion 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 polinucledtidos pueden amplificarse mediante reaccion en cadena de
polimerasa (PCR). Para este método, cebadores especificos de secuencia
pueden disefiarse 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 porcion desecada del mismo, de una
biblioteca apropiada (por ejemplo, ADNc de melanoma humano)
empleando técnicas bien conocidas. Dentro de tales técnicas, se criba una
biblioteca (ADNc o genémico) utilizando una o mds sondas de
polinucledtidos o cebadores apropiados para  amplificacion.
Preferiblemente, se selecciona por tamafio una biblioteca para incluir
moléculas més 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
extensidn. Secuencias apropiadas para un polinucleétidko de ARNip
contempladas por la presente invencién pueden seleccionarse igualmente de
una biblioteca de secuencias de polinucledtidos de ARNip.

Para técnicas de hibridacién, una secuencia parcial puede marcarse
(por ejemplo, por traduccién de pequeilos cortes ("mick-transiation™) o
marcacion de extremos con *2P) usando técnicas conocidas. A continuacion
puede cribarse una biblioteca de bacterias o bacteriéfagos mediante filtros
de hibridacién que contengan colonias bacterianas desnaturalizadas (o capas
sobrenadantes ("/awns’) que contienen placas de fagos) con la sonda
marcada (véase, por ejemplo, Sambrook 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
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se aisla el ADN para anilisis 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
generarse mapas de restriccién y secuencias parciales para identificar uno o
més clones solapantes. Una molécula de ADNc de longitud completa puede
generarse ligando fragmentos apropiados, usando técnicas bien conocidas.

Altemativamente, 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 técnicas, la
amplificacion se realiza generalmente mediante PCR. Una técnica tal se
conoce como "amplificacion rapida de extremos de ADNc" o RACE. Esta
técnica implica el uso de un cebador interno y un cebador externo, que se
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 llevar a cabo el pase de
amplificacién. Pueden disefiarse cebadores usando, por ejemplo, software
bien conocido en el arte. Cebadores (u oligonucleétidos para otros usos
contemplados aqui, incluidos, por ejemplo, sondas y oligonucledtidos
complementarios) 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% e hibridan a la secuencia designada a
temperaturas de alrededor de 54°C a 72°C. La region amplificada puede
secuenciarse como se describe anteriormente, y secuencias solapantes
ensambladas en una secuencia contigua. Ciertos oligonucledtidos
contemplados por la presente invencion, para algunas incorporaciones
preferidas, tienen longitudes de 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33- 35, 35-40, 41-45, 46-50, 56-60, 61-70, 71-80, 81-90 o mas
nucledtidos.

Las secuencias de nucleétidos como se describen aqui pueden unirse
a una variedad de otras secuencias de nucledtidos usando técnicas
establecidas de ADN recombinante. Por ejemplo, un polinucleétido puede

clonarse en cualquiera de una variedad de vectores de clonacion, incluidos
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plasmidos, fagémidos, derivado de fago lambda, y césmidos. Vectores de
interés particular incluyen vectores de expresién, vectores de replicacién,
vectores de generacion 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 restriccidn, y uno o mis
marcadores seleccionables. (Véase, por ejemplo, WO 01/96584;
WO001/29058; Patente de los Estados Unidos No. 6, 326, 193: U.S.
2002/0007051).

Otros elementos dependerdn del uso deseado, y serdn evidentes a
aquellas personas de habilidad ordinaria en el arte. Por ejemplo, la
invencién contempla el uso de secuencias de polinucledtido de ARNip en la
preparacion de constructos de dcido nucleico recombinante incluidos
vectores para interferir la expresion de un polipéptido designado deseado tal
como un polipéptido Akt3 o B-Raf in vivo; la invencion contempla ademas
la generacion ARNip transgénico o animales y células "inactivadas" (por
ejemplo, células, clones de células, estirpes o linajes, u organismos en los
cuales la expresion de uno o mas polipéptidos deseados (por ejemplo, un
polipéptido designado) se encuentra comprometido completa o
parcialmente). Un polinucleétido 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 bioldgica, como se contempla aqui, bajo condiciones y durante un
tiempo suficiente para que tenga lugar la expresién del polipéptido
designado en la ausencia del polinucletido de ARNip, resulta en una
disminucidn estadisticamente significativa (alternativamente designada
como "inactivacion" de la expresién) en el nivel de expresién del
polipéptido deseado que puede detectarse. Preferiblemente la disminucién
es mayor del 10%, mds preferiblemente, mayor del 20%, mas
preferiblemente, mayor del 30%, mds preferiblemente, mayor del 40%,
50%, 60%, 70%, 75%, B0%, 85%, 90%, 95% o 98% en relacidén con el
nivel de expresién en el polipéptido detectada en la ausencia del ARNip,
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usando métodos convencionales para determinar la expresién del
polipéptido, como se conocen en el arte y contemplados aqui.
Preferiblemente, la presencia del polinucledtido de ARNip en una célula no
resulta en u ocasiona cualesquiera efectos toxicos indeseados, por ejemplo,
apoptosis o muerte de una célula en la cual la apoptosis no es un efecto
deseado de la interferencia de ARN.

Secuencias ejemplares de 19 meros para el ARNip de Akt3 como se
divulgan aqui son para Akt3 humano (NM_005465): Akt3 doble 2:

CUAUCUACAUUCCGGAAAG; Akt3 doble
4:GAAUUUACAGCUCAGACUA; y Akt3 doble
5:CAGCUCAGACUAUUACAAU.

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

divulgan aqui son [as siguientes:

Nombre del Cebador ~ Secuencia

Akt3#2 Codificante CUUGGACUAUCUACAUUCCGGAAAG
Akt3#2 No codificante CUUUCCGGAAUGUAGAUAGUCCAAG
Akt3#4 Codificante GAUGAAGAAUUUACAGCUCAGACUA
Akt3#4 No codificante UAGUCUGAGCUGUAAAUUCUUCAUC
Akt3#5 Codificante AAUUUACAGCUCAGACUAUUACAAU
Akt3#5 No codificante AUUGUAAUAGUCUGAGCUGUAAAUU

Secuencias ejemplares de 25 meros para el ARNip de B-Raf como se
divulgan aqui son para B-Raf mutante humano: 5
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
expresion notoriamente disminuida de PTEN, llevando asf a un aumento en
la Akt fosforilada total. Esta estrategia mediada viricamente es ﬁt.il en

identificar el mecanismo que subyace a la desregulacion de Akt3 en
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melanomas con el fin de modelar procesos biolégicos o para ofrecer una
terapia para este céncer.

La presente invencion se refiere asimismo a vectores y constructos
que incluyen o codifican polinucleétidos de ARNip de la presente invencién
Yy, en particular, a "constructos de é4cido nucleico recombinante” que
incluyen cualquier dcido nucleico tal como un segmento de polinucleétido
de ADN que puede transcribirse para proporcionar polinucledtidos de
ARNip especificos de polinucledtido 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
fusion de la invencion, o sus fragmentos o variantes, mediante técnicas
recombinantes. Secuencias de ARNip divulgadas aqui como
polinucledtidos de ARN pueden manipularse para producir secuencias de
ADN correspondientes usando metodologias bien establecidas, tales como
las descritas aqui. Asi, por ejemplo, un polinucleétido de ADN puede
generarse de cualquier secuencia de ARNip descrita aqui, de modo que las
presentes secuencias de ARNip se reconocerin como suministradoras
también de polinucledtidos de ADN correspondientes (y sus
complementos). Por lo tanto, estos polinucledtidos de ADN se encuentran
abarcados dentro de la invencion contemplada, por ejemplo, para
incorporarse en constructos de dcido nucleico recombinante de la presente
invencion, a partir de los cuales puede transcribirse ARNip.

En otra incorporacion, el agente es una molécula de ARNip en
donde la molécula de ARNip comprende un polinuciedtido que tiene una
secuencia de §' GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3' o su
complemento. En todavia otra incorporacién, el agente es una molécula de
ARNip en donde la molécula de ARNip comprende un polinucledtido que
tiene una secuencia de 5 CUAUCUACAUUCCGGAAAG 3, o su
complemento. En todavia otra incorporacion, el agente es una molécula de
ARNip en donde la molécula de ARNip comprende un polinucleétido que
tiene una secuencia de 5 GAAUUUACAGCUCAGACUA 3, o su
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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' CAGCUCAGACUAUUACAAU 3" o su
complemento. En otra incorporacién, el agente es una molécula de ARNip
en donde la molécula de ARNip comprende un polinucle6tido que tiene una
secuencia de 5' CUUGGACUAUCUACAUUCCGGAAAG 3', o su
complemento. En todavia otra incorporacion, el agente es una molécula de
ARNip en donde la molécula de ARNip comprende un polinucleétido que
tiene una secuencia de 5' CUUUCCGGAAUGUAGAUAGUCCAAG 3' o
su complemento. En todavia otra incorporacion, el agente es una molécula
de ARNip en donde [a molécula de ARNip comprende un polinucledtido
que tiene una secuencia de ' GAUGAAGAAUUUACAGCUCAGACUA
3', o su complemento. En todavia otra incorporacion, el agente es una
molécula de ARNip en donde la molécula de ARNip comprende un
polinucleétido que tiene una secuencia de s
UAGUCUGAGCUGUAAAUUCUUCAUC 3', o su complemento. En
todavia otra incorporacion, 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 incorporacién, el agente es una molécula de ARNip en
donde la molécula de ARNip comprende un polinucleétido que tiene una
secuencia de §' UAGUCUGAGCUGUAAAUUCUUCAUC 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' AAUUUACAGCUCAGACUAUUACAALU 3, 0
su complemento. En todavia otra incorporacién, el agente es una molécula
de ARNip en donde la molécula de ARNip comprende un polinucledtido
que tiene una secuencia de 5' AUUGUAAUAGUCUGAGCUGUAAAUU
3', o su complemento. En una En una incorporacién preferida, el agente
contacta una célula usando cualquiera de los procedimientos bien conocidos
para introducir secuencias de nucledtidos extrafios en células hospederas.

Estos incluyen, pero no se limitan &, un liposoma, un nanoliposoma, un

n



WO 2005/089443 \%)k'crmszumso

nanoliposoma que contenga ceramidas, un proteoliposoma, un
nanoparticulado, un nanoparticulado de silicato de fésforo célcico, un
nanoparticulado de fosfato célcico, un nanoparticulado de di6xido de
silicona, un particulado nanacristalino, un nanoparticulado semiconductor,
poli{D-argining), un nanodendrimero, un virus, transferencia de nucledtido
mediado por nucledtido de fosfato cdlcico, electroporacién, y
microinyeccion. E! 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 més detalle en la Solicitud
Serial No. 10/835,520, presentada el 26 de abril de 2004, incorporada aqui

por referencia.

Polinucledtidos Complementarios

En otra incorporacién, el agente es un polinucledtido
complementario.

Incorporaciones especificamente contempladas se refieren a la
regulaciéon por disminucion de la actividad Akt3 mediante el uso de
polinucledtidos complementarios, es decir, un Acido nucleico
complementario a, y que preferiblemente puede hibridarse a una secuencia
codificadora de dcidos nucleicos de ARNm, por ejemplo, ARNm de Akt3 o
una subsecuencia del mismo. La unién del nucleétido complementario al
ARNm de Akt3 reduce la traduccién y/o estabilidad del ARNm de Akt3 o
B-Raf.

En el contexto de la invencion, polinucleétidos complementarios
pueden comprender nucledtidos de ocurrencia natural, o especies sintéticas
formada de subunidades de ocurrencia natural o sus homélogos cercanos.
Polinucle6tidos 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 invencion, en la medida en que funcionen

efectivamente para hibridar ARNm de Akt3 o B-Raf. Para una resefia
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general véase, por ejemplo, Jack Cohen, Oligodeoxynucieotides, Antisense
Inhibitors of Gene Expression, CRC Press, 1989; and Synthesis 1:1-5
(1988).

Antagonistss

La presente invenciéon contempla ademds una incorporaciéon en
donde el agente que reduce la actividad Akt3 es un polinucledtido
complementario. La invencién conciemne igualmente a variantes de las
proteinas Akt3 que funcionan como antagonistas de Akt3. Variantes de la
proteina Akt3 pueden generarse por mutagénesis (por ejemplo, mutacion
puntual discreta o truncamiento de la proteina Akt3). Un antagonista de la
proteina Akt3 puede inhibir una o mas de las actividades de la forma de
ocurrencia natural de la proteina Akt3, por ejemplo, uniéndose
competitivamente a un miembro corriente abajo o corriente arriba de una
cascada de seializaciéon celular que incluye la proteina Akt3. Por
consiguiente, pueden producirse efectos biolégicos especificos mediante el
tratamiento con una variante de funcién limitada. La presente invencién
contempla el tratamiento de un sujeto con una variante, que tiene 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.

Variantes de la proteina Akt3 que funcionan como antagonistas 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 invencion contempla que una
variada biblioteca de variantes Akt3 se genere por mutagénesis
combinatoria a nivel de dcido nucleico y que se codifique por una genoteca
veriada. Una genoteca variada de variantes Akt3 puede producirse, por
ejemplo, ligando enziméticamente una mezcla de oligonucledtidos
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
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mas grandes (por ejemplo, para despliegue de fagos) que contenga en él el
conjunto de secuencias de Akt3. Existe una variedad de métodos que
pueden emplearse para producir bibliotecas de variantes Akt3 potenciales
de una secuencia de oligonucledtidos degenerados. Sintesis quimica de una
secuencia de genes degenerados puede llevarse a cabo en un sintetizador de
ADN automitico, y el gen sintético puede ligarse entonces en un vector de
expresion apropiado. El uso de un conjunto degenerado de genes posibilita
la provision, en una mezcla, de todas las secuencias que codifican el
conjunto deseado de secuencias Akt3 potenciales. Métodos para sintetizar
oligonucledtidos degenerados son bien conocidos en el arte. Véase, por
ejemplo, Narang, 1983, Tetrahedron 39:3; Itakura, 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 incorporacién, el agente es una ribozima. Puede
usarse una ribozima para designar e inhibir la transcripcion de Akt3. Una
ribozima es una molécula de ARN que segmenta cataliticamente otras
moléculas de ARN. Se han descrito diferentes clases de ribozimas,
incluidas ribozimas del grupo [, ribozimas cabeza de martillo, ribozimas de
horquilla, ribonuleasa P, y ribozimas en forma de hacha (véase, por
ejemplo, Castanotto et al. 1994, Adv. In Pharmacology 25:289-317 para una
resefla 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 Europea 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
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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 incorporacion, la actividad Akt3 se disminuye por un
agente que es un inhibidor del polipéptido Akt3. Esto puede lograrse en
cualquiera de un niimero de modos, incluido proveer un polipéptido Akt3
negativo dominante, por ejemplo, una forma de Akt3 que en si 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,
Ademés, pueden utilizarse variantes de polipéptidos inactivos (muteinas),
por ejemplo, cribando con respecto a la capacidad de inhibir la actividad
Akt3. Métodos de elaborar muteinas son bien conocidos por los expertos
(véase, por cjemplo, Patentes de los Estados Unidos No. 5,486,463,
5,422,260, 5,116,943, 4,752,585, 4,518,504). Adicionalmente, cualquier
molécula pequefia, por ejemplo, cualquier péptido, aminodcido, nucledtido,
lipido, carbohidrato, o cualquier otra molécula orgénica o inorgdnica puede

cribarse con respecto a la capacidad de unirse a o inhibir la actividad Akt3.

Péptidos

En todavia otra incorporacion, el agente, un péptido correspondiente
a las secuencias de aminodcidos contiguos del dominio de homologia
pleckstrin, o el dominio catalftico o el dominio regulador de Akt3,
disminuird la actividad Akt3. Sin querer entrar en limitaciones tedricas, se
contempla que el péptido actlie como un seudosustrato o un inhibidor
competitivo, inhibiendo en esa forma ls actividad Akt3. En otra
incorporacién, el péptido actiia como un seudosustrato para el dominio
catalitico o regulador (cola) de Akt3. En todavia otra incorporacion, el
péptido actiia como un inhibidor competitivo para el dominio catalitico de

Akt3. Los inventores contemplan asimismo que el péptido actiie como un
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inhibidor competitivo del dominio de homologia de pleckstrin de Akt3. En
todavia otra incorporacidn, el péptido actia como un inhibidor competitivo
para el dominio regulador de Akt3. Un experto en el arte puede disefiar
facilmente y determinar si un péptido disminuye o no la actividad de Akt3.
Obata T et al. ] Biol Chem. 275 (46):36108-15 (2000), Niv MY et al. J 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 Ja actividad de Akt3. La actividad del Akt3 se
evaliia 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 andlisis de transferencia Western
blot con un anticuerpo que reconoce treonina 305 o serina 472,
Anticuerpos que reconocen Akt3 se encuentran disponibles de un nimero
de fuentes, incluidas Stratagene (La Jolla, CA) y 1GeneX, Inc. (Palo Alto)
para nombrar unos pocos. Altemativamente, la actividad Akt3 podria
evaluarse inmunoprecipitando Akt3 y usando el inmunoprecipitado en un
andlisis de cinasa in vitro en el cual Crosstide, un sustrato de péptido
sintético para Akt3 obtenible de Discover Rx Corporation, Fremont, CA, se
fosforila por Akt3 para calcular la actividad. Una actividad mayor o menor
de fosforilacién comparada con el control indica que el péptido de prueba
disminuye la actividad de dicha Akt3.

Un péptido comprende alrededor de S a 30 residuos de aminodcidos
de longitud, preferiblemente entre 10 y 20 aminodcidos de longitud.
Secuencias de péptidos de la presente invencion pueden sintetizarse por el
método de sintesis peptidica de fase sélida (por ejemplo, BOC o FMOC),
por sintesis de solucion de fase, o por otras técnicas apropiadas incluidas
combinaciones de los métodos anteriores. Los métodos BOC y FMOC, que
estdn 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
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Press, New York, 1980, pp. 3-285. Métodos de sintesis peptidica de fase
sélida se describe en Memifield, 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 Pequeilas

La presente invencién contempla una incorporacién en donde el
agente que reduce la actividad Akt3 es una molécula pequeita. Moléculas
pequeiias pueden usarse igualmente para regular, por ejemplo, la funcién de
la cinasa divulgada, receptores de cinasa, moléculas que interactian con
receptores de cinasa, y moléculas en las vias de sefializacion de los
receptores de cinasa. Los expertos en el arte entienden cémo generar
moléculas pequefias de este tipo, y bibliotecas y métodos ejemplares para
aislar reguladores de moléculas pequefias. La "molécula pequeiia”, 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 Unidn

Los compuestos probados como moduladores de una proteina Akt3
y/o B-Raf pueden ser cualquier compuesto quimico pequeiio, o una entidad
biolégica, tal como una proteina, azicar, dcido nucleico o Iipido.
Tipicamente, los compuestos de prueba serin moléculas quimicas pequefias
y péptidos. Esencialmente puede emplearse cualquier compuesto quimico
como modulador potencial o compuesto de unién en los analisis de la
invencién, aunque muy a menudo los compuestos pueden disolverse en
soluciones acuosas u orgénicas (especialmente a base de DMSO). Los
andlisis se disefilan para cribar enormes bibliotecas de quimicos
automatizando los pasos de andlisis y proveyendo compuestos de cualquier
fuente conveniente para los andlisis, los cuales se realizan tipicamente en
paralelo (por ejemplo, en formatos de microtitulacion en placas de

microtitulacién en analisis robéticos). Se observard que existen muchos
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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 alto 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 unién). Tales "bibliotecas
combinatorias de quimicos" se criban luego en uno o mas analisis, como se
describe aqui, para identificar aquelios miembros de la biblioteca (especies
o subclases de quimicos particulares), que despliegan una actividad
caracteristica deseada. 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 coleccién de diversos
compuestos quimicos generados ya sea por sintesis quimica o por sintesis
biolégica, combinando un mimero de "elementos 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 (aminoécidos) en toda
forma posible para una longitud de compuesto dada (es decir, el namero de
aminodcidos en un compuesto polipéptide). Millones de compuestos
quimicos pueden sintetizarse mediante dicha mezcla combinatoria de
elementos fundamentales quimicos.

La preparacidn 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 quimicas incluyen, pero no se
limitan a: péptidos (por ejemplo, Publicacién PCT No. W091/19735),
péptidos codificados (por ejemplo, Publicacion PCT No. W093/20242),
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bio-oligdbmeros aleatorios (por ejemplo, Publicacion PCT No.
WO092/00091), benzodiazepinas (por ejemplo, Patente de los Estados
Unidos No. 5,288,514), diversomeros tales como hidantoinas,
benzodiazepinas y dipéptidos (Hobbs et al., 1993, Proc. Nat. Acad. Sci.
USA 90:6909-6913), polipéptidos vinilogos (Hagihara et al., 1992, J. Amer.
Chem. Scoc. 114:6568), peptidomiméticos no peptidicos con armazén de
glucosa (Hirschmann et al.,, 1992, J. Amer. Chem. Soc. 114:9217-9218),
sintesis organicas de anialogos de pequeilas bibliotecas de compuestos
(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 &cidos nucleicos (véase
Ausubel, Berger and Sambrook, todos mds arribe), bibliotecas de acidos
nucleicos de péptidos {véase, por ejemplo, Patente de los Estados Unidos
No. 5,539,083), bibliotecas de anticuerpos (véase, por ejemplo, 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 orgdnicas pequefias (véase, por e¢jemplo,
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 la preparacién de bibliotecas combinatorias se
encuentran disponibles en el comercio (véase, por ejemplo, 357 MPS, 390
MPS, Advanced Chem Tech, Louisville Sky., Symphony, Rainin, Woburn,
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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Agentes 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 (nico o con una combinacidon de agentes. Agentes
quimioterapéuticos que pueden usarse con la invencién incluyen, pero no se
limitan a, agentes alquilantes, antimetabolitos, antibidticos, productos
vegetales derivados o naturales, hormonas y esteroides (incluidos anilogos
sintéticos), y fdirmacos 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 nitrogenada, y triazenos. Nitrosoureas
incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo carmustina, lomustina, y
semustina. Mostaza nitrogenada, incluye pero no se limita a, por ejemplo
ciclofosfomida. Triazenos, incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo
dacaxbazina, y temozolomida. La FDA ha aprobado dacarbazina para uso
en el tratamiento de melanoma. Antimetabolitos incluyen, pero no se
limitan a antagonistas de acido fdlico, andlogos de pirimidina, andlogos de
purina e inhibidores de adenosina deaminasa: metotrexato, S-fluorouracil,
floxuridina, citarabina, 6-mercaptopurina, G6-tiogusnina, fosfato de
fludarabina, pentostatina, y gemcitabina. Antibiticos que pueden usarse
con la presente invencién, incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo
antraciclinas. Ejemplos de antraciclinas, incluyen, pero no se limitan a
doxorrubicine (adriamicina). Productos naturales o derivados de plantas
que pueden utilizarse con la presente invencién, incluyen, pero no se
limitan a, por ejemplo 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
se limitan a por ejemplo etopdsido. Taxanos, incluyen, pero no se limitan a

por ejemplo, taxol, paclitaxel, y docetaxel. Andlogos hormonales y
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esteroides que pueden usarse con la presente invencion, incluyen, pero no
se limitan a, por ejemplo, antiestrogeno, 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. Fdrmacos de platino
que pueden usarse con la presente invencion, 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 guimioterapéuticos son conocidos por los expertos en el arte.
Adicionalmente, su administracion se describe en la bibliografia estandar.
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 irradiacion a los regimenes de
tratamiento de la presente invencién. El término “irradiacion", tal como se
emplea aqui, tiene su significado convencional y se limita Gnicamente en la
medida en que la irradiacién con rayos X tenga suficiente energia para
penetrar el cuerpo y sea capaz de inducir la liberacion de antigenos
especificos del tumor in vivo. La intensidad éptima de la radiacién para
daflar 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 andlisis 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
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pequefios y deoxinucleotidil transferasa terminal in sifu (andlisis TUNEL)
descrito en Gorozyva, (1993) Cancer Res 53:1945-51,

Tratamiento de un Tumor de Melanoma

La presente invencion se basa en parte en las observaciones de los
inventores que muestran que Akt3 regula la apoptosis y Y*""B-Raf regula 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 la sensibilidad de células de
melanoma a la apoptosis; por lo tanto, agentes que actlan 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 incorporacion, la presente invencion provee un método para tratar
un tumor de melanoma en un mamifero que comprende: administrar a un
tumor en un mamifero una cantidad efectiva de un agente que reduce la
actividad de V599E B-Raf, y administrar a un tumor en un mamifero una
cantidad efectiva de un agente que reduce la actividad de Akt3, reduciendo
asi el tamafio de un tumor.

En una incorporacién preferida, el agente para reducir la actividad de
Akt3 es una molécula de ARNip. En otra incorporacion, 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
s GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3, 5'
CUAUCUACAUUCCGGAAAG 3', 5' GAAUUUACAGCUCAGACUA 3/,
S'CAGCUCAGACUAUUACAALU 3|,
S'CUUGGACUAUCUACAUUCCGGAAAG 3,
S'CUUUCCGGAAUGUAGAUAGUCCAAG 3',
5'GAUGAAGAAUUUACAGCUCAGACUA 3',
S'UAGUCUGAGCUGUAAAUUCUUCAUC 3/,
5'AAUUUACAGCUCAGACUAUUACAALU 3,
5'AUUGUAAUAGUCUGAGCUGUAAAUU 3, o sus complementos.
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En una incorporacion, 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 incorporacion preferida, el agente que reduce Akt3 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 nanoliposoma que contenga
ceramidas, un proteoliposoma, un nanoparticulado, un nanoparticulado de
silicato de fosforo célcico, un nanoparticulado de fosfato célcico, un
nanoparticulado de diéxido de silicona, un particulado nanocristalino, un
nanoparticulado semiconductor, poli(D-arginina), un nanodendrimero, un
virus, transferencia de nucledtido mediado por nucleétido de fosfato
célcico, electroporacion, y microinyeccién. 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, el agente que reduce la actividad de
B-Raf contacta una célula usando cualquiera de los procedimientos bien
conocidos para introducir secuencias de nucleétidos extrafios en células
hospederas. Estos incluyen un liposoma, un nanoliposoma, un
nanoliposoma que contenga ceramidas, un proteoliposoma, un
nanoparticulado, un nanoparticulado de silicato de fésforo célcico, un
nanoparticulado de fosfato célcico, un nanoparticulado de diéxido de
silicona, un particulado nanocristalino, un nanoparticulado semiconductor,
poli(D-arginina), un nanodendrimero, un virus, transferencia de nucleétido
mediado por nucletido de fosfato cilcico, 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 ademads en la Solicitud de Patente Serial No.
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10/835,520, presentada el 26 de abril de 2004, incorporada aqui por
referencia .

En una incorporacion preferida, la presente invencién provee un
método para el uso de nanotecnologfa como la estrategia para administrar
miltiples agentes para inhibir el desarrollo del tumor de melanoma e
incrementar o inducir apoptosis. Combinaciones de péptido de Akt3;
ARNip de Akt3, ARNip de VS99E B-Raf, paclitaxel, carboplatino,
carmustina, dacarbazina, y vinblastina se cargan simultineamente en
liposomas no toxicos. Estos liposomas transfieren efectivamente esta carga
en células de melanoma que crecen en cultivo. Esta es la primera
demostracion de la transferencia simultdnea de diferentes sustancias
terapéuticas en células cancerosas usando un solo agente de transferencia.
Liposomas que incorporan agentes terapéuticos de combinacion circularian
en el torrente sanguineo e ingresarian en la vasculatura del tumor para ser
absorbidos por células expuestas de melanoma. Esto se traduce en
eliminacion dirigida de células de melanoma en tumores, llevando a la
regresion 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 captacion 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 captacion en células tumorales del
melanoma versus tejido estromal de control.

En otra incorporacién, el agente que reduce la actividad de Akt3 es
un polinucleétido complementario. En una incorporacién, el agente que
reduce la actividad de B-Raf es un polinucleétido complementario,

En todavia otra incorporacion, el agente que reduce la actividad de
Akt3 es una ribozima. En todavia otra incorporacion, el agente que reduce
la actividad de B-Raf es una ribozima. Ribozimas pueden usarse para

direccionar e inhibir la transcripcion de Akt3, B-Raf o ambas.
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incorporacion, la presente invencién contempla igualmente incorporaciones
donde el agente que reduce la actividad de B-Raf es una molécula pequefia.

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

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

En incorporaciones preferidas, los métodos de la presente invencion
pueden usarse para tratar melanomas teniendo un efecto significativo sobre
la muerte celular (por ejemplo, mediante apoptosis), asi como la
proliferacién y angiogénesis. Un experto en el arte estard familiarizado con
métodos que miden el tamafio de un tumor a cuantificar, por ejemplo, la
regresion 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 toxicos contra células normales, no
transformadas.

Por consiguiente, la presente invencion provee igualmente métodos
de inducir un nivel significativo de muerte de las células cancerosas (por
ejemplo, apoptosis) e inhibicion 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 simulténeamente en el tiempo, o en
diferentes tiempos durante el ciclo de un programa de tratamiento comtin; y
"secuencialmente” administrando uno de los agentes del método para
reducir la actividad de Akt3 o B-Raf , y un agente adicional para reducir la
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actividad de B-Raf o la actividad de Akt3, en donde el segundo agente
puede administrarse sustancialmente inmediatamente después del primer
agente, o el segundo agente puede administrarse en un periodo de tiempo
efectivo después del primer agente; el periodo de tiempo efectivo es la
cantidad de tiempo dado para la realizacion de un beneficio méximo desde
la administracién del primer agente.

Dirigir Akt3 junto con Y B-Raf mutante y sustancias
quimioterapéuticas seleccionadas tiene un efecto sinérgico, més potente y
prolongado que dirigir cualquiera de los dos solos. Esto aporta una base
racional para combinar terapias dirigidas junto con sustancias quimicas

seleccionadas, lo cual no existe actualmente para el melanoma.

Usos de Proteina Akt3 y/o B-Raf y Proteinas Relacionadas con Akt3 y/o
Relacionadas con B-Raf

Las proteinas de la invencién poseen un nimero 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. Tipicamente,
polipéptidos de regiones especificas de una proteina Akt3 o B-Raf pueden
utilizarse para evaluar la presencia de perturbaciones (tales como
eliminaciones, insercionés, mutaciones puntuales, etc.) en aqueilas regiones
(conteniendo tales regiones uno o mas 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
aminodcidos de uno o méds de los motivos bioldgicos contenidos en
secuencias de polipéptidos de Akt3 y/o B-Raf, respectivamente, con el fin
de evaluar las caracteristicas de esta region en tejidos normales versus
Cancerosos O para provocar una respuesta inmunitaria al epitopo.
Alternativamente, proteinas relacionadas con Akt3 y/o proteinas

relacionadas con B-Raf, que contienen el residuo de aminoécidos de uno o
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mas de los motivos bioldgicos en una proteina Akt3 y/o B-Raf
respectivamente, se emplean para cribar con respecto a factores que
interactiian con esa region de Akt3 y/o B-Raf,

Ambos fragmentos/subsecuencias de la proteina Akt3 y B-Raf son
particularmente Utiles 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 a Akt3 o B-Raf o un dominio estructural
particular de la misma y, en varios contextos terapéuticos y diagnésticos,
incluidos pero no limitados a, andlisis diagndsticos, vacunas contra el
céncer y métodos de preparar tales vacunas.

La proteina codificada por el gen Akt3 y/o B-Raf, o por anilogos,
homologos o sus fragmentos, tiene una variedad de usos, incluidos, pero no
limitados &, generar anticuerpos y en métodos para identificar ligandos y
otros agentes y constituyentes celulares que se unen a un producto del gen
Ak13 y/o B-Raf. Anticuerpos producidos contra una proteina Akt3 o B-Raf
o su fragmento son utiles en analisis diagnosticos y prognésticos, y
metodologias radiogrificas en el manejo de céncer de melanoma humano
caracterizado por la expresion de la proteina Akt3 o B-Raf.

Pueden emplearse diferentes andlisis inmunoldgicos Gtiles para la
deteccion de la proteina Akt3 y/o B-Raf, incluidos, pero no limitados a,
varios tipos de radioinmunoandlisis, inmunoanalisis ligado a enzimas
(ELISA), andlisis 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 proteinas de

fusién, puede usarse como un antigeno o inmunégeno para generar
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anticuerpos. Preferiblemente, los anticuerpos unen especificamente la
isoforma Akt3 humana, pero no unen otras formas de Akt. Preferiblemente,
los anticuerpos unen especificamente la isoforma B-Raf humana, pero no
unen ofras formas de B-Raf.

Una molécula es "antigénica" cuando es capaz de interactuar
especificamente con una molécula de reconocimiento de antigeno del
gsistema 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, aminodcidos. Una porcion 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 a la molécula conjugando la porcién
antigénica a una molécula portadora para inmunizaciéon. 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 Unica, fragmentos Fab, y una
biblioteca de expresion Fab. Los anticuerpos anti-Akt3 de la invencién
pueden ser de reaccion cruzada, por ejemplo, pueden reconocer Akt3 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 probabilided de reactividad cruzada.  Alternativamente, un
anticuerpo de la invencion puede ser especifico para una sola forma de Akt3
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 produccién de anticuerpo,
varios animales hospederos pueden inmunizarse mediante inyeccion con el
polipéptido Akt3 o B-Raf, o su derivado (por ejemplo, fragmento o proteina

de fusién), incluidos, pero no limitados a, conejos, ratones, ratas, ovejas,
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cabras, etc. En una incorporacion, el polipéptido Akt3 o B-Raf o su
fragmento puede conjugarse a un portador inmunogénico, por ejemplo,
albimina sérica bovina (BSA) o hemocianina de lapa (KLH). Pueden
emplearse varios coadyuvantes para aumentar la respuesta inmunoldgica,
dependiendo de la especie hospedera, incluidos pero no limitados a
coadyuvantes de Freund (completos e incompletos), geles minerales tales
como hidroxido de aluminio, sustancias tensioactivas tales como
lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos, emulsiones de aceite,
hemocianinas de lapa, dinitrofenol, y coadyuvantes humanos
potencialmente dtiles 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, andlogo, o derivado, puede
usarse cualquier técnica que posibilite la produccién de moléculas de
anticuerpo por estirpes celulares continuas en cultivo. Estas 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 linfocito 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 hibridoma 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 [Publicacion Internacional de
Patente No. WO 89/12690, publicada el 28 de diciembre de 1989]. De
hecho, de acuerdo con la invencion, pueden emplearse técnicas
desarrolladas para la produccién de "anticuerpos quiméricos" [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 molécula de anticuerpo humano de actividad

biol6gica apropiada; tales anticuerpos se encuentran dentro del dmbito de
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esta invencién. Tales anticuerpos humanos o quiméricos humanizados se
prefieren para uso en terapia de enfermedades humanas (descritas més
adelante), puesto que los anticuerpos humanos o humanizados tienden en
mucha menor propércién que los anticuerpos xenogénicos a inducir, ellos
mismos, una respuesta inmunitaria, en particular una respuesta alérgica.

Técnicas descritas pera 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 una sola cadena especificos de
polipéptido de Akt3. Una incorporacién adicional de la invencién utiliza
las técnicas descritas para la construccion de bibliotecas de expresion de
Fab [Huse et al., Science 246:1275-1281(1989)] para permitir una
identificacién ficil y rdpida de fragmentos Fab monoclonales con la
especificidad deseada para un polipéptido de Akt3, o sus derivados, o
andlogos.

Fragmentos de anticuerpo que contienen 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 descomposicion 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.

En la produccién de anticuerpos, el cribado para detectar el
anticuerpo deseado puede realizarse mediante técnicas conocidas en el arte,
por ejemplo, radioinmunoanélisis, ELISA (inmunoanilisis ligado a enzima),
inmunoandlisis "sandwich", andlisis inmunorradiométricos, reacciones de
precipitina de difusion en gel, andlisis de inmunodifusién , inmunoanilisis
in situ (usando oro coloidal, marcadores enziméticos o de radioisétopos, por
ejemplo), Western blots, reacciones de precipitacién, analisis de
aglutinacién (por ejemplo, andlisis de aglutinacién en gel, anilisis de
hemaglutinacién), andlisis de fijacion de complemento, analisis de

inmunofluorescencia, andlisis de proteina A, Yy andlisis de

N



WO 2005/089443 Y/ PCT/US2005/008950 \ 30(

inmunoelectroforesis, etc. En una incorporacién, la unién de anticuerpo se
detecta detectando un marcador en el anticuerpo primario. En otra
incorporacioén, el anticuerpo primario se detecta detectando la unién de un
anticuerpe secundario o reactivo del anticuerpo primario. En una
incorporacion adicional, el anticuerpo secundario se marca. Se conocen
muchos medios en el arte para detectar la union en un inmunoandlisis y se
encuentran dentro del ambito de la presente invencion. Por ejemplo, para
seleccionar anticuerpos que reconozcan un epitopo especifico de un
polipéptido o péptido de Akt3 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 especie de animal.

Identificacién de Moléculas que Interactian con Akt3 o B-Raf

Las secuencias de proteinas y dcidos nucleicos para Akt3 y B-Raf
halladas en melanoma le permiten a un experto identificar proteinas,
molécules pequefias y otros agentes que interactian con Akt3 o B-Raf, asi
como vias activadas por Akt3 o B-Raf mediante cualquiera 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 "andlisis de dos hibridos"). En tales sistemas, moléculas
interactian y reconstituyen un factor de transcripcion que dirige la
expresion de un gen reportero, tras lo cual se estudia la expresion del gen
reportero. Otros sistemas identifican interacciones proteina-proteina 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
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Unidos No. 6,004,746 publicada el 21 de diciembre de 1999. Se cuenta
asimismo con algoritmos en ¢l arte para predicciones basadas en el genoma
de la funcién de las proteinas (véase, por ejemplo, Marcotte, et al., Nature
402: 4 November 1999, 83-86).

Alternativamente uno puede cribar bibliotecas de péptidos para
identificar moléculas que interactian 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 fusion de cubiertas protefnicas de bacteriofagos, a continuacion
se criban las particulas de bacteriéfago contra la proteina % Akt3 o B-Raf
respectivamente. '

Por consiguiente, péptidos que tienen una amplia variedad de usos,
tales como reactivos terapéuticos, prognésticos o diagndsticos, se
identifican asi sin informacién previa de ningin tipo sobre la estructura del

ligando esperado o molécula del receptor.

Composicién Farmacéutica
En una incorporacién, se provee una composicién farmacéutica para tratar
un tumor de melanoma, que comprende un agente que reduce la actividad
de Akt3 y un vehiculo. Vehiculos apropiados para uso con la presente
invencién serdn conocidos por los expertos en el arte. Tales vehiculos
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 calcico, un
nanoparticulado de fosfato célcico, un nanoparticulado de didxido de
silicona, un particulado nanocristalino, un nanoparticulado semiconductor,
poli(D-arginina), un nanodendrimero, un virus, y transferencia de
nucleétido mediado por nucleétido de fosfato célcico.

En otra incorporacion, 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
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péptido, y una molécula pequefia. En otras incorporaciones, las moléculas
de ARN interferente pequefio (ARNip) incluyen los polinucleétidos 5
GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3, 5'
CUAUCUACAUUCCGGAAAG 3', 5' GAAUUUACAGCUCAGACUA 3',
S'CAGCUCAGACUAUUACAAU 3,
S'CUUGGACUAUCUACAUUCCGGAAAG 3,
S'CUUUCCGGAAUGUAGAUAGUCCAAG 3,
S'GAUGAAGAAUUUACAGCUCAGACUA 3,
S'UAGUCUGAGCUGUAAAUUCWCALUC 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 actda como un seudosustrato para Akt3., En
otra incorporacion, el péptido actia como un seudosustrato para un dominio
catalitico de Akt3.

En todavia otra incorporacion, el agente que reduce la actividad de
Akt3 es un péptido que actia como un inhibidor competitivo para Akt3.
Los inventores contemplan que el péptido puede actuar 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 péptido, y una molécula
pequefia. En otra incorporacion, el agente que reduce la actividad de B-Raf
es una molécula de ARN interferente pequefio (ARNip) que comprende:
un polinucleétido 5 GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3', o su
complemento o un polinucledtido 5
GGACAAAGAAUUGGAUCUGGAUCALU 3, o su complemento.

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

manera de limitacién.
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EJEMPLOS PARA AKT3

MATERIALES Y METODOS

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

Para demostrar Ja especificidad 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 han descrito con
anterioridad (Sun et al., Am J Path 159:431-437(2001); Mitsuuchi et al., J
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
combinacion 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 andlisis Western blot como se
describié anteriormente (Stahl et al., Cancer Res 63:2891-2897(2003)). Se
utilizé igualmente nucleofeccién con ARNip para inactivar la expresién
enddégena 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 Solucion Amaxa R/programa K-17. Las
condiciones de cultivo para estas estirpes celulares se han descrito
previamente (Stahl et al., Cancer Res 63:2891-2897 (2003); Hsu et al,, /n
Human Cell Culture, J.R.W.M.a.B. Palsson, editor. Great Britain: Kluwer
Academic Publishers. 259-274 (1999)).

EJEMPLO 2: Western Blotting, Inmunoprecipitacion y Andlisis de

Cinasas:

e



WO 2005/089443 )?\')( PCT/US2005/008950 \C\\ |

El procedimiento Western blot y los anticuerpos usados, excepto para Akt2
(SantaCruz) y Akt3 (UpstateBiotech), se han descrito previamente (Stahl et
al., Cancer Res 63:2891-2897 (2003)). Para la inmunoprecipitacion, 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, | mM EDTA, 1 mM EGTA, 50
mM NaCl, 10 mM B-glicerol fosfato sédico, 5 mM pirofosfato sédico, 1
mM ortovanadato sodico, 0.1% 2-mercaptoetanol, y 0.5% coctel de
inhibidor de proteasa (Sigma)) a placas de células, seguido por
congelamiento instantdneo en nitrégeno liquido. El desecho celular se
peletizd por centrifugacion (>10,000xg) de lisados y se cuantificé la
concentracion de proteina usando el Andlisis de Proteina BioRad BCA. Se
incubd proteina para inmunoprecipitacion (100 pg) con 2 pg de anticuerpo
Akt2 0 5 pl de Akt3 de un dia para otro a 4°C con mezclado constante.
Seguidamente se agregaron 15 pul de globulos de sefarosa GammaBind G
equilibrada (Amersham Biosciences) a cada tubo y se incubaron 2 horas
(4°C) con mezclado constante. Los gldbulos peletizados se lavaron dos
veces con tampén de lisis para retirar el anticuerpo y la proteina no ligados.
A continuacion 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., Cancer Res 63:2891-
2897(2003)).

Para el andlisis de Akt cinasa, 15 pl de globulos de sefarosa Gamma
Bind G equilibrada se lavaron con 200 ul de tampén de lisis, luego se
incubaron con 2 ug de anticuerpo Akt2 o 5 pl de Akt3 en un volumen de
400 pl a 4°C con mezclado constante durante >2 horas. Se agregéd
microcistina (1 pM) de MPBiomedicals al tampon de lisis para garantizar la
completa inactivacion de las fosfatasas PP1 y PP2 celulares. El complejo
anticuerpo/sefarosa se lav6 dos veces con 750 pl de tampén de lisis, luego

se incubé con 100 pg de proteina en un volumen de 400 pl durante >1.5
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horas a 4°C con mezclado constante. Este complejo se lavé con 500ul de
tampén de lisis (3X), luego una vez con 500 yl de Tampén de Dilucién de
Anidlisis (20 mM MOPS, pH 7.2, 25mM p-glicerol fosfato, 1 mM
ortovanadato sodico, y | mM DTT). Péptido inhibidor de PKA (10 uM) de
Santa Cruz, 37.5 uM ATP, 17 mM MgCl,, 0. 25 nCi/ul-**P-ATP, y 90 pM
de Crosstide de sustrato especifico de Akt de Ulpstate Biotechnology se
agregaron a los tubos en tampon de dilucion de anélisis y se incubaron a
35°C durante 10 minutos con mezclado continuo. A continuacién, 20 pl de
liquido se pasaron a papel de fosfocelulosa, el cual se lavé 3X durante 5
minutos con 40 m! de 0.75% dcido fosforico. Luego de un lavado con
acetona de 5 minutos, se dejo secar la fosfocelulosa, se transfirié a un frasco
de escintilacion con 5ml de fluido de escintilacion de Amersham
Biosciences y se midi6é la cpm en un sistema de Escintilacién en Liquido
Beckman Coulter LS 3801.

EJEMPLO 3: Estudios de Tumores y Medicién de Apoptosis:

La recoleccién de tumores de melanoma de pacientes humanos se
llevé a cabo de acuerdo con protocolos aprobados por la Oficina de
Proteccion de Sujetos Humanos de Penn State, la Oficina de
Administracion 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 usaron para
inmunohistoquimica para medir la Akt fosforilada. Sesenta y tres
especimenes de archivo insertados en parafina, 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 tincién mediante comparacién cualitativa con controles
del endotelio de vasos sanguineos intemos, epitelio escamoso o de musculo

liso, presentes en cada espécimen.
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La proteina para Western blotting o inmunoprecipitacion se recogié
usando maja y mortero enfriado en nitrégeno liquido para pulverizar el
material tumoral congelado instanténeamente en nitrégeno liquido, que
constaba de >60% material tumoral. Un ml de tampén de lisis de proteina se
agreg6 por cada 200 mg de polvo de tejido y se sonicé durante 2 minutos
(intervalos de 15 segundos) en un bafio sonicador lleno de hielo. Las
muestras se centrifugaron (~12,000xg) a 4°C durante 10 minutos. EIl
sobrenadante se transfirié a un tubo limpio y se cuantificé usando el
Andlisis de Proteina BioRad BCA.

Se llevé a cabo experimentacion 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 midié la quinesis tumoral por inyeccién s.c. de 1x10° células en 0.2 ml
de DMEM que contenia 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 a isoformas de Akt y 48 horas después, células
nucleofectadas en 0.2ml de DMEM que contenia 10% FBS se inyectaron
s.c. en el térax izquierdo y derecho de ratones inmunitariamente
desprotegidos. Las dimensiones de los tumores en que se desarrollaron se
midieron en dias alternos usando calibres. Cuando se midié 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 parafina, 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
tres o cuatro secciones diferentes del tumor, y el nimero de células

TUNNEL positivas se expres6 como el porcentaje de células apoptdticas.

EJEMPLO 4: Estadisticas:
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Para andlisis 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 pruebas apropiadas post hoc (de
Dunnett o Dunn). Los resultados se consideraron significativos en un valor
P de <0.05.

Tabla 1. Intensidad relativa de la tincion p-Akt en lunares comunes,

lunares displasicos, melanomas primarios y metistasis de pacientes con

melanoma,

Intensidad de Tincién p-Akt (%)
Categoria (# de muestras) Moderada a débil' Fuerte?
Lunares comunes (14) 100 i
Lunares displésicos (25) 88 12
Melanomas primarios (15) 47 53¢
Melanomas metastasicos (9) 33 67

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

?Las células tumorales se tifieron a una intensidad mayor que pericitos
adyacentes a vasos sanguineos en la seccion 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 modelo 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
importante en la tumorigénesis de melanoma disminuyendo la capacidad
apoptodtica de las células de melanoma (Stahl et al., Cancer Res 63:2891-
2897(2003)). Nosotros supusimos que, puesto que este modelo reflejaba la
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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 expresion de Akt fosforilada total elevada (una
medida de actividad) (Figura 1A). La expresién de PTEN en células UACC
903 resulté en una actividad de Akt disminuida en tres estirpes celulares
derivadas independientemente (36A, 29A, y 37A), la cual se reversé 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) parental. La especificidad de reducir la
expresion para cada isoforma de Akt en células UACC 903 se determind
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 solo
reducia la expresion de la isoforma de Akt contra la cual se hizo, mostrada
en n Figura 1B. Seguidamente, ARNip a cada isoforma de Akt se
nucleofecto en la estirpe celular UACC 903, asi como dos estirpes celulares
de melanoma adicionales, independientemente derivadas (WM115 y SK-
MEL-24) para determinar cuadl ARNip bajaba el nivel de Akt fosforilada
(activa) en estas células (Figura IC). Aunque ARNip a Aktl o Akt2 tuvo
Unicamente un efecto sin valor, no significativo, el ARNip a Akt3 redujo
significativamente los niveles de Akt total fosforilada, sugiriendo que Akt3
era la isoforma que regulaba el desarrollo del tumor en el modelo UACC
903 (PTEN) (Stah! et al., Cancer Res 63:2891-2897 (2003)). Como todas
las tres estirpes celulares de melanoma derivadas independientemente
indicaban que Akt3 era la isoforma activa predominante en melanomas, los
experimentos subsiguientes se enfocaron en examinar la desregulacién de

Akt3, y utilizaron Akt2 como control de comparacion, puesto que se ha
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informado que se amplifica en maltiples tipos de céncer(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 ! Hsueh Tsa
Chih [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 ain més que Akt3 era la isoforma predominante cuya
actividad se reducia especificamente por PTEN en el modelo de
tumorigénesis UACC 903 (PTEN), se midié la actividad de Akt3
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
Akt2, fueron elevados en la estirpe celular UACC 903 parental, asi como
las dos estirpes celulares 36A revertientes tumorigénicas que carecen de
PTEN. En contraste, niveles apenas detectable de Akt3 fosforilada se
observaron en las estirpes celulares 36A, 29A o0 37A, las cuales tenian 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 Akt2
inmunoprecipitadas se analizaron en un estudio de cinasa in vitro, y los
resultados para Akt3 se muestran en Figura IE. Una diferencia
estadisticamente significativo en Akt3 (Figura 1E), mas no actividad de
Akt2 (no se muestran los datos), se identifico en células revertientes (-
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 Incrementada Ocurre Precozmente
Durante la Evolucién del Tumor de Melanoma.
Se cree que los melanocitos son capaces de transformarse

directamente en un melanoma (Herlyn, M., Molecular and cellular biology
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of melanoma: Austin: R.G. Landes Co. (1993)). Alternativamente, los
melanocitos pueden seguir un modelo de evolucion de! tumor en el cual
evolucionan en una manera gradual desde lunares comunes, a lunares
atipicos, a melanoma in situ (fase de crecimiento radial y vertical) vy,
finalmente, a melanomas metastésicos (Herlyn, M., Molecular and celiular
biology of melanoma: Austin: R.G. Landes Co. (1993)).
Independientemente del proceso, la evolucién de células tumorales mds
agresivas requiere la acumulacion 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
creciente, o ventajas de supervivencia que promueven el proceso
tumorigénico.

Para aportar evidencia de la implicacién selectiva de Akt3 durante la
evolucion del tumor de melanoma, se midieron la expresién y la actividad
de Akt3 y Akt2 en un modelo de evolucion de tumor de melanoma
(suministrado generosamente por el Dr. Meenhard Herlyn) (Herlyn, M.,
Molecular and cellular biology of melanoma: Austin: R.G. Landes Co.
(1993); Hsu et al., /n 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
bajo paso establecidas de tumores de melanoma primarios en las fases
radial (WM35 y WM3211) y vertical (WM115, WM98.1 y WM278) de
crecimiento. En comparacién con los melanocitos, Figura 2A muestra que
una de las dos estirpes celulares de ia fase radial de crecimiento y todas de
la fase vertical de crecimiento tenian Akt fosforilada elevada, lo cual
sugeria que la actividad Akt aumentaba precozmente durante el desarrollo
del melanome primario en la fase de crecimiento radial. A continuacién, se
examino la expresion de la isoforma Akt3 mediante Western blotting y se
compard con la expresion Akt2 en estas estirpes celulares (Figura 2B). Se
encontrd que la expresion de Akt3 era elevada en todas, excepto la extirpe
celular de la fase de crecimiento radial WM98.1, que se comparo con los

melanocitos. Puesto que la expresion no refleja necesariamente la
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actividad, se examind la cantidad de Akt3 activa por inmunoprecipitacién
de Akt3 o Akt2, seguida por andlisis 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). Nétese que
aunque la expresion de la proteina Akt3 en la estirpe celular de la fase de
crecimiento vertical WM98.1 fue similar a la observada en melanocitos, la
actividad Akt3 fue significativamente méds alta. En contraste con los
resultados de Akt3, la expresidn de Akt2 fue elevada Unicamente en las
estirpes celulares de la fase de crecimiento radial, en comparacién con los
melanocitos (Figura 2C). No obstante, sdlo 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 la
isoforma Akt predominantemente implicada, activa en el modelo de

evolucién del tumor de melanoma.

EJEMPLO 7: Frecuencia de la 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 evolucién del tumor de melanoma, estudios
subsiguientes in vivo se enfocaron en establecer la frecuencia de la
desregulacion de Akt3 en tumores de pacientes con melanoma. La
intensidad relativa de la Akt fosforilada total se evalud inicialmente en
lesiones melanociticas mediante andlisis inmunohistoquimico de lunares
comunes, lunares displdsicos, melanomas primarios y metdstasis de
pacientes con melanoma para determinar la frecuencia de la activacién de
Akt (Tabla 1). Aunque se detectaron niveles moderados de tincion en
100% de lunares comunes, se observé una fuerte tincion en 12% de los
lunares displasicos, 53% de melanomas primarios y 67% de melanomas

metastiticos. Estos resultados sugieren que aunque la actividad Akt puede
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cumplir algin papel no identificado en el desarrollo de los lunares, la
actividad Akt desregulada es indicativa de un papel méds importante en
melanomas de fase avanzada.

El andlisis de las regiones genémicas que contenian los genes Aktl,
Akt2 y Akt3, de un informe publicado (Bastian et al., Cancer Res 58:2170-
2175 (1998)), no encontré amplificacién. No obstante, la regién 1q43-44
que contiene Akt3 experimenta aumentos 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 sobreexpresion como un mecanismo que
contribuye a la actividad Akt3 incrementada en melanomas. En contraste,
la region 14q32 que contiene Aktl y la regién 19q13 que contiene Akt2
permanecen inmodificadas o tienden a experimentar pérdida (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)). Para
establecer si la expresién de Akt3 incrementada podria ser un mecanismo
selectivo que lleve a una actividad aumentada, se extrajeron lisados de
proteina de tumores de pacientes con melanoma para comparar el nivel de
expresion y actividad de Akt3 y Akt2. Se extrajo proteina de 31 melanomas
metastésicos y se analizé por Western blotting para determinar el nivel de
expresion y actividad de Akt3 y Akt2 en el material tumoral.

Tres Western blots independientes se usaron para cuantificar la
expresion en cada muestra, la cual se compar luego con la expresién en
melanocitos (Figura 2D). 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 Akt2. Estos resultados son consistentes con el tipo de aumentos del
nomero de copias de la region del cromosoma 1q43-44 que contiene el gen
Akt3 del que se describe en la 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
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sitio primario y 65% (13/20) de las metéstasis de melanoma tuvieron una
expresion de Akt3 incrementada. En contraste, s6lo se observaron
fluctuaciones sin valor cuando se compard la expresién de Akt2 en tumores
versus melanocitos (Figura 2D). A continuacién se midieron los niveles de
actividad cuantificando la Akt fosforilada en cualquiera de los dos
inmunoprecipitados Akt3 o Akt2. Sorprendentemente, se detecté Akt3
fosforilada (activa) en 624+0.02% (SE) de las muestras (Figura 2E). En
contraste, no se detecté Akt2 fosforilada (excepto para el control positivo)
en estos tumores. Mas ain, ~35% de los tumores tenia actividad Akt3
elevada en comparacién con melanocitos desarrollados en cultivo. Estos
datos confirman la implicacion de la desregulacion de Akt3 en >60% de los
tumores de pacientes con melanoma en etapa avanzada y sugiere que la
expresion aumentada 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 e la actividad Akt3 desregulada
en melanomas. Puesto que el modelo de tumorigénesis UACC 903 (PTEN)
inicial sugeria que PTEN jugaba un papel significativo regulando la
actividad Akt en melanomas, examinamos si la expresion disminuida de
PTEN aumentaba directa y especificamente la actividad Akt3. Para lograr
este objetivo, se inactivd la expresion 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
eligié la estirpe celular WM35 puesto que estas células poscen una
actividad Akt3 bdsica insignificante y expresan la proteina PTEN (véase
Figura IC). Tal como se predijo, Figura 3A y Figura 3B muestran que la
regulacién por disminucion, mediada por ARNip de PTEN llevé a un
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aumento en Akt fosforilada total (franjas 4 y 11), mientras que un control de
ARNip mezclado ejerci6 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-nucleofeccion de ARNip contra
PTEN junto con cualquiera de ARNip a Akt (franjas 5 y 12), Akt2 (franjas
6 y 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 ! y 8) o células nucleofectadas con ARNip
unicamente (franjas 2 y 9). En contraste, la reduccion de los niveles de
proteina de Aktl o Akt2 no redujeron la cantidad de Akt fosforilada,
demostrando nuevamente la selectividad de la desregulacion de Akt3. Por
lo tanto, la regulacion selectiva 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 sobreexpresion. Por
consiguiente, una reduccién en PTEN podria, a su vez, llevar a un aumento
en la concentracion de PIP; celular (fosfatidilinositido 3,4,5-trisfosfato), lo
cual podria ser efectivo para incrementar especificamente la actividad Akt3
en melanomas. El mecanismo subyacente a esta especificidad se desconoce
en la actualidad.

Estudios que implican material tumoral de pacientes con melanoma
indicaron que la expresién incrementada de Akt3 podria jugar igualmente
un papel significativo en aumentar la actividad Aki3 en melanomas. Para
investigar esta posibilidad, se sobreexpresé Akt3 en melanocitos y células
WM35 (no mostrada) que expresan la proteina PTEN. Akt3 natural
marcada con HA, una versién inactivada de cinasa de Akt3 T305A/5472A
'(inactiva) o una Akt3 miristoilada (activa) se sobreexpreso en melanocitos
(Figura 3C). A continuacién las células se privaron de factores de
crecimiento durante 24 horas, se volvieron a llenar con medio completo y
luego se cosecharon los lisados 10 minutos después. Se usaron constructos
equivalentes para Akt2 como controles (datos no mostrados). La
sobreexpresién de Akt3 natural y Akt3 miristoilada llevaron a niveles

incrementados de Akt total fosforilada; en comparacién con vector
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unicamente o células nucleofectadas con Akt3 inactivada de cinasa. Mas
ain, la inactivacién mediada por ARNip de PTEN junto con la
sobreexpresién de Akt3 llevé a niveles més elevados de Akt fosforilada,
comparada con la expresion de Akt3 natural sola (datos no mostrados). Por
consiguiente, la sobreexpresién de Akt3 sola, 0 en combinacién con la
pérdida de PTEN, es un mecanismo adicional que contribuye a una

actividad Akt3 elevada en melanomas.

EJEMPLO 9: Actividad Akt3 Incrementada Promueve Ia
Tumorigénesis del Melanoma Disminuyendo la Apoptosis.

Puesto que la actividad Akt3 desregulada se observo
consistentemente en tumores de melanoma, estudios subsiguientes se
centraron en determiner los mecanismos por los cuales la actividad Akt3
incrementada promovia la tumorigénesis. 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 semanas de edad y, 10 dias mis
tarde, se midi6 el tamafio del tumor formado. Figura 4A muestra que
células 36A que tenian una actividad Akt3 reducida fueron no
tumorigénicas en comparacion con células UACC 903 parentales y 36A
revertientes que tenian actividad Akt3 elevada (P<0.5). Aunque el
potencial tumorigénico de las ccélulas revertientes 36A aument
significativamente comparado con las células 36A, el desarrollo del tumor
permaneci6 retrasado debido a la retencion de un segundo gen supresor de
melanoma en el cromosoma 10, que se usé para crear este modelo
(Robertson et al., Cancer Res 59:3596-3601(1999)). Para confirmar estas
observaciones y demostrar la especificidad de la implicacion 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
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(actividad) en células UACC 903, mostrada en Figura 4B, desacelero
significativamente el desarrollo del tumor en comparacién con las células
nucleofectadas con tampén tinicamente, ARNip mezclado o ARNip contra
Akt2 o Aktl (P<0.05). Por consiguiente, ya sea reduciendo
especificamente la actividad Akt3 usando ARNip contra Akt3 (Figura 4B) o
ya sea aumentando la expresiéon PTEN (Figura 4A) inhibio el desarrollo del
tumor de melanoma en ratones inmunitariamente desprotegidos.

Para establecer si la apoptosis incrementada era el mecanismo
predominante subyacente a la inhibicion del tumor in vivo a raiz de
disminuciones en la actividad (Stahl et al.,, Cancer Res 63:2891-
2897(2003)), se examind la apoptosis en los modelos UACC 903 (PTEN)
(Figuras 4C, 4E) y los modelos UACC 903 (Akt) (Figuras 4D, 4F) que
diferian en actividad Akt3. Estirpes celulares 36A no tumorigénicas y
UACC 903 tumorigénicas y revertientes 36A se inyectaron
subcutdneamente 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 para
comparar la magnitud de la apoptosis, evaluada mediante TUNEL (Stahl et
al., Cancer Res 63:2891-2897(2003)). Un nimero significativamente
mayor de células apoptdticas se observé en las masas tumorales 36A
(+PTEN) que tenian una baja actividad Akt3 que en los tumores formados
de las estirpes celulares UACC 903 (-PTEN) parentales o (-PTEN)
revertientes 36A, las cuales tienen actividad Akt3 alta (Figuras 4C,
4E)XP<0.05). Resultados similares se observaron en células UACC 903, en
las cuales ARNip contra Akt3 se empled para disminuir la expresion Akt3
(actividad). Células nucleofectadas con tampén Gnicamente o ARNip
contra Akt2 tenian aproximadamente 5 a 7 veces menos células apoptdticas
que las células UACC 903 tratadas con ARNip contra Akt3 (Figuras 4D,
4F) (P<0.05). Por consiguiente, estos resultados demuestran que la
actividad Akt3 regula preferencialmente la magnitud de la apoptosis,
contribuyendo en esa forma a la supervivencia de las células de melanoma y

promoviendo la tumorigénesis.
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DISCUSION EXPERIMENTAL PARA AKT3

En la presente invencion, 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 utilizé para
identificar Akt3 como la isoforma predominante desregulada durante la
tumorigénesis de melanoma. El uso de ARNip demostré6 que la
inactivacion selectiva de Akt3, mas no Aktl o Akt2, disminuyé el nivel de
Akt fosforilada total y redujo el potencial tumorigénico de las células de
melanoma. Resultados similares se encontraron en dos estirpes celulares de
melanoma independientemente derivadas (WMI115 y SK-MEL-24),
fundamentando ain més la importancia de este descubrimiento. La
relevancia clinica de esta observacién se validé demostrando que la
inhibicién selectiva de la expresion de Akt3 (por inactivacion con ARNip) o
de la actividad (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 expresion de la proteina Akt3 estructuralmente normal. El anélisis de
melanomas de etapa avanzada de pacientes humanos mostrd una expresién
incrementada en >60% de los casos. La sobreexpresion de Akt3 en
melanocitos y células WM35 lleva a una actividad incrementada
confirmando los resultados del tumor humano. La sobreexpresion de Akt
no es Unica de los melanomas pero se ha documentado en varios tipos de
céncer con un nimero de estudios que describen amplificaciones de las
isoformas Akt. Se ha descrito la amplificacion de Akt! en céncer del
estémago (Staal, S.0., Proc Nat Acad Sciences USA 84:5034-5037 (1987))
mientras que la amplificacién del gen Akt2 se ha encontrado en neaplasias
malignas de los ovarios, péncreas, estomago 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
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Chih [Chinese Medical Journal] 75:679-682 (1995); Bellacosa et al., Int 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 Cytogenet 83:93-104 (1995); Mertens et al., Cancer Res
57:2765-2780(1997)). Por consiguiente, aumentos del nimero 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 activacion Akt3 selectiva en
el modelo UACC 903 (PTEN) se debia, en parte, a una actividad PTEN
disminuida. Una observacion relacionada en melanocitos y células de
melanoma primario que retienen la expresion PTEN (WM35) mostraron
que la reduccién, mediada por ARNip, de PTEN aumentaba
especificamente la fosforilacién de Akt3 (actividad), reforzando atin mas la
importancia de la implicacién de Akt3 en el desarrollo del melanoma.
Estudios publicados, que caracterizan los cambios genéticos que ocurren en
material tumoral obtenido de pacientes con melanoma, ofrecen un sustento
adicional para la expresion PTEN disminuida que juega un papel
significativo en el desarrollo precoz del melanoma (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 30:313-317 (1988)). Especificamente, la
pérdida 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
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et al,, Cancer Genet Cytogenet 83:93-104 (1995); Mertens et al., Cancer
Res 57:2765-2780 (1997); Parmiter et al., Cancer Genet Cytogenet 30:313-
317 (1988)). Bajo esta condicion, se predice que la pérdida del cromosoma
10 reduce la expresion de PTEN en una sub-poblacién de células de
melanoma en evolucion llevando a una activacion Akt3 incrementada,
dotando a estas células con una ventaja de crecimiento y supervivencia
selectivos. Por lo tanto, una expresion disminuida debida a la
haploinsuficiencia o la 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 expresion PTEN disminuida en melanomas es
desconocida. No obstante, especulamos que el mecanismo que lleva a esta
especificidad involucra la interaccién preferencial de PIP, u otras proteinas
con el dominio de homologia (PH) pleckstrin. El dominio PH amino-
terminal media las interacciones proteina-proteina y PIP; lipido-proteina.
El dominio PH de la Akt3 humana es ~104 aminodcidos de largo (NCBI
nimero de acceso: NP_005456) y 84% y 78% idéntico a Akt] y Akt2,
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
encuentran 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
treonina34 (dentro del dominio PH), ileva a la inactivacion de Aktl
impidiendo la unién a PIP; (Powell et al., Mol Cell Biol 23: 7794-7808
(2003)). Por otro lado, Akt2 y Akt3 tienen una serina en esta posicion, que
puede forforilarse y regularse diferentemente.

Nuestro anélisis de otros sitios potenciales de fosforilacién dentro del
dominio PH de las tres isoformas Akt identifico tres potenciales sitios Akt3
dnicos. El residuo 21 de Akt3 es una asparagina mientras que los sitios
equivalentes en Aktl y Akt2 son treoninas. Mis aln, se descubri6

asimismo que la treonina 31 y la tirosina 49 de Akt3 diferian de las otras
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dos isoformas Akt (Asn31 y Ser31 de Aktl y Akt2, respectivamente; AlaS0
y Pro50 de Aktl y Akt2, respectivamente). Por consiguiente, la regulacién
diferencial de sitios de fosforilacién supuestos dentro del dominio PH de
union a lipidos PIP; pueden ofrecer una base para la especificidad de la
activacion de Akt3 en melanomas. Es también posible que interacciones no
sospechadas entre oncogenes conocidos puedan regular selectivamente la
activaciéon de la isoforma Akt en melanomas. Por ejemplo, se ha
demostrado que TCL1 une selectivamente el dominio PH de Akt3 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
Akt3 selectiva en una manera similar.

La activacion de Akt3 incrementada juega también un papel
significativo en la progresion a tumores agresivos més avanzados. El
examen de la expresion y actividad de Akt3 en melanomas metastisicos
indicé que la expresion 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
medicién de la activacion de Akt3 en melanomas ofrece una esperanza
como un indicador pronéstico més preciso, novedoso, del resultado de la
enfermedad que las mediciones histopatolégicas tales como la profundidad
de Breslow (es decir, la distancia medida en milimetros desde ia 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 evalia el porcentaje de
activacion de Akt3 en lesiones melanociticas puede ser més sensible y
menos sujetiva que la evaluacién histolégica. Este enfoque podria
asimismo ser (til para seleccionar pacientes apropiados para estudios
clinicos utilizando medicamentos que se disefian para dirigir Akt3 activada

u otros miembros de esta via de sefializacion.
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Este estudio ha demostrado que el uso de ARNip o la expresion de
PTEN para reducir la actividad Akt3 pueden disminuir efectivamente el
potencial tumorigénico de células de melanoma alterando la sensibilidad
apoptotica. 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 anticéncer efectiva para pacientes con melanoma (Soengas et al.,
Oncogen 22:3138-3151 (2003); Johnstone et al., Cel/ 108:153-164 (2002)).
Ciertamente, como la vasta mayoria de los agentes quimioterapéuticos
trabajan induciendo apoptosis, uno predeciria que la inhibicion 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 et 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 pacientes con melanoma
(Soengas et al., Oncogen 22:3138-3151(2003)). En sintesis, hemos
identificado a Akt3 como una cinasa pro-supervivencia especifica, cuya
actividad incrementada en tumores de melanoma se correlaciona con la
progresién del tumor y dota a las células con una ventaja selectiva 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
C8161, asi como células HEK 293T se mantuvieron en DMEM (Invitrogen,
Carlsbad, CA) suplementado con 10% FBS (Hyclone, Logan, UT). La
presencia o ausencia de la mutacion T1796A B-RAF en las estirpes

celulares UACC 903 y CB161 se llevo a cabo como se describe previamente
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(Miller CJ et al. J Invest Dermatol. 123: 990-2 (2004).). Mas aiin, la
presencia de esta mutacion en células UACC 903 y 1205 Lu se ha
informado previamente (Miller CJ et al. J Invest Dermatol. 123:990-
2(2004)., Tsao H et al. J Invest Dermatol. 122:337-41(2004)., Krasilnikov
M et al. Oncogene. 22:4092-101(2003).).

EJEMPLO 11: Estudios de ARNip In Vifro:

ARNip (100 pmol) se introdujo en 1X10° células UACC 903, 1205
Lu o C8161 mediante nucleofeccion con un Nucleofector Amaxa (Colonia,
Alemania) usando Solucion R/programa K-17 como se describe en ref.
(Stahl JM et al. Cancer Res. 64:7002-10 (2004).). La eficiencia de
transfeccion resultante fue >90%. Luego de la nucleofeccion, las células se
volvieron a esparcir en las placas durante 24-48 horas, luego de las cuales
se recolectaron los lisados de proteina para analisis Western blot. Para
medir la duracién de la inactivacién 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 andlisis Western blot. ARNip Stealth duplicado
(Invitrogen, Carlsbad, CA) se usé 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 B-RAF (MuA or A)-
GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU; C-RAF-
GGUCAAUGUGCGAAAUGGAAUGAGC; LAMIN A/C-
GAGGAACUGGACUUCCAGAAGAACA; y VEGF-
GCACATAGGAGAGATGAGCTTCCTA.

EJEMPLO 12: Andlisis Western Blot:

Para el andlisis Western Blot, se recolectaron lisados de células en
placas de Petri mediante la adicién de tampén de lisis que contenia 50 mM
HEPES (pH7. 5), 150 mM NeCl, 10mM EDTA, 10% glicerol, 1% Triton
X-100, 1 mM ortovanadato sédico, 0.ImM molibdato sddico, ImM
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fenilmetilsulfonil fluoruro, 20 pg/ml aprotinina, y 5 pg/ml leupeptina.
Lisados celulares enteros se centrifugaron (>10.000X g) durante 10 minutos
a 4°C para retirar los desechos de células. Las proteinas se cuantificaron
usendo 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 electroforesis, las muestras se transfirieron a una
membrana de polviniliden difluoruro (Pall Corporation, Pensacola, FL).
L.os 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
Lamin A/C de Biomeda Corp (Foster City, CA). Se conjugaron anticuerpos
secundarios con peroxidasa de rdbano y obtenidos de Santa Cruz
Biotechnology. Los inmunoblots se desarrolaron usando el sistema de
deteccién de quimioluminiscencia intensificada (Amersham Pharmacia

Biotech, Piscataway, NJ).

EJEMPLO 13: Estudios de ARNip In Vivo:

La experimentaci6én animal se llevd a cabo de acuerdo 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 subcutinea
de 1X10° células UACC 903 6205 Lu nucleofectadas con ARNip en 0.2 ml
de DMEM suplementado con 10% FBS en el térax izquierdo y derecho de
seis ratones inmunitariamente desprotegidos de 4-6 semanas de edad
(Harlan Sprague Dawley, Indianopolis. IN). Las dimensiones de los
tumores en evolucién se midieron usando calibres en dias alternos. Para
estudios de mecanica, 5X10° células UACC 903 nucleofectadas con ARNip
se inyectaron en los ratones, y los tumores se recogieron 4 dias después de
la inyecciéon de las células con el fin de medir los cambios en la

proliferacién celular y la apoptosis, como se describe previamente (Stahl
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JM 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 (pcDNA3) usando
fosfato cdlcico 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 reemplazd 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 andlisis 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 midié 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 pequedio (50-100mm®), los ratones
recibieron una inyeccién intraperitoneal en dias alternos, que consistia de
50 ul de vehiculo (DMSO), o el medicamento BAY 43-9006 en
concentraciones de 10, 50 6 100mg/kg de peso corporal para células UACC
903 y S0mg/kg de peso corporal para células 1205 Lu. Para estudios que
implicaban pretratamiento con BAY 43-9006, S0mg/kg de peso corporal de
medicamento se inyectaron intraperitonealmente dos veces (dias -4 y -2)
antes de la inyeccién subcutdnea de células UACC 903 6 1205 Lu. El
mecanismo por el cual la inhibicién farmacologica de VS#: B.Raf mutante
retrasa el desarrollo del tumor se identificé comparando tumores del mismo
tamafio que se desarrollaban en paralelo. Esto se logré por inyecci6n
subcutdnea de 5X10° células UACC 903 seguidas el dia 6 por inyeccién
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intraperitoneal cada 2 dias con SOmg/kg de BAY 43-9006. Para una
coincidencia temporal y espacial del DMSO de control con tumores tratados
con medicamento, 1X10° células, 2. 5X10° células 5X10° millones de
células UACC 903 se inyectaron subcutdneamente y a partir del dia 6 se
trataron intraperitonealmente con vehiculo DMSO cada 2 dias. Los
tumores tratados con medicamento o vehiculo del mismo tamafio, que se
desarrollaban en paralelo, se recogieron los dfas 9, 11, 13 y 15 para
comparacion. En cada punto de tiempo, tumores de ratones tratados con
vehiculo o medicamento se recolectaron para anélisis de proliferacion
celular, apoptosis y desarrollo vascular, como se describe previamente
(Stahl JM et al. Cancer Res. 64:7002-10 (2004), Stahl JM et al. Cancer Res.
63: 2881-90(2003).).

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

Mediciones de apoptosis 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 JM et al.
Cancer Res. 63:2881-90 (2003).). Los porcentajes de proliferacion celular
en secciones de tumor fijadas en formalina se midieron usando el kit de
proliferacién celular RPN20 (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ), que
utiliza incorporaciéon BrdU (bromodeoxiuridina) e inmunocitoquimica. Dos
horas antes de sacrificarlos, se inyecté 0.2m{ de BrdU intraperitonealmente
en los ratones, y los tumores se procesaron de acuerdo con las instrucciones
del kit de proliferacién. El nimero de células tefiidas con BrdU se registrd
como el porcentaje de las 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
IJM et al. Cancer Res. 64:7002-10 (2004), Stahl JM et al. Cancer Res.
63:2881-90(2003).). El 4rea proporcional de los tumores ocupada por los
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vasos sobre el drea total se calculé usando el programa de software
radiogrifico IP Lab. Para todos los andlisis del tumor, se analizé6 un
minimo de 6 diferentes tumores con 4-6 casillas por tumor y los resultados

se representan como la SEM (error esténdar de la media) promedio.

EJEMPLO 16: Mediciones de pErk In Vivo:

Para cuantificar los cambios en los niveles de pErk en secciones del
tumor insertadas en parafina, fijadas con formalina, se realizo la
recuperacion del antigeno con 0.01M de tampdn de citrato a pH 6.0 durante
20 minutos en un bafio maria a 95°C. Las laminillas se enfriaron durante 20
minutos, se enjuagaron en PBS y luego se incubaron en 3% H,O, durante
10 minutos para extinguir la actividad peroxidasa endégena. A
continuacién, las secciones se bloquearon con 1% BSA durante 30 minutos
y se incubaron 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 en PBS, las secciones se incubaron con IgG anti-conejo biotinilada
durante 1 hora, se enjuagd nuevamente en PBS, y se incubd con
estreptavidina marcada con peroxidasa durante 30 minutos. La
visualizacién se llevé a cabo usando el kit de sustrato AEC (aminoetil
carbazol) durante 5-10 minutos (Zymed laboratories Inc., South San
Francisco, CA) y los nicleos se contratifieron con hematoxilina antes de
montar la cubierta de vidrio usando una solucién de montaje acuosa. El
porcentaje promedio de las células + SEM que tefifan positivas para pErk se
contd de un minimo de 6 diferentes tumores con 4-6 casillas contadas por

tumor.

EJEMPLO 17: Tiempos de Duplicacién In Vitro y Periodos 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/pocillo en 200 ul de DMEM suplementado con 10% FBS en

multiples hileras de pocillos en placas de 96 pocillos. Se midié el
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crecimiento cada 24 horas sobre un periodo de 5 dias realizando un anélisis
colorimétrico en una placa cada dia usando el ensayo de unién de
sulforrodamina B(SRB) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO) y se calculé
el tiempo de duplicacion, 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 nimero 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 duplicacion de 8 tiras en la placa. Luego de 72 horas de
crecimiento a 37°C en una atmésfera humidificada con CO; al 5%, se
descart6 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 union SRB (Stahl JM et al. Cancer Res.
63:2881-90(2003).). Se empled andlisis Western blot para 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: Anilisis de Expresién de VEGF.

Para determinar la cantidad de VEGF secretado por células luego de
la inactivacién mediada por ARNip de la proteina B-Raf o después del
tratamiento con BAY 43-9006, se utilizd el kit Quantikine de VEGF
humano (DVE00) (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 contenfa 2% FBS. Luego de 24 horas més, se
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reemplazd nuevamente el medio y se recogié medio condicionado para
andlisis ELISA 24 y 48 horas 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 a DMEM que contenia 2%
FBS. Luego de 24 horas més, el medio se reemplazé con DMEM
suplementado con 2% FBS solo o en combinacién con BAY 43-9006 (5,
10, 15uM) o vehiculo DMSO. Después de 12 6 24 horas, se recogié medio
condicionado para andlisis ELISA. El medio se aclard por centrifugacin a
14.000 rpm (4 C) durante 5 minutos y se almacené a -80°C. Anilisis
ELISA de VEGF se llevé a cabo en experimentos triplicados o duplicados

de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

EJEMPLO 20: Estadisticas:

En el analisis 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 pruebas 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.

Tabla 2. Propiedades de crecimiento de células UACC 903 tratadas con
ARNip contra B-Raf, C-Raf 0 ARNip mezclado

Tratamiento Tiempo de % de células proliferantes Periodo latente
con ARNip Duplicacién el dia 4 en tumores £ SEM  para formacién de
in vitro tumor (dias)"

en dias (horas)

120



WO 2005/089443 /L(k PCT/US2005/008950

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) 204 16

' Bl periodo latente para la formacién de tumor se definié como el niimero

de dias requeridos para que el tamafio medio del tumor alcanzara 10 mm®.

El papel del Y¥"B-Raf mutante en tumorigénesis de melanoma se
desconoce en la actualidad. Para abordar este problema, supusimos que la
inhibicién de la expresién o actividad de la proteina Y>***B-Raf mutante
podria usarse para identificar el papel que esta proteina juega en la
tumorigénesis de melanoma. Se utilizé una estrategia mediada por ARNip
para inactivar la expresion de Y**°B-Raf mutante en estirpes celulares
UACC 903 y 1205 Lu que contenfan la proteina mutante o B-Raf en la
estirpe celular C8161 que carecia la mutacion T1796A. El ARNip MuA o
A se disefio para reducir la expresion de proteina natural y mutante mientras
que el ARNip Com 4 4 4 sdlo redujo la expresion de protefna mutante 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 nucleofeccion, resultante en eficiencias de transfeccion
de >90% (datos no mostrados) (Stahl JM et al. Cancer Res. 64:7002-10
(2004).). Mediante andlisis Western blot se midié la efectividad de ARNip
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
nucleofeccion. A 24 y 48 horas después de la nucleofeccion, cada ARNip
redujo sélo 1a expresion de la proteina contra la cual se hizo, demostrando
en esa forma la especificidad y efectividad de la inactivacion por ARNip en
cada una de las estirpes celulares. En células UACC 903 y 1205 Lu, solo el
ARNip dirigido a B-Raf redujo los niveles de fosforilacion (actividad) de
las dianas corriente abajo Mek y Erk, mientras que ARNip mezclado o
ARNip dirigido a C-Raf no tuvieron efecto sobre estas proteinas (Fig. 12A

y Fig. 12B). La disminucion mdxima en los niveles de fosforilacién
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(actividad) de Mek y Erk en células UACC 903 y 1205 Lu se observo 48
horas después de la nucleofeccién. En contraste, la expresion 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 Y*®F B-Raf en estirpes celulares de melanoma
que contenian proteina mutante lleva a una actividad reducida de Mek y
Erk, aunque reducir la expresion de proteina B-Raf en células de melanoma,
que carecen de la mutacion T1796A, no parece afectar la actividad de
dianas corriente abajo.

Para medir el efecto de la expresion de V**°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 inyeccion subcutinea en ratones empleando una
estrategia de inactivacion transitoria que hemos relatado previamente (Stahl
IJM et al. Cancer Res. 64:7002-10 (2004).). La inactivacion mediada por
ARNip de la expresion de proteina persistio durante un minimo de 8 dias en
células UACC 903 (Fig. 13A) y 1205 Lu (Fig. 13B). Maés aun, se observo
igualmente una disminucion correspondiente en los niveles de pErk durante
el mismo periodo (Fig. 13B). EIl tamafio del tumor en desarrollo se midio6
en dias alternos hasta 17.5 dias después de la nucleofeccion para determinar
el efecto de la inactivacién de B-Raf en la tumorigénesis de melanoma.
Una reduccién en el desarrollo del tumor se observo en ambas células
UACC 903 (Fig. 13C) y 1205 Lu (Fig. 13D), en las cuales se habia
inactivado la expresion de la Y*"B-Raf mutante. En contraste, la
inhibicién, mediada por ARNip, de C-Raf, un ARNip mezclado o controles
de tampén no alteraron el desarrollo del tumor. La falta de un efecto luego
de la inactivacién de C-Raf, sugeria que la sefializacion a través de VINER_
Raf era especificamente necesaria para ¢l desarrollo del tumor. Por
consiguiente, la reduccién, mediada por ARNip, de la expresién de VWi g
Raf (actividad) en células de melanoma antes de la inyeccién en ratones

inhibi6 la tumorigénesis.
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Se realizd un experimento similar usando un inhibidor de cinasa Raf,
llamado BAY 43-9006 para inhibir la actividad de la proteina B-Raf en
células UACC 903, 1205 Lu o CB161. 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. Curr Pharm Des. 8: 2269-78 (2002), L.yons 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 era 5-6
uM (datos no mostrados). Por lo tanto, se eligié una concentracion de 5 uM
para estudios subsiguientes in vitro. A continuacion, demostramos que
BAY 43-9006 inhibia la actividad de la proteina B-Raf mutante y natural en
una medida similar expresando constructos > 'B-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 unicamente B-RAF natural (Davies H et al. Nature.
417:949-54 (2002).). Células HEK293T que expresan la proteina Y**""B-
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 sefializacion.
La exposicién a BAY 43-9006 redujo los niveles de Mek y Erk fosforilada
en células que expresan la proteina VI®ER_Raf natural o mutante en 5-6
veces y 34 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 V3¥FR.-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
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animales con BAY 43-9006 antes de la inyeccion 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 subcutdnea de
5X10% células, la cual fue seguida por inyeccién intraperitoneal de
medicamento cada 2 ¢ 3 dias hasta el dia 22. El desarrollo del tumor tanto
de UACC 903 (Fig. 14C) y 1205 Lu (no mostrado) se inhibi6é
significativamente (prueba t de Student; p<0.05), y la comparacién de
tumores UACC 903 coincidentes en tamafio reveld la proliferacién reducida
y el desarrollo vascular disminuido en tumores tratados con BAY 43-9006,
comparada con controles tratados con vehiculo (no mostrados). Mas atn, 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 inhibicion farmacolégica de la
actividad de Y*®"B-Raf mutante por el tratamiento previo del animal
hospedero con BAY 43-9006 redujo significativamente el potencial
tumorigénico de las células de melanoma que expresan Y*”*"B-Raf mutante.

Para identificar el mecanismo que lleva a la inhibicidn del tumor en
células pretratadas con ARNip para inactivar la actividad VS%ER_Raf, se
midieron los porcentajes de proliferacién celular y apoptosis en tumores
UACC 903 4 dias después de la inyeccién subcutinea. No se detectd
diferencia en el porcentaje de apoptosis (1-2%) usando en anélisis
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 tampon
dnicamente, ARNip mezclado o ARNip C-RAF (Fig. 14D). Seguidamente,
los tiempos de duplicacion in vitro, los porcentajes de proliferacion in vivo
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 retrasado del tumor (Tabla 2). Células UACC 903
nucleofectadas con ARNip dirigido a C-RAF o ARNip mezclado se
duplicaron en niimero in vitro cada 1.2 dias (o ~29 horas), mientras que las
células nucleofectadas con ARNip contra B-RAF se duplicaron cada 1.65
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dias (o0 ~40 horas), lo que representaba un retraso de ~38%. En contraste, el
andlisis de las células proliferantes en tumores mostré una diferencia
significativa entre tumores de control nucleofectados con ARNip dirigido a
C-Raf o ARNip mezclado (ANOVA; p<0. 05), que tenian 10-15% de
células proliferantes, comparadas con células de tumor nucleofectadas con
ARNip dirigido a B-Raf que tuvieron 2-3% células proliferantes. La
reduccion de ~82% en la capacidad proliferativa de las células
nucleofectadas con ARNip B-RAF podria explicar el periodo retrasado de
latencia del desarrollo del tumor. Por consiguiente, para tumores del mismo
tamafio como controles en el dia 5, células nucleofectadas con ARNip
dirigido a B-RAF requirieron 10 dias més para formar tumores del mismo
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 tumorigénico disminuido de estas células. Por lo tanto,
la inhibicion de la expresién de Y**¥B-Raf mutante (actividad) en células de
melanoma antes de la formacion del tumor redujo significativamente el

potencial de crecimiento in vivo de células, retrasando asf la tumorigénesis.

EJEMPLO 22: Inhibicién del desarrollo del tumor de melanoma
direccionando Y *B-Raf mutante en tumores pre-existentes.

Se desconoce actualmente si el direccionamiento de V**: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 farmacolégico 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 millon de células 1205 Lu o cinco
millones de células C8161 se inyectaron subcutineamente en ratones
hembra inmunitariamente desprotegidos de 4 a 6 semanas de edad. El dia
6, vehiculo (DMSO) o compuesto BAY 43-9006 disuelto en vehiculo (10,
50 6 100mg/kg) se administr6 a los ratones mediante inyeccin
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intraperitoneal cada 48 horas. Se escogié un periodo de 48 horas entre las
administraciones de medicamento, puesto que los efectos inhibidores sobre
la via de sefializacion de la cinasa MAP en células UACC 903, 1205 Lu y
C8161 persistieron durante por lo menos ese periodo (datos no mostrados).
Se midi6 el tamafio de los tumores en desarrollo usando calibres en dias
alternos, y los resultados se muestran para células UACC 903 en Fig. 4A y
células 1205 Lu en Fig. 15B. Aunque todas las concentraciones del
compuesto BAY 43-9006 desaceleraron el desarrollo del tumor UACC 903,
Unicamente concentraciones >50 mg/kg hicieron que el desarrollo del tumor
se nivelara 7 dias después del inicio del tratamiento (Fig. 4B). El desarrollo
del tumor en ratones tratados con BAY 43-9006 a 10 mg/kg se retrasd ~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 presentd
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 dfas 13 a 31 (Fig. 15A) (ANOVA;
P>0.05). El tratamiento de tumores 1205 Lu con 50mg/kg BAY 43-9006
redujo asimismo el desarrollo del tumor en una manera similar ocasionando
una nivelacion 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 se observo diferencia en la
cinética de formacion del tumor (datos no mostrados). Por consiguiente, la
inhibicién farmacolégica 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 pareci6 alterar
el potencial tumorigénico.

Para confirmar que el compuesto BAY 43-9006 afectaba la actividad
de la via de sefializacién del V****B-Raf mutante en tumores, el porcentaje

de células que expresan niveles elevados de Erk fosforilada se registré en
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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
cuantificaciéon del nimero de células pErk positivas mostré 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
Student; P<0.05). El nimero significativamente mas 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 sefializacién de
V3%ER_Raf mutante in vivo. Por consiguiente, estos resultados demuestran
que la inhibicién farmacologica de Y**"B-Raf mutante con BAY 43-9006
reduce la via de seflalizacién de la cinasa MAP en tumores, mediando asi la

inhibicién del tumor.

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

Los experimentos anteriores mostraron una relacion
consistente entre la inhibicién de la actividad de Y*’"B-Raf mutante y el
desarrollo reducido del tumor; por lo tanto, estudios subsiguientes 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 espacialmente, expuestos a vehiculo o BAY 43-9006, se
analizaron con respecto a desarrollo vascular, asi como apoptosis y a
porcentajes de proliferacién, con el fin de identificar el evento clave que
retrasa el crecimiento de tumores establecidos existentes. Cada dos dias se
recolectaron tumores coincidentes, comenzando en el dia 9 y finalizando el
dia 15; porcentajes de apoptosis, crecimiento y desarrollo vascular se
compararon en cada punto de tiempo (Fig. 16). Se observo una diferencia
estadisticamente significativa en el desarrollo vascular el dia 9 entre
tumores tratados con vehiculo y con BAY 43-9006 (Fig. SA) (prueba 7 de
Student; P<0.05). En contraste, no se detect6 diferencia estadisticamente
significativa en el nimero de células proliferantes (prueba ¢ de Student;
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P=0.61) o areas apoptdticas (prueba ¢ de Student; P=0.15) en las masas del
tumor el dia 9 entre tumores tratados con control y BAY 43-9006 (Fig. 16B
y Fig. 16C). Sin embargo, para todos los andlisis del dia 11 en adelante, se
observo una diferencia estadisticamente significativa entre tumores tratados
con control 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 & un crecimiento
desacelerado del tumor. La apoptosis se hizo evidente en los tumores
tratados con BAY 43-9006 el dia 11 y ocupd hasta el 25% del édrea del
tumor el dia 15 (Fig. 16B). El dia 20, ~50% del drea del tumor estaba
experimentando apoptosis (datos no mostrados). BAY 43-9006 afectd
igualmente la proliferacion celular tumoral de tumores pre-existentes
llevando a una disminucion del 32-57% en el porcentaje de células
proliferantes (Fig 16C). Colectivamente, estos datos llevaron a la
conclusion de que la inhibicion del desarrollo vascular es un evento clave
que lleva a la inhibicion 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 secretados por las
células tumorales (Carmeliet P, Jain RK. Nature. 407:249-57 (2000).),
predijimos que la inhibicion mediada por BAY 43-9006 y la inhibicién
mediada por ARNip de Y”"-Raf reducian 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 utiliz6 un anilisis
ELISA con el fin de determinar si la secrecién de VEGF disminuia luego de
la inhibicién de Y¥"™B-RAF. Inicialmente, células UACC 903 y 1205 Lu,
en las cuales se inhibi6 la expresién de Y*”"B-Raf usando ARNip, se
examinaron y revelaron una reduccion significativa en la secrecion de

VEGF, comparada con controles (Fig. 17A). Seguidamente, los efectos de
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también posible que la via de administracion 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
administrd el medicamento por inyeccion intraperitoneal cada 2 a 3 dias.
Una via alternativa de administracién podria ser mas efectiva aumentando
la biodisponibilidad local del medicamento (Sparreboom A et al. Proc Nat!
Acad Sci U § 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 Y***B-Raf
en combinacién con agentes quimioterapéuticos puede ofrecer una
estrategia efectiva para contraer tumores de melanoma establecidos que
contienen esta proteina mutante,

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

de crecimiento selectivo en el entorno del tumor.

EJEMPLO 24: Experimentos de Intercambio de Dominio Akt3,
Resultados y Discusion

El intercambio de dominio entre las isoformas Akt ha identificado la
region de Akt3 que lleva a la activacion preferencial de Akt3 y no Aktl o
Akt2 en melanoma. La activacion se mide como los niveles de
fosforilaciébn de treonina 308 o serina 472 en Akt3; o por
inmunoprecipitacién de Akt3 seguida por anélisis de cinasa in vitro en el
cual Crosstide se fosforila por Akt3 para calcular la actividad. Dominios de
AK3 se intercambiaron con los de Akt2 o Aktl y constructos que contenian
los genes quiméricos se nucleofectaron en las estirpes celulares de
melanoma WM35 o UACC903. Akt3 miristoilada y Akt2 sirvieron como
control positivo mientras que la Akt3 inactivada (T305A/S472A) y Ake2
(T309A/S474A) sirvieron como controles negativos. La transferencia de

Akt3 natural llevé a una actividad incrementada en contraste con Akt2
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natural, que no lo hizo, lo cual demostré esa especificidad para la activacion
de Akt3 en células de melanoma. Constructos en los cuales el dominio de
homologfa pleckstrin de Akt3 (aminodcidos 1-110) se conectd6 a los
dominios cataliticos-reguladores de Akt2 no llevaron a la activaciéon. En
contraste, constructos en los cuales el dominio de homologia de pleckstrin
de Akt2 (aminodcidos 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 activacion Akt3 preferencial en melanomas de
aminoécidos 111-497. Esta es la regi6n a la cual pueden dirigirse agentes
terapéuticos para prevenir especificamente la activacion Akt3 en
melanomas.

Aunque la presente invencioén se ha descrito en conjuncién con las
incorporaciones especificas divulgadas anteriormente, muchas alternativas,
modificaciones y variaciones de las mismas serdn evidentes a las personas
de habilidad ordinaria en el arte. Todas esas alternativas, modificaciones y
variaciones tienen como finalidad quedar incluidas en el espiritu y dmbito
de la presente invencion. 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 e individualmente para incorporarse por referencia.
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Lo que se reivindica es:

1. Un método para inducir apoptosis en una célula tumoral de melanoma,
que comprende:
reducir la actividad Akt3.

2. El método de la reivindicacion ! en donde dicha reduccitn se realiza
contactando una célula tumoral de melanoma con un agente que reduce la
actividad Akt3.

3. El método de Ia reivindicacion 2 en donde el agente se selecciona de un
grupo conformado por una molécula de ARNip, una molécula
complementaria, un antagonista, una ribozima, un inhibidor, un péptido, y

una molécula pequefia.

4. El método de la reivindicacién 3 en donde el agente es una molécula de
ARNip que comprende un polinucleétido seleccionado del grupo que tiene
una secuencia de

S'GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3/,
5"CUAUCUACAUUCCGGAAAG 3',

S'"GAAUUUACAGCUCAGACUA 3',

S'CAGCUCAGACUAUUACAAU 3,
S"CUUGGACUAUCUACAUUCCGGAAAG 3,
5'CUUUCCGGAAUGUAGAUAGUCCAAG 3',
S'GAUGAAGAAUUUACAGCUCAGACUA 3,
5S'UAGUCUGAGCUGUAAAUUCUUCAUC 3',
5'AAUUUACAGCUCAGACUAUUACAAU 3,
5'AUUGUAAUAGUCUGAGCUGUAAAUU 3', y sus complementos,

5. E! método de la reivindicacién 2 en donde dicho accién de contactar

dicha célula tumoral de melanoma incluye el uso de: un liposoms, un

nanoliposoma, un nanoliposoma que contenga ceramidas, un
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proteoliposoma, un nanoparticulado, un nanoparticulado de silicato de
fésforo cdlcico, un nanoparticulado de fosfato célcico, un nanoparticulado
de diéxido de silicona, un particulado nanocristalino, un nanoparticulado
semiconductor, poli(D-arginina), un nanodendrimero, un virus,
transferencia de nucledtido mediado por nucledtido de fosfato célcico,
electroporacion, y microinyeccion.

6.  El método de ia reivindicacién 3 en donde dicho agente es un péptide
que actia como un seudosustrato para Akt3.

7. El método de la reivindicacion 6 en donde dicho péptido actia como
un seudosustrato para un dominio catalitico o un dominio regulador de
Akt3.

8. El método de la reivindicacién 3 en donde dicho agente es un péptido

que actia como un inhibidor competitivo para Akt3.

9. El método de la reivindicacién 8 en donde dicho péptido actila como

un inhibidor competitivo para un dominio catalitico de Akt3.

10. El método de la reivindicacion 8 en donde dicho péptido actia como

un inhibidor competitivo para un dominio de homologia pleckstrin de Akt3.

11. El método de la reivindicacién 8 en donde dicho péptido actia como

un inhibidor competitivo para un dominio regulador de Akt3.

12. El método de la reivindicacién 1 en donde el método comprende
ademds: administrar un agente quimioterapéutico seleccionado del grupo
conformado por agentes alquilantes, antimetabolitos, antibi6ticos, productos
vegetales naturales o derivados, hormonas y esteroides, y firmacos de

platino.
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13. El método de la reivindicacion 12 en donde el agente

quimioterapéutico es dacarbazina.

4. El método de la reivindicacion 1 en donde el método comprende
ademads administrar irradiacién.

15. 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 para reducir angiogénesis y proliferacion

celular.

16. El método de la reivindicacién 15 en donde dicho agente que induce

apoptosis es un agente que reduce la actividad Akt3.

17. EIl método de la reivindicacién 15 en donde dicho agente que reduce
angiogénesis y proliferacion celular es un agente que reduce la actividad de
V599E B-Raf, tratando asi un tumor de melanoma.

18. El método de la reivindicacion 16 en donde dicho agente que reduce la
actividad Akt3 se selecciona del grupo conformado por una molécula de
ARNip, una molécula complementaria, un antagonista, una ribozima, un

inhibidor, un péptido, y una molécula pequeiia.

19. El método de la reivindicacion 18 en donde dicho agente que reduce la
actividad Akt3 es una molécula de ARNip que comprende un
polinucledtido seleccionado del grupo que tiene una secuencia de
5"GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3/,
S'CUAUCUACAUUCCGGAAAG 3,

S'GAAUUUACAGCUCAGACUA 3,

S'CAGCUCAGACUAUUACAAU 3,
S'"CUUGGACUAUCUACAUUCCGGAAAG 3,

145

1



WO 2005/089443 , PCT/US2005/008950 rL'-\\

S'CUUUCCGGAAUGUAGAUAGUCCAAG 3,
S'GAUGAAGAAUUUACAGCUCAGACUA 3,
S'UAGUCUGAGCUGUAAAUUCUUCAUC 3',
S'AAUUUACAGCUCAGACUAUUACAALU 3,
S'AUUGUAAUAGUCUGAGCUGUAAAUU 3', y sus complementos.

20. El método de la reivindicacién 16 en donde el agente que reduce la
actividad Akt3 se introduce en dicho tumor de melanoma mediante el uso
de: un liposoma, un nanoliposoma, un nanoliposoma que contenga
ceramidas, un proteoliposoma, un nanoparticulado, un nanoparticulado de
silicato de fosforo célcico, un nanoparticulado de fosfato célcico, un
nanoparticulado de dioxido de silicona, un particulado nanocristalino, un
nanoparticulado semiconductor, poli(D-arginina), un nanodendrimero, un
virus, transferencia de nucleftido mediado por nucledtido de fosfato

célcico, electroporacion, y microinyeccion.

21. E! método de la reivindicacién 18 en donde dicho agente es un

péptido que actiia como un seudosustrato para Akt3.

22. El método de la reivindicacién 21 en donde dicho péptido actia como

un seudosustrato para un dominio catalitico o un dominio regulador de

Akt3.

23. El método de la reivindicacién 18 en donde dicho agente es un

péptido que actila como un inhibidor competitivo para Akt3.

24. El método de la reivindicacién 23 en donde dicho péptido actia como

un inhibidor competitivo para un dominio catalitico de Akt3.

25. El método de la reivindicacion 23 en donde dicho péptido act(a como

un inhibidor competitivo para un dominio de homologia pleckstrin de Akt3.
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26.  El método de la reivindicacion 23 en donde dicho péptido actiia como
un inhibidor competitivo para un dominio regulador de Akt3.

27. El método de la reivindicacién 15 en donde el método comprende
ademds administrar un agente quimioterapéutico seleccionado del grupo
conformado por agentes alquilantes, antimetabolitos, antibiéticos, productos
vegetales naturales o derivados, hormonas y esteroides, y firmacos de

platino.

28. El método de la reivindicacién 15 en donde el método comprende

ademas administrar irradiacion.

29. El método de la reivindicacion 17 en donde el agente que reduce la
actividad de VS99E B-Raf se selecciona del grupo conformado por una
molécula de ARNip, una molécula complementaria, un antagonista, una

ribozima, un inhibidor, un péptido, y una molécula pequefia.

30. El método de la reivindicacion 17 en donde el agente que reduce la
actividad de V599E B-Raf se introduce en dicho tumor de melanoma
mediante el uso de: un liposoma, un nanoliposoma, un nanoliposoma que
contenga ceramidas, un proteoliposoma, un nanoparticulado, un
nanoparticulado de silicato de fésforo célcico, un nanoparticulado de
fosfato célcico, un nanoparticulado de dioxido de silicona, un particulado
nanocristalino, un nanoparticulado semiconductor, poli(D-arginina), un
nanodendrimero, un virus, transferencia de nucledtido mediado por

nucleétido de fosfato cdicico, electroporacion, y microinyeccion.

31. El método de la reivindicacién 29 en donde la molécula de ARNip
que reduce la actividad de V599E B-Raf comprende: un polinucleétido que

tiene una secuencia de
S'GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3.
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32, El método de la reivindicacion 29 en donde la molécula de ARNip
que reduce la actividad de B-Raf comprende: un polinucledtido que tiene
una secuencia de

5' GGACAAAGAAUUGGAUCUGGAUCALU 3'

33. El método de la reivindicacién 29 en donde el agente que reduce la
actividad de V599E B-Raf es un inhibidor de B-Raf.

34, El método de la reivindicacion 33 en donde el inhibidor de B-Raf es
BAY 43-9006.

35. El método de la reivindicacién 15, en donde dicho tratamiento
comprende: administrar, concurrente o secuencialmente, una cantidad
efectiva de un agente que reduce la actividad Akt3 y un agente que reduce
la actividad de VS99E B-Raf.

36. Una composicién farmacéutica para tratar un tumor de melanoma que

comprende: un agente que reduce la actividad Akt3; y un vehiculo.

37. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 36 en donde dicho
vehiculo se selecciona de un grupo conformado por: un liposoma, un
nanoliposoma, un nanoliposoma que contenga ceramidas, un
proteoliposoma, un nanoparticulado, un nanoparticulado de silicato de
fosforo cdlcico, un nanoparticulado de fosfato cdicico, un nanoparticulado
de diéxido de silicona, un particulado nanocristalino, un nanoparticulado
semiconductor, poli(D-arginina), un nanodendrimero, un virus,

transferencia de nucleétido mediado por nucleétido de fosfato calcico.

38. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 36 en donde dicho
agente se selecciona del grupo conformado por: una molécula de ARNip,
una molécula complementaria, un antagonista, una ribozima, un inhibidor,

un péptido, y una molécula pequeia.
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39. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 38 en donde dicha
molécula de ARN interferente pequeiio (ARNip) comprende: un
polinucledtido

5'GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3', o sus complementos.

40. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 38 en donde dicha
molécula de ARN interferente pequefio (ARNip) comprende:
5' CUAUCUACAUUCCGGAAAG 3', o sus complementos.

41. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 38 en donde dicha
molécula de ARN interferente pequefio (ARNip) comprende: un
polinucledtido SSGAAUUUACAGCUCAGACUA 3', o su complemento.

42. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 38 en donde dicha
molécula de ARN interferente pequefio (ARNip) comprende: el
polinucledtido ' CAGCUCAGACUAUUACAAU 3, o su complemento.

43. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 38 en donde dicha
molécula de ARN interferente pequefio (ARNip) comprende: un
polinucleétido

5' CUUGGACUAUCUACAUUCCGGAAAG 3, o su complemento.

44, La composicion farmacéutica de la reivindicacion 38 en donde dicha
molécula de ARN interferente pequefio (ARNip) comprende: un
polinucleétido

5' CUUUCCGGAAUGUAGAUAGUCCAAG 3', o su complemento.

45. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 38 en donde dicha
molécula de ARN interferente pequefioc (ARNip) comprende: un
polinucleétido

5' GAUGAAGAAUUUACAGCUCAGACUA 3', o su complemento.
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46. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 38 en donde dicha
molécula de ARN interferente pequefio (ARNip) comprende: un
polinucledtido

5' UAGUCUGAGCUGUAAAUUCUUCAUC 3', o su complemento.

47. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 38 en donde dicha
molécula de ARN interferente pequedo (ARNip) comprende: un
polinucleétido

5' AAUUUACAGCUCAGACUAUUACAALU 3, o su complemento.

48. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 38 en donde dicha
molécula de ARN interferente pequeflo (ARNip) comprende: un
polinucledtido

5' AUUGUAAUAGUCUGAGCUGUAAAUU 3', o su complemento.

49, La composicién farmacéutica de la reivindicacion 38 en donde dicha
molécula de ARN interferente pequefio (ARNip) comprende: un
polinucleétido

5' AUUGUAAUAGUCUGAGCUGUAAAUU 3, o su complemento.

53. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 38 en donde dicho

agente es un péptido que actiia como un seudosustrato para Akt3.

54. La composicion farmacéutica de {a reivindicacion 53 en donde dicho
péptido actia como un seudosustrato para un dominio catalitico o un
dominijo regulador de Akt3.

55. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 38 en donde dicho

agente es un péptido que actia como un inhibidor competitivo para Akt3.
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56. Lacomposicion farmacéutica de la reivindicacion 55 en donde dicho

péptido actia como un inhibidor competitivo para un dominio catalitico de
Akt3.

57. Lacomposicion farmacéutica de la reivindicacién 55 en donde dicho

péptido actia como un inhibidor competitivo para un dominio de homologfa
pleckstrin de Aki3.

58. La composicién farmacéutica de Ja reivindicacion 55 en donde dicho
péptido actia como un inhibidor competitivo para un dominio regulador de
Akt3,

59. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 36 en donde dicha
composicién comprende ademés un agente que reduce la actividad de B-
Raf.

60. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 60 en donde dicho
agente se selecciona del grupo conformado por: una molécula de ARNip,
una molécula complementaria, un antagonista, una ribozima, un inhibidor,

un péptido, y una molécula pequeiia.

61. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 60 en donde dicha
molécula de ARN interferente pequefio (ARNip) comprende: un

polinuciedtido
5' GGUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3', 0 su complemento.

62. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 60 en donde dicha
molécula de ARN interferente pequefioc (ARNip) comprende: un

polinucledtido
5' GGACAAAGAAUUGGAUCUGGAUCAU 3', 0 su complemento.
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PATENT COOPERATION TREATY /%f’ ’ l? p

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

To:

JANAE LEHMAN BELL

MCKEE, VOORHEES & SEASE, PLC
| 801 GRAND AVENUE, SUITE 3200
DES MOINES, IOWA 50308

PCT

INVITATION TO FURNISH NUCLECTIDE AND/OR
AMINO ACID SEQUENCE LISTING AND/OR TABLES

AND/OR TECHNICAL REQUIREMENTS

(PCT Rule 13rer.1{a) and (c) and Administrative Ingtructiona,

Sections 203 and 802 and Annexcs C und C-hix)

RELATED THERETO COMPLYING WITH STANDARD \/

oh

(aptmrti 040ct2005 \\*"
Applicani's or agent's filo referenco REPLY DUE within monthy/days from
P6710 554508 the above dato of mailing
International application No. Inlemnational filing date
PCT/US2005/008950 (dfmniiyvar) 18 Mar 2005

Applicant
THE PENN STATE RESEARCH FOUNDATION

The applicant ia herobry tarvited, within the time Limit indicated ahove, (o fiumish to this Authority:

X

X

X

B

s nucleotide and/or amino acid sequence listing tn written form complying with the siandard providod for in Annex C
of tho Administralive Instnictionx, sccompanied by & statement 1o the ¢ffoet that the sequence listing Jdoes not go
heyond the disclosure in the internotional application as filed.

a statemnent to the effect that tho seyuence listing in written lorm, alresdy farnished 1o this Authority, does not go
beyond the disclosure in the international application as (fled.

a nucleotide and/or amine acid sequonca listing and/or fables related thereto in computer readsble form complying
with tha standard and/or tachnical reyuirements provided for in Annex C andfor Annax C-bir of the Administrutive
Inswucticns, accompanied by a statement thai the information recrrded in computer readable form in jdentical to the
writlon sequence listing and/or tablew refaled thereto.

a statement that the mformation recorded in computer readahle form (that computer readablo form having alrendy heen
fornished fo this Aathority) is identical to the written sequence listing and/or tahlay related thereto.

Fallure to comply with this invitation may remlt in this Authority nof carrying out the intemational search to the ¢xtent that no

P.0. Bax 1450, Alaxandria, VA 22313-1450

meaningful acarch can be carried out.
3. Furiher phaarvationn [t/ mecessary):
Nuame and mailing address of the [SA/ Authorizad officar

Facsimila No. 703-305-3830 Telephone No, 703-308-9290 EX 101

Form PCT/ISA/225 (January 2004)



. PATENT COOPERATION TREATY PCTAUS2005/0080!
. AS! oty
. \ From the INTERNATT BUREAU

PCT S

NOTIFICATION CONCERNING /U®
TRANSMITTAL OF COPY OF INTRRNATIONAL LEHMAN BELL, Janae
APPLICATION AS PUBLISHED OR REPUBLISHED McKee, Voorhes & sease, PLC
801 Grand Avenue, Sulle 3200
. Des Molnes, 1A 50309
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Date of mailing {duy/monthyyear)
29 September 2005 (29.09.2005)

Applicant's or agear's file reflcrence
P6710 554509 IMPORTANT NOTICE
Intemational applicativn No. International filing date (daymonthvyear) Priority dale (daymonth/Avar)
PCTAS2005/008950 18 March 2005 (18.03.2005) 18 March 2004 (19.03.2004)
Applicani

THE PENN STATE RESEARCH FOUNDATION et al

The Internationa! Bureen iransmils horewith the following documenti:

copy of the inlemational application ox published by the Imemational Barest on 29 Seplamber 2005 (29.09.2005) under
No. WO 2005/089443 .

[} cony of intermational application us nepublished by tho Iniermational Burews on under
No. WO
Yoor an explonation es 10 the resson for this republication of the intermatiunal epplication, reference is made to INID codes (1 5}, (48)
or (R8) (as the case may be) on the front page of the aitached document.

The Intemational Bureay of WIPO  Authorized officor
34, chemin des Colombeiwes m
121 | Geneva 20, Switzerland Philippe Becamel
Facsimile No.4<f| 22 740 14 35 Facsionile No.+41 22 338 70 90

Qurm PCTARBI | (Junuory 2004)
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PATENT COOPERATION TREATY

PCTAIS2005/008650

From the INTERN UREAU
PCT ™
NOTIFICATION CONCERNING LEHMAN BELL, Janae
SUBMISSION OR TRANSMITTAL McKee, Voorhes & scase, PLC
80) Grand Avernue, Suite 3200
OF PRIORITY DOCUMENT Des Moines, IA 50309
ETATS-UNIS D'AMERIQUE
(PCT Administrative Instructions, Section 411)
Dats of mailing (daymonsh/year)
23 June 2005 (23.06.2005)
"""‘:;'1"6 5";'"5;: reference TMPORTANT NOTIFICATION
Tmernational spplication No. Intermational filing date (daymontk/ear)
PCTAUS2005/008850 18 March 2005 (18.03.2005)
International poblication date (dawmonth/year) Priority date /

day/month/year)
19 March 2004 (10.03.2004)

Applicant

THE PENN STATE RESEARCH FOUNDATION et al

1. By means of this Form, which replaces amy previously issued notification
documents, the applicant is hereby notified of the date of receipt by the International Buresy of the priority document(s)
relating to all earlier application(s) whose priority is claimed. Uniesa otherwise indicated by the letters *NR", in the
right-hand column or by an asterisk appearing next to a date of receipt, the priority document concerned was submitted or
tranamitted to the Intenational Buroau in compliance with Rule 17.1{(s) or (b).

2. [(lf applicable) The lztters “NR"™ appoaring in the right-hand
mailing of this Form, had not yet been received by the Interuational Buresu under Rule 17.1(a) or {b). Where, under

column denote s

concerning submission or transmitial of priority

docoment which, an_the date of

. (If applicable}An asterisk (*)

Rule 17.1(a), the priority document must be submitted by the applicant to the receiving Offico or the International Buresu,
but the applicant fails to mbmit the priority document within the epplicable time limit under that Rula, the attention of tha
applicant is directed 1o Rule 17.1{c) which provides that no desi Office may disregard tha priority claim concerned
before giving the applicant an opportunity, upon entry into the national phase, to furnish the priority document within & time
Jlimit which is yeasonshle ynder the circumstances.

appearing next to a date of receipt, in the right-hand column, denotcs a document
submitted or transmitted to the Intervational Burean but wot in compliance with Rule 17.1(s} or (b) (the peiarity
document was received after the ime limit preacribed in Rule 17.1(s) or the request o and tranmmit the priority
document was submitted to the receiving Office after the applicable timo limit under Rule 17.1(b)). Even though the priority
document waa not furmished In compliance with Rule 17.1(n) or (b), the International Bureau will nevertheless tmnamit a
copy of the document to the designated Offices, for their considaration. In case such a copy is not accepted by the designated
Office as the priority document, Rule 17.1(c) provides that no designated Office may disregan] tha priority claim coacerned
before giving the applicant an opportunity, upon entry into the national phass, to furnish the priority document within a time
limit which is reasonable under the circumstances.

Prineity dat Priarit tication N Count gional OfT Date of ozt
ar PCT receiving Office of priority decument
19 March 2004 (19.03.2004) 80/654,500 us 08 May 2005 {08.05.2005)
Tho International Bureau of WIPO Authorized officer

34, chemin des Colombettes

1211 Geneva 20, Switzerland Olivia TEFY (fax 338-7090)

Facsimile No. (41-22) 338.70.90

Facaimile No. +41 22 338 §1 70

Telophone No. +41 22 338 8516

Form PCY/1B/304 (Ianuary 2004)




AGENT REF: P6710 5545( %7.—- &

IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE (RO/US)

APPLICANT: THE PENN STATE RESEARCH FOUNDATION

INTL APPL.NO:  PCT/US2005/008950

INT'L FILING DATE: 18 MARCH 2005

TITLE: COMBINATORIAL METHODS AND COMPOSITIONS

FOR TREATMENT OF MELANOMA

RESPONSE TO INVITATION TO FURNISH NUCLEOTIDE AND/OR AMINO ACID
SEQUENCE LISTING COMPLYING WITH STANDARD

Commissioner for Patents
Attn: Larry Hammond
Mail Stop PCT
Washington, D.C. 20231

Dear Mr. Hammond:

In response to the Invitation to Fumnish Nucleotide Amino Acid Sequence Listing
(Form PCT/ISA/225) from the United States Patent Office dated 4 October 2005, enclosed
is the required sequence listing in computer readable and written form with accompanying
statement. Let me know if you require anything further and thank you for your assistance
on this matter.

Respectfully submitted,

cKEE, VOORHEES & SEASE
801 Grand Avenue, Suite 3200
Des Moines, lowa 50309-2721
1 November 2005

CERTIFICATE OF MAILING
This is to certify that the foregoing Invitation to Correct was mailed to the
Commlssloner of Patents and Trademarks, Washington, D.C. 20231 by depositing il as

EV4a0032337US



Agent's Ref. N . "76710 554509

qj%\‘\

IN THE UNITED STATES PATENT OFFICE (ISA)

APPLICANT: THE PENN STATE RESEARCH FOUNDATION
TITLE: COMBINATORIAL METHODS AND COMPOSITIONS FOR
TREATMENT OF MELANOMA

STATEMENT TO SUPPORT FILINGS AND SUBMISSIONS IN ACCORDANCE
WITH WIPO STANDARD ST.25

Dear Sirs:

I, Janae Lehman Bell, hereby declare and state the

following:

1. I am the attorney of record in the above-identified
case.

2. The content of the paper and computer readable
copies of the sequence listing, submitted in
accordance with WIPO Standard ST.25 are the same,
and do not represent new matter.

I hereby declare that all statements made herein of my
own knowledge are true and that all statements made on
information and belief are believed to be true; and further
that these statements were made with the knowledge that
willful false statements and the like so made are punishable
by fine or imprisonment, or both, under §1001 of Title 18 of
the United States Code, and that such willful false
ptatements may jeopardize the validity of the application of

any patent issued thereon.

ae Lehman Bell

Dated 1 Nov r, 2005

McKee, Voorhees & Sease
B0l Grand Avenue, Suite 3200
Des Moines, Iowa 50309-2721 US




PATENT COOPERATION TREATY / ’5?)6
From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY M

T PCT

JANAE LEHMAN BELL INVITATION TO FURNISH NUCLEOTIDE AND/OR

MCKEE, VOORHEES & SEASE, PLC AMINO ACID SEQUENCE LISTING AND/OR TABLES

801 GRAND AVENUE, SUITE 3200 RELATED THERETO COMPLYING WITH STANDARD

DES MOINES, IOWA 50309 AND/OR TECHNICAL REQUIREMENTS
(PCT Rule 13ter.1(s)and (c) and Administrative Instructions, 'P

Sections 208 and 802 and Annexes C and C-bis) 6

Dels of mailing 70
(day/movahivear) 040ct2005 \\“

Applicant’s or agent’s file reference REPLY DUE oy s

PB710 554500 e sbove da of g1
Intamational application No, International Bling date
PCT/US2005/008950 (Cofmontyocr) 18 Mar 2005
Applicant

THE PENN STATE RESEARCH FOUNDATION

1. Thesapplicant ia herehy Invited, within the time limit indicated above, to fumish to this Authurity:

2 mcisotide and/or amino acid sequence listing In writien form complying with the standerd prvided for in Ammex C
of the Administrative Instructions, accompanicd by » statemnent to the effect thet the sequencs listing dous not go
boyond the disclosure in the international application as filed.

):i u siatement to the offoct that the scquence listing in written form, already (urnished to this Authority, doex not go
beyond the disalosure in the international spplication as filed.

X lnuclmibmﬂwnminons‘nlmulhlh;mﬂwuhmwhmhmmhihlnrmmﬂyi_ng
with the standard and/or &cchnice! requirements provided for in Annex C and/or Annex C-&is of the Administrative
Inakructions, sccompanied by a statement that the information recorded i computer rondable form in identical to the
written saquence listing and/or tahles related thereto.

D< & statement taat tho infirmation recordad in campurter readablo form (Ut computer readsbls form having siready been
furnished 1o this Autharity) is idontical to the written ssquence listing und/or tables related theveto,
2. Failureto comply with thisinvitatien may result in this Autharity not carrying cut the international search to the extent that na
meaningful search can be carried out.

3. Rurther cbservations (if mecersary):

Name and maijling addresy of the ISA/ Authorized officer
P.O. Boa 1450, Alexandrin, VA 22313-1450
Facaimile No. 703-305-3230 Telephone No. 703-308-9290 EX 101

Form PCT/ISA/225 (January 2004)
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SEQUENCE LISTING
<110> Pennsylvania State Research Foundation
<120> Combinatorial Metheds and Compositions for Treatment of Melanoma
<130> PO6710WO0

<140> PCT/US 05/08950
<141> 2005-03-18

<150> US 60/554,509
<151> 2004-03-19
<160> 16

<170> PatentlIn version 3.3

<210> 1
<211> 19
<212> RNA

<213> Homo Sapiens

<400> 1

cuaucuacau uccggaaaqg 19
<210> 2

<211> 19

<212> RNA

<213> Homo Sapiens

<400> 2

gaauuuacag cucagacua 19
<210> 3

<211> 19

<212> RNA

<213> Homo Sapiens

<400> 3

cagcucagac uauuacaau 19
<210> 4

<211> 25

<212> RNA

<213> Homo Sapaiens

<400> 4

cuuggacuau cuacauuceq gaaag 25
<210> 5

<211> 25

<212> RNA

<213> Homo Sapiens

<400> 5



cuurccggaa uguagauagu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

gaugaagaau uuacagcuca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

uagucugagc uguaaauucu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

dauuuacagc ucagacuauu

<210>
<21l>
<212>
<213>

<400>

auuguaauag ucugagcugu

<210>
<21l>
<212>
<213>

<400>

ggucuagcua cagagaaauc

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

ggacaaagaa uuggaucugg

<210>
<211>
<212>
<213>

6

25

RNA

Homo Sapiens

6

7
25

RNA

Homo Sapiens

7

8

25

RNA

Homo Sapiens

8

9

25

RNA

Homo Sapiens

9

10

25

RNA

Homo Sapiens

10

11
25
RNA
Homo Sapiens

11

12

6

RNA

Homo Sapiens

ccaag

gacua

ucauc

acaau

aaauu

ucgau

aucau

25

25

25

25

25

25



<400>
cuugga

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

12

13

25

RNA

Homo Sapiens

13

aauuuacagc ucagacuauu acaau

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

14

25

RNA

Homo Sapiens

14

gqucaaugug cgaaauggaa ugagc

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

15

25

RNA

Homo Sapiens

15

gaggaacugg acuuccagaa gaaca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

16

25

DNA

Homo Saplens

16

gcacatagga gagatgagct tccta

25

25

25

25
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AGENT REF: P6710 5545¢

IN THE UNITED STATES PATENT OFFICE (RO/US)

APPLICANT: THE PENN STATE RESEARCH FOUNDATION
INT'L APPL. NO: PCT/US2005/008950
INT'L FILING DATE: 18 MARCH 2005

TITLE: COMBINATORIAL METHODS AND COMPOSITIONS FOR
TREATMENT OF MELANOMA

REQUEST FOR RECORDING OF A CHANGE UNDER RULE 92bis

Commissioner for Patents

Mail Stop PCT

P.O. Box 1450

Alexandria, Virginia 22313-1450

Dear Sirs:

Regarding the above-identified application and under PCT Rule 92 bis, we hereby
request to add an inventor, Arati Sharma, 304 Old Main, University Park, PA 16802-1504,
US nationality and residence. We have enclosed a new copy of Page 3 of the PCT Request
Form reflecting these changes and will forward same to the Intemational Bureau as well.
Please have these changes recorded for 1l future correspondence and let me know if you
require anything further. Thank you for your assistance on this matter.

4,
b »
r }

McKEE

VOORHEES & SEASE ’
801 Grand Avecnue, Suite 3200
Des Moines, lowa 50309 US

28 July 2006

CERTIFICATE OF MAILING
This is to certify that the foregoing Invilation to Correct was mailed to the
Commissioner of Patents, Alexandria, Virginia, 22313-1450 by deposiling it as Express

mail, postage prepaid, on this 28th day of July, 2006.
Marg;rejL. Edwards

gy29a92231k6US
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iCill'lllllllll of Box Ne. 1II FURTHER APPLICANTS AND/OR (FURTHER) INVENTORS

{rons of the,

«ming sud-baccaz is wsad, this shest is not o be included .. .o

Name and address: {(Family aame foliowed by given nama; for 2 lagni sutly, fell official devignation. Thu
Inchads pestal rods and name of conswry. The country of the oddreas indicuted in thly Box it the applicuns’s Sute
esunry) of reskdence {f no Sinse of revidence i indicasd below,)

SHARMA, Arati
304 Old Main

University Park, PA 16802-1504 US

9,
Thia person is: /(/mh

D spplicant anly

D applicant and iaventor

5! {nventor only (3 this chack-bax is
da not fill in below.)

State (¢hat iz, country) of nationality: US

Swmte (thai is, couniry) of residence: US

This person is spplicant for the ol desigmsted

ol daigaated Stuien cxrrpl thy Usnioed
purpose oft Stovs

Seatas of Arericn

Thw United Semes of
Armexica ouly

The Siman Indicasd In de
Scpplessetyl Rox

Name snd sddress: (Family same follgwsd by given name: for & legal entlyy, fill official designarion. The eddrass prat
inchafe postol code and nams of conntry. The couniry of the addrers Indicated In this Bax it the appifcans’s Swte fthet b,
cownpy) of rsidence §f e Suxs of residence s indicetad befow.)

This person Is:

D applicant enly

applicant and inventor.

D invenlor only (If thix check-bax is
do not fill in

State (rhof s, country) of nationality;

Simnte (vhot is, eountry) of residence:

‘Thin persom is applicant for the [Fr—— of danlgmuiad States carapt the Usited Thow Unieed Simes of Tha Sums Inalicated ia
purpose of! D e States of Americs Amwica aaly Supplwosstal Box
Nate and address: (Fasdly sams foliowed by given nome; for o lagal extigy, full offfeisl designation. The achirass surt

inchady peatal rods and mame of country. The country of the address indicated in thiv Box s ithe applican’r Siate (i b, This is:

coungry) of reskdawes if no Siam of residenre It indicased balow,)

_D applicant only

El applicant and imventor

[ inventor anty i shis check-bax i

marked, do not il in balow.)
State (thar is, country) of nationality: Suate (that iz, counrry) of residence;
‘This person is spplicant for the all designated ol dmigasiod Sinten except the Unkwd The Unitwd States of The Ststm lacfietad fn the
purpose ol D Emey Susms of Amatien Amrics asly Supplamesca! B

Name and sddress: {Family name foliowsd by given name; for & lagal entity, full officinl desiguation. The sddruyy s/
inchude postal cods and mme of conntry. The couney of the addrecs indicuted [n this Box (1 the appifcant’s Surwe (that is,
cmmpy) of residencs if no Siaie of residence s indicared balow,)

This persan is:

| (] sppicam any

[81 applicant and inventor

D inventar only (}f thir cheek-bax s

marked, do mot A1l tn befow.)
Staje (thar Is, country) of nationality: Siaie (that is, couniry) of residence:
Thia person Is appllesnt for ol devigmused ol drigemed Stares encept tm Unitend bA Tha United Sines of The Stasex indicaiad In the
the purpese oft Suma Suzss of Amevics - Amevics only Sepplarenisl Box

ﬂ Further applicasts and/or (forther) inventors are Indieated am » continuation sheet,

Form PCT/ROV101 (continuation sheet) (July 1998, reprinted Januacy 2000} ZMTVS Form

See Notes (o the request form



28 July, 2006 EXP.MAIL #EV298022316US
AGENT #P8710 554508
APPLICANT: PENN STATE RESEARCH FOUNDATION
APPL. NO: PCTAUS2005/008950
FILING DATE: 18 MARCH 2005
TITLE: COMBINATORIAL METHODS AND COMPOSITIONS
FOR TREATMENT OF MELANOMA
Please acknowiedge receipt of the following:
Request for a Change Under 92bis with
Cortificate of Mailing

mie



FALGYL CUUFERALIUNTREALTY

PCT - ﬁ

LIST OF DOCUMENTS FILED WITH THE Tho International Burssu of WIPO
INTERNATIONAL BUREAU PCT Recciving Oftlca Section
AS RECEIVING OFFICE 34, chemin des Colombeties
1211 Geneva 20
Switzecland

Applicant’s or agent’s file reference

Facsimile No. (41-22) 91006 10

P6710 554509

Intermationsl appiication Ne. Insemacional filing date (deplnemsbiyntr) | (Earifest) Priosity data
JWoom) porrusossos950 | 18 March 2005 (dapusnctyeer) |9 Mazch 2004
Applicant

The Penn State Research Foundation

Thie of iavention Combinatorial Methods and Compoeitions for
Treatment of Melanoma

mmummnmmunmmmuumpmmﬂmmmm
ond selephons No.k
Heidl S. Nebel

McKee, Voorhees & Sease, PLC
80l Grand Avenue, Sulte 3200
Des Molnes, Iowa 50309 US
PH: 515-288-3667
FX: 515-288~1338

ths receips by o following means:
[] mal tsarfoce, air mall reginered) [X] detivery service  [x] facsimmile wanamission [] bant deivery
of the Histad below: '

[ rerremen poges)

description  ( pages)

( pages)

¢ e

duwiaps  ( pagms)

fee caleulation sheet

ssparsis suthorization o chargs deposit account

cheque (indicate currency and amount)

cash {in person only) (indicaze anouni)

power of attotney (general power, copy of gencrol power, separats power) (Indicare kind and number)
statement explaining lack of siguarire (if more than one, indiceis nwmber)

priority document ({f more thar one, indicate number)

separsts indications relating to deposited micro-organism { pager)

oucieotide and/or amino ackd sequence listing on diskene ({f more than ong diskene, indicase number)
Hatement accompanying diskells contalning sequence listing

accampanying lester

m cther (peclly):  Request for Recording of a Change Under Rule 92bis

g

O0O0O00O0O00O00000

Form PCT/RO/198 (ROYIB) (January 1994)



AGENT REF: P671C 1509
7

IN THE INTERNATIONAL BUREAU OF WIPO (RO/B)

APPLICANT: THE PENN STATE RESEARCH FOUNDATION
INT'L APPL. NO: PCT/US2005/008950
INT'L FILING DATE: 18 MARCH 2005

TITLE: COMBINATORIAL METHODS AND COMPOSITIONS FOR
TREATMENT OF MELANOMA

REQUEST FOR RECORDING OF A CHANGE UNDER RULE 925is

The International Bureau of WIPO
34, Chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Dear Sirs:

Regarding the above-identified application and under PCT Rule 92 bis, we hereby
request to add an inventor Arati Sharma, 304 Old Main, University Park, PA 16802-1504,
US nationality and residence. We have enclosed a new copy of Page 3 of the PCT Request
Form reflecting these changes. Please have these changes recorded for all future
correspondence and let me know if you require anything further. Thank you for your

assistance on this matter.

Respectfully submitted,

i S. Nebe
McKEE, VOORHEES & SEASE
801 Grand Avenue, Suite 3200
Des Moines, lowa 50309 US
28 July 2006



¥

Ja

Sheet No.

1 Coutinustion of Bex Ne. ]Il FURTHER ° “LICANTS AND/OR (FURTHER) INVENTORS

i/ none of the foilawing sub-dexes bs wned, thix shoet It not to

ths reques.
Name aad nddrem: Mmﬁhﬂhhmﬁlm«mﬂ*ﬂm n.'
incinde posial codis and wems of couniry, The country of the addrasy indiewted applicant'y -
mmqmr-mthum:w e le e Sl et This person is:
SHARMA, Arad D spplicant only
304 Old Main 3 sopiicant and invenior
University Park, PA 16802-1504 US inventor only (7 his chect-bor is

do not fill in belo

State (that is, country) of nationslity: US Stato (that ks, couniry) of rsidence: US
‘Thia pevson is applicsnt for tha (¥ [rr— ull dowiguate] Starns [
Pupos of e namarre iy e

Name wud addres: (Family name fotiowsd by given wame; for & legel entity, fufl offiricl darignation. The wddrer
incindy postal code and name of country, mm-ﬂ-mmamhnﬁmmmrm
country) of rexidence if no Swis of retidencs [y indicared below.)

‘This person 1s:

D spplicant only

Bl applicani and inventor.

E] invenior only (Jf this check-box i

marked, do noi flil in below.)

Sute {that Is, country) of nationalily:

Swts {that is, country) of residence:

counsry) of residency [f me Smte of revidence b indicawed below,)

‘Thin person is spplicant for the o delgumt ol dexigrated Samieg exeeps the United The Unked States of Tha Sesey fndiceses] In the
purpose oft S Sumy of Amerien Americs ouly Muppleacetal Rax
Name awd address: (Family name folicwed by given sama; for a ispal ensity, full official devignation. The addrars muss

inciuds posal cods and same of country, Tha conntry of the addraxs indicnied in shis Bax It Whe applicant’s Saavy (the! b, Thia -

_E:L.ppﬁem only

IEI applicam and inventor

inventar only (if thir check-box is

do pot fH] in below.)

Smte (that I, country) of nationality:

State (that is. country) of residence:

ol designsesl Seunes gxeupe the Usiaad
States of Amcrica.

This person is applicant for the
purpose of:

O = X

The Uinisedd Rastrs. of
Amcrica oy

Tho Susten lndicenssd in (he
Seppitmanisl B

Name and addross: (Family same foliewsd by gives name; for ¢ leget sntlly, full official designation. The address st
inclisde postal cods and name of country. The counsy of the address indicated bx thir Sox (x S applicanr'y Siasy fthar b,
country} of residence {fne Suum of revidmes iy indicosl beiow}

spplicant and inventor

inventor only (Jf rhls check-box is
do not fIil in beiow.

Swte (that iy, country) of vmtionality:

Stz (that &1, country) of reaidence:

al denlguuted
[ ]

Thisperson ks appllcsnt for

o desigraad Stanes axcaps the Usied m
the purpesa of: D Somas of Armerimn

Thee United Staten of
Ammics osly

Toe Suman indirwrd o e
Sepplewental Rox

I] Purther applicants and/or (further) laventors are Indicated on a continestion sheet.

Form PCT/RQV10]1 (continuation sheet) (July 1998, reprinted January 2000) ZMTVS Form

Ses Notes to the requast form




PATENT COOPERATION TREAF!

PCT

ACKNOWLEDGEMENT OF RECEIPT OF

DOCUMENTS FILED WITH THE
INTERNATIONAL BUREAU
AS RECEIVING OFFICE

4'0\4

s

T Heidi S. Nebel
McKee, Voorhees & Sease PLC
801 Grand Avenue, Suite 3200
Des Moines, Iowa 50309 Ys
PH: 515-288-3667
FX: 515-288-1338

Date of mailing
(deyfmoreyyecy)

Facsimile No.:

Applicam's or agent's file referesce
P6710 554509

IMPORTANT COMMUNICATION

tatemational spplication Ne.
PCT/US2005/008950

Duie of receipt/International Aling date

18 March 2005

" | Appllicant

The Penn State Research Foundation

Titke of invention

Combinatorial Methods and Compositions for
Ireatment of Melangpa

T

by the following metns:

[ PCT reguen

] deseription (exchuding sequence listing part)
) clains

O sbstrmct

0 drwings

[ sequence fisting pect of description

3 fee calculstion sheet

[[] scourste arthorization te charge deposit sccount
] deg=

] cash (tn person only)

S Sy gy gy g

] sccompenying letter
] form PCT/RO198 (RO/IB)

The spplicunt's attantion ks dyasm to the fact that thess
their compliance with the

2. Additional observasions {f necessary):

1. The Internations! Bureau hes recaived the documents/vlements listed below on: .

[] mait frmrforce, alr mal, registered)  [§] delivery service  [f] Gucsimile tnsmission [ hand delivery

power of stiomey (peneral power, copy of gemsrul pawer, separats power) (indicate kind and number)

Bmm&dﬂmm’mhnmm;

1 priority document () murt shan one, indicate mumber) N .
sparste Indications concerming depasited microargaaiant or ether blological material (
nucleotide and/or smino acid sequence listing on disketia (/ mare thaw one disketie, Indicate number)

] sutement accompenying diskente containing sequence listing (1 mors than one. indicate nusber)

[X) other (pecyy): Request for Recroding of a'Chainge Under Rule 92bis

ave not yet been cheelied by this recalviag Office in of
of Article 11(1 ﬂummmmummﬁu
sccording of an international flling date. As soou us thess papers have been checked, the spplicant will be.informed nccordingly.

pages)
pages)
peges)
poges)
pages)

prass)

Name and mailing address of the receiving Olfice:
’ . imermational Buresas of WIPO
PCT Receiving Office Scction
34, chemin des Colombettes, 121 | Geneva 20, Switzerland
Facsimlle No. (41-22) 910 06 10

Authorized officer

Telophone No. (41-22) 1389) 11

Form PCTRO/199 (ROAB) (luly 1998)



| PATENT COOPERATION me% | /LQ{O
From the RECEIVING OFFICE ' /.
o PCT -

JANAE LEHMAN BELL
:‘g“m&‘&%&c NOTIFICATION CONCERNING PAYMENT
DES MOINES, IOWA 50309 OF PRESCRIBED FEES
(PCT Rules 14, 15 snd 16 and Administrative
Insiructions, Soctiona [02bis(c), 104,
323(b), 707(b) and 503)
Data of mailing
{day/montbiyesr) 02 May 2005
Applicant’s or agant’s fllo refammce PAYMENT DUK
PB71D 554508 soo tem 3 for time limits
Iernations! application No. Intarmational filing date/Dat of recoipt Priority dats (deymonthenr)
PCT/US2005/008050 | “@menibem) 1o Mar 2005 19 Mar 2004
Applicam

THE PENN STATE RESEARCH FOUNDATION

L mmhhﬂymﬂﬂdﬁmﬁlwﬁlvh'mmmdnﬂ:
[X] thepayment of all tha prascribod fees,ad ~ [™] a0 overpuyment, which will be refunded in dus course.
D be or lusufficknt payment of the proscribed foes and the applicant s bersby lavited tr pay the balance due, s
smunearized under itam 2, within the thne limids) indicated under Itam 3,

1 Feey and paymend ealculation:

4,030.00 - 4,030.00 - 0.00
Total fees paysbls Amoum paid Balance

D The detalls of the calculstion ars glven in the Annex.

3. Time lmit(s) for payment and amount(s) paysble (Rnlew 4.1, 154 and I_i.l(ﬂ):

' NTH from the e of mcelpt of the ismational spplication (for the trinsmiftal fes (i my), the sesreh
D mﬁmmmmmamm Trmmnnﬂnh-éﬁhhmm spplicable an tha date of recaipt of the
imemational spplication. |

within 16 MONTHS from the priority date {anly for the fee for priority documest). The spplicant’s stistion Ls drawn to the
D ﬁuhﬁnmmwuwmumhl?.l{h)wlllbmldudumhwhmmdnmhuﬂnhilpld
within that tims limit

4. Additional chasrvations /If necesrary):

D mmnhmwulmumhdmhluuﬁmlmAmmtthnhpdth
atart of the intamational search will be dalayed) (Rule 23.1(s) and (b)),

Name and mailing address of the recelving Offics Authorizad officer
P.0. Boa 1450, Almiandria, VA 22313-1450 ’ ] .
Facsimile No. 703-305-3230 Talephonc No. m-ammm-nol

Form PCT/RO/102 (Janusry 2004)




ANNEX TO FORM PCT/ROVIN2

CALCULATION OF THE PRESCRIBED FEES jon No.
50
[ Tremsmittal Foe
Praperibadamount: . . . . . . .. ... .. 0. . D0 17
Amoumtpald: . . . . . ... ... L. s - 300.00 m —— ,
Balapesr . . . ., . ... . .. s e e e e a -..,- : ..'O.M' D"" . :
E Search Fee
Pregorbbedamount: . . . . . . . . . v e e e e e . 1,000.00 [s]
Amountpaid: . . . . ... ... ... - 1,000.00 @
BRAMBCE . . . . . . i . e . e et e e e e - 0.00 ] overpaymeat
] batance duo
(] taternationsi Fifing Fee
Pizad amount for firgt 30 sheots; . . . . . . . 1,124.00
122 1300 - 1,588.00 §32)
Number of sheets Foe per shent
in excoss of 30
Addioral
componest: . . .400 x 000 . 0.00 3]
Fea per shant .
Radustion whare the Intsrnational spplicaion is flled
(See PCT Applicant's Guide, Volume I, General Pars,
Jor datailr on the availability of thic recetion):
using the PCT-EASY software:. . . . - . - ___M
or
In -Imnic‘:: whare the text of the
description, s and shyiract i3 Bot in
charsctercoded fommat: . . . . . . . . - - 0.00+]
or
in olectronic form whers the text of the
dascription, clatms and shatract s kn charactar
coded format . . . . . ... aoaau. - 0.00
BUbotE . . . . . e e e e - __2,710.00 [iiHi2+31]
hmlhdmlmmahmmmhcmndﬂlhmm-md
entered af A1-H2H3-g), axcept whars the gpplicent Iz for oll applicants
arq)mhdmardmﬂmﬁ'”&hwhﬁuuhmnlhh .
-mu.rmzsuqmummmzm-r); carfaln applicants . .
certain Statas are entided to o reduction of 73% of the internail N :
ﬁﬂuﬁl;ma\b&hhhrcmwum:nh 10.00
Requext Form, PCTRO/IOL, fordetalls): . . . oo vovnesoso - 2,710.00 [}
Amommipald: . . . .. . .- o e e e e - 2,710.00 @
BRMRLE . . . .« . ¢« s e s s At e et e - 0.00 D ovarpaymant
] balxnce due
{P] Feefor Priarity Document
Preacrbed MOTAL: . . . o . -+ . s s s e s st 20.00 7]
Amomgtpald: . . . .. ... o e - 20.00 E
m ------------------------- - o-m D w.wm‘
[} belance due

Form PCT/RO/102 (Annex) (January 2004)



PATENT COOPERATION mmﬁ%( "E\, o

From the RECEIVING OFFICE
To PCT
JANAE LEHMAN BELL
MCKEE, VOORHEES & SEASE, PLC
801 GRAND AVENUE, SUITE 3200 NOTIFICATION OF THE INTERNATIONAL
DES MOINES, IOWA 50308 APPLICATION NUMBER AND OF THE
INTERNATIONAL RILING DATE
(PCT Rule 20.5(c))
Daie of mwiling
(daymonriipear) 02 May 2005

Applicant’s or q:m'nﬁe reference ’ . L
IMPORTANT NOTIFICATION

PB710 554509
Internationat applicatian No. Internstional Nling dwe (dawmonihiyem) Priarity dela (doymenthiwor)
PCTAUS2005/008950 18 Mar 2005 18 Mar 2004

Appllcan
THE PENN STATE RESEARCH FOUNDATION

‘Tile of the invention
CONBINATORIAL METHODS AND COMPOBITIONS FOR TREATMENT OF MELANOMA

1. ‘Theapplicant}s horeby notifiod that the iniemadonn appHcation has been accordad the intarnatlonal application aumber and the
internatlons! {lling date indicxladabove.

Z  Thosppilcantiafurthernotified that the record copy o the inscrnxtionsl sppllcation:
[} wasiranamitied o he Inermationai Biseau on 02 by 2005

[] hasnotyotbeen transmitied io the Intemational Bireau for thoresson Indicaied bolowand a copy of this nafation
has hoen sentiothe Intemational Bureau®: S

D becquse the neceswry national sucurity clesrance has nol ysl beon obianed,
[} vecause pucransobespocit:

* TheInternational Buresu monitors the tranamiual ofthe record copy by the recaiving Olficaand will notlly thoapplican! (with
Form PCT/IBA01) o aroceipl. Should therecord copynat hava bean recelved by the axplration of 14 months framthoprioriy
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U. S. Serial No. 11/083,583

Filed March 18, 2005
ASSIGNMENT

FOR VALUE RECEIVED, WE, GAVIN BERTSON, LAKSHMAN
MARK KESTER, and ARATI SHARMA

hereby sell, ossign and transfer unto THE PENN STATE RESEARCH FOUNDATION, 304 Old Main,
University Park, PA 16802

as assignee, and its successors, nssigns and legal representstives, the entire right, title and interest in and to ali
subject master invented by us and disclosed and claimed in an application for Letters Patent of the United Statas of
America, entitled:

"COMBINATORIAL METHODS AND COMPOSITIONS
FOR TREATMENT OF MELANOMA"

signed by us on the date set forth below; and in and to any and all divisions, reissues, continuations and extensions
thereof; and in and to all corresponding applications for Letters Patent and all Convention and Treaty Rights of any
kind, in all countries throughout the world, for all such subject matter.

We request that any and all patenis for said inventions be issued to said assignee, its successors, assigns and legal
representatives, or to such nominees as it may designate.

We agree that, when requested, we will, without charge to said assignee but at its expense, sign all papers, take all
rightfu! oaths, and do all acts which may be necessary, desirable or convenient for securing and maintaining patents
for said inventions in any and all countries and for vesting title thereto in said assignee, its succeasors, assigns and
legal representatives or nominees:

We authorize and empower the said assignee, its successors, assigns and legal representatives or nominecs, to invoke
and claim for any application for patent or other form of protection for said inventions filed by it or them, the benefit
of the right of priority provided by the International Convention for the Protection of Industrial Property, as
amended, or by any convention which may henceforth be substituted for it, and to invoke and claim such right of
priority without further written or oral authorization from us,

We hereby consent that a copy of this assignment shall be deemed a full legal and formal equivalent of any
assignment, consent to file or like document which may be required in any country for any purpose and more
particularly in proof of the right of the said assignee or nominee to claim the aforesaid benefit of the right of priarity
provided by the International Convention for the Protection of [ndustrial Property, as amended, or by any convention
which may henceforth hy substituted for it.

We covenant with said sssignee, ils succossors, assigns and legal representatives, that the rights and property herein
conveyed are free and clear of any encumbrance, and that we have full right to convey the same as herein expressed.

Signed at *rﬂ\‘-q , Pennsylvania, this__{ |:"'+ day of fEFL’ , 2005

Vitness, \ ! - .-%
e 2 =
Signed ot &E&fd I'ennsyln;lin this__ =1 st day of _5-_5-“'-”—— . 2005

Witness; \ (g-—- J- -

\ T akshman éandimcglm




Signed at HCI' | |, Pennsylvania, this D  dayof _31”-4 , 2005

S g Pl A

Signed nl-'LfﬁWf , Pennsylvanis, mi._c}l_s*_d.yof shl-u—— , 2005
Witness;

e b
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27407

MCKEE, VOORHEES & SEASE, P.L.C.
ATTN: PENNSYLVANIA STATE UNIVERSITY

801 GRAND AVENUE, SUITE 3200

DES MOINES, 1A 50308-2721

CONFIRMATION NO. 4383
UPDATED FILING RECEIPT

INNIRERNRREEREREINN
*OC00000001 8855603*

Date Malled: 08/24/2005

Recelpt Is acknowladged of this regular Patent Application. it will be considered In lte order and you wiil be
notified as to the results of the examination. Be sure to provide tha U.S. APPLICATION NUMBER, FILING DATE,
NAME F APPLICANT, and TITLE OF INVENTION when Inquiring about this application. Fees tranamitted by
check or draft are subject to collection. Pleaae verify the accuracy of the data presented on this receipt. if an
eiror Is noted on this Fliing Recsipt, please mail to the Commissioner for Patents P.O. Box 1480
Alexandria Va 22313-1450. Pleass provide a copy of this Flling Racalpt with the changes noted thereon. If
you raceived a "Notica to File Missing Parts™ for this application, pleass submit any corrections to this
Filing Receipt with your reply to the Notice. When the USPTO processes the reply to the Notice, the
USPTO will generate another Filing Recelpt incorporating the requasted corrections (if appropriate).

Applicant(s)

Gavin P, Robarison, Harrisburg, PA;
Lakshman Sandirasegarene, Hershey, PA;

Mark Kaster, Hamsburg, PA;
Arall Sharma, Hummeistown, PA;

Assignment For Published Patant Application

The Penn State Research Foundation, Univarsily Park, PA

Power of Attormey: The patent practitioners associated with Customer Number 27407

Domestic Priority data as claimed by applicant

This appin claims beneflt of 80/554,508 03/18/2004

Forelgn Applications

K Required, Forelgn Filing License Granted: 05/24/2005

The country cods and numbaer of your priority application, to be used for flling abroad under the Paris

Convention, Is Us1‘"083,583

Projected Publication Date: 12/01/2005

Non-Publication Request: No



Early Publication Request: No
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* SMALL ENTITY ™

Title
Combinatorial methods and compositions for treatment of malanoma

Preliminary Class
435

PROTECTING YOUR INVENTION OUTSIDE THE UNITED STATES

Sinca the rights granted by a U.S. patent extend only throughout the tanftory of the United States and have no
effect in a foreign country, an inventor who wishes patent protection in another country must apply for a patent In
a specific country or In reglonal patent offices. Applicants may wish to consider the fiing of an Intamational
application under the Patent Cooperation Treaty (PCT). An International (PCT) applcation generally has the same
effect as @ regular national patent application In each PCT-member country. The PCT process simplifies the
flling of patent appications on the same invention In member countries, but does not result in a grant of "an
international patent® and does not eliminate the need of epplicants to flle additional documents and fees in
countries where patant protection e desired.

Almost every country has ts own patent law, and a person desiring a patent in a particular country must make an
appication for patant in that country In accordance with Its particular laws. Since the laws of many countries differ
in various respects from the patent law of the United Siates, applicants sre advised to seek guldance from
specific foreign countries to ensure that patent rights are not lost prematurely.

Applicants also are advised that In the case of inventions made In the United States, the Director of the USPTO
must Issue a license before applicants can apply for a patent in a foreign country. The fiing of a U.S. patent
appication serves as a request for & foreign flling Hcense. The applcation's filing receipt contains further
information and guldance es to the status of applcant's Icense for forsign fling.

Applicants may wish to consult the USPTO booklet, “General Information Conceming Patents” (specifically, the
section entitied "Treaties and Forelgn Patents”) for more information on imeframes and deadiines for filing foreign
petent applications. The guide Is avallable elther by contacting the USPTO Contact Center at 800-786-8168, or It
can be viewed on the USPTO wabsite at hitp/Awww.uspto.goviwelvoflices/pac/doc/generalindex.html.

For Information on preventing theft of your intellectual property (patents, trademarks and copyrights), you may
wish to consult the U.S. Govemment webaite, hitp//www.stopfakes.gov. Part of a Dapartment of Cammerce
initiative, this website Includes self-help "toolkits" giving Innovators guldance on how to protect intellectual
property in specific countries such as China, Korea and Mexico. For questions regarding patent enforcement
Issues, applicants may call the U.S. Government hotiine at 1-866-889-HALT (1-886-800-4158).

LICENSE FOR FOREIGN FILING UNDER
Title 35, United States Code, Section 184
Title 37, Code of Federal Regulations, 5.11 & 5.15

The applicant has been granted a licenss under 35 U.8.C. 184, If the phrase "IF REQUIRED, FOREIGN FILING
LICENSE GRANTED" followed by a date appears on this form. Such licenses are issued in all appllcations where
the conditions for [ssuance of a icense have been met, regardiess of whether or not a liconse may be required as
set forth In 37 CFR 5.15. The scope and limitations of thia license are set forth In 37 CFR 5.15(a) unless an eariler
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' iIt:enu has bsen issued under 37 CFR 5.15(b). Tha license is subject to revocationAipon written notification. The

deate Indicated Is the effective date of the licenss, unless an earfer Icense of eimilar scope has been granted
under 37 CFR 5.13 or 5.14.

This license Is to be retalned by the licanese and may be used at any time on or after the effective date thereof
unless it Is revoked. This Icense Is automatically transfeired to any reiated applicationa(s) flled under 37 CFR
1.53(d). This icensa is not retroactive.

The grant of a icense does not In any way lessen the responsiblilty of a icensee for the security of the subject
maiter as imposed by any Government contract or the provielons of axieting lawe relating to esplonage and the
national securlly or the export of tachnical dats. Licensees shouki epprise themsalves of current regulations
especially with respact to certeln countries, of ather agencles, particularly the Office of Defense Trade Controls,
Department of State (with respect to Arma, Munitions and Implements of War (22 CFR 121-128)); the Office of
Export Adminletration, Dapartiment of Commerce (15 CFR 370.10 (D); the Office of Foreign Assets Control,
Department of Treasury (31 CFR Parts 500+) and the Department of Enargy.

No ficense under 35 U.8.C. 184 has been granted at this ime, if the phrasg "IF REQUIRED, FOREIGN FILING
LICENSE GRANTED" DOES NOT appear on thie form. Applicant may silll petition for a license under 37 CFR
5.12, If a llcense la desired before the expimtion of 8 months from the fling date of the application. If 8 months
has iapsed from the fiing date of this appiication and the Icenses has not recelved any Indication of a secrecy
order under 35 U.S.C. 181, the Icenses may foreign file the application pursuant to 37 CFR 5.15(b).
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ABSTRACT OF THE DISCLOSURE 3\
The present invention provides a rational basis for combining targeted therapies together with
selected
chemotherapeutics, which does not currently exist for the treatment of melanoma. The present
invention is based . _
on the present inventors® discovery that Akt3 regulates apoptosis and V599E B-Raf regulates
growth and vascular
development in melanoma. Inventors are the first to recognize an effective combined targeted
therapeutic for
treating melanoma. In one embodiment, the invention provides a method for inducing apoptosis
in a melanoma
tumor cell by reducing Akt3 activity. In yet another embodiment, the invention provides a
method for inducing
apoptosis in a melanoma tumor cell comprising contacting a melanoma tumor cell with an
agent that reduces Akt3
activity Consequently, the method provided restores normal apoptotic sensitivity to a
melanoma tumor cell,
thereby allowing the administration of a lower concentration of chemotherapeutic agents
resulting in decreased
toxicity to a patient.

The present inventors' contemplate a method for treating a melanoma tumor in a mammal
compnsing:
admimistering to a melanoma tumor an effective amount of an agent to induce apoptosis; and
administering to a
melanoma tumor an effective amount of an agent to reduce angiogenesis and cell proliferation.
Also disclosed herein is a method for treating a melanoma in @ mammal comprising:
administering to a melanoma
tumor in 2 mammal an effective amount of an agent that reduces Akt3 activity; administering to
a melanoma tumor
in a mammal an effective amount of an agent that reduces V599E B-Raf activity, thereby
treating a melanoma
tumor

In another aspect, the invention provides a pharmaceutical composition for treating a
melanoma tumor
comprising: an agent that reduces Akt3 activity; and
a carrier.
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‘Lo que se reivindica es:

1. Un método para inducir apoptosis en una célula tumoral de melanoma,
que comprende:
reducir la actividad Akt3.

2. El método de la reivindicacion | en donde dicha reduccién se realiza

contactando una célula tumoral de melanoma con un agente que reduce la
‘sctividad Akt3.

3. El método de la reivindicacién 2 en donde el agente se selecciona de un
g_}upo conformado por una molécula de ARNip, una molécula
complementaria, un antagonista, una ribozima, un inhibidor, un péptido, y
ma molécula pequefia.

4. El método de la reivindicacion 3 en donde el agente es una molécula de
ARNip que comprende un polinucleétido seleccionado del grupo que tiene
una secuencia de _
' S6GUCUAGCUACAGAGAAAUCUCGAU 3,
SCUAUCUACAUUCCGGAAAG 3',

" IGAAUUUACAGCUCAGACUA 3,

SCAGCUCAGACUAUUACAAU 3,

CUUGGACUAUCUACAUUCCGGAAAG 3,

. CUUUCCGGAAUGUAGAUAGUCCAAG 3',

AUGAAGAAUUUACAGCUCAGACUA 3,

" WAGUCUGAGCUGUAAAUUCUUCAUC 3,
JAAUUUACAGCUCAGACUAUUACAAU 3,

" AUUGUAAUAGUCUGAGCUGUAAAUU 3, y sus complementos.

{ El método de la reivindicacion 2 en donde dicho accién de contactar
fha célula tumoral de melanoma incluye el uso de: un liposoma, un

wliposoma, un nanoliposoma que contenga ceramidas, un

143




REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCI
Bogotéi,
2020
Doctor{a)

CADENA BARMIENTO JUAN FABLO

REFERENCIA Radicacién No. 6 94108
Solicitud internacional PCT/UB2005/008950
Fecha inicio fase nacional 19/10/2006

Trémite 11

Evento 378
Actuacidn 430

oficio No. ~Naul13577

Como resultado del examen de forma, realizado con Fundamento en el articulo 38 de
la Deciaifn 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado da
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
finica de la Buperintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el llenoc de loa
requisitos exigidos pox los articulos 63 y subsiguiantes del Cédigo da
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documento que acredita la
existencia y representacién legal de la socliedad solicitante, cuando &sta fuere
persona juridica.

2. Deba aclarar el nimero de reivindicaciones, por cuanto la publicacifn
internacicnal y la publicacién presentada en fase nacional presentan
inconaistencias en la numaracién.

3. Debe aclarar el nombre de los inventores por cuanto difieren an la publicacisn
internaciconal y en al documento de cesiSn aportado con la sclicitud. De acuerdo con
lo anterior presentar la copia del documento en que consta la cesifn dal derecho a
la patente del inventor al solicitante © a su causante. (Art. 26-k} Decisién
486/00.

En cumplimiento de 1lo dispuesto por el articulo 35 da la Decieiém 486, se le
requiere parsa que dentro del términoc de dos meses sigulentes a la facha de
notificacién del presents oficio, complete los requisitos anteriormente enuncilados.
En case de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la aolicitud se
considerari abandomada y perderf su prelacién.

Notifiquess el presente oficio comforms a lo dispussto an el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

Continua en la pligina sigqulente...



REPUBLICA DE COLOMBIA '5‘7\
SUPERIKTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCI

Radicacién Mo.:6 54108

El an requerimiento fue notlificado por fijacién en

aalvarado ( . m

lista de



