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Relatorio Descritivo da Patente de Invencao para "AGENTE
DE DETECCAO DE CANCER GASTROINTESTINAL ErbB3, SEUS
USOS, E METODO PARA DETERMINAR A PRESENCA DE CAN-
CER".
PEDIDOS RELACIONADOS
[001] Este pedido reivindica prioridade de acordo com 35 U.S.C.
8119(e) e o beneficio do Pedido Provisorio dos Estados Unidos N.° de
Série 61/629,951, depositado em 30 de novembro de 2011, o qual &
incorporado aqui por referéncia em sua totalidade.

CAMPO DA INVENCAO
[002] A presente invencéao refere-se a mutacdes de ErbB3 soma-
ticas em cancer incluindo métodos para identificar, diagnosticar e
prognosticar canceres de ErbB3, assim como métodos para tratar can-
cer, incluindo certas subpopulacdes de pacientes.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

[003] A familia de receptor de fator de crescimento epidérmico
humano (HER) de tirosina cinases de receptor (RTK), também conhe-
cida como receptores ERBB, consiste em quatro membros:
EGFR/ERBB1/HER1, ERBB2/HER2, ERBB3/HER3 e ERBB4/HER4
(Hynes et al. Nature Reviews Cancer 5, 341-354 (2005); Baselga et al.
Nature Reviews Cancer 9, 463-475 (2009)). Os membros da familia
ERBB contém um dominio extracelular (ECD), uma regido transmem-
brana de amplitude simples, um dominio tirosina cinase intracelular e
uma cauda de sinalizacao C-terminal (Burgess et al. Mol Cell 12, 541-
552 (2003); Ferguson. Annual Review of Biophysics 37, 353-373
(2008)). O ECD é uma estrutura de quatro dominios consistindo em
dois dominios L (I e Ill) e dois dominios ricos em cisteina (Il e 1V) (Bur-
gess et al. Mol Cell 12, 541-552 (2003); Ferguson. Annual Review of
Biophysics 37, 353-373 (2008)). Os receptores ERBB sao ativados pe-
los multiplos ligantes que incluem fator de crescimento epidérmico

Segue-se folha 1a/112
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(EGF), fator de crescimento de transformacao-a(TGF-a) e neurreguli-
nas (Yarden et al. Nat Rev Mol Cell Biol 2, 127-137 (2001)). A ativacao

Segue-se folha 2/112
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do receptor envolve uma Unica molécula de ligante ligando simultane-
amente a dominios | e lll, levando a heterodimerizagcdo ou homodime-
rizacdo por meio de um bragco de dimerizacdo no dominio Il (Burgess
et al. Mol Cell 12, 541-552 (2003); Ogiso et al. Cell 110, 775-787
(2002); Cho. Science 297, 1330-1333 (2002); Dawson et al. Molecular
and Cellular Biology 25, 7734-7742 (2005); Alvarado et al. Cell 142,
568-579 (2010); Lemmon et al. Cell 141, 1117-1134 (2010)). Na au-
séncia de ligante, o braco de dimerizacdo do dominio Il é dobrado para
fora via uma interacdo intramolecular com o dominio IV, levando a uma
configuragao “amarrada”, autoinibida (Burgess et al. Mol Cell 12, 541-
552 (2003); Cho. Science 297, 1330-1333 (2002); Lemmon et al. Cell
141, 1117-1134 (2010); Ferguson et al. Mol Cell 11, 507-517 (2003)).
[004] Embora os quatro receptores ERBB compartilhem uma or-
ganizacdo de dominio similar, estudos funcionais e estruturais mos-
tram que ERBB2 néo liga a nenhum dos ligantes da familia ERBB co-
nhecidos e esta constitutivamente em uma configuracdo “desamarra-
da”’ (aberta) adequada para dimerizacao (Garrett et al. Mol Cell 11,
495-505 (2003). Em contraste, ERBB3, embora capaz de ligacao a li-
gante, heterodimerizacéo e sinalizacdo, tem um dominio cinase impe-
dido (Baselga et al. Nature Reviews Cancer 9, 463-475 (2009); Jura et
al. Proceedings of the National Academy of Sciences 106, 21608-
21613 (2009); Shi et al. Proceedings of the National Academy of Sci-
ences 107, 7692-7697 (2010). Embora, ERBB2 e ERBB3 sejam fun-
cionalmente incompletos por si s6, seus heterodimeros sao potentes
ativadores de sinalizagéo celular (Pinkas-Kramarski et al. The EMBO
Journal 15, 2452-2467 (1996); Tzahar et al. Molecular and Cellular Bio-
logy 16, 5276-5287 (1996); Holbro et al. Proceedings of the National
Academy of Sciences 100, 8933-8938 (2003)).

[005] Embora os receptores ERBB sejam reguladores criticos de

crescimento e desenvolvimento normal, sua desregulacdo também foi
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implicada no desenvolvimento e na progressao de canceres (Baselga
et al. Nature Reviews Cancer 9, 463-475 (2009); Sithanandam et al.
Cancer Gene Ther 15, 413-448 (2008); Hynes et al. Current Opinion in
Cell Biology 21, 177-184 (2009)). Em particular, a amplificacdo de ge-
ne levando a superexpressao de receptor e ativando mutacdes soma-
ticas € conhecida como ocorrendo em ERBB2 e EGFR em vérios can-
ceres (Sithanandam et al. Cancer Gene Ther 15, 413-448 (2008); Hy-
nes et al. Current Opinion in Cell Biology 21, 177-184 (2009); Wang et
al. Cancer Cell 10, 25-38 (2006); Yamauchi et al. Biomark Med 3, 139-
151 (2009)). Isto levou ao desenvolvimento de multiplos terapéuticos a
base de pequena molécula e anticorpo que tém como alvo EGFR e
ERBB2 (Baselga et al. Nature Reviews Cancer 9, 463-475 (2009); Al-
varez et al. Journal of Clinical Oncology 28, 3366-3379 (2010)). Embo-
ra o papel preciso de ERBB4 em oncogénese nédo seja bem estabele-
cido (Koutras et al. Critical Reviews in Oncology/Hematology 74, 73-78
(2010)), a transformacéo de mutacdes somaticas em ERBB4 foi repor-
tada em melanoma (Prickett et al. Nature Genetics 41, 1127-1132
(2009)). Recentemente, ERBB3 emergiu como um alvo terapéutico de
cancer potencial, dado que ele desempenha uma papel importante na
sinalizacdo de ERBB2 e € também implicado em promover resisténcia
aos terapéuticos existentes (Baselga et al. Nature Reviews Cancer 9,
463-475 (2009); Amin et al. Semin Cell Dev Biol 21, 944-950 (2010)).
Embora a amplificacdo e/ou superexpressao de ERBB3 seja conheci-
da em alguns canceres, somente a ocorréncia esporadica de muta-
cOes somaticas de ERBB3 foi reportada, embora a relevancia funcional
destas mutagOes nao tenha sido estudada. A invencéo fornecida neste
documento envolve a identificagdo de mutacdes soméaticas ERBB3
frequentes em canceres humanos.

SUMARIO DA INVENCAO

[006] A presente invencdo é baseada pelo menos em parte na
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descoberta de eventos mutacionais soméaticos multiplos no receptor
ERBB3 da familia do receptor de fator de crescimento epidérmico hu-
mano (HER) de tirosina cinases de receptor (RTK), que estdo associa-
dos com vérios tumores humanos incluindo, sem limitagdo, tumores
gastricos e de coélon. Acredita-se que estas mutacdes predispdem e/ou
contribuem diretamente para tumorigénese humana. De fato, como
descrito neste documento, ha evidéncia que algumas das mutacdes
promovem oncogenese in Vivo.

[007] Em um aspecto, a presente invencao proporciona agentes
de deteccao de cancer ErbB3. Em uma modalidade, o agente de de-
teccdo de cancer ErbB3 € um agente de deteccdo de cancer gastroin-
testinal ErbB3. Em outra modalidade, o agente de deteccdo compre-
ende um reagente capaz de ligar especificamente a uma mutagcao
ErbB3 em uma sequéncia de &cido nucleico ErbB3. Em outra modali-
dade, a sequéncia de acido nucleico ErbB3 compreende SEQ ID NO:3
ou 1.

[008] Em algumas modalidades, o reagente compreende um po-
linucleotideo de formula

[009] 5 Xa-Y-Zy, 3 Formula |,

[0010] em que

[0011] X é um acido nucleico e a esta entre cerca de 0 e cerca de
250;

[0012] Y € um cédon de mutacdo ErbB3; e

[0013] Z é um acido nucleico e b esta entre cerca de 0 e cerca de
250.

[0014] Em outra modalidade, o cédon de mutacdo codifica (i) um
aminoacido em uma posi¢cdo de SEQ ID NO:2 selecionada do grupo
consistindo em 104, 809, 232, 262, 284, 325, 846, 928, 60, 111, 135,
295, 406, 453, 498, 1089 e 1164; ou (i) um cédon de parada na posi-

cao 193. Em outra modalidade, o cancer gastrointestinal € cancer gas-
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trico ou cancer de célon.

[0015] Em outro aspecto, a presente invencao proporciona um me-
todo para determinar a presenca de cancer gastrointestinal ErbB3 em
um individuo. Em uma modalidade, o método compreende detectar em
uma amostra bioldgica obtida do individuo uma mutacdo em uma se-
guéncia de acido nucleico codificando ErbB3, em que a mutacao resul-
ta em uma mudanca de aminoacido em pelo menos uma posi¢ao da
sequéncia de aminoacido ErbB3 e em que a mutacado é indicativa de
um cancer gastrointestinal ErbB3 no individuo. Em outra modalidade, a
mutacdo resultante em uma mudanca de aminoacido € em uma posi-
cao de SEQ ID NO:2 selecionada do grupo consistindo em 104, 809,
232, 262, 284, 325, 846, 928, 60, 111, 135, 295, 406, 453, 498, 1089,
1164 e 193. Em outra modalidade, o cancer gastrointestinal é cancer
gastrico ou cancer de célon.

[0016] Em outro aspecto, a presente invencao proporciona um me-
todo para determinar a presenca de cancer gastrointestinal ErbB3 em
um individuo. Em uma modalidade, o método compreende detectar em
uma amostra bioldgica obtida do individuo a presenca ou auséncia de
uma mutacdo de aminoacido em uma sequéncia de 4cido nucleico co-
dificando ErbB3, em que a mutacao resulta em uma mudanca de ami-
noacido em pelo menos uma posicdo em SEQ ID NO: 2 selecionada
do grupo consistindo em 104, 809, 232, 262, 284, 325, 846, 928, 60,
111, 135, 295, 406, 453, 498, 1089, 1164, 193, 492 e 714, e em que a
presenca da mutacdo € indicativa de um cancer ErbB3 no individuo.
Em outra modalidade, o cancer de ErbB3 é selecionado do grupo con-
sistindo em gastrico, de célon, esofagico, retal, cecal, adenocarcinoma
de pulméo de célula ndo pequena (NSCLC), NSCLC (Carcinoma es-
camoso), carcinoma renal, melanoma, ovariano, célula grande de pul-
mao, cancer de pulmado de célula pequena (SCLC), hepatocelular

(HCC), pulméao e pancreatico.
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[0017] Em ainda outro aspecto, os métodos de determinacdo ain-
da compreendem uma das seguintes etapas adicionais: administrar um
agente terapéutico ao dito individuo, identificar o individuo em neces-
sidade, obter a amostra de um individuo em necessidade, ou qualquer
combinacdo das mesmas. Em uma modalidade, o agente terapéutico €
um inibidor de ErbB. Em outras modalidades, o inibidor de ErbB é se-
lecionado do grupo consistindo em um antagonista de EGFR, um an-
tagonista de ErbB2, um antagonista de ErbB3, um antagonista de
ErbB4 e um antagonista de EGFR/ErbB3. Em outra modalidade, o ini-
bidor é um inibidor de molécula pequena. Em uma modalidade, o an-
tagonista € um anticorpo antagonista. Em ainda outra modalidade, o
anticorpo € selecionado do grupo consistindo em um anticorpo mono-
clonal, um anticorpo biespecifico, um anticorpo quimérico, um anticor-
po humano, um anticorpo humanizado e um fragmento de anticorpo.

[0018] Em outro aspecto, a etapa de deteccdo compreende ampli-
ficacdo ou sequenciamento. Em uma modalidade, a detec¢do compre-
ende amplificar ou sequenciar a mutacédo e detectar a mutacao ou se-
guéncia da mesma. Em outra modalidade, a amplificagdo compreende
misturar um iniciador de amplificacdo ou par de iniciadores de amplifi-
cacdo com um gabarito de &cido nucleico isolado da amostra. Em ou-
tras modalidades, o iniciador ou par de iniciadores € complementar ou
parcialmente complementar a uma regiao proximal a ou incluindo a
dita mutacéo, e € capaz de iniciar polimerizacdo de &cido nucleico por
uma polimerase no gabarito de acido nucleico. Em outra modalidade, a
amplificacdo compreende ainda estender o iniciador ou par de iniciado-
res em uma reacédo de polimerizacdo de DNA compreendendo uma
polimerase e o0 acido nucleico de gabarito para gerar um amplicon. Em
outra modalidade, na amplificacdo ou no sequenciamento, a mutagao
€ detectada por um processo que inclui uma ou mais de: sequenciar a

mutacdo em um DNA gendmico isolado da amostra bioldgica, hibridi-
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zar a mutacao ou um amplicon da mesma para uma matriz, digerir a
mutagcdo ou um amplicon da mesma com uma enzima de restricao ou
amplificacdo de PCR em tempo real da mutacdo. Em ainda outra mo-
dalidade, a amplificacdo ou o sequenciamento compreende ainda se-
guenciar parcialmente ou totalmente a mutacdo em um &cido nucleico
isolado da amostra bioldgica. Em outras modalidades, a amplificacao
compreende realizar uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
transcriptase reversa PCR (RT-PCR) ou reacdo em cadeia da ligase
(LCR) usando um acido nucleico isolado da amostra biolégica como
um gabarito na PCR, RT-PCR ou LCR.

[0019] Em outro aspecto, a presente invencao proporciona um me-
todo para tratar cancer gastrointestinal em um individuo em necessi-
dade. Em uma modalidade, o método compreende a) detectar em uma
amostra biolégica obtida do individuo uma mutagdo em uma sequéncia
de &cido nucleico codificando ErbB3, em que a mutacdo resulta em
uma mudanca de aminoacido em pelo menos uma posicéo da sequén-
cia de aminoacido ErbB3 e em que a mutacédo € indicativa de um can-
cer gastrointestinal ErbB3 no individuo. Em outra modalidade, o méto-
do ainda compreende b) administrar um agente terapéutico ao dito in-
dividuo. Em outras modalidades, a mutacdo resultante em uma mu-
danca de aminoacido é em uma posicao de SEQ ID NO:2 selecionada
do grupo consistindo em 104, 809, 232, 262, 284, 325, 846, 928, 60,
111, 135, 295, 406, 453, 498, 1089, 1164 e 193. Em outra modalidade,
0 cancer gastrointestinal é cancer gastrico ou cancer de colon.

[0020] Em um aspecto, a presente invencao proporciona um me-
todo para tratar um cancer ErbB3 em um individuo. Em uma modalida-
de, o método compreende a) detectar em uma amostra bioldgica obti-
da do individuo a presenca ou auséncia de uma mutacdo de aminoa-
cido em uma sequéncia de acido nucleico codificando ErbB3, em que

a mutacdo resulta em uma mudanca de aminoacido em pelo menos
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uma posicao em SEQ ID NO: 2 selecionada do grupo consistindo em
104, 809, 232, 262, 284, 325, 846, 928, 60, 111, 135, 295, 406, 453,
498, 1089, 1164, 193, 492 e 714, e em que a presenca da mutacéo é
indicativa de um cancer ErbB3 no individuo. Em outra modalidade, o
método ainda compreende b) administrar um agente terapéutico ao
dito individuo. Em algumas modalidades, o cancer de ErbB3 é selecio-
nado do grupo consistindo em gastrico, de célon, esofagico, retal, ce-
cal, colorretal, adenocarcinoma de pulm&o de célula ndo pequena
(NSCLC), NSCLC (Carcinoma escamoso), carcinoma renal, melano-
ma, ovariano, célula grande de pulm&o, cancer de pulméo de célula
pequena (SCLC), hepatocelular (HCC), pulméao e pancreético.

[0021] Em outro aspecto, os métodos de tratamento envolvem ini-
bidores ErbB3. Em uma modalidade adicional, o agente terapéutico €
um inibidor de ErbB. Em outra modalidade, o inibidor de ErbB € sele-
cionado do grupo consistindo em um antagonista de EGFR, um anta-
gonista de ErbB2, um antagonista de ErbB3, um antagonista de ErbB4
e um antagonista de EGFR/ErbB3. Em ainda outra modalidade, o ini-
bidor é um inibidor de molécula pequena. Em uma modalidade, o an-
tagonista € um anticorpo antagonista. Em outras modalidades, o anti-
corpo é selecionado do grupo consistindo em um anticorpo monoclo-
nal, um anticorpo biespecifico, um anticorpo quimérico, um anticorpo
humano, um anticorpo humanizado e um fragmento de anticorpo.

Modalidades adicionais

[0022] Em um aspecto, a presente invencdo porporciona métodos
para determinar a presenca de cancer ErbB3 em um individuo em ne-
cessidade. Em uma modalidade, o método compreende a etapa de
detectar em uma amostra bioldgica obtida do individuo a presenca ou
auséncia de uma mutacao de aminoacido em uma sequéncia de acido
nucleico codificando ErbB3, em que a mutagao resulta em uma mu-

danca de aminoacido em pelo menos uma posicdo selecionada do
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grupo consistindo em M60, R193, A232, P262, V295, G325, M406,
D492, V714, Q809, R1089, T1164. Em outra modalidade, o método
ainda compreende administrar um agente terapéutico ao individuo. Em
outra modalidade, o método ainda compreende identificar o individuo
em necessidade. Em ainda outra modalidade, o método ainda com-
preende obter a amostra de um individuo em necessidade. Em outra
modalidade, o cancer de ErbB3 é selecionado do grupo consistindo
em gastrico, de célon, esofagico, retal, cecal, adenocarcinoma de pul-
mao de célula ndo pequena (NSCLC), NSCLC (Carcinoma escamoso),
carcinoma renal, melanoma, ovariano, célula grande de pulméo, can-
cer de pulmao de célula pequena (SCLC), hepatocelular (HCC), pul-
mao e pancreatico.

[0023] Em outro aspecto, a presente invencdo proporciona méto-
dos para determinar a presenca de cancer gastrointestinal ErbB3 em
um individuo em necessidade compreendendo detectar em uma amos-
tra biologica obtida do individuo uma mutacdo em uma sequéncia de
acido nucleico codificando ErbB3, em que a mutacdo resulta em uma
mudanca de aminoacido em pelo menos uma posicao selecionada do
grupo consistindo em V104, Y111, A232, P262, G284, T389 e Q809.
Em outra modalidade, o método ainda compreende administrar um a-
gente terapéutico ao individuo. Em outra modalidade, o método ainda
compreende identificar o individuo em necessidade. Em ainda outra
modalidade, o0 método ainda compreende obter a amostra de um indi-
viduo em necessidade. Em outra modalidade, o cancer gastrointestinal
ErbB3 é cancer gastrico ou cancer de colon.

[0024] Em outro aspecto, a presente invencdo proporciona méto-
dos para identificar cancer gastrointestinal ErbB3 em um individuo em
necessidade que é provavel de responder a antagonista de ErbB, o
dito método compreendendo detectar em uma célula de cancer gastro-

intestinal obtida do individuo uma mutacdo em uma sequéncia de aci-
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do nucleico codificando ErbB3, em que a mutacdo em pelo menos uma
posicdo selecionada do grupo consistindo em V104, Y111, A232,
P262, G284, T389 e Q809. Em outra modalidade, o método ainda
compreende administrar um agente terapéutico ao individuo. Em outra
modalidade, o0 método ainda compreende obter a amostra de um indi-
viduo em necessidade. Em outra modalidade, o cancer gastrointestinal
ErbB3 é cancer gastrico ou cancer de colon.

[0025] Em outro aspecto, a presente invencdo proporciona méto-
dos para tratar cancer ErbB3 em um individuo em necessidade Em
uma modalidade, o método compreende a etapa de detectar em uma
amostra bioldgica obtida do individuo a presenca ou auséncia de uma
mutacdo de aminoacido em uma sequéncia de &cido nucleico codifi-
cando ErbB3, em que a mutacao resulta em uma mudanca de aminoa-
cido em pelo menos uma posicao selecionada do grupo consistindo
em M60, R193, A232, P262, V295, G325, M406, D492, V714, Q809,
R1089, T1164. Em outra modalidade, o método ainda compreende a
etapa de administrar um agente terapéutico ao dito individuo.

[0026] Em outro aspecto, a presente invencdo proporciona méto-
dos para tratar cancer gastrointestinal ErbB3 em um individuo em ne-
cessidade. Em uma modalidade, o método compreende a etapa de
detectar em uma amostra bioldgica obtida do individuo uma mutacéo
em uma sequéncia de &cido nucleico codificando ErbB3, em que a mu-
tacdo resulta em uma mudanca de aminoacido em pelo menos uma
posicdo selecionada do grupo consistindo em V104, Y111, A232,
P262, G284, T389 e Q809. Em outra modalidade, o método ainda
compreende a etapa de administrar um agente terapéutico ao dito in-
dividuo.

[0027] Em uma modalidade, o agente terapéutico administrado
nos métodos da presente invencdo € um inibidor de ErbB. Em outra

modalidade, o inibidor de ErbB é selecionado do grupo consistindo em
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um antagonista de EGFR, um antagonista de ErbB2, um antagonista
de ErbB3, um antagonista de ErbB4 e um antagonista de EG-
FR/ErbB3. Em outra modalidade, o inibidor € um inibidor de molécula
pequena. Em algumas modalidades, o inibidor de ErbB é antagonista
de EGFR. Em outras modalidades, o inibidor de ErbB é um antagonis-
ta de ErbB2. Em outra modalidade, o inibidor de ErbB € um antagonis-
ta de ErbB3. Em outra modalidade, o inibidor de ErbB € um antagonis-
ta de ErbB4. Em algumas modalidades, o inibidor de ErbB é um anta-
gonista de EGFR/ErbB3. Em outras modalidades, o antagonista é um
anticorpo antagonista. Em algumas modalidades, o anticorpo € sele-
cionado do grupo consistindo em um anticorpo monoclonal, um anti-
corpo biespecifico, um anticorpo quimérico, um anticorpo humano, um
anticorpo humanizado e um fragmento de anticorpo.

[0028] Em outro aspecto, os métodos da presente invencdo com-
preende uma etapa de detec¢do na qual a sequéncia de acido nuclei-
co obtida da amostra é analisada para a presenca ou auséncia da(s)
mutac&do(6es). Em uma modalidade, a detecgcao compreende amplifi-
car ou sequenciar a mutagao e detectar a mutacdo ou sequéncia da
mesma. Em outra modalidade, a amplificacdo compreende misturar
um iniciador de amplificacéo ou par de iniciadores de amplificagdo com
um gabarito de acido nucleico isolado da amostra. Em outra modalida-
de, o iniciador ou par de iniciadores é complementar ou parcialmente
complementar a uma regido proximal a ou incluindo a dita mutagéo, e
€ capaz de iniciar polimerizacdo de acido nucleico por uma polimerase
no gabarito de acido nucleico. Em ainda outra modalidade, o método
ainda compreende estender o iniciador ou par de iniciadores em uma
reacao de polimerizacdo de DNA compreendendo uma polimerase e 0
acido nucleico de gabarito para gerar um amplicon. Em algumas mo-
dalidades, a mutacédo € detectada por um processo que inclui uma ou

mais de: sequenciar a mutacdo em um DNA gendmico isolado da a-
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mostra bioldgica, hibridizar a mutagdo ou um amplicon da mesma para
uma matriz, digerir a mutacdo ou um amplicon da mesma com uma
enzima de restricdo ou amplificacdo de PCR em tempo real da muta-
cdo. Em outras modalidades, o método compreende sequenciar parci-
almente ou totalmente a mutacdo em um &cido nucleico isolado da
amostra biolégica. Em uma modalidade, a amplificacdo compreende
realizar uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR), transcriptase re-
versa PCR (RT-PCR) ou reacdo em cadeia da ligase (LCR) usando um
acido nucleico isolado da amostra bioldégica como um gabarito na PCR,
RT-PCR ou LCR.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0029] arquivo desta patente contém pelo menos um desenho e-
xecutado em cores. CoOpias desta patente com desenho(s) em cores
serdo fornecidas pelo Escritério de Patentes e Marcas mediante solici-
tacdo e pagamento das taxas necessarias.

[0030] Figura 1. Amostras Proporciona uma lista das amostras de
tecido humano no estudo de ERBB3 em céanceres humanos.

[0031] Figura 2. Sequéncia de acido nucleico ERBB3 tipo selva-
gem representativa (N.° de Acessdo NM_001982) (SEQ ID NO: 1).
[0032] Figura 3. Sequéncia de acido nucleico ERBB3 tipo selva-
gem representativa (N.° de Acessédo NP_001973) (SEQ ID NO: 2).
[0033] Figura 4 (a-f). Mutacdes sométicas ERBB3. (a-b) Alteracbes
de proteina resultantes de mutacfes somaticas ERBB3 mapeadas so-
bre os dominios de proteina ERBB3 sdo mostradas. Muta¢des hotspot
representadas como mudancas de aminoacido repetitivas em um fun-
do vermelho claro. A altura da barra vertical de fundo em torno do re-
siduo mutado € proporcional a frequéncia de mutacdo nessa posicao
particular. (c-d) mutagbes somaticas ndo sinbnimas ERBB3 (triangulos
invertidos; triangulos vermelhos representam hotspots) representadas

sobre dominios de proteina ERBB3. O histograma no topo representa
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contagem de mutacdes em cada posicao detectada observada em
amostras neste estudo e outros estudos publicados (barras vermelhas
indicam mutacdes hotspot e barras azuis representam mutantes nao
hotspot adicionais testados para atividade). (e-f) Vista expandida e su-
plementada da Figura 4 (a-b). Figura 4 (a-f) fornece uma vista linear de
ErbB3 onde as Figuras 4a, c e e mostram uma metade N-terminal e as
Figuras 4b, d e f mostram uma metade C-terminal.

[0034] Figura 5. Expressao de mutantes ERBB3 (A,B) e expresséao
de ERBB2 (B) nas amostras de colon mutante ERBB3 como avaliada
usando dados RNA-seq (Seshagiri, S. et al. Comprehensive analysis of
colon cancer genomes identifies recurrent mutations and R-
spondin fusions. (Mansuscript in Preparation 2011)).

[0035] Figura 6. Ortélogos ERBB3 de alinhamento de sequéncia
multipla representando conservacgao através de sitios mutados. H. sa-
piens (NP_001973.2 (sequéncia de comprimento total € divulgada co-
mo SEQ ID NO: 126 e as varias regidoes sao divulgadas como SEQ ID
NOS 132-151, respectivamente, em ordem de aparicao)), P. troglody-
tes (XP_509131.2 (sequéncia de comprimento total € divulgada como
SEQ ID NO: 130 e as varias regides sao divulgadas como SEQ ID
NOS 212-229, respectivamente, em ordem de aparicao)), C. lupus
(XP_538226.2 (SEQ ID NO: 131)), B.taurus (NP_001096575.1 (se-
guéncia de comprimento total € divulgada como SEQ ID NO: 129 e as
varias regides sao divulgadas como SEQ ID NOS 192-211, respecti-
vamente, em ordem de aparicdo)), M.musculus (NP_034283.1 (se-
guéncia de comprimento total é divulgada como SEQ ID NO: 127 e as
varias regides sado divulgadas como SEQ ID NOS 152-171, respecti-
vamente, em ordem de apari¢cdo)) e R.norvegicus (NP_058914.2 (se-
guéncia de comprimento total é divulgada como SEQ ID NO: 128 e as
varias regides sado divulgadas como SEQ ID NOS 172-191, respecti-

vamente, em ordem de apari¢cdo)) foram alinhados usando Clustal W
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(Larkin, M. A. et al. Bioinformatics (Oxford, England) 23, 2947-2948
(2007)). Residuos mutados sdo mostrados em um fundo oval verme-
Iho.

[0036] Figura 7. Mutagbes ECD som’ticas frequentes (ou hotspot),
mostradas em vermelho, mapeadas em (A) uma estrutura cristal de
ERBB3 ECD "amarrado" [pdb 1M6B] (B), ou (B) em um modelo de he-
terodimero ERBB3/ERBB2 ECD "desamarrado” com base em dimero
EGFR ECD (pdb 1IVO) usando ERBB3 [pdb 1M6B] e ERBB2 [pdb
1N8Z]. O ligante ERBB3 mostrado como uma superficie cinza com ba-
se em EGF [pdb 1IVO] (C). Mutacdes somaticas de dominio de cinase
ERBB3 mostradas em vermelho mapeadas em uma estrutura do do-
minio de cinase ERBB3 [pdb 3LMG]. * = cdédon de parada.

[0037] Figura 8. Mutacdes somaticas ERBB3 mapeadas na estru-
tura de cristal ECD de ERBB3 (pdb 1M6B) colorida pelo dominio.
[0038] Figura 9. Mutantes ERBB3 suportam proliferagao indepen-
dente de EGF de células MCF10A em cultura 3D. Células MCF10A
expressando estavelmente mutantes ERBB3 ou sozinhos ou juntos
com cada um de EGFR ou ERBB2 mostram proliferacédo independente
de EGF. Estudos envolvendo MCF10A foram realizados na auséncia
de soro, EGF e NRG1. EV - vetor vazio.

[0039] Figura 10. Mutantes ERBB3 promovem EGF e crescimento
independente de ancoragem independente de soro. Imagem represen-
tativa representando colonias formadas por MCF10A expressando
ERBB3 ou sozinho ou em combinacdo com EGFR ou ERBB2 é mos-
trada (a). Quantificacdo das colbnias doensaio representado em (a) é
mostrada para mutantes ERBB3 em combinacdo com EGFR (b) ou
ERBB2 (c).

[0040] Figura 11. Células MCF10A expressando estavelmente mu-
tantes ERBB3 ou sozinhos (A) ou juntos com cada um de EGFR (B) ou

ERBB2 (C) mostram sinalizagéo a jusante elevada quando avaliadas

21676703v1l



15/112

por western blot. Estudos envolvendo MCF10A foram realizados na
auséncia de soro, EGF e NRG1. EV — vetor vazio.

[0041] Figura 12. Mutantes ERBB3 suportam proliferacado inde-
pendente de EGF de células MCF10A em cultura 3D. Células MCF10A
expressando estavelmente mutantes ERBB3 ou sozinhos ou juntos
com EGFR ou ERBB2 mostram grande arquitetura acinar, elevada co-
loracdo Ki67 e elevado indice de migracdo em comparacdo com
ERBB3/ ERBB2 expressando céluals MCF10A. Dados representam
média + SEM de trés experimentos independentes. Estudos envolven-
do MCF10A foram realizados na auséncia de soro, EGF e NRG1. EV —
vetor vazio.

[0042] Figuras 13A (a-b) mostram imagens representativas de cé-
lulas MCF10A expressando os mutantes ERBB3 indicados junto com
ERBB2 em seguida a migracdo de um transpo¢o no ensaio de migra-
cao (a) e quantificacao deste efeito de migracao (b).

[0043] Figuras 13B (a-e) mostram que mutantes ERBB3 suportam
crescimento independente de ancoragem de células epiteliais coloni-
cas IMCE. Células epiteliais colonicas IMCE expressando ou ERBB3
por si s6 ou em combinacdo com ERBB2 mostraram crescimento in-
dependente de ancoragem (a), elevado numero de coldnias (b), eleva-
da fosfo sinalizacédo (c, d) e crescimento in vivo () em comparacao
com ERBB3-WT/ERBB2 expressando células IMCE. EV — vetor vazio.
[0044] Figura 14. Mutantes ERBB3 transformam e promovem so-
brevivéncia independente de IL3 de células BaF3. Céluals BaF3 ex-
pressando estavelmente mutantes ERBB3 ou sozinhos ou juntos com
cada um de EGFR ou ERBB2 promove sobrevivéncia independente de
IL3. Estudos BaF3 foram realizados na auséncia de IL-3 e NRG1. EV =
vetor vazio; M = monémero & D = dimero.

[0045] Figuras 15A-C. Mutantes ERBB3 transformam e promovem

sobrevivéncia independente de IL3 de células BaF3. Células BaF3 ex-
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pressando estavelmente mutantes ERBB3 ou sozinhos (A) ou juntos
com cada um de EGFR (B) ou ERBB2 (C) promove uma elevagao na
fosforilacdo de ERBB3 e seus efetores a jusante. Estudos BaF3 foram
realizados na auséncia de IL-3 e NRG1. EV = vetor vazio; M = mono-
mero & D = dimero.

[0046] Figura 16. Uma imagem representativa de crescimento in-
dependente de ancoragem de células BaF3 expressando estavelmen-
te mutantes ERBB3 ou sozinhos ou em combinagdo com cada um de
EGFR ou ERBB2. Estudos BaF3 foram realizados na auséncia de IL-3
e NRGL1. EV = vetor vazio; M = monémero & D = dimero.

[0047] Figura 17. Anti-NRG1, um anticorpo de neutralizagdo de
NRG1 nao afeta sobrevivéncia independente de IL-3- de células BaF3
promovidas por mutantes ERBB3 coexpressados com ERBB2. Estu-
dos BaF3 foram realizados na auséncia de IL-3 e NRG1. EV = vetor
vazio; M = monémero & D = dimero.

[0048] Figura 18. Niveis elevados de mutante ERBB3 mu-
tant/heterodimeros ERBB2 em células BaF3 na auséncia de NRG1
como observado em material imunoprecipitado derivado em seguida a
reticulacdo das proteinas de superficie celular usando BS3. Estudos
BaF3 foram realizados na auséncia de IL-3 e NRG1. EV = vetor vazio;
M = mondémero & D = dimero.

[0049] Figura 19. Niveis elevados de mutante
ERBB3/heterodimeros ERBB2 em células BaF3 na auséncia de NRG1
como observado na superficie de célula detectados usando um ensaio
de ligacdo de proximidade 40. Estudos BaF3 foram realizados na au-
séncia de IL-3 e NRGL1. EV = vetor vazio; M = monémero & D = dime-
ro.

[0050] Figura 20A-C. Quantificacdo de heterodimeros ERBB3-
ERBB2. Imagens de Ensaio de ligacdo de proximidade (Figura 17) fo-

ram analisadas usando ferramenta de software de imagem Duolink
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(Uppsala, Sweden). Pelo menos 100 células de 5 a 6 campos de ima-
gem para a combinacdo indicada de células expressando ERBB3 e
ERBB2 foram analisadas para sinal (pontos vermelhos) resultando de
dimeros ERBB2/ERBB3. O ensaio foi realizado com anticorpo FLAG
(ERBB3) e gD (ERBB2) (A) ou anticorpos ERBB3 e ERBB3 nativos
(B). Os dados sdo mostrados como Média £ SEM. Figura 20C mostra
gue NRGL1 foi incapaz de suportar sobrevivéncia de células BaF3 ex-
pressando ERBB3-WT ou mutantes sozinhos.

[0051] Figura 21. Mutantes ERBB3 ECD mostram elevada sobre-
vivéncia de BaF3 independente de IL-3 em resposta a dose diferente
de ligante exdégeno NRGL1. Estudos BaF3 foram realizados na ausén-
cia de IL-3. EV = vetor vazio; M = mondémero & D = dimero.

[0052] Figura 22. Mutantes ERBB3 promovem oncogénese e le-
vam a sobrevivéncia geral reduzida. As curvas de sobrevivéncia Ka-
plan-Meier para coortes de camundongos implantados com células
BaF3 expressando a combinacdo indicada mutante ERBB3/ERBB2
mostram sobrevivéncia geral reduzida em comparacdo com célula de
controle BaF3 (vetor) (n = 10 para bragos; teste Log-rank p<0,0001).
[0053] Figura 23. Andlise citométrica de fluxo de células de medula
Ossea totais (A) e células de baco (B) isoladas de camundongos rece-
bendo células BaF3 dirigidas para GFP expressando os varios mutan-
tes ERBB3/ERBB2-WT.

[0054] Figura 24. NUumero médio de células positivas GFP na me-
dula 6ssea (A) e baco (B) de camundongos (n = 3) dos bracgos de es-
tudo indicados € mostrado.

[0055] Figura 25. Peso médio de baco (A) e figado (B) dos ca-
mundongos (n=3) nos bracos de estudo indicados é representado.
[0056] Figura 26. Secdes representativas de medula 6ssea corada
com H&E (superiores), baco (intermediarias) e figado (inferiores) dos

mesmos camundongos analisados na Figura 21. A medula éssea de
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animais vetores vazios consiste em células hematopoiéticas normais. *
= células de tumor infiltrantes, R = polpa vermelha, W = foliculos linfoi-
des de polpa branca. Em secéo de baco ndo marcada, h4 uma perda
de arquitetura de polpa vermelha/branca devido a rompimento por cé-
lulas de tumor infiltrantes. A barra de escala corresponde a 100um.
[0057] Figura 27. Imagens representativas de baco e figado de
camundongos transplantados com mutante ERBB3 expressando célu-
las BaF3 sao mostradas.

[0058] Figura 28. Eficacia de anticorpos anti-ERBB e inibidores de
molécula pequena em atividade oncogénica de mutantes ERBB3. Efei-
to de terapéuticos dirigidos na proliferacdo independente de IL-3 de
células BaF3 expressando estavelmente mutantes ERBB3 junto com
ERBB2 como indicado na figura.

[0059] Figura 29. Imagens representativas do efeito de terapéuti-
cos dirigidos no crescimento independente de ancoragem de células
BaF3 expressando estavelmente mutantes ERBB3 junto com ERBB2
como indicado na figura.

[0060] Figura 30. Esquematico representando os receptores ERBB
e varios agentes dirigidos que foram testados neste estudo.

[0061] Figura 31. Anticorpos anti-ERBB3 estao efetivamente diri-
gindo mutantes ERBB3 in vivo. Eficacia de 10mg/kg de anticorpos QW
trastuzumab (Tmab), 50mg/kg QW anti-ERBB3.1 e 100mg/kg QW anti-
ERBB3.2 no bloqueio de doenca tipo leucemia induzida por células
BaF3 expressando mutante ERBB3 G284R (A) ou Q809R (B) em
combinacdo com ERBB2. Grupo tratado com anticorpo de controle
(Control Ab) recebe 40 mg/kg de anticorpo QW anti-Ragweed.

[0062] Figura 32. Efeito de terapéuticos dirigidos em células BaF3
expressando estavelmente mutantes ERBB3 junto com ERBB2 como
indicado na figura. Concentracdo de anticorpos e inibidores de molécu-

la pequena usados para tratamento € a mesma que a indicada na Fi-
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gura 27.

[0063] Figura 33. Efeito de anticorpos ERBB e inibidores de molé-
cula pequena na fosforilacdo de ERBB3 e sinalizacao a jusante de mo-
léculas em BaF3 a 8 h apos tratamento € mostrado. Efeito destes
mesmos agentes a 24 h € mostrado na Fig. 30.

[0064] Figura 34. Proporcdo de células BaF3 infiltrantes expres-
sando mutante ERBB3, G284R (A) e Q809R (B) em medula 6ssea
(BM) e baco em seguida ao tratamento com o0s anticorpos como indi-
cado na figura.

[0065] Figura 35. Peso de figado e baco de animal implantado
com células mutantes ERBB3, G284R (A) e Q809R (B), em seguida a
tratamento com os anticorpos como indicado.

[0066] Figura 36. Célula BaF3 GFP positiva infiltrante expressando
mutante ERBB3 isolada de baco e medula 6ssea de camundongos
implantados com estas células € mostrada.

[0067] Figura 37A-H. Mutantes ERBB3 transformam e promovem
sobrevivéncia independente de IL3 de células BaF3. (A) Sobrevivéncia
independente de IL3 de células BaF3 expressando estavelmente mu-
tantes ERBB3 ou sozinhos ou junto com ERBB2 ou ERBB2-KD. (B)
Uma imagem representativa de crescimento independente de ancora-
gem de células BaF3 expressando estavelmente mutantes ERBB3 ou
sozinhos ou em combinacdo com cada um de ERBB2 ou ERBB2-KD.
(C) Grafico de barras mostrando o numero de coldnicas formadas por
células BaF3 expressando os mutantes ERBB3 junto com ERBB2
mostradas em (B). Muito poucas col6nicas foram formadas por células
expressando mutantes ERBB3 sozinhos ou em combinagdo com
ERBB2-KD. (D-F) Western blot mostrando estado de pERBBS,
PERBB2, pAKT e pERK de células BaF3 expressando mutantes
ERBB3 ou sozinhos (D) ou em combinacdo com ERBB2 (E) ou
ERBB2-KD (F). (G) Anti-NRG1, um anticorpo de neutralizagédo de N-

21676703v1l



20/112

RG1 ndo afeta sobrevivéncia independente delL-3- de células BaF3
promovidas por mutantes ERBB3 coexpressados com ERBB2. (H) Mu-
tantes ERBB3 ECD mostram elevada sobrevivéncia de BaF3 indepen-
dente de IL-3 em resposta a dose crescente de NRG1 exdgeno. Estu-
dos BaF3 foram realizados na auséncia de IL-3 (A-H) e NRG1 (A-F).
EV = vetor vazio; M = monémero & D = dimero.

[0068] Figuras 38A-J. Knockdowns de ERBB3 mediado por shRNA
retarda crescimento de tumor. (A-J) CW-2 e DV-90 expressando esta-
velmente ERBB3 indutivel dirigindo shRNA mediante inducdo dox
mostrou niveis inferiores de ERBB3 e pERK (A, B), crescimento inde-
pendente de ancoragem (C-F) e crescimento in vivo reduzido (H, J) em
comparacdo com células ndo induzidas (A-F) ou células expressando
shRNA dirigindo luciferase (A-F, G & ). Dados em (E, F) representam
0 numero de coldnias independentes de ancoragem formadas quantifi-
cadas de multiplos campos de imagem como aguele mostrado em (C,
D). Os dados sao mostrados como Média + SEM.

[0069] Figura 39 fornece uma sequéncia de acido nucleico (SEQ
ID NO: 3) e sequéncia de aminoacido (SEQ ID NO: 2) para ErbB3. As
mutaces da presente invencdo sao indicadas pelos aminoacidos en-
guadrados e cédons enquadrados/sublinhados.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0070] A prética da presente invencdo empregara, a menos que de
outro mod indicado, técnicas convencionais de biologia molecular (in-
cluindo técnicas recombinantes), microbiologia, biologia celular e bio-
guimica as quais estédo dentro da habilidade na técnica. Essas técnicas
sdo explicadas totalmente na literatura, tal como, “Molecular Cloning: A
Laboratory Manual”, 2™ edition (Sambrook et al., 1989); “Oligonucleo-
tide Synthesis” (M.J. Gait, ed., 1984); “Animal Cell Culture” (R.l. Fresh-
ney, ed., 1987); “Methods in Enzymology” (Academic Press, Inc.);
“Handbook of Experimental Immunology”, 4™ edition (D.M. Weir & C.C.
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Blackwell, eds., Blackwell Science Inc., 1987); “Gene Transfer Vectors
for Mammalian Cells” (J.M. Miller & M.P. Calos, eds., 1987); “Current
Protocols in Molecular Biology” (F.M. Ausubel et al., eds., 1987); e “P-
CR: The Polymerase Chain Reaction”, (Mullis et al., eds., 1994).
Definicbes

[0071] A menos que de outro modo definido, todos os termos da
técnica, notacdes e outra terminologia cientifica utilizada aqui séo des-
tinados a ter os significados comumente entendidos por aqueles ver-
sados na técnica a qual esta invencao pertence. Em alguns casos,
termos com significados comumente entendidos sao definidos neste
documento para clareza e/ou para pronta referéncia, e a incluséo des-
sas definicbes neste documento ndo deve necessariamente ser inter-
pretada para representar uma diferenca substancial sobre o que é ge-
ralmente entendido na técnica. As técnicas e os procedimentos descri-
tos ou referenciados neste documento sao geralmente bem entendidos
e comumente empregados usando metodologia convencional por a-
gueles versados na técnica tal como, por exemplo, as metodologias de
clonagem molecular amplamente utilizadas descritas em Sambrook et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2nd. edition (1989) Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. Conform
apropriado, os procedimentos envolvendo o uso de kits e reagentes
comercialmente disponiveis € geralmente conduzido de acordo com 0s
protocolos e/ou parametros definidos pelo fabricante, a menos que de
outra forma observado. Antes de os presentes métodos, kits e usos
para 0s mesmos serem descritos, € para ser entendido que esta in-
vencao ndo é limitada a metodologia, aos protocolos, linhagens de cé-
lulas, espécies ou géneros animais, constructos e reagentes particula-
res descritos e como tal, obviamente, podem variar. Deve também ser
entendido que a terminologia usada neste documento € para finalida-

des de descrever modalidades particulares somente, e ndo pretende

21676703v1l



22/112

limitar o escopo da presente invencdo o qual sera limitado somente
pelas reivindicacOes anexadas.
[0072] Deve-se notar que, como usado neste documento e nas

reivindicagOes anexadas, as formas singulares "um" "uma" e "o/a" in-
cluem referentes plurais a menos que o contexto claramente determine
de outra forma.

[0073] Ao longo deste relatorio descritivo, a palavra "compre-
endem", ou variagdes como "compreende” ou "compreendendo” serao
entendidas para implicar a inclusdo de um numero inteiro declarado ou
grupos de numeros inteiros, mas ndo a exclusdo de qualquer outro
ndmero inteiro ou grupo de ndmeros inteiros.

[0074] O termo “polinucleotideo” ou “acido nucleico”, como usado
intercambiavelmente neste documento, se refere a polimeros de nu-
cleotideos de qualquer tamanho e inclui DNA e RNA. Os nucleotideos
podem ser desoxirribonucleotideos, ribonucleotideos, nucleotideos
modificados ou bases e/ou seus analogos ou qualquer substrato que
pode ser incorporado em um polimero por polimerase de DNA ou
RNA. Um polinucleotideo pode compreender nucleotideos modifica-
dos, tal como nucleotideos metilados e seus analogos. Se presente, a
modificacdo da estrutura de nucleotideo pode ser transmitida antes ou
apos a montagem do polimero. A sequéncia de nucleotideos pode ser
interrompida por componentes ndo nucleotideo. Um polinucleotideo
ainda pode ser modificado apds polimerizacao, tal como por conjuga-
¢ao com um componente de marcacao. Outros tipos de modificacOes
incluem, por exemplo, “capas”, substituicdo de um ou mais dos nucleo-
tideos ocorrendo naturalmente por um analogo, modificacées internu-
cleotideo, tal como, por exemplo, aquelas com ligacBes ndo carrega-
das (por exemplo, metil fosfonatos, fosfotriésteres, fosfoamidatos, car-
bamatos, etc.) e com ligacbes carregadas (por exemplo, fosforotioatos,

fosforoditioatos, etc.), aquelas contendo fragcdes pendentes, tal como,
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por exemplo, proteinas (por exemplo, nucleases, toxinas, anticorpos,
peptideos sinal, poli-L-lisina, etc.), aquelas com intercaladores (por e-
xemplo, acridina, psoralen, etc.), aguelas contendo quelantes (por e-
xemplo, metais, metais radioativos, boro, metais oxidativos, etc.), a-
guelas contendo alquilantes, aquelas com ligacbes modificadas (por
exemplo, acidos nucleicos alfa anoméricos, etc.), assim como formas
nao modificadas do(s) polinucleotideo(s). Além disso, qualquer um dos
grupos hidroxil ordinariamente presentes nos acucares pode ser subs-
tituido, por exemplo, por grupos fosfonato, grupos fosfato, protegido
por grupos de protecdo padrédo ou ativado para preparar ligacoes adi-
cionais aos nucleotideos adicionais, ou pode ser conjugado a suportes
sélidos. O OH 5' e 3' terminal pode ser fosforilado ou substituido por
aminas ou fracbes de grupos de capeamento organicos de 1 a 20 a-
tomos de carbono. Outras hidroxilas também podem ser derivatizadas
para grupos de protecdo padrdo. Polinucleotideos também podem
conter formas analogas de acucares ribose or desoxirribose que sao
geralmente conhecidos na técnica incluindo, por exemplo, 2'-O-metil-
2'-O-alil, 2'-fluor- ou 2'-azido-ribose, analogos de acucar carbociclico,
acucares .alfa.-anoméricos, acucares epiméricos, tal como arabinose,
xiloses ou lixoses, acucares de piranose, aclUcares de furanose, sedo-
heptuloses, analogos aciclicos e analogos de nucleosideo abasicos,
tal como metil ribosida. Uma ou mais ligacdes fosfodiéster podem ser
substituidas por grupos de ligacao alternativos. Estes grupos de liga-
¢ao alternativos incluem, mas nédo sdo limitados a, modalidades em
gue fosfato € substituido por P(O)S("tioato"), P(S)S ("ditioato™), "(O)NR
2 ("amidato"), P(O)R, P(O)OR', CO ou CH2 (“formacetal"), nas quais
cada R ou R' é independentemente H ou alquil substituido ou insubsti-
tuido (1-20 C) opcionalmente contendo uma ligacao éter (--O--), arila,
alguenila, cicloalquila, cicloalquenila ou araldila. Nem todas as ligaces

em um polinucleotideo precisam ser idénticas. A descricdo precedente
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se aplica a todos os polinucleotideos citados neste documento, inclu-
indo RNA e DNA.

[0075] “Oligonucleotideo”, como usado neste documento, se refere
a polinucleotideos curtos de fita simples que sdo de pelo menos cerca
de sete nucleotideos no comprimento e menos de 250 nucleotideos no
comprimento. Oligonucleotideos podem ser sintéticos. Os termos "oli-
gonucleotideo" e "polinucleotideo” sdo ndo mutuamente exclusivos. A
descricdo acima para polinucleotideos é igualmente e completamente
aplicavel a oligonucleotideos.

[0076] O termo “iniciador” se refere a um polinucleotideo de fita
simples que é capaz de hibridizar a um acido nucleico e permitir a po-
limerizacdo de um acido nucleico complementar, geralmente fornecen-
do um grupo 3'--OH livre.

[0077] Como usado neste documento, o termo "gene" se refere a
uma sequéncia de DNA que codifica através de seu gabarito ou RNA
mensageiro uma sequéncia de aminoacidos caracteristica de um pep-
tideo, polipeptideo ou proteina especifica. O termo "gene" também se
refere a uma sequéncia de DNA que codifica um produto de RNA. O
termo gene como usado neste documento com referéncia a DNA ge-
ndémico inclui regides intervenientes, nao codificadoras, assim como
regides reguladoras e pode incluir extremidades 5' e 3'.

[0078] O termo “mutacdo somatica” ou “variacdo somatica” se re-
fere a uma mudanca em uma sequéncia de nucleotideo (por exemplo,
uma insercgao, delecao, inversao ou substituicdo de um ou mais nucle-
otideos) a qual é adquirida em uma célula do corpo em oposicao a
uma célula de linhagem germinal. O termo também engloba a mudan-
ca correspondente no complemento da sequéncia de nucleotideo, a
menos que de outro modo indicado.

[0079] O termo “variacdo de aminoacido” se refere a uma mudan-

ca em uma sequéncia e aminoacido (por exemplo, uma insercao,
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substituicdo ou delecdo de um ou mais aminoacidos, tal como uma
delecado interna ou uma truncagem N- ou C-terminal) relativa a uma
sequéncia de referéncia.

[0080] O termo “variacao” se refere a cada uma de uma variagao
de nucleotideo ou uma variacdo de aminoacido.

[0081] O termo “uma variagdo genética em uma posicao de nucle-
otideo correspondente a uma mutacdo somatica”, “uma variacdo de
nucleotideo em uma posicdo e nucleotideo correspondendo a uma
mutacdo somatica” e variacdes gramaticais do mesmo se referem a
uma variacao de nucleotideo em uma sequéncia de polinucleotideo na
posicdo de DNA correspondente relativa ocupada pela dita mutacéo
somatica. O termo também engloba a variacdo correspondente no
complemento da sequéncia de nucleotideo, a menos que de outro mo-
do indicado.

[0082] O termo “matriz” or “micromatriz” se refere a um arranjo or-
denado de elementos de matriz hibridizaveis, preferivelmente sondas
de polinucleotideo (por exemplo, oligonucleotideos) em um substrato.
O substrato pode ser um substrato sélido, tal como uma lamina de vi-
dro, ou um substrato semissolido, tal como membrana de nitrocelulose.
[0083] O termo "amplificacdo" se refere ao processo para produzir
uma ou mais copias de uma sequéncia de acido nucleico de referéncia
ou seu complemento. Amplificacdo pode ser linear ou exponencial (por
exemplo, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)). Uma "cépia" ndo
significa necessariamente complementariedade ou identidade de se-
guéncia perfeita em relacdo a sequéncia modelo. Por exemplo, as c6-
pias podem incluir analogos de nucleotideo, tal como desoxinosina,
alteragdes de sequéncia intencionais (tal como alterac6es de sequén-
cia introduzidas por meio de um iniciador compreendendo uma se-
guéncia que é hibridizavel, mas ndo completamente complementar ao

modelo) e/ou erros de sequéncia que ocorrem durante amplificacao.
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[0084] O termo "oligonucleotideo especifico de mutacdo” se refere
a um oligonucleotideo que hibridiza para uma regido de um acido nu-
cleico alvo que compreende uma variacdo de nucleotideo (frequente-
mente uma substituicdo). "Hibridizacdo especifica de mutacdo somati-
ca" significa que quando um oligonucleotideo especifico de mutacéo é
hibridizado para seu &cido nucleico alvo, um nucleotideo no oligonu-
cleotideo especifico de mutacdo especificamente emparelha em base
com a variacao de nucleotideo. Um oligonucleotideo especifico de mu-
tacdo somatica capaz de hibridizacdo especifica de mutacdo com res-
peito a uma variacdo de nucleotideo particular € dito ser "especifico
para" essa variacgao.

[0085] O termo "iniciador especifico de mutacao" se refere a um
oligonucleotideo especifico de mutacdo que é um iniciador.

[0086] O termo "ensaio de extensao de iniciador" se refere a um
ensaio no qual nucleotideos sdo adicionados a um acido nucleico re-
sultando em um &acido nucleico mais longo ou "produto de extensao"
que é detectado diretamente ou indiretamente. Os nucleotideos podem
ser adicionados para estender a extremidade 5' ou 3' do acido nuclei-
co.

[0087] O termo "ensaio de incorporacado de nucleotideo especifico
de mutacéo" se refere a um ensaio de extenséo de iniciador no qual
um iniciador € (a) hibridizado a &cido nucleico alvo em uma regido que
€ 3' ou 5' de uma variacao de nucleotideo e (b) estendido por uma po-
limerase, desse modo incorporando no produto de extensdo um nucle-
otideo que é complementar a variagdo de nucleotideo.

[0088] O termo "ensaio de extensao de iniciador especifico de mu-
tacao" se refere a um ensaio de extensao de iniciador no qual um ini-
ciador especifico de mutacéo é hibridizado a um acido nucleico alvo e
estendido.

[0089] O termo "ensaio de hibridizacdo de oligonucleotideo especi-
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fico de mutacao" se refere a um ensaio no qual (a) um oligonucleoti-
deo especifico de mutagéo € hibridizado a um acido nucleico alvo e (b)
a hidridizacao é detectada diretamente ou indiretamente.

[0090] O termo "ensaio de nuclease 5" se refere a um ensaio no
gual a hibridizacdo de um oligonucleotideo especifico de mutacdo a
um acido nucleico alvo permite clivagem nucleolitica da sonda hibridi-
zada, resultando em um sinal detectavel.

[0091] O termo "ensaio empregando molecular beacons" se refere
a um ensaio no qual a hibridizacdo de um oligonucleotideo especifico
de mutacdo a um acido nucleico alvo resulta em um nivel sinal detec-
tavel que é mais alto do que o nivel de sinal detectavel emitido pelo
oligonucleotideo livre.

[0092] O termo "ensaio de ligacdo de oligonucleotideo" se refere a
um ensaio no qual um oligonucleotideo especifico de mutacdo e um
segundo oligonucleotideo sao hibridizados adjacentes um ao outro em
um acido nucleico alvo e ligados juntos (seja diretamente ou indireta-
mente por meio de nucleotideos intervenientes) e o produto de ligacao
€ detectado diretamente ou indiretamente.

[0093] O termo "sequéncia-alvo", "acido nucleico alvo" ou "se-
guéncia de acido nucleico alvo" se refere geralmente a uma sequéncia
de polinucleotideo de interesse na qual uma variacdo de nucleotideo é
suspeita ou conhecida por residir, incluindo copias desse acido nuclei-
co alvo geradas por amplificacao.

[0094] O termo "deteccao" inclui qualquer meio de detecc¢ao inclu-
indo deteccgdao direta e indireta.

[0095] Os termos "cancer" e "canceroso” se referem ou descrevem
a condicéao fisiolégica em mamiferos que € tipicamente caracterizada
por crescimento de células desregulado. O cancer diagnosticado de
acordo com a presente invencdo € qualquer tipo de cancer caracteri-

zado pela presenca de uma mutacao ErbB3, especificamente incluindo
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cancer metastatico ou ndo ressecavel localmente avancado, incluindo,
sem limitacdo, gastrico, de célon, esofagico, retal, cecal, colorretal, a-
denocarcinoma de pulmao de célula ndo pequena (NSCLC), NSCLC
(Carcinoma escamoso), carcinoma renal, melanoma, ovariano, célula
grande de pulmdo, cancer de pulmao de célula pequena (SCLC), he-
patocelular (HCC), cancer de pulméao, cancer de cabeca e pescoco e
pancreatico.

[0096] Com usado neste documento, um individuo "em risco" de
desenvolver cancer pode ou pode néo ter doenca ou sintomas de do-
enca detectaveis e pode ou pode nédo ter exibido doenca ou sintomas
de doenca detectaveis antes dos métodos de diagndstico descritos
neste documento. "Em risco" denota que um individuo tem um ou mais
fatores de risco os quais sdo parametros mensuraveis que se correla-
cionam com o desenvolvimento de cancer, como descrito neste docu-
mento e conhecido na técnica. Um individuo tendo um ou mais destes
fatores de risco tem uma probabilidade mais alta de desenvolver can-
cer do que um individuo sem um ou mais destes fatores de risco.
[0097] O termo "diagnostico" € usado neste documento para se
referir a identificacdo ou classificacdo de um estado molecular ou pato-
l6gico, doenca ou condicdo, por exemplo, cancer. "Diagndstico” tam-
bém pode se referir a classificacdo de um subtipo particular de cancer,
por exemplo, por caracteristicas moleculares (por exemplo, uma sub-
populacdo de pacientes caracterizada por variacdo(6es) de nucleoti-
deo em um gene ou regido de acido nucleico particular).

[0098] O termo "auxiliar diagnostico” é usado neste documento
para se referir a métodos que auxiliam a fazer uma determinacao clini-
ca a respeito da presenca, ou natureza, de um tipo particular de sinto-
ma ou condi¢do de cancer. Por exemplo, um método de auxiliar diag-
néstico de cancer pode compreender medir a presenca ou auséncia de

um ou mais marcadores genéticos indicativos de cancer ou um risco
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elevado de ter cancer em uma amostra biolégica de um individuo.
[0099] O termo "prognodstico” € usado neste documento para se
referir a predicdo da probabilidade de desenvolver cancer. O termo
"predicao” é usado neste documento para se referir a probabilidade de
gue um paciente respondera ou favoravelmente ou desfavoravelmente
a uma droga ou conjunto de farmacos. Em uma modalidade, a predi-
cao se refere a extensédo dessas respostas. Em uma modalidade, a
predicdo se refere a se e/ou a probabilidade que um paciente sobrevi-
vera ou melhorara em seguida ao tratamento, por exemplo, tratamento
com um agente terapéutico particular e, por um certo periodo de tem-
po, sem recorréncia da doenca. Os métodos preditivos da invencéo
podem ser usados clinicamente para tomar decisdes de tratamento
escolhendo as modalidades de tratamento mais apropriadas para
gualquer paciente particular. Os métodos preditivos da presente inven-
cao sao ferramentas valiosas na predicdo se um paciente esta inclina-
do a responder favoravelmente a um regime de tratamento, tal como
um dado regime terapéutico, incluindo, por exemplo, administracao de
um dado agente ou combinacéo terapéutica, intervencgao cirdrgica, tra-
tamento com esteroide, etc., ou se a sobrevivéncia a longo prazo do
paciente, em seguida a um regime terapéutico, € provavel.

[00100] Como usado neste documento, "tratamento” se refere a in-
tervencéo clinica em uma tentativa de alterar o curso natural do indivi-
dual ou célula sendo tratada, e pode ser executado antes ou durante o
curso da patologia clinica. Efeitos desejaveis de tratamento incluem
prevenir a ocorréncia ou recorréncia de uma doenca ou uma condicao
ou sintoma da mesma, aliviar uma condi¢cdo ou sintoma da doenca,
diminuir quaisquer consequéncias patoldgicas diretas ou indiretas da
doenca, diminuir a taxa de progresséo da doenca, melhorar ou paliar o
estado da doenca e atingir remissdo ou prognostico melhorado. Em

algumas modalidades, métodos e composicdes da invencdo sao uteis
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em tentativas para retardar o desenvolvimento de uma doenca ou dis-
tarbio.

[00101] Um "agente terapéutico de cancer", um "efeito de agente
terapéutico para tratar cancer"”, e variagbes gramaticais dos mesmos,
como usados neste documento, se referem a um agente que quando
fornecido em uma quantidade eficaz é conhecido, clinicamente de-
monstrado ou esperado por clinicos como fornecendo um beneficio
terapéutico em um individuo que tem cancer. Em uma modalidade, a
frase inclui qualguer agente que é comercializado por um fabricante,
ou de outro modo usado por clinicos licenciados, como um agente cli-
nicamente aceito que quando fornecido em uma quantidade eficaz se-
ria esperado de fornecer um efeito terapéutico em um individuo que
tem cancer. Em varias modalidades nédo limitantes, um agente terapéu-
tico de cancer compreende agentes de quimioterapia, inibidores de
dimerizacdo HER, anticorpos HER, anticorpos dirigidos contra antige-
nos associados a tumor, compostos anti-hormonais, citocinas, farma-
cos dirigidas a EGFR, agentes antiangiogénicos, inibidores de tirosina
cinases, agentes e anticorpos inibidores de crescimento, agentes cito-
toxicos, anticorpos que induzem apoptose, inibidores COX, inibidores
de farnesil transferase, anticorpos que ligam proteina oncofetal CA
125, vacinas HERZ2, inibidores Raf ou ras, doxorrubicina lipossomal,
topotecano, taxeno, inibidores de tirosina cinase duais, TLK286, EMD-
7200, pertuzumabe, trastuzumabe, erlotinibe e bevacizumabe.

[00102] Uma "guimioterapia” é o uso de um composto quimico util
no tratamento de cancer. Exemplos de agentes quimioterapéuticos,
usados em quimioterapia, incluem agentes de alquilacao, tal como tio-
tepa e CYTOXANO ciclosfosfamida; alquil sulfonatos, tal como busul-
fan, improsulfan e piposulfan; aziridinas, tal como benzodopa, carbo-
guone, meturedopa e uredopa; etileniminas e metilamelaminas incluin-

do altretamina, trietilenomelamine, trietilenofosforamida, trietilenotiofos-
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foramida e trimetilolomelamina; TLK 286 (TELCYTA™); acetogeninas
(especialmente bulatacina e bulatacinona); delta-9-tetrahidrocanabinol
(dronabinol, MARINOLLD); beta-lapachona; lapachol; colchicinas; acido
betulinico; uma camptotecina (incluindo analogo sintético topotecano
(HYCAMTINDO), CPT-11 (irinotecano, CAMPTOSAR[), acetilcampto-
tecina, escopolectina e 9-aminocamptotecina); briostatina; calistatina;
CC-1065 (incluindo seus analogos sintéticos adozelesina, carzelesina
e bizelesina); podofilotoxina; acido podofilinico; teniposida; criptoficinas
(particularmente criptoficina 1 e criptoficina 8); dolastatina; duocarmici-
na (incluindo os analogos sintéticos, KW-2189 e CB1-TM1); eleutero-
bina; pancratistatina; uma sarcodictina; espongistatina; nitrogénio mos-
tardas, tal como clorambucil, clornafazina, colofosfamida, estramusti-
na, ifosfamida, mecloretamina, cloridrato de 6xido de mecloretamina,
melfalan, novembicina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, uracil
mostarda; nitrosureias, tal como, carmustina, clorozotocina, fotemusti-
na, lomustina, nimustina e ranimnustina; bisfosfonatos, tal como clo-
dronato; antibioticos, tal como os antibiéticos enedina (por exemplo,
caligueamicina, especialmente caligueamicina gammll e caliqueamici-
na dmegall (ver, por exemplo,., Agnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33: 183-
186 (1994)) e antraciclinas, tal como anamicina, AD 32, alcarrubicina,
daunorrubicina, dexrazoxano, DX-52-1, epirrubicina, GPX-100, idarru-
bicina, KRN5500, menogaril, dinemicina, incluindo dinemicina A, uma
esperamicina, croméforo neocarzinostatina e cromoforos de antibiético
enedina de cromoproteina relacionados, aclacinomisinas, actinomicina,
autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, carmi-
nomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, detorrubicina, 6-
diazo-5-oxo-L-norleucina, ADRIAMYCINIO doxorrubicina (incluindo
morfolino-doxorrubicina,  cianomorfolino-doxorrubicina,  2-pirrolino-
doxorrubicina, doxorrubicina lipossomal e desoxidoxorrubicina), esor-

rubicina, marcelomicina, mitomicinas, tal como mitomicina C, acido mi-
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cofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, pu-
romicina, guelamicina, rodorrubicina, estreptonigrina, estreptozocina,
tubercidina, ubenimex, zinostatina, e zorrubicina; analogos de acido
félico, tal como denopterina, pteropterina e trimetrexato; analogos de
purina, tal como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina e tioguanina;
analogos de pirimidina, tal como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina,
carmofur, citarabina, dideoxiuridina, doxifluridina, enocitabina e floxur-
ridina; andrégenos, tal como calusterona, proprionato de dromostano-
lona, epitiostanol, mepitiostana e testolactona; antiadrenais, tal como,
aminoglutetimida, mitotano e trilostano; reabastecedor de acido fdlico,
tal como acido folinico (leucovorina); aceglatona; agentes antifolato e
antineoplasicos, tal como ALIMTAL, LY231514 pemetrexed, inibidores
de di-hidrofolato redutase, tal como methotrexate, antimetabdlitos, tal
como 5-fluoruracil (5-FU) e suas pro-farmacos, tal como UFT, S-1 e
capecitabina e inibidores de timidilato sintase e inibidores de glicinami-
da ribonucleotideo formiltransferase, tal como raltitrexed (TOMUDE-
XM TDX): inibidores de di-hidropirimidina de-hidrogenase, tal como
eniluracil; aldofosfamida glicosida; acido aminolevulinico; ansacrina;
bestrabucil; bisantreno; edatraxate; defofamina; demecolcina; diazi-
guona; elfornitina; acetato de eliptinio; uma epotilona; etoglucida; nitra-
to de galio; hidroxiureia; lentinan; lonidainina; maitansinoides, tal como
maitansina e ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmaol,
nitraerina; pentostatina; fenamet; pirarubicina; losoxantrona; 2-
etilhidrazida; procarbazina; PSK7 complexo de polissacarideo (JHS
Natural Products, Eugene, OR); razoxane; rizoxina; sizofiran; espiro-
germanio; é&cido tenuazbnico; triaziquona; 2,2',2"-triclorotrietilamina;
tricotecenos (especialmente toxina T-2, verracurina A, roridina A e an-
guidina); uretano; vindesina (ELDISINE[L, FILDESIND); dacarbazina;
manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gacitosina; arabi-

nosida ("Ara-C"); ciclofosfamida; tiotepa; taxoides e taxenos, e.g., TA-
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XOLO paclitaxel (Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N.J.),
ABRAXANE™ formulacdo de nanoparticula engenheirada com albu-
mina livre de cromoforo de paclitaxel (American Pharmaceutical Part-
ners, Schaumberg, lllinois), e TAXOTERED docetaxel (Rhone-Poulenc
Rorer, Antony, France); cloranbucil; gencitabina (GEMZARD); 6-
tioguanina; mercaptopurina; platina; analogos de platina ou analogos a
base de platina, tal como cisplatina, oxaliplatina e carboplatina; vin-
blastina (VELBANL); etoposida (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona; vin-
cristina (ONCOVINO); vinca alcaloide; vinorelbina (NAVELBINE); no-
vantrona; edatrexate; daunomicina; aminopterina; xeloda; ibandronato;
inibidor de topoisomerase RFS 2000; difluormetilornitina (DMFO); reti-
noides, al como &cido retinoico; sais farmaceuticamente aceitaveis,
acido ou derivados de qualquer um dos acima; assim como combina-
¢cOes de dois ou mais dos acima, tal como CHOP, uma abreviacéao pa-
ra uma terapia combinada de ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina
e prednisolona e FOLFOX, uma abreviagcdo para um regime de trata-
mento com oxaliplatina (ELOXATIN™) combinada com 5-FU e leuco-
vorina.

[00103] O termo "formulacdo farmacéutica" se refere a uma prepa-
racao a qual esta em tal forma a permitir que a atividade bioldgica de
um ingrediente ativo contido na mesma seja eficaz e a qual ndo con-
tém componentes adicionais 0s quais séo inaceitavelmente toxicos a
um individuo ao qual a formulacéo sera administrada.

[00104] Um “transportador farmaceuticamente aceitavel” se refere a
um ingrediente em uma formulacao farmacéutica, que nao um ingredi-
ente ativo, o qual ndo é téxico a um individuo. Um transportador far-
maceuticamente aceitavel inclui, mas ndo se limita a, um tampao, ex-
cipiente, estabilizador ou preservativo.

[00105] Uma "quantidade terapeuticamente eficaz" se refere a uma

guantidade eficaz, em dosagens e por periodos de tempo necessarios,
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para atingir o resultado terapéutico ou profilatico desejado. Uma "quan-
tidade terapeuticamente eficaz" de um agente terapéutico pode variar
de acordo com fatores tais como o estado de doenca, idade, sexo e
peso do individuo e a capacidade de o anticorpo elicitar uma resposta
desejada no individuo. Uma quantidade terapeuticamente eficaz tam-
bém é uma na qual quaisquer efeitos tdxicos ou prejudiciais do agente
terapéutico sdo compensados pelos efeitos benéficos terapeuticamen-
te. No caso de cancer, a quantidade terapeuticamente eficaz da droga
pode reduzir o numero de células de cancer; reduzir o tamanho do tu-
mor; inibir (isto &, retardar até certo grau e, de preferéncia, parar) infil-
tracdo de células de cancer em 6rgaos periféricos; inibir (isto €, retar-
dar até certo grau e, de preferéncia, parar) metastase de tumor; inibir,
até certo grau, crescimento de tumor; e/ou aliviar até certo grau um ou
mais dos sintomas associados com o cancer. Até o grau que a droga
pode impedir crescimento e/ou matanca de células cancerigenas exis-
tentes, ela pode ser citostatica e/ou citotoxica. Uma "quantidade profi-
laticamente eficaz" se refere a uma quantidade eficaz, em dosagens e
por periodos de tempo necessarios, para atingir o resultado profilatico
desejado. Tipicamente, mas ndo necessariamente, uma vez que uma
dose profilatica seja usada antes da ou em um estagio anterior da do-
enca, a quantidade profilaticamente eficaz serd menor que a quantida-
de terapeuticamente eficaz.

[00106] Um "individuo", "individuo" ou "paciente” € um vertebrado.
Em certas modalidades, o vertebrado € um mamifero. Mamiferos in-
cluem, mas nao sao limitados a, primatas (incluindo primatas humanos
e ndo humanos) e roedores (por exemplo, camundongos e ratos). Em
certas modalidades, um mamifero é um humano.

[00107] Uma "subpopulacdo de paciente" e variacbes gramaticais
da mesma, como usada neste documento, se refere a um subconjunto

de pacientes caracterizado como tendo uma ou mais caracteristicas
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mensuraveis e/ou identificaveis distintivas que distinguem o subconjun-
to de pacientes de outros na categoria de doenca mais ampla a qual
ele pertence. Essas caracteristicas incluem subcategorias de doenca,
género, estilo de vida, historico de saude, érgdos/tecidos envolvidos,
histérico de tratamento, etc. Em uma modalidade, uma subpopulagéo
de paciente é caracterizada por assinaturas de acido nucleico incluin-
do variacGes de nucleotideo, em particular posicées e/ou regides de
nucleotideo (tal como muta¢cdes somaticas).

[00108] Um "individuo de controle" se refere a um individuo sauda-
vel que nao foi diagnosticado como tendo cancer e que néo sofre de
gualquer sinal ou sintoma associado com cancer.

[00109] O termo "amostra", como usado neste documento, se refere
a uma composicao que é obtida ou derivada de um individuo de inte-
resse que contém uma entidade molecular celular e/ou outra que sera
caracterizada e/ou identificada, por exemplo, com base em caracteris-
ticas fisicas, bioquimicas, quimicas e/ou fisioldgicas. Por exemplo, a
frase "amostra de doenca" e variagdes da mesma se refere a qualquer
amostra obtida de um individuo de interesse gque seria esperado ou €
conhecido por conter a entidade celular e/ou molecular que sera carac-
terizada.

[00110] Por "amostra de tecido ou célula" queremos dizer uma co-
lecdo de células similares obtidas de um tecido de um individuo ou pa-
ciente. A fonte da amostra de tecido ou célula pode ser tecido sélido
como de uma amostra ou biopsia ou aspirado de 6rgao ou tecido fres-
co, congelado e/ou preservado; sangue ou quaisquer constituintes de
sangue; fluidos corporais, tal como soro, urina, esputo ou saliva. A
amostra de tecido também pode ser de células ou linhagens de células
primarias ou cultivadas. Opcionalmente, a amostra de tecido ou célula
€ obtida de um tecido/6rgao de doenca. A amostra de tecido pode con-

ter compostos 0s quais nao sao naturalmente intermisturados com o
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tecido na natureza, tal como conservantes, anticoagulantes, tampdes,
fixadores, nutrientes, antibioticos ou similares. Uma "amostra de refe-
réncia”, "célula de referéncia”, "tecido de referéncia”, "amostra de con-
trole", "célula de controle" ou "tecido de controle”, como usado neste
documento, se refere a uma amostra, célula ou tecido obtido de uma
fonte conhecida, ou acreditada, nao ser afligida com a doenca ou con-
dicdo para a qual um método ou uma composi¢cado da invencdo esta
sendo usada para identificar. Em uma modalidade, uma amostra de
referéncia, célula de referéncia, tecido de referéncia, amostra de con-
trole, célula de controle ou tecido de controle é obtido de uma parte
saudavel do corpo do mesmo individuo ou paciente em quem uma do-
enca ou condicdo esta sendo identificada usando uma composi¢cao ou
método da invencdo. Em uma modalidade, uma amostra de referéncia,
célula de referéncia, tecido de referéncia, amostra de controle, célula
de controle ou tecido de controle é obtido de uma parte saudavel do
corpo de um individuo que ndo é o individuo ou paciente em quem
uma doenca ou condi¢céo esta sendo identificada usando uma compo-
sicdo ou metodo da invengéo.

[00111] Para os propésitos deste documento, uma "secdo” de uma
amostra de tecido significa uma Unica parte ou pedaco de uma amos-
tra de tecido, por exemplo, uma fatia fina de corte de tecido ou células
de uma amostra de tecido. Entende-se que mdltiplas secdes de amos-
tras de tecido podem ser tomadas e submetidas a andlise de acordo
com a presente invencgao, contanto que seja entendido que a presente
invencdo compreende um método pelo qual a mesma sec¢ao de amos-
tra de tecido é analisada em ambos os niveis morfoldégico e molecular
ou € analisada com respeito a ambos proteina e acido nucleico.
[00112] Por "correlacionar" ou "correlacionando" queremos dizer
comparar, de qualquer maneira, o desempenho e/ou resultados de

uma primeira analise ou protocolo com o desempenho e/ou resultados
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de uma segunda analise ou protocolo. Por exemplo, podemos usar 0s
resultados de uma primeira analise ou protocolo na execucdo de um
segundo protocolo e/ou podemos usar os resultados de uma primeira
analise ou protocolo para determinar se uma segunda analise ou pro-
tocolo deve ser executado. Com respeito a modalidade de analise ou
protocolo de expressédo de gene podemos usar os resultados da anali-
se ou protocolo de expressdo de gene para determinar se um regime
terapéutico especifico deve ser executado.

[00113] Uma "molécula pequena” ou "molécula organica pequena"
€ definida neste documento como uma molécula organica tendo um
peso molecular abaixo de cerca de 500 Daltons.

[00114] A palavra "marcacao” quando usada neste documento se
refere a um composto ou uma composicao detectavel. A marcacao po-
de ser detectavel por si sé (por exemplo, marcadores de radiois6topo
ou marcadores fluorescentes) ou, no caso de um marcador enzimatico,
pode catalisar a alteracdo quimica de um composto ou uma composi-
cao de substrato, o que resulta em um produto detectavel. Radionucli-
deos que podem servir como marcadores detectaveis incluem, por e-
xemplo, 1-131, 1-123, 1-125, Y-90, Re-188, Re-186, At-211, Cu-67, Bi-
212 e Pd-109.

[00115] Referéncia a "cerca de" um valor ou parametro neste do-
cumento inclui (e descreve) modalidades que séo dirigidas a esse va-
lor ou parametro por si. Por exemplo, a descricao referente a "cerca de
X" inclui a descricdo de "X".

[00116] O termo “insercdo de embalagem” € usado para se referir a
instrucBes costumeiramente incluidas em embalagens comerciais de
produtos terapéuticos que contém informacao sobre as indicagoes, 0
uso, a dosagem, a administracao, terapia de combinacéo, contraindi-
cacOes e/ou avisos envolvendo o uso desses produtos terapéuticos.

[00117] Os termos "anticorpo” e "imunoglobulina” s&o usados inter-
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cambiavelmente no sentido mais amplo e incluem anticorpos monoclo-
nais (por exemplo, anticorpos monoclonais de comprimento total ou
intactos), anticorpos policlonais, anticorpos monovalentes, anticorpos
multivalentes, anticorpos multiespecificos (por exemplo, anticorpos bi-
especificos contanto que eles exibam a atividade biolégica desejada) e
também podem incluir certos fragmentos de anticorpo (como descrito
em mais detalhes neste documento). Um anticorpo pode ser quiméico,
humano, humanizado e/ou maduro por afinidade. "Fragmentos de anti-
corpo” compreendem uma porcado de um anticorpo intacto, preferivel-
mente compreendendo a regido de ligacdo ao antigeno do mesmo.
Exemplos de fragmentos de anticorpo incluem Fab, Fab', F(ab’),, e
fragmentos Fv; diabodies; anticorpos lineares; moléculas de anticorpo
de cadeia simples; e anticorpos multiespecificos formados de fragmen-
tos de anticorpo.

[00118] Um anticorpo desta invencédo "o qual liga" um antigeno de
interesse € um que liga o antigeno com afinidade suficiente, de modo
gue o anticorpo seja util como um agente de diagnostico e/ou terapéu-
tico no direcionamento a uma proteina ou uma célula ou tecido ex-
pressando o antigeno. Com respeito a ligacdo de um anticorpo a uma
molécula alvo, o termo "ligacao especifica" ou "especificamente liga a"
ou € "especifico para" um polipeptideo particular ou um epitopo em um
alvo de polipeptideo particular significa ligacdo que € mensuravelmen-
te diferente de uma interacdo nao especifica. Ligacao especifica pode
ser medida, por exemplo, determinando a ligagdo de uma molécula em
comparacédo com a ligacdo de uma molécula de controle. Por exemplo,
ligacdo especifica pode ser determinada por competicdo com uma mo-
lécula de controle que é similar ao alvo, por exemplo, um excesso de
alvo ndo marcado. Neste caso, a ligacdo especifica € indicada se a
ligacdo do alvo marcado a umasonda € competitivamente inibida por

excesso de alvo ndo marcado. Em uma modalidade particular, "especi-
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ficamente liga" se refere a ligacdo de um anticorpo a seus receptores
HER alvo especificados e nao outros receptores HER nao alvo especi-
ficados. Por exemplo, um anticorpo anti-HER3 especificamente liga a
HERS3, mas nao liga especificamente a EGFR, HER2 ou HER4. Um
anticorpo biespecifico EGFR/HER3 especificamente liga a EGFR e
HERS3, mas nao liga especificamente a HER2 ou HERA4.

[00119] Um "receptor HER" ou “receptor ErbB” ~"e uma tirosina ci-
nase de proteina de receptor a qual pertence a familia de receptor
HER e inclui receptores EGFR (ErbB1, HER1), HER2 (ErbB2), HERS
(ErbB3) e HER4 (ErbB4). O receptor HER geralmente compreendera
um dominio extracelular o qual pode ligar a um ligante HER e/ou dime-
rizar com outra molécula de receptor HER; um dominio transmembra-
na lipofilico; um dominio de tirosina cinase intracelular conservado; e
um dominio de sinalizacdo carboxil-terminal alojando vérios residuos
de tirosina os quais podem ser fosforilados. O receptor HER pode ser
um receptor HER de "sequéncia nativa" ou uma "variante de sequén-
cia de aminoacido" do mesmo. Preferivelmente, o receptor HER é um
receptor HER humano de sequéncia nativa. A "via HER" se refere a
rede de sinalizacdo mediada pela familia de receptor HER.

[00120] Os termos "ErbB1", "HER1", "receptor de fator de cresci-
mento epidérmico” e "EGFR" sdo usados intercambiavelmente neste
documento e se referem a EGFR como divulgado, por exemplo, em
Carpenter et al. Ann. Rev. Biochem. 56:881-914 (1987), incluindo for-
mas mutantates ocorrendo naturalmente do mesmo (por exemplo, um
EGFR mutante de delecdo como em Ullrich et al., Nature (1984)
309:418425 e Humphrey et al. PNAS (USA) 87:4207-4211 (1990)), as-
sim como variantes do mesmo, tal como EGFRVIII. Variantes de EGFR
também incluem variantes de delecao, substituicdo e insercao, por e-
xemplo, aquelas descritas em Lynch et al. (New England Journal of
Medicine 2004, 350:2129), Paez et al. (Science 2004, 304:1497) e Pao
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et al. (PNAS 2004, 101 :13306). Neste documento, "dominio extracelu-
lar EGFR" ou "EGFR ECD" se refere a um dominio de EGFR que esta
fora de uma célula, ou ancorado a uma membrana de célula, ou em
circulagéo, incluindo fragmentos do mesmo. Em uma modalidade, o
dominio extracelular de EGFR pode compreender quatro dominios:
"Dominio I" (residuos de aminoacido de cerca de 1-158, "Dominio II"
(residuos de aminoacido 159-336), "Dominio IlI" (residuos de aminoa-
cido 337-470) e "Dominio IV" (residuos de aminoacido 471-645), onde
os limites sdo aproximados e podem variar em cerca de 1-3 aminoaci-
dos.

[00121] As expressdes "ErbB2" e "HER2" sdo usadas intercam-
biavelmente neste documento e se refem a proteina HER2 humana
descrita, por exemplo, em Semba et al., PNAS (USA) 82:6497-6501
(1985) e Yamamoto et al. Nature 319:230-234 (1986) (numero de a-
cessao GenBank X03363). O termo "er£EB2" se refere ao gene codifi-
cando HER2 e "neu " se refere ao gene codificando pi 85"ea de rato.
HER?2 preferido € HER2 humano de sequéncia nativa.

[00122] Neste documento, "dominio extracelular HER2" ou "HER2
ECD" se refere a um dominio de HER2 que esta fora de uma célula,
ou ancorado a uma membrana de célula, ou em circulacdo, incluindo
fragmentos do mesmo. Em uma modalidade, o dominio extracelular de
HER2 pode compreender quatro dominios: "Dominio 1" (residuos de
aminoacido de cerca de 1-195, "Dominio II" (residuos de aminoacido
de cerca de 196-319), "Dominio IlI" (residuos de aminoacido de cerca
de 320-488) e "Dominio V" (residuos de aminoacido 489-630) (nume-
racao de residuo sem peptideo sinal). See Garrett et al. Mol. Cell. 11 :
495-505 (2003), Cho et al. Nature All : 756-760 (2003), Franklin et al.
Cancer Cell 5:317-328 (2004), e Plowman et al. Proc. Natl. Acad. ScL
90:1746-1750 (1993).

[00123] "ErbB3" e "HER3" se referem ao polipeptideo receptor co-
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mo divulgado, por exemplo, nas Patentes US 5.183.884 e 5.480.968,
assim como Kraus et al. PNAS (USA) 86:9193-9197 (1989) (ver tam-
bém Figuras 2 e 3).

[00124] Neste documento, "dominio extracelular HER3" ou "HERS3
ECD"ou "dominio extracelular ErbB3" se refere a um dominio de HER3
gue esta fora de uma célula, ou ancorado a uma membrana de célula,
ou em circulacéo, incluindo fragmentos do mesmo. Em uma modalida-
de, o dominio extracelular de HER3 pode compreender quatro domi-
nios: Dominio I, Dominio Il, Dominio Il e Dominio IV. Em uma modali-
dade, o HER3 ECD compreende aminoacidos 1-636 (numeragéo inclu-
indo peptideo sinal). Em uma modalidade, o dominio Ill de HER3 com-
preende aminodcidos 328-532 (numeracédo incluindo peptideo sinal).
[00125] Os termos "ErbB4" e "HER4" neste documento se referem
ao polipeptideo receptor como divulgado, por exemplo, no Pedido de
Patente EP 599.274; Plowman et al., Proc. Natl. Acad. ScL USA,
90:1746-1750 (1993); e Plowman et al., Nature, 366:473-475 (1993),
incluindo isoformas do mesmo, por exemplo, como divulgado em
WQ099/19488, publicado em 22 de abril de 1999. Por "ligante HER"
gueremos dizer um polipeptideo que liga a e/ou ativa um receptor
HER. O ligante HER de interesse particular neste documento é um li-
gante HER humano de sequéncia nativa, tal como fator de crescimento
epidérmico (EGF) (Savage et al., J. Biol Chem. 247:7612-7621 (1972));
fator de crescimento transformante alfa (TGF-a) (Marquardt et al., Sci-
ence 223:1079-1082 (1984)); amphiregulin also known as schwanoma
or keratinocyte autocrine growth factor (Shoyab et al. Science
243:1074-1076 (1989); Kimura et al. Nature 348:257-260 (1990); e
Cook et al. Mol Cell Biol. 11 :2547-2557 (1991)); betacellulin (Shing et
al., Science 259:1604-1607 (1993); e Sasada et al. Biochem. Biophys.
Res. Commun. 190:1173 (1993)); fator de crescimento epidérmico de

ligacdo a heparina (HB-EGF) (Higashiyama et al., Science 251 :936-
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939 (1991)); epirregulina (Toyoda et al., J. Biol. Chem. 270:7495-7500
(1995); e Komurasaki et al. Oncogene 15:2841-2848 (1997)); uma her-
regulina (ver abaixo); neurregulina-2 (NRG-2) (Carraway et al., Nature
387:512-516 (1997)); neurregulina-3 (NRG-3) (Zhang et al., Proc. Natl.
Acad. ScL 94:9562-9567 (1997)); neurregulina-4 (NRG-4) (Harari et al
Oncogene 18:2681-89 (1999)); e cripto (CR-I) (Kanmm et al. J. Biol.
Chem. 272(6):3330-3335 (1997)). Ligantes HER os quais ligam EGFR
incluem EGF, TGF-a, amfirregulina, betacelulina, HB-EGF e epirreguli-
na. Ligantes HER os quais ligam HER3 incluem herregulinas e NRG-2.
Ligantes HER capazes de ligar HER4 incluem betacelulina, epirreguli-
na, HB-EGF, NRG-2, NRG-3, NRG-4, e herregulinas.

[00126] "Herregulina" (HRG) quando usada neste documento se
refere a um polipeptideo codificado pelo produto de gene de herreguli-
na com divulgado na Patente US 5.641.869, ou Marchionni et al., Na-
ture, 362:312-318 (1993). Exemplos de herregulinas incluem herreguli-
na-a, herregulina-B1, herregulina-B2 e herregulina- B3 (Holmes et al.,
Science, 256:1205-1210 (1992); e Patente US 5.641.869); fator de di-
ferenciacdo neu (NDF) (Peles et al Cell 69: 205-216 (1992)); atividade
indutora de receptor de acetilcolina (ARIA) (Falls et al. Cell 72:801-815
(1993)); fatores de crescimento gliais (GGFs) (Marchionni et al., Natu-
re, 362:312-318 (1993)); fator derivado de neurdnio sensorial e motor
(SMDF) (Ho et al. J. Biol. Chem. 270:14523-14532 (1995)); vy-
herregulina (Schaefer et al. Oncogene 15:1385-1394 (1997)). Um "di-
mero HER" neste documento € um dimero associado ndo covalente-
mente compreendendo pelo menos dois receptores HER. Esses com-
plexos podem se formar quando uma ceélula expressando dois ou mais
receptores HER é exposta a um ligante de HER e podem ser isolados
por imunoprecipitacao e analisados por SDS-PAGE como descrito em
Sliwkowski et al., J. Biol. Chem., 269(20):14661-14665 (1994), por e-

xemplo. Outras proteinas, tal como subunidade de receptor de citocina
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(por exemplo, gpl30), podem ser associadas com o dimero.

[00127] Um "heterodimero HER" neste documento € um heterodi-
mero associado nao covalentemente compreendendo pelo menos dois
receptores HER diferentes, tal como heterodimeros EGFR-HER2, EG-
FR-HER3, EGFR-HER4, HER2-HER3 ou HER2-HERA4.

[00128] Um "inibidor HER" ou “inibidor ErbB” ou “antagonista ErbB”
€ um agente o qual interfere com ativacdo ou funcdo de HER. Exem-
plos de inibidors HER incluem anticorpos HER (por exemplo, anticor-
pos EGFR, HER2, HER3 ou HER4); farmacos dirigidas a EGFR; anta-
gonistas HER de molécula pequena; inibidores de tirosina cinase HER;
inibidores de tirosina cinase duplos HER2 e EGFR, tal como lapati-
nib/GW572016; moléculas antissenso  (ver, por exemplo,
W02004/87207); elou agentes que ligam a, ou interferem com a fun-
cdo de, moléculas de sinalizacdo a jusante, tal como MAPK ou Akt.
Preferivelmente, o inibidor HER é um anticorpo o qual liga a um recep-
tor HER. Em geral, um inibidor HER se refere agueles compostos que
especificamente ligam a um receptor HER particular e evitam ou redu-
zem sua atividade de sinalizacdo, mas ndo ligam especificamente a
outros receptores HER. Por exemplo, um antagonista HER3 especifi-
camente liga para reduzir sua atividade, mas néo liga especificamente
a EGFR, HER2, ou HERA.

[00129] Um "inibidor de dimerizacdo HER" ou "HDI" é um agente o
gual inibe a formacédo de um homodimero HER ou heterodimero HER.
Preferivelmente, o inibidor de dimerizacdo HER é um anticorpo. No
entanto, inibidores de dimerizacdo HER também incluem moléculas
pequenas de peptideo e ndo peptideo e outras entidades quimicas as
guais inibem a formacédo de homo ou heterodimeros HER.

[00130] Um anticorpo o qual "inibe dimerizagcdo HER" é um anticor-
po o qual inibe, ou interfere com, a formacédo de um dimero HER, in-

dependentemente do mecanismo subjacente. Em uma modalidade,
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esse anticorpo liga a HER2 no sitio de ligacdo heterodimérico do
mesmo. Um exemplo particular de um anticorpo de inibicdo de dimeri-
zacao é pertuzumab (Pmab), ou MAb 2C4. Outros exemplos de inibi-
dores de dimerizagdo HER incluem anticorpos os quais ligam a EGFR
e inibem dimerizacdo do mesmo com um ou mais outros receptores
HER (por exemplo, anticorpo monoclonal 806 EGFR, MAb 806, o qual
liga a EGFR ativado ou "desamarrado" EGFR; ver Johns et al., J. Biol.
Chem. 279(29):30375-30384 (2004)); anticorpos 0s quais ligam a
HERS3 e inibem dimerizagdo do mesmo com um ou mais outros recep-
tores HER; anticorpos os quais ligam a HER4 e inibem dimerizacao do
mesmo com um ou mais outros receptores HER; inibidores de dimeri-
zacdo de peptideo (Patente US 6.417.168); inibidores de dimerizagcéo
antissenso; etc.

[00131] Como usado neste documento, "antagonista HER2" ou "ini-
bidor EGFR" se referem aqueles compostos que especificamente li-
gam a EGFR e previnem ou reduzem sua atividade de sinalizacéo e
nado ligam especificamente a HER2, HER3, ou HER4. Exemplos des-
ses agentes incluem anticorpos e moléculas pequenas que ligam a
EGFR. Exemplos de anticorpos os quais ligam a EGFR incluem
[00132] Como usado neste documento, "antagonista EGFR" ou "ini-
bidor EGFR" se referem aqueles compostos que especificamente li-
gam a EGFR e previnem ou reduzem sua atividade de sinalizac&o e
nado ligam especificamente a HER2, HER3, ou HER4. Exemplos des-
ses agentes incluem anticorpos e moléculas pequenas que ligam a
EGFR. Exemplos de anticorpos os quais ligam a EGFR incluem MADb
579 (ATCC CRL HB 8506), MAb 455 (ATCC CRL HB8507), MAb 225
(ATCC CRL 8508), MAb 528 (ATCC CRL 8509) (ver, Patente US
4.943.533, Mendelsohn et al.) e variantes dos mesmos, tal como 225
guimerizado (C225 ou Cetuximab; ERBITUX®) e 225 humano remol-
dado (H225) (ver, WO 96/40210, Imclone Systems Inc.); IMC-11F8, um
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anticorpo dirigido a EGFR totalmente humano (Imclone); anticorpos
gue ligam EGFR mutante tipo Il (Patente US 5.212.290); anticorpos
humanizados e quiméricos que ligam EGFR como descrito na Patente
US 5.891.996; e anticorpos humanos que ligam EGFR, tal como ABX-
EGF ou Panitumumab (ver WO098/50433, Abgenix/Amgen); EMD
55900 (Stragliotto et al. Eur. J. Cancer 32A:636-640 (1996)); EMD7200
(matuzumab) um anticorpo EGFR humanizado dirigido contra EGFR
gue compete com ambos EGF e TGF-alfa para ligacdo a EGFR
(EMD/Merck); anticorpo EGFR humano, HuMax-EGFR (GenMab); an-
ticorpos totalmente humanos como El .1 , E2.4, E2.5, E6.2, E6.4,
E2.11, E6. 3 e E7.6. 3 e descritos em US 6.235.883; MDX-447 (Meda-
rex Inc); e mAb 806 ou mAb 806 humanizado (Johns et al., J. Biol.
Chem. 279(29):30375-30384 (2004)). O anticorpo anti-EGFR pode ser
conjugado com um agente citotoxico, assim gerando um imunoconju-
gado (ver, por exemplo, EP659,439A2, Merck Patent GmbH). Antago-
nistas EGFR incluem moléculas pequenas, tal como compostos descri-
tos nas Patentes US: 5.616.582, 5.457.105, 5.475.001, 5.654.307,
5.679.683, 6.084.095, 6.265.410, 6.455.534, 6.521.620, 6.596.726,
6.713.484, 5.770.599, 6.140.332, 5.866.572, 6.399.602, 6.344.459,
6.602.863, 6.391.874, 6.344.455, 5.760.041, 6.002.008, e 5.747.498,
assim como as seguintes publicagbes PCT: WQ098/14451,
WQ098/50038, W099/09016 e W099/24037. Antagonistas EGFR de
molécula pequena particulares incluem OSI-774 (CP-358774, erlotinib,
TARCEVA® Genentech/OSI Pharmaceuticals); PD 183805 (Cl 1033,
2-propenamida, N-[4-[(3-cloro-4-fluorfenil)amino]-7-[3-(4-
morfolinil)propoxi]-6-quinazolinil]-, dicloridrato, Pfizer Inc.); ZD1839,
gefitinib (IRESSA®) 4-(3'-Cloro-4'-fluoranilino)-7-metoxi-6-(3-
morfolinopropoxi)quinazolina, AstraZeneca); ZM 105180 ((6-amino-4-
(3-metilfenil-amino)-quinazolina, Zeneca); BIBX-1382 (N8-(3-cloro-4-
fluor-fenil)-N2-(I-metil-piperidin-4-il)-pyrimido[5,4-d]pirimidina-2,8-
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diamina, Boehringer Ingelheim); PKI-166 ((R)-4-[4-[(I-feniletil)amino]-
IH-pirrolo[2,3-d]pirimidin-6-il]-fenol); (R)-6-(4-hidroxifenil)-4-[(l -
feniletil)amino]-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina); CL-387785 (N-[4-[(3-
bromofenil)amino]-6-quinazolinil]-2-butinamida; EKB-569  (N-[4-[(3-
cloro-4-fluorfenil)amino]-3-ciano-7-etoxi-6-quinolinil]-4-(dimetilamino)-2-
butenamida) (Wyeth); AG1478 (Sugen); e AG1571 (SU 5271; Sugen).

[00133] Um "anticorpo HER" é um anticorpo que liga a um receptor
HER. Opcionalmente, o anticorpo HER ainda interfere com ativagéo ou
funcdo de HER. Anticorpos HER2 particulares incluem pertuzumab e
trastuzumab. Exemplos de anticorpos EGFR particulares incluem cetu-
ximab e panitumumab. Publicagcdes de patente relativas a anticorpos
HER incluem: US 5.677.171, US 5.720.937, US 5.720.954, US
5.725.856, US 5.770.195, US 5.772.997, US 6.165.464, US 6.387.371,
US 6.399.063, US2002/019221 A1, US 6.015.567, US 6.333.169, US
4.968.603, US 5.821.337, US 6.054.297, US 6.407.213, US 6.719.971,
US 6.800.738, US2004/0236078A1, US 5.648.237, US 6.267.958, US
6.685.940, US 6.821.515, W098/17797, US 6.333.398, US 6.797.814,
US 6.339.142, US 6.417.335, US 6.489.447, WQ099/31140,
US2003/0147884A1, US2003/0170234A1, US2005/0002928A1, US
6.573.043, US2003/0152987A1, W099/48527, US2002/0141993A1,
W001/00245, US2003/0086924, US2004/0013667A1, WO00/69460,
WO001/00238, W001/15730, US 6.627.196 BIl, US 6.632.979 BI,
W001/00244, US2002/0090662A1, W001/89566, US2002/0064785,

US2003/0134344, WO 04/24866, US2004/0082047,
US2003/0175845A1, WO03/087131, US2003/0228663,
W0O2004/008099A2, US2004/0106161, W02004/048525,

US2004/0258685A1, US 5.985.553, US 5.747.261, US 4.935.341, US
5.401.638, US 5.604.107, WO 87/07646, WO 89/10412, WO 91/05264,
EP 412,116 B1, EP 494,135B1, US 5.824.311, EP 444,181B1, EP
1,006,194 A2, US 2002/0155527A1, WO 91/02062, US 5.571.894, US
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5.939.531, EP 502.812 B1, WO 93/03741, EP 554,441 B1, EP 656.367
Al, US 5.288.477, US 5.514.554, US 5.587.458, WO 93/12220, WO
93/16185, US 5.877.305, WO 93/21319, WO 93/21232, US 5.856.089,
WO 94/22478, US 5.910.486, US 6.028.059, WO 96/07321, US
5.804.396, US 5.846.749, EP 711.565, WO 96/16673, US 5.783.404,
US 5.977.322, US 6.512.097, WO 97/00271, US 6.270.765, US
6.395.272, US 5.837.243, WO 96/40789, US 5.783.186, US 6.458.356,
WO 97/20858, WO 97/38731, US 6.214.388, US 5.925.519, WO
98/02463, US 5.922.845, WO 98/18489, WO 98/33914, US 5.994.071,
WO 98/45479, US 6.358.682 B1, US 2003/0059790, WO 99/55367,
WO 01/20033, US 2002/0076695 A1, WO 00/78347, WO 01/09187,
WO 01/21192, WO 01/32155, WO 01/53354, WO 01/56604, WO
01/76630, WO02/05791, WO  02/11677, US  6.582.919,
US2002/0192652A1, US 2003/0211530A1, WO 02/44413, US
2002/0142328, US 6.602.,670 B2, WO 02/45653, WO 02/055106,
US2003/0152572, US 2003/0165840, WO 02/087619, WO 03/006509,
WO003/012072, WO 03/028638, US 2003/0068318, WO 03/041736, EP
1.357.132, US 2003/0202973, US 2004/0138160, US 5.705.157, US
6.123.939, EP 616.812 B1, US 2003/0103973, US 2003/0108545, US
6.403.630 B1, WO 00/61145, WO 00/61185, US 6.333.348 B1, WO
01/05425, WO 01/64246, US 2003/0022918, US 2002/0051785 Al, US
6,767,541, WO 01/76586, US 2003/0144252, WO 01/87336, US
2002/0031515 A1, WO 01/87334, WO 02/05791, WO 02/09754, US
2003/0157097, US 2002/0076408, WO 02/055106, WO 02/070008,
WO 02/089842 WO 11/076683 e WO 03/86467.

[00134] "Ativacdo de HER" se refere a ativagcédo ou fosforilagdo de
gualquer um ou mais receptores HER. Geralmente, a ativacdo de HER
resulta em transducao de sinal (por exemplo, aquela causada por um
dominio cinase intracelular de um receptor HER fosforilando residuos

de tirosina no receptor HER ou um polipeptideo de substrato). A ativa-
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cdo de HER pode ser mediada por ligante HER ligando a um dimero
HER compreendendo o receptor HER de interesse. O ligante HER li-
gando a um dimero HER pode ativar um dominio de cinase de um ou
mais dos receptores HER no dimero e, desse modo, resulta em fosfori-
lac&do de residuos de tirosina em um ou mais dos receptores HER e/ou
fosforilacdo de residuos de tirosina em polipeptideo(s) de substrato
adicional(is), tal como cinases intracelulares Akt ou MAPK.

[00135] “Fosforilacdo" se refere a adicdo de um ou mais grupos fos-
fato a uma proteina, tal como um receptor HER, ou substrato do mes-
mo.

[00136] Um "sitio de ligacdo heterodimérico” em HER2 se refere a
uma regido no dominio extracelular de HER2 que contata, ou faz inter-
face com, uma regido no dominio extracelular de EGFR, HER3 ou
HER4 mediante formac&o de um dimero com a mesma. A regido € en-
contrada no Dominio Il de HER2. Franklin et al. Cancer Cell 5:317-328
(2004).

[00137] Um anticorpo HER2 que "liga a um sitio de ligacdo hetero-
dimérico" de HERZ2, liga a residuos no dominio Il (e opcionalmente
também liga a residuos em outro dos dominios do dominio extracelular
HER2, tal como dominios | e lll), e pode impedir estericamente pelo
menos até certo grau a formacdo de um heterodimero HER2-EGFR,
HER2-HER3, ou HER2-HER4. Franklin et al. Cancer Cell 5:317-328
(2004) caracteriza a estrutura de cristal HER2-pertuzumab depositada
com o RCSB Protein Data Bank (ID Code 1S78), ilustrando um anticor-
po exemplar que liga ao sitio de ligacdo heterodimérico de HER2. Um
anticorpo que "liga ao dominio II" de HER?2 liga a residuos no dominio
Il e, opcionalmente, residuos em outro(s) dominio(s) de HER2, tal co-
mo dominios | e III.

[00138] “Isolado," quando usado para descrever os Varios anticor-

pos divulgados neste documento, significa um anticorpo que foi identi-
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ficado e separado e/ou recuperado de uma célula ou cultura de célula
da gual ele foi expresso. Componentes contaminantes de seu ambien-
te natural sdo materiais que tipicamente interferiiam com usos diag-
ndsticos ou terapéuticos para o polipeptideo e podem incluir enzimzs,
horménios e outros solutos proteindceos ou nao proteinaceos. Em mo-
dalidades preferidas, o anticorpo ser& purificado (1) até um grau sufici-
ente para obter pelo menos 15 residuos de sequéncia de aminoéacido
N-terminal ou interna pelo uso de um sequenciador de copo de rota-
cao, ou (2) até homogeneidade por SDS-PAGE em condi¢cbes nao re-
dutoras ou redutoras usando azul Coomassie ou, preferivelmente, co-
loracdo prata. Anticorpo isolado inclui anticorpos in situ dentro de célu-
las recombinantes, porque pelo menos um componente do ambiente
natural do polipeptideo ndo estara presente. Ordinariamente, no entan-
to, polipeptideo isolado sera preparado por pelo menos uma etapa de
purificagao.

[00139] Um "agente de deteccdo de cancer ErbB3" se refere a um
agente gue é capaz de detectar uma mutacdo associada com um can-
cer ErbB3 dentro de uma sequéncia de acido nucleico ou sequencia
de aminoacido ERBB3. Tipicamente, o agente de deteccdo compreen-
de um reagente capaz de ligar especificamente a uma sequéncia
ERBB3. Em uma modalidade preferida, o reagente é capaz de ligar
especificamente a uma mutacdo ErbB3 em uma sequéncia de acido
nucleico ERRB3. Em uma modalidade, o agente de deteccdo compre-
ende um polinucleotideo capaz de hibridizar especificamente a uma
sequéncia de &cido nucleico ERBB3 (por exemplo, SEQ ID NO:1 ou 3).
Em algumas modalidades, o polinucleotideo € uma sonda compreen-
dendo uma sequéncia de acido nucleico que especificamente hibridiza
a uma sequéncia ErbB3 compreendendo uma mutagdo. Em outra mo-
dalidade, o agente de deteccdao compreende um reagente capaz de

ligar especificamente a uma sequéncia de acido nucleico ERBB3. Em
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outra modalidade, a sequéncia de aminoacido compreende uma muta-
cao como descrito neste documento. Os agentes de deteccédo ainda
podem compreender um marcador. Em uma modalidade preferida, o
agente de deteccdo de cancer ErbB3 € um agente de deteccédo de
cancer gastrointestinal ErbB3.

Mutacoes Somaticas ErbB3.

[00140] Em um aspecto, a invencao proporciona métodos para de-
tectar a presenca ou auséncia de mutacdes somaticas ErbB3 associa-
das com cancer em uma amostra de um individuo, assim como méto-
dos para diagnosticar e prognosticar cancer detectando a presenca ou
auséncia de uma ou mais destas mutacfes somaticas em uma amos-
tra de um individuo, em que a presenca da mutacdo somatica indica
gue o individuo tem cancer. Mutacfes somaticas ErbB3 associadas
com risco de cancer foram identificadas usando estratégias incluindo
estudos de associacdo no ambito do genoma, triagens de modificador
e triagem a base de familia.

[00141] MutacBes ou variacdes somaticas para uso nos métodos da
invencéo incluem variagbes em ErbB3, ou nos genes codificando esta
proteina. Em algumas modalidades, a mutagcédo satica € um DNA ge-
némico que codifica um gene (ou sua regido regulatoria). Em varias
modalidades, a mutacdo somatica € uma substituicdo, uma insercao
ou uma delecdo em um acido nucleico codificando para ErbB3 (SEQ
ID NO: 1; N.° de Acessao NM_001982). Em uma modalidade, a varia-
cdo é uma mutacdo que resulta em uma substituicdo de aminoacido
em um ou mais de M60, G69, M91, V104, Y111, R135, R193, A232,
P262, Q281, G284, V295, Q298, G325, T389, R453, M406, V438,
D492, K498, V714, Q809, S846, E928, S1046, R1089, T1164 e D1194
na sequéncia de aminoacido de ErbB3 (SEQ ID NO:2; N. de Acessao
NP_001973). Em uma modalidade, a substituicdo € pelo menos uma
de M60K, G69R, M91l, V104L, V104M, Y111C, R135L, R193*, A232V,
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P262S, P262H, Q281H, G284R, V295A, Q298* G325R, T389K,
M406K, V4381, R453H, D492H, K498I, V714M, Q809R, S8461, E928G,
S1046N, R1089W, T1164A e D1194E (* indica um codon de parada).
Em varias modalidades, a pelo menos uma variacdo é uma substitui-
cao, insercao, truncagem ou delecdo de aminoacidos em ErbB3. Em
algumas modalidades, a variacao € uma substituicdo de aminoacido.

Identificacao de mutacoes de ErbB3

[00142] Em um aspecto significativo da presente invengao, um a-
grupamento de residuos de aminoacido ErbB3 foi identificado como
um hotspot mutacional. Em particular, concluiu-se que ErbB3 compre-
endendo pelo menos uma substituicdo na interface entre dominios |
(posicdes 1 a 213 de SEQ ID NO:2) e Il (posicbes 214 a 284 de SEQ
ID NO:2) é indicativa de um cancer ErbB3. Em particular, um agrupa-
mento de dominio extracelular notavel (ECD) de mutacfes somaticas
foi encontrado na interface de dominio I/ll determinada pelo menos
pelos residuos de aminoacido ErbB3 104, 232 e 284. Em uma modali-
dade, o dominio ainda é determinado pelo residuo de aminoacido 60.
Em outra modalidade, o agrupamento de mutacées somaticas inclui
V104 a L ou M; A232 a V; e G284 a R. Em outra modalidade, o agru-
pamento ainda inclui M60 a K.

[00143] Em um aspecto, a presente invencao proporciona métodos
para determinar a presenca de cancer gastrointestinal em um individuo
em necessidade compreendendo detectar em uma amostra bioldgica
obtida do individuo na presenca ou auséncia de uma mutacédo de ami-
noacido na interface, determinada pelas posi¢c6es de aminoacido 104,
232 e 284, entre os dominios Il e 1ll de ErbB3 humano. A interface ain-
da pode ser determinada pela posicao 60.

Deteccdo de Mutacdes Somaticas

[00144]  Acido nucleico, como usado em quaisquer dos métodos de

deteccao descritos neste documento, podem ser DNA gendmico; RNA
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transcrito de DNA gendmico; ou cDNA gerado de RNA. Acido nucleico
pode ser derivado de um vertebrado, por exemplo, um mamifero. Um
acido nucleico é dito ser "derivado de" uma fonte particular se ele for
obtido diretamente dessa fonte ou se se ele for uma copia de um acido
nucleico encontrado nessa fonte.

[00145]  Acido nucleico inclui copias do acido nucleico, por exemplo,
copias que resultam de amplificacdo. Amplificacdo pode ser desejavel
em certos casos, por exemplo, a fim de obter uma quantidade deseja-
da de material para detectar variacbes. Os amplicons podem, entao,
ser submetidos a um método de deteccdo de variacdo, tal como aque-
les descritos abaixo, para determinar se uma variacdo esta presente
no amplicon.

[00146] MutacBes ou variagcbes somaticas podem ser detectadas
por certos métodos conhecidos daqueles versados na técnica. Esses
métodos incluem, mas nao se limitam a, sequenciamento de DNA; en-
saios de extenséo de iniciador, incluindo ensaios de incorporagcao de
nucleotideo especificos de mutagcdo somatica e ensaios de extensao
de iniciador especificos de mutacdo somatica (por exemplo, PCR es-
pecifica de mutacdo somatica, reacdo em cadeia de ligacdo especifica
de mutacdo somatica (LCR), e gap-LCR); ensaios de hibridizacdo de
oligonucleotideo especificos de mutacdo (por exemplo, ensaios de li-
gacdo de oligonucleotideo); ensaios de protecdo de clivagem nos
guais a protecao de agentes de clivagem € usada para detectar bases
descombinadas em duplexes de acido nucleico; analise de ligacdo de
proteina MutS; andlise eletroforética comparando a mobilidade de mo-
léculas de &cido nucleico variantes e tipo selvagem; eletroforese em
gel de gradiente de desnaturacdo (DGGE, como em, por exemplo,
Myers et al. (1985) Nature 313:495); analise de clivagem de RNase em
pares de base descombinados; analise de clivagem quimica ou enzi-

méatica de DNA heteroduplex; espectrometria de massa (por exemplo,
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MALDI-TOF); analise de bit genético (GBA); ensaios de 5' nuclease
(por exemplo, TagMan™); e ensaios empregado faréis moleculares.
Alguns destes métodos sdo discutidos em mais detalhes abaixo.
[00147] A deteccdo de variacdes em acidos nucleicos alvos pode
ser atingida por clonagem molecular e sequenciamento dos acidos nu-
cleicos alvo usando técnicas bem conhecidas na técnica. Alternativa-
mente, técnicas de amplificacdo, tal como a rea¢do em cadeia da po-
limerase (PCR), pode ser usadas para amplificar sequéncias de acido
nucleico alvo diretamente de uma preparacdo de DNA gendmico de
tecido de tumor. A sequéncia de acido nucleico das sequéncias ampli-
ficadas pode, entdo, ser determinada e variagOes identificadas da
mesma. Técnicas de amplificacdo sdo bem conhecidas na técnica, por
exemplo, a reacdo em cadeia da polimerase é descrita em Saiki et al.,
Science 239:487, 1988; Patentes US 4.683.203 e 4.683.195.

[00148] A reacdo em cadeia da ligase a qual € conhecida na técnica
também pode ser usada para amplificar sequéncias de acido nucleico
alvo. Ver, por exemplo, Wu et al., Genomics 4:560-569 (1989). Além
disso, uma técnica conhecida como PCR especifica de alelo também
pode ser modificada e usada para detectar mutacdes somaticas (por
exemplo, substituicdes). Ver, por exemplo, Ruano e Kidd (1989) Nucle-
ic Acids Research 17:8392; McClay et al. (2002) Analytical Biochem.
301:200-206. Em certas modalidades desta técnica, um iniciador es-
pecifico de mutacéo € usado em que o nucleotideo 3' terminal do inici-
ador € complementar a (isto é, capaz de especificamente emparelhar
base com) uma variacdo particular no acido nucleico alvo. Se a varia-
cao particular ndo estiver presente, um produto de amplificacdo néo é
observado. Amplification Refractory Mutation System (ARMS) também
pode ser usado para detectar variacdes (por exemplo, substituicoes).
ARMS é descrito, por exemplo, na Publicacdo de Pedido de Patente

Europeu 0332435, e em Newton et al., Nucleic Acids Research, 17:7,
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1989.

[00149] Outros métodos Uteis para detectar variacdes (por exemplo,
substituicdes) incluem, mas nao se limitam a, (1) ensaios de incorpo-
racao de nucleotideo especificos de mutacéo, tal como ensaios de ex-
tensdo de base simples (ver, por exemplo, Chen et al. (2000) Genome
Res. 10:549-557; Fan et al. (2000) Genome Res. 10:853-860; Pastinen
et al. (1997) Genome Res. 7:606-614; e Ye et al. (2001) Hum. Mut.
17:305-316); (2) ensaios de extensdo de iniciador especificos de mu-
tacao (ver, por exemplo, Ye et al. (2001) Hum. Mut. 17:305-316; e
Shen et al. Genetic Engineering News, vol. 23, Mar. 15, 2003), incluin-
do PCR especifica de alelo; (3) ensaios de 5' nuclease (ver, por exem-
plo, De La Vega et al. (2002) BioTechniques 32:548-S54 (descrevendo
0 ensaio TagMan.RTM.); Ranade et al. (2001) Genome Res. 11:1262-
1268; e Shi (2001) Clin. Chem. 47:164-172); (4) ensaios empregando
far6is moleculares (ver, por exemplo, Tyagi et al. (1998) Nature Biote-
ch. 16:49-53; e Mhlanga et al. (2001) Methods 25:463-71); e (5) ensai-
os de ligacdo a oligonucleotideo (ver, por exemplo, Grossman et al.
(1994) Nuc. Acids Res. 22:4527-4534; Publicagao de pedido de paten-
te US 2003/0119004 Al; Publicacao Internacional PCT WO 01/92579
A2; e Patente US 6.027.889).

[00150] Variacdes também podem ser detectadas por métodos de
deteccdo de descombinacdo. Descombinacfes sdo duplexes de acido
nucleico hibridizado os quais ndo séo 100% complementares. A falta
de complementariedade total pode ser devida a delecOes, insercoes,
inversdes ou substituicbes. Um exemplo de um método de deteccéo
de descombinacdo é o ensaio de Deteccdo de Reparo de Descom-
binacdo (MRD) descrito, por exemplo, em Faham et al., Proc. Natl. A-
cad. Sci. USA 102:14717-14722 (2005) e Faham et al., Hum. Mol. Ge-
net. 10:1657-1664 (2001). Outro exemplo de uma técnica de clivagem

de descombinacédo é o método de protecdo de RNase o qual é descrito
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em detalhes em Winter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:7575,
1985, e Myers et al., Science 230:1242, 1985. Por exemplo, um méto-
do da invencdo pode envolver o uso de uma ribossonda marcada a
qual € complementar ao &cido nucleico alvo tipo selvagem humano. A
ribossonda e o &cido nucleico alvo derivado da amostra de tecido séo
anelados (hibridizados) juntos e subseqguentemente digeridos com a
enzima RNase A a qual é capaz de detectar algumas descombinacdes
em uma estrutura de RNA duplex. Se uma descombinacao for detec-
tada por RNase A, ela cliva no sitio da descombinacdo. Assim, quando
a preparacdo de RNA anelado é separada em uma matriz de gel ele-
troforético, se uma descombinacéao tiver sido detectada e clivada por
RNase A, um produto de RNA sera visto o qual € menor do que o0 RNA
duplex de comprimento total para a ribossonda e 0 mMRNA ou DNA. A
ribossonda nédo precisa ser do comprimento total do acido nucleico al-
Vo, mas pode ser uma porc¢ao do acido nucleico alvo, contanto que ela
englobe a posicao suspeita de ter uma variagao.

[00151] De uma maneira similar, sondas de DNA podem ser usadas
para detectar descombinacdes, por exemplo, por meio de clivagem
enzimatica ou quimica. Ver, por exemplo, Cotton et al., Proc. Natl. A-
cad. Sci. USA, 85:4397, 1988; e Shenk et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 72:989, 1975. Alternativamente, descombinac¢des podem ser de-
tectadas por mudancas na mobilidade eletroforética de duplexes des-
combinados em relagdo a duplexes combinados. Ver, por exemplo,
Cariello, Human Genetics, 42:726, 1988. Com cada uma das ribosson-
das ou sondas de DNA, o &cido nucleico alvo suspeito de compreen-
der uma variagao pode ser amplificado antes de hibridizacdo. Mudan-
cas em acido nucleico alvo também podem ser detectadas usando hi-
bridizacdo Southern, especialmente se as mudancas forem rearranjos
brutos, tal como delec¢des e inser¢oes.

[00152] Sondas de polimorfismo de comprimento de fragmento de
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restricdo (RFLP) para o &cido nucleico alvo ou genes marcadores cir-
cundantes podem ser usados para detectar variacdes, por exemplo,
insercdes ou delecdes. Insercdes e delecdes também pode ser detec-
tadas clonagem, sequenciamento e amplificacdo de um acido nucleico
alvo. Andlise de polimorfismo de conformacéo de fita simples (SSCP)
também pode ser usada para detectar variantes de mudanca de base
de um alelo. Ver, e.g. Orita et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:2766-
2770, 1989, e Genomics, 5:874-879, 1989. SSCP pode ser modificada
para a deteccdo de mutacbes somaticas de ErbB3. SSCP identifica
diferencas de base por alteracdo em migracao eletroforética de produ-
tos PCR de fita simples. Produtos PCR de fita simples podem ser ge-
rados aguecendo, ou de outro modo, desnaturando produtos PCR de
fita dupla. Acidos nucleicos de fita dupla podem redobrar ou formar
estruturas secundarias que sao parcialmente dependentes da sequén-
cia de base. As diferentes mobilidades eletroforéticas de produtos de
amplificacao de fita dupla estao relacionadas a diferencas de sequén-
cia de base em posicdes SNP. Eletroforese de gel de gradiente de
desnaturacéo (DGGE) diferencia alelos SNP com base nas estabilida-
des dependentes de sequéncia diferentes e propriedades de fusao ine-
rentes em DNA polimorfico e nas diferencas correspondentes em pa-
drbes de migracéo eletroforética em um gel de gradiente de desnatu-
racao.

[00153] Mutacdes ou variacbes somaticas também pode ser detec-
tadas com o uso de micromatrizes. Uma micromatriz € uma tecnologia
multiplex que tipicamente usa uma série em matriz de milhares de
sondas de &cido nucleico para hibridizar com, por exemplo, uma amos-
tra de cDNA ou cRNA em condicdes de alta restricdo. Hibridizacao de
alvo de sonda é tipicamente detectada e quantificada por deteccéo de
alvos marcados com fluoréforo, prata ou de quimioluminescéncia para

determinar abundancia relativa de sequéncias de acido nucleico no
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alvo. Em micromatrizes tipicas, as sondas séo fixadas a uma superfi-
cie sdlida por uma ligacédo covalente a uma matriz quimica (via epoxi-
silano, amino-silano, lisina, poliacrilamida ou outros). A superficie soli-
da é, por exemplo, vidro, um chip de silicio ou contas microscépicas.
Véarias micromatrizes estdo comercialmente disponiveis, incluindo a-
guelas fabricadas, por exemplo, por Affymetrix, Inc. e Illumina, Inc.
[00154] Outro método para a deteccdo de mutacbes somaticas é
baseado em espectrometria de massa. Espectrometria de massa tira
vantagem da massa Unica de cada um dos quatro nucleotideo de
DNA. Os acidos nucleicos ErbB3 contendo mutacdo potenciais podem
analisados de modo ndo ambiguo por espetrometria de massa medin-
do as diferencas na massa de acidos nucleicos tendo uma mutacao
somatica. Tecnologia de espectrometria de massa MALDI-TOF (Tem-
po de Voo de lonizacdo de Dessorcdo a Laser Assistida por Matriz) é
util para determinacdes extremamente precisas de massa molecular,
tal como os 4cidos nucleicos contendo uma mutacdo somatica. Nume-
rosos enfoques para andlise de acido nucleico foram desenvolvidos
com base em espectrometria de massa. Métodos a base de espectro-
metria de massa exemplares incluem ensaios de extensao de iniciador
0s guais também podem ser utilizados em combinacdo com outros en-
foques, tal como formatos e micromatrizes a base de gel tradicionais.
[00155] Ribozimas especificas de sequéncia (Patente US
5.498.531) também podem ser usadas para detectar mutacdes soma-
ticas com base no desenvolvimento ou na perda de um sitio de cliva-
gem de ribozima. Sequéncias perfeitamente combinadas podem ser
distinguidas de sequéncias descombinadas por ensaios de digestéao de
clivagem de nuclease ou por diferengcas em temperatura de fusdo. Se
a mutacao afetar um sitio de clivagem de enzima de restricdo, a muta-
cao pode ser identificada por alteracbes em padrbes de digestao de

enzima de restricdo e as mudancas correspondentes em comprimen-
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tos de fragmento de &cido nucleico determinadas por eletroforese de
gel.

[00156] Em outras modalidades da invencéo, técnicas de detecc¢éo
a base de proteina sdo usadas para detectar proteinas variantes codi-
ficadas pelos genes tendo variacbes genéticas como divulgado neste
documento. A determinacdo da presenca da forma variante da protei-
na pode ser executada usando qualquer técnica adequada conhecida
na técnica, por exemplo, eletroforese (por exemplo, eletroforese de gel
de poliacrilamida desnaturante ou ndo desnaturante, 2-eletroforese de
gel dimensional, eletroforese capilar e isoeletrofocalizacéo), cromato-
grafia (por exemplo, cromatografia de dimensionamento, cromatografia
liquida de alta desempenho (HPLC) e HPLC de troca catibnica) e es-
pectroscopia de massa (por exemplo, espectroscopia de massa MAL-
DI-TOF, espectroscopia de massa de ionizacao de eletropulverizacéo
(ESI) e espectroscopia de massa em tandem). Ver, por exemplo, Ahrer
e Jungabauer (2006) J. Chromatog. B. Analyt. Technol. Biomed. Life
Sci. 841: 110-122; e Wada (2002) J. Chromatog. B. 781: 291-301).
Técnicas adequadas podem ser escolhidas com base em parte na na-
tureza da variacdo a ser detectada. Por exemplo, variagdes resultantes
em substituicGes de aminoacido onde o aminoacido substituido tem
uma carga diferente do aminoacido original podem ser detectadas por
focalizacdo isoelétrica. Focalizacdo isoelétrica do polipeptideo através
de um gel tendo um gradiente de pH a altas voltagens separa protei-
nas por seu pl. O gel de gradiente de pH pode ser comparado a um
gel simultaneamente em passagem contendo a proteina tipo selva-
gem. Em casos em que a variagao resulta na geracao de um novo sitio
de clivagem proteolitica, ou na abolicdo de um existente, a amostra
pode ser submetida a digestdo proteolitica seguida por mapeamento
de peptideo usando uma técnica eletroforética, cromatogréafica ou de

espectroscopia de massa apropriada. A presenca de uma variacao
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também pode ser detectada usando técnicas de sequenciamento de
proteina, tal como degradacdo Edman ou certas formas de espectros-
copia de massa.

[00157] Métodos conhecidos na técnica usando combinacdes des-
tas técnicas também podem se usados. Por exemplo, na técnica de
espectroscopia de massa em tandem de microscopia HPLC, digestéo
proteolitica é realizada em uma proteina e a mistura de peptideo resul-
tante é separada por separacdo cromatografica de fase reversa. Es-
pectroscopia de massa em tandem é, entdo, realizada e os dados co-
letados da mesma s&o analisados. (Gatlin et al. (2000) Anal. Chem.,
72:757-763). Em outro exemplo, eletroforese de gel ndo desnaturante
€ combinada com espectroscopia de massa MALDI (Mathew et al.
(2011) Anal. Biochem. 416: 135-137).

[00158] Em algumas modalidades, a proteina pode ser isolada da
amostra usando um reagente, tal como anticorpo ou peptideo que es-
pecificamente liga a proteina, e, entdo, ainda analisada para determi-
nar a presenca ou auséncia da variacdo genética usando qualquer
uma das técnicas divulgadas acima.

[00159] Alternativamente, a presenca da proteina variante em uma
amostra pode ser detectada por ensaios de imunoafinidade com base
em anticorpos especificos para proteinas tendo variagdes genéticas de
acordo com a presente invencao, isto €, anticorpos 0s quais especifi-
camente ligam a proteina tendo a variagcdo, mas ndo a uma forma da
proteina a qual carece da variacdo. Tais anticorpos podem ser produ-
zidos por qualquer técnica adequada conhecida na técnica. Anticorpos
podem ser usados para imunoprecipitar proteinas especificas de a-
mostras de solucdo ou para imunoblotar proteinas separadas por, por
exemplo, géis de poliacrilamida. Métodos imunocitoquimicos também
podem ser usados na deteccéo de variantes de proteina especifica em

tecidos ou células. Outras técnicas a base de anticorpo bem conheci-
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das também podem ser usadas incluindo, por exemplo, ensaio imu-
nossorvente ligado a enzima (ELISA), radioimuno-ensaio (RIA), ensai-
os imunoradiométricos (IRMA) e ensaios imunoenzimaticos (IEMA),
incluindo ensaios em sanduiche usando anticorpos monoclonais ou
policlonais. Ver, por exemplo, Patentes US 4.376.110 e 4.486.530.

Identificacdo de Marcadores Genéticos

[00160] A relacdo entre mutacdes somatias e mutacdes de linha
germinal foi investigada em cancer (ver, por exemplo, Zauber et al. J.
Pathol. 2003 Feb;199(2):146-51). As mutacdes somaticas ErbB3 divul-
gadas neste documento sdo Uteis para identificar marcadores genéti-
cos associados com o desenvolvimento de cancer. Por exemplo, as
mutacBes somaticas divulgadas neste documento podem ser usadas
para identificar polimorfismos de nucelotideo simples (SNPs) na linha
germinal e quaisquer SNPs adicionais que estejam em desequilibrio de
ligacdo. De fato, qualquer SNP adicional em desequilibrio de ligacéo
com um primeiro SNP associado com cancer sera associado com can-
cer. Uma vez que a associacao tenha sido demonstrada entre um da-
do SNP e cancer, a descoberta de SNPs adicionais associados com
cancer pode ser de grande interesse a fim de aumentar a densidade
de SNPs nesta regido particular.

[00161] Métodos para identificar SNPs adicionais e conduzir analise
de desequilibrio de ligacdo sdo bem conhecidos na técnica. Por exem-
plo, a identificacdo de SNPs adicionais em desequilibrio de ligacao
com os SNPs divulgados neste documento pode envolver as etapas
de: (a) amplificar um fragmento da regido gendmica compreendendo
ou circundando um primeiro SNP de uma pluralidade de individuos; (b)
identificacdo de segundos SNPs na regidao genémica alojando ou cir-
cundando o dito primeiro SNP; (c) conduzir uma analise de desequili-
brio de ligacao entre o dito primeiro SNP e segundos SNPs; e (d) sele-

cionar os ditos segundos SNPs como estando em desequilibrio de li-
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gacao com o dito primeiro marcado. Este método pode ser modificado
para incluir certas etapas precedendo a etapa (a), tal como amplifica-
cao de um fragmento da regido genémica compreendendo ou circun-
dando uma mutacdo somatica de uma pluralidade de individuos e i-
dentificacdo de SNPs na regido gendmica alojando ou circundando a
dita mutacdo somatica.

Agentes de Deteccdo de Cancer ErbB3

[00162] Em um aspecto, a presente invengcao proporciona agentes
de deteccao de cancer ErbB3. Em uma modalidade, o agente de de-
teccdo compreende um reagente capaz de ligar especificamente a
uma sequéncia ErbB3 mostrada na Figura 39 (sequéncia de aminoaci-
do de SEQ ID NO: 2 sequéncia de acido nucleico de SEQ ID NO:3).
Em outra modalidade, o agente de deteccdo compreende um polinu-
cleotideo capaz de hibridizar especificamente a uma sequéncia de 4ci-
do nucleico ERBB3 mostrada na Figura 2 (SEQ ID NO: 1) ou Figura 39
(SEQ ID NO:3). Em uma modalidade preferida, o polinucleotideo com-
preende uma sequéncia de acido nucleico que especificamente hibri-
diza a uma sequéncia de acido nucleico ErbB3 compreendendo uma
mutacdo mostrada na Figura 39 (SEQ ID NO:3).

[00163] Em outro aspecto, o agente de deteccédo de cancer ErbB3
compreende um polinucleotideo tendo uma formula particular. Em uma
modalidade, a formula de polinucleotideo é

[00164] 5 Xa-Y-Zy, 3 Formula |,
[00165] em que

[00166] X é um acido nucleico e a esta entre cerca de 0 e cerca de
250 (isto €, na direcéo 5";

[00167] Y representa um cédon de mutacdo ErbB3; e

[00168] Z € um &cido nucleico e b esta entre cerca de 0 e cerca de
250 (isto €, na direcéo 3");

[00169] Em outra modalidade, a ou b é de cerca de 250 ou menos
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na direcdo 5’ (se a) ou 3’ (se b). Em algumas modalidades, a ou b esta
entre cerca de O e cerca de 250, a ou b esté entre cerca de O e cerca
de 245, cerca de 0 e cerca de 240, esta entre cerca de O e cerca de
230, esta entre cerca de 0 e cerca 220, esté entre cerca de 0 e cerca
de 210, esta entre cerca de 0 e cerca de 200, esta entre cerca de 0 e
cerca de 190, esta entre cerca de O e cerca de 180, esta entre cerca
de 0 e cerca de 170, esta entre cerca de O e cerca de 160, esta entre
cerca de 0 e cerca de 150, esta entre cerca de O e cerca de 140, esta
entre cerca de O e cerca de 130, esta entre cerca de 0 e cerca de 120,
esta entre cerca de 0 e cerca de 110, esta entre cerca de 0 e cerca de
100, esté entre cerca de 0 e cerca de 90, esta entre cerca de O e cerca
de 80, esta entre cerca de 0 e cerca de 70, esta entre cerca de O e
cerca de 60, esta entre cerca de 0 e cerca de 50, esta entre cerca de 0
e cerca de 45, esta entre cerca de 0 e cerca de 40, esta entre cerca de
0 e cerca de 35, esta entre cerca de O e cerca de 30, esta entre cerca
de O e cerca de 25, esta entre cerca de O e cerca de 20, esta entre
cerca de 0 e cerca de 15, esté entre cerca de 0 e cerca de 10, ou esta
entre cerca de O e cerca de 5.

[00170] Em outra modalidade, a ou b é de cerca de 35 ou menos.
Em algumas modalidades, a ou b esta entre cerca de O e cerca de 35,
esta entre cerca de O e cerca de 34, esté entre cerca de 0 e cerca de
33, esta entre cerca de 0 e cerca de 32, esta entre cerca de O e cerca
de 31, esta entre cerca de O e cerca de 30, esta entre cerca de O e
cerca de 29, esta entre cerca de 0 e cerca de 28, esta entre cerca de 0
e cerca de 27,

[00171] entre cerca de O e cerca de 26, esta entre cerca de 0 e cer-
ca de 25, esta entre cerca de O e cerca de 24, esté entre cercade O e
cerca de 23, esta entre cerca de 0 e cerca de 22, esta entre cerca de 0
e cerca de 21, esta entre cerca de 0 e cerca de 20, esta entre cerca de

0 e cerca de 19, esta entre cerca de O e cerca de 18, esta entre cerca
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de O e cerca de 17, esta entre cerca de O e cerca de 16, esta entre
cerca de O e cerca de 15, esta entre cerca de O e cerca de 14, esta
entre cerca de 0 e cerca de 13, esta entre cerca de 0 e cerca de 12,
esta entre cerca de O e cerca de 11, esté entre cerca de 0 e cerca de
10, esta entre cerca de O e cerca de 9, esta entre cerca de O e cerca
de 8, esta entre cerca de 0 e cerca de 7, esta entre cerca de 0 e cerca
de 6, esta entre cerca de 0 e cerca de 5, esta entre cerca de 0 e cerca
de 4, esta entre cerca de 0 e cerca de 3, ou esta entre cerca de 0 e
cerca de 2.

[00172] Em outra modalidade, o polinucleotideo hibridiza a uma se-
guéncia de acido nucleico ErbB3 codificando um aminoacido na posi-
¢cdo 60 de SEQ ID NO:2, em que Y é selecionado do grupo consistindo
em AAA e AAG. Isto corresponde a mutacdo M60K associada com
cancer de colon.

[00173] Em outra modalidade, o polinucleotideo hibridiza a uma se-
guéncia de acido nucleico ErbB3 codificando um aminoacido na posi-
cdo 104 de SEQ ID NO:2, em que Y é selecionado do grupo consistin-
do em ATG, CTT, CTC, CTA, CTG, TTA e TTG. Isto corresponde a
mutacdo V104M ou V104L associada com cancer de colon, gastrico,
ovariano e de mama.

[00174] Em outra modalidade, o polinucleotideo hibridiza a uma se-
guéncia de acido nucleico ErbB3 codificando um aminoacido na posi-
cdo 111 de SEQ ID NO:2, em que Y é selecionado do grupo consistin-
do em TGT e TGC. Isto corresponde a mutacdo Y111C associada com
cancer gastrico.

[00175] Em outra modalidade, o polinucleotideo hibridiza a uma se-
guéncia de acido nucleico ErbB3 codificando um aminoacido na posi-
cdo 135 de SEQ ID NO:2, em que Y é selecionado do grupo consistin-
do em CTT, CTC, CTA, CTG, TTA e TTG. Isto corresponde a mutacao

R135L associada com cancer gastrico.
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[00176] Em outra modalidade, o polinucleotideo hibridiza a uma se-
guéncia de acido nucleico ErbB3 codificando um aminoacido na posi-
cdo 93 de SEQ ID NO:2, em que Y é selecionado do grupo consistindo
em TAA, TAG e TGA. Isto corresponde a mutacdo R193* (onde * é um
cédon de parada) associada com cancer de célon.

[00177] Em outra modalidade, o polinucleotideo hibridiza a uma se-
guéncia de acido nucleico ErbB3 codificando um aminoacido na posi-
cdo 232 de SEQ ID NO:2, em que Y é selecionado do grupo consistin-
do em GTT, GTC, GTA e GTG. Isto corresponde a mutacdo A232V
associada com cancer gastrico.

[00178] Em outra modalidade, o polinucleotideo hibridiza a uma se-
guéncia de acido nucleico ErbB3 codificando um aminoacido na posi-
cdo 262 de SEQ ID NO:2, em que Y é selecionado do grupo consistin-
do em CAT, CAC, TCT, TCC, TCA, TCG, AGT e AGC. Isto correspon-
de a mutacdo P262H ou P262S associada com cancer de célon e/ou
gastrico.

[00179] Em outra modalidade, o polinucleotideo hibridiza a uma se-
guéncia de acido nucleico ErbB3 codificando um aminoacido na posi-
cdo 284 de SEQ ID NO:2, em que Y é selecionado do grupo consistin-
do em CGT, CGC, CGA, CGG, AGA e AGG. Isto corresponde a muta-
cdo G284R associada com cancer de célon ou de pulméo (adenocar-
cinoma NSCLC).

[00180] Em outra modalidade, o polinucleotideo hibridiza a uma se-
guéncia de acido nucleico ErbB3 codificando um aminoacido na posi-
cdo 295 de SEQ ID NO:2, em que Y é selecionado do grupo consistin-
do em GCT, GCC, GCA e GCG. Isto corresponde a mutagdo V295A
associada com cancer de colon.

[00181] Em outra modalidade, o polinucleotideo hibridiza a uma se-
guéncia de acido nucleico ErbB3 codificando um aminoacido na posi-

cdo 325 de SEQ ID NO:2, em que Y é selecionado do grupo consistin-
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do em CGT, CGC, CGA, CGG, AGA e AGG. Isto corresponde a muta-
cdo G325R associada com cancer de colon.

[00182] Em outra modalidade, o polinucleotideo hibridiza a uma se-
guéncia de acido nucleico ErbB3 codificando um aminoacido na posi-
céo 406 de SEQ ID NO:2, em que Y é selecionado do grupo consistin-
do em ACT, ACC, ACA, ACG, AAA e AAG. Isto corresponde a muta-
cdo M406K ou M406T associada com cancer gastrico.

[00183] Em outra modalidade, o polinucleotideo hibridiza a uma se-
guéncia de acido nucleico ErbB3 codificando um aminoacido na posi-
céo 453 de SEQ ID NO:2, em que Y é selecionado do grupo consistin-
do em CAT e CAC. Isto corresponde a mutacdo R453H associada com
cancer gastrico.

[00184] Em outra modalidade, o polinucleotideo hibridiza a uma se-
guéncia de acido nucleico ErbB3 codificando um aminoacido na posi-
céo 498 de SEQ ID NO:2, em que Y é selecionado do grupo consistin-
do em ATT, ATC e ATA. Isto corresponde a mutacdo K498l associada
com cancer gastrico.

[00185] Em outra modalidade, o polinucleotideo hibridiza a uma se-
guéncia de acido nucleico ErbB3 codificando um aminoacido na posi-
¢céo 809 de SEQ ID NO:2, em que Y é selecionado do grupo consistin-
do em CGT, CGC, CGA, CGG, AGA e AGG. Isto corresponde a muta-
cdo Q809R associada com cancer gastrico.

[00186] Em outra modalidade, o polinucleotideo hibridiza a uma se-
guéncia de acido nucleico ErbB3 codificando um aminoacido na posi-
céo 846 de SEQ ID NO:2, em que Y é selecionado do grupo consistin-
do em ATT, ATC e ATA. Isto corresponde a mutacdo S8461 associada
com cancer de colon.

[00187] Em outra modalidade, o polinucleotideo hibridiza a uma se-
guéncia de acido nucleico ErbB3 codificando um aminoacido na posi-

cdo 928 de SEQ ID NO:2, em que Y é selecionado do grupo consistin-
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do em GGT, GGC, GGA e GGG. Isto corresponde a mutacdo E928G
associada com cancer gastrico e cancer de mama.

[00188] Em outra modalidade, o polinucleotideo hibridiza a uma se-
guéncia de acido nucleico ErbB3 codificando um aminoacido na posi-
cdo 1089 de SEQ ID NO:2, em que Y é TGG. Isto corresponde a mu-
tacdo R1089W associada com cancer gastrico.

[00189] Em outra modalidade, o polinucleotideo hibridiza a uma se-
guéncia de acido nucleico ErbB3 codificando um aminoacido na posi-
cdo 1164 de SEQ ID NO:2, em que Y é selecionado do grupo consis-
tindo em GCT, GCC, GCA e GCG. Isto corresponde a mutacdo
T1164A associada com cancer de colon.

[00190] Em outra modalidade, o polinucleotideo hibridiza a uma se-
guéncia de acido nucleico ErbB3 codificando um aminoacido na posi-
cdo 492 de SEQ ID NO:2, em que Y é selecionado do grupo consistin-
do em CAT e CAC. Isto corresponde a mutacdo D492H associada com
cancer de de pulméo (adenocarcinoma NSCLC).

[00191] Em outra modalidade, o polinucleotideo hibridiza a uma se-
guéncia de acido nucleico ErbB3 codificando um aminoacido na posi-
cado 714 de SEQ ID NO:2, em que Y é ATG. Isto corresponde a muta-
cao V714M associada com cancer de de pulmao (carcinoma escamo-
so NSCLC).

Diagnoéstico, Prognoéstico e Tratamento de Cancer

[00192] A invengcdo proporciona métodos para o diagnoéstico ou
prognostico de cancer em um individuo detectando a presenca em
uma amostra do individuo de uma ou mais mutacdes ou variacées so-
maticas associadas com cancer como divulgados neste documento.
Mutacdes ou variagcdes somaticas para uso nos métodos da invencao
incluem variacdes em ErbB3, ou nos genes codificando esta proteina.
Em algumas modalidades, a mutacao satica € um DNA genémico que

codifica um gene (ou sua regido regulatéria). Em varias modalidades, a
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mutacdo somatica € uma substituicdo, uma inser¢cdo ou uma delec¢éo
no gene codificando ErbB3. Em uma modalidade, a variagdo € uma
mutacdo que resulta em uma substituicdo de aminoacido em uma ou
mais de M60, G69, M91, V104, Y111, R135, R193, A232, P262, Q281,
G284, V295, Q298, G325, T389, M406, V438, R453, D492, K498,
V714, Q809, S846, E928, S1046, R1089, T1164 e D1194 na sequén-
cia de aminoacido de ErbB3 (SEQ ID NO:2). Em uma modalidade, a
substituicdo é pelo menos uma de M60K, G69R, M91l, V104L, V104M,
Y111C, R135L, R193* A232V, P262S, P262H, Q281H, G284R,
V295A, Q298*, G325R, T389K, M406K, V438I, R453H, D492H, K498,
V714M, Q809R, S846l, E928G, S1046N, R1089W, T1164A e D1194E
(* indica um cdédon de parada) na sequéncia de aminoacido de ErbB3
(SEQ ID NO:2). Em uma modalidade, a mutacéao indica a presenca de
um céancer ErbB3 selecionado do grupo consistindo em gastrico, de
célon, esofagico, retal, cecal, colorretal, adenocarcinoma de pulméao de
célula ndo pequena (NSCLC), NSCLC (Carcinoma escamoso), carci-
noma renal, melanoma, ovariano, célula grande de pulmao, cancer de
pulméo de célula pequena (SCLC), hepatocelular (HCC), cancer de
pulm&o e cancer pancreatico.

[00193] Em uma modalidade, a variacdo é uma mutacdo que resul-
ta em uma substituicdo de aminoacido em uma ou mais de M60, V104,
Y111, R153, R193, A232, P262, V295, G325, M406, R453, D492,
K498, V714, Q809, R1089 e T1164 na sequéncia de aminoacido de
ErbB3 (SEQ ID NO:2). Em outra modalidade, a substituicdo é pelo
menos uma de M60K, V104M, V104L, Y111C, R153L, R193*, A232V,
P262S, P262H, V295A, G325R, M406K, R453H, D492H, K498I,
V714M, Q809R, R1089W e D1194E (* indica um co6don de parada) na
sequéncia de aminoacido de ErbB3 (SEQ ID NO:2). Em uma modali-
dade, a mutacéao indica a presenca de um cancer ErbB3 selecionado

do grupo consistindo em gastrico, de célon, esofagico, retal, cecal, co-
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lorretal, adenocarcinoma de pulmao de célula ndo pequena (NSCLC),
NSCLC (Carcinoma escamoso), carcinoma renal, melanoma, ovariano,
célula grande de pulméo, cancer de pulmao de célula pequena (S-
CLC), hepatocelular (HCC), cancer de pulméao e cancer pancreatico.
[00194] Em outra modalidade, a variacdo é uma mutacdo que resul-
ta em uma substituicdo de aminoacido em uma ou mais de V104,
Y111, R153, A232, P262, G284, T389, R453, K498 e Q809 na se-
guéncia de aminoacido de ErbB3 (SEQ ID NO:2). Em outra modalida-
de, a substituicdo € pelo menos uma de V104L, V104M, Y111C,
R153L, A232V, P262S, P262H, G284R, T389K, R453H, K498l e
Q809R na sequéncia de aminoacido de ErbB3 (SEQ ID NO:2). Em
uma modalidade, a mutacado ErbB3 indica a presenca de cancer gas-
trointestinal. Em outra modalidade, um cancer gastrointestinal € um ou
mais de cancer gastrico, de colon, esofagico, retal, cecal e colorretal.
[00195] Em uma modalidade, a substituicdo ErbB3 esta em M60.
Em outra modalidade, a substituicdo € M60K. Em outra modalidade, a
mutacdo indica a presenca de cancer de coélon.

[00196] Em uma modalidade, a substituicdo ErbB3 esta em V104.
Em outra modalidade, a substituicdo é V104L ou V104M. Em outra
modalidade, a mutac¢do indica a presenca de cancer gastrico ou cancer
de colon.

[00197] Em uma modalidade, a substituicdo ErbB3 esta em V111.
Em outra modalidade, a substituicdo é V111C. Em outra modalidade, a
mutacdo indica a presenca de cancer gastrico.

[00198] Em uma modalidade, a substituicdo ErbB3 esta em R135.
Em outra modalidade, a substituicdo € R135L. Em outra modalidade, a
mutacao indica a presenca de cancer gastrico.

[00199] Em uma modalidade, a substituicdo ErbB3 esta em R193.
Em outra modalidade, a substituicdo € R193*. Em outra modalidade, a

mutacdo indica a presenca de cancer de coélon.

21676703v1l



69/112

[00200] Em uma modalidade, a substituicdo ErbB3 esta em A232.
Em outra modalidade, a substituicdo é A232V. Em outra modalidade, a
mutacdo indica a presenca de cancer gastrico.

[00201] Em uma modalidade, a substituicdo ErbB3 esta em P262.
Em outra modalidade, a substituicdo é P262S ou P262H. Em outra
modalidade, a mutacédo indica a presenca de cancer de colon ou can-
cer gastrico.

[00202] Em uma modalidade, a substituicdo ErbB3 esta em G284.
Em outra modalidade, a substituicdo é G284R. Em outra modalidade, a
mutacgao indica a presenca de cancer de pulmao (adenocarcinoma de
pulm&o de célula ndo pequena (NSCLC) ou cancer de cdlon.

[00203] Em uma modalidade, a substituicdo ErbB3 esta em V295.
Em outra modalidade, a substituicdo é V295A. Em outra modalidade, a
mutacdo indica a presenca de cancer de colon.

[00204] Em uma modalidade, a substituicdo ErbB3 esta em G325.
Em outra modalidade, a substituicdo é G325R. Em outra modalidade, a
mutacdo indica a presenca de cancer de coélon.

[00205] Em uma modalidade, a substituicdo ErbB3 esta em M406.
Em outra modalidade, a substituicdo é M406K. Em outra modalidade, a
mutacdo indica a presenca de cancer gastrico.

[00206] Em uma modalidade, a substituicdo ErbB3 esta em R453.
Em outra modalidade, a substituicdo € R453H. Em outra modalidade, a
mutacdo indica a presenca de cancer gastrico ou cancer de célon.
[00207] Em uma modalidade, a substituicdo ErbB3 esta em K498.
Em outra modalidade, a substituicdo € K498I. Em outra modalidade, a
mutacao indica a presenca de cancer gastrico.

[00208] Em uma modalidade, a substituicdo ErbB3 esta em D492.
Em outra modalidade, a substituicdo € D492H. Em outra modalidade, a
mutacao indica a presenca de cancer de pulmao (adenocarcinoma de

pulm&o de célula ndo pequena (NSCLC).
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[00209] Em uma modalidade, a substituicdo ErbB3 esta em V714.
Em outra modalidade, a substituicdo é V714M. Em outra modalidade, a
mutacgao indica a presenca de cancer de pulmao (carcinoma escamoso
de pulméo de célula ndo pequena (NSCLCQC)).

[00210] Em uma modalidade, a substituicdo ErbB3 esta em Q809.
Em outra modalidade, a substituicdo € Q809R. Em outra modalidade, a
mutacdo indica a presenca de cancer gastrico.

[00211] Em uma modalidade, a substituicdo ErbB3 esta em S846.
Em outra modalidade, a substituicdo € S846Il. Em outra modalidade, a
mutacdo indica a presenca de cancer de coélon.

[00212] Em uma modalidade, a substituicdo ErbB3 estd em R1089.
Em outra modalidade, a substituicdo é R1089W. Em outra modalidade,
a mutacao indica a presenca de cancer gastrico.

[00213] Em uma modalidade, a substituicdo ErbB3 estd em T1164.
Em outra modalidade, a substituicdo é T1164A. Em outra modalidade,
a mutacao indica a presenca de cancer de célon.

[00214] Em varias modalidades, a pelo menos uma variacdo € uma
substituicdo, insercdo, truncagem ou delecdo de aminoacidos em
ErbB3. Em algumas modalidades, a variacdo € uma substituicdo de
aminoacido. Qualquer uma ou mais destas variacfes pode ser usada
em qualguer um dos métodos de deteccéo, diagndstico e progndéstico
descritos abaixo.

[00215] Em uma modalidade, a invencao proporciona um método
para detectar a presenca ou auséncia de uma mutacao somatica indi-
cativa de cancer em um individuo compreendendo: (a) contatar uma
amostra do individuo com um reagente capaz de detectar a presenca
ou auséncia de uma mutacdo somatica em um gene ErbB3; e (b) de-
terminar a presenca ou auséncia da mutacdo, em que a presenca da
mutacao indica que o individuo é afligido com, ou esta em risco de de-

senvolver, cancer.
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[00216] O reagente para uso no método pode ser um oligonucleoti-
deo, uma sonda de DNA, uma sonda de RNA e uma ribozima. Em al-
gumas modalidades, o reagente é marcado. Marcadores podem incluir,
por exemplo, marcadores de radiois6topo, marcadores fluorescentes,
marcadores bioluminescentes ou marcadores enziméaticos. Radionucli-
deos que podem servir como marcadores detectaveis incluem, por e-
xemplo, 1-131, 1-123, 1-125, Y-90, Re-188, Re-186, At-211, Cu-67, Bi-
212 e Pd-1009.

[00217] Também é previsto um método para detectar uma mutacao
somatica indicativa de cancer em um individuo compreendendo: de-
terminar a presenca ou auséncia de uma mutacdo somatica em um
gene ErbB3 em uma amostra biolégica de um individuo, em que a pre-
senca da mutacdo indica que o individuo é afligido com, ou esta em
risco de desenvolver, cancer. Em varias modalidades do método, a
deteccdo da presenca de uma ou mais mutacdes somaticas é realiza-
da por um processo selecionado do grupo consistindo em sequencia-
mento direto, hibridizacdo de sonda especifica de mutacédo, extenséo
de iniciador especifica de mutacdo, amplificacdo especifica de muta-
cao, incorporacdo de nucleotideo especifica de mutacao, digestdo de
nuclease 5', ensaio de farol molecular, ensaio de ligacdo de oligonu-
cleotideo, analise de tamanho e polimorfismo de conformacédo de fita
simples. Em algumas modalidades, &cidos nucleicos da amostra sédo
amplificados antes de determinar a presenca das uma ou mais muta-
coes.

[00218] A invencao ainda fornece um método para diagnosticar ou
prognosticar cancer em um individuo compreendendo: (a) contatar
uma amostra do individuo com um reagente capaz de detectar a pre-
senca ou auséncia de uma mutacdo somatica em um gene ErbB3; e
(b) determinar a presenca ou auséncia da mutacdo, em que a presen-

ca da mutacéo indica que o individuo é afligido com, ou esta em risco
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de desenvolver, cancer.

[00219] A invencao ainda fornece um método para diagnosticar ou
prognosticar cancer em um individuo compreendendo: determinar a
presenca ou auséncia de uma mutacdo somatica em um gene ErbB3
em uma amostra biolégica de um individuo, em que a presenca da va-
riacdo genética indica que o individuo é afligido com, ou esta em risco
de desenvolver, cancer.

[00220] A invencdo também fornece um método para diagnosticar
ou prognosticar cancer em um individuo compreendendo: (a) obter
uma amostra contendo acido nucleico do individuo e (b) analisar a
amostra para detectar a presenca de pelo menos uma mutacdo soma-
tica em um gene ErbB3, em que a presenca da variagdo genética indi-
ca que o individuo é afligido com, ou esta em risco de desenvolver,
cancer.

[00221] Em algumas modalidades, o método para diagnosticar ou
prognosticar ainda compreende submeter o individuo a um ou mais
testes diagndsticos adicionais para cancer, por exemplo, triagem para
um ou mais marcadores adicionais ou submeter o individuo a procedi-
mentos de imageamento.

[00222] E ainda contemplado que qualquer um dos métodos acima
pode ainda compreender tratar o individuo para cancer com base nos
resultados do método. Em algumas modalidades, os métodos acima
ainda compreendem detectar na amostra a presenca de pelo menos
uma mutacdo somatica. Em uma modalidade, a presenca de uma pri-
meira mutacdo somatica junto com a presenca de pelo menos uma
mutacdo somética adicional é indicativa de um risco elevado de cancer
em comparacdo com um individuo tendo a primeira mutacdo somatica
e carecendo da presenca da pelo menos uma mutacdo somatica adi-
cional.

[00223] Também € previsto um método para identificar um individuo
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tendo um risco elevado do diagndstico de cancer compreendendo: (a)
determinar a presenca ou auséncia de uma primeira mutacdo somatica
em um gene ErbB3 em uma amostra biolégica de um individuo; e (b)
determinar a presenca ou auséncia de pelo menos uma mutagao so-
matica adicional, em que presenca da primeira e de pelo menos uma
mutacdo somatica adicional indica que o individuo tem um risco eleva-
do do diagnéstico de cancer em comparacdo com um individuo care-
cendo da presenca da primeira e de pelo menos uma mutacdo somati-
ca adicional.

[00224] Também é previsto um método para auxiliar o diagnostico
e/ou prognostico de um subfendtipo de cancer em um individuo, o mé-
todo compreendendo detectar em uma amostra biolégica derivada do
individuo a presenca de uma mutacdo somatica em um gene codifi-
cando ErbB3. Em uma modalidade, a mutacdo somatica resulta na
substituicdo de aminoacido G284R na sequéncia de aminoacido de
ErbB3 (SEQ ID NO: 2), e o subfenétipo de cancer é caracterizado pelo
menos em parte por sinalizacdo independente de ligante de HER de
uma célula expressando o ErbB3 mutante G284R. Em outra modalida-
de, a mutacdo somética resulta na substituicdo de aminoacido Q809R
na sequéncia de aminoacido de ErbB3 (SEQ ID NO: 2), e o subfendti-
po de cancer € caracterizado pelo menos em parte por sinalizacéo in-
dependente de ligante de HER de uma célula expressando o ErbB3
mutante Q809R.

[00225] A invencédo ainda fornece um método para predizer a res-
posta de um individuo a um agente terapéutico de cancer que tem co-
mo alvo um receptor ErbB compreendendo detectar em uma amostra
biol6gica obtida do individuo uma mutacdo somética que resulta em
uma variacdo de aminoacido na sequéncia de aminoacido de ErbB3
(SEQ ID NO: 2), em que a presenca da mutacdo somatica é indicativa

de uma resposta a um agente terapéutico que tem como alvo um re-
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ceptor ErbB. Em uma modalidade, o agente terapéutico € um antago-
nista ou agente de ligacado de ErbB, por exemplo, um anticorpo anti-
ErbB.

[00226] Uma amostra biolégica para uso em qualquer um dos mé-
todos descritos acima pode ser obtida usando certos métodos conhe-
cidos daqueles versados na técnica. Amostras biologicas podem ser
obtidas de animais vertebrados e, em particular, mamiferos. Em certas
modalidades, uma amostra biolégica compreende uma célula ou teci-
do. Variacdes nos acido nucleicos alvo (ou polipeptideos codificados)
podem ser detectadas de uma amostra de tecido ou de outras amos-
tras corporais, tal como sangue, soro, urina, esputo, saliva, mucosa e
tecido. Ao triar tais amostras corporais, um diagnoéstico precoce sim-
ples pode ser obtido para doencas tais como cancer. Além disso, o
progresso da terapia pode ser monitorado mais facilmente testando
essas amostras corporais para variacées em acidos nucleicos alvo (ou
polipeptideos codificados). Em algumas amostras, a amostra biolégica
€ obtida de um individuo suspeito de ter cancer.

[00227] Subsequente a determinacédo de que um individuo ou uma
amostra biologica obtida do individuo compreende uma mutacao So-
matica divulgada neste documento é contemplado que uma quantida-
de eficaz de um agente terapéutico de cancer apropriado pode ser
administrada ao individuo para tratar cancer no individuo.

[00228] Também séo fornecidos métodos para auxiliar no diagnés-
tico de cancer em um mamifero detectando a presenca de uma ou
mais variacdes em acido nucleico compreendendo uma mutagao so-
méatica em ErbB3, de acordo com o método descrito acima.

[00229] Em outra modalidade, um método é fornecido para predizer
se um individuo com cancer responderd a um agente terapéutico de-
terminando se o individuo compreende uma mutacdo somatica em

ErbB3, de acordo com o método descrito acima.
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[00230] Também sédo fornecidos métodos para avaliar pré-
disposicdo de um individuo para desenvolver cancer detectando a pre-
sencga ou auséncia no individuo de uma mutacdo somética em ErbB3.
[00231] Também séo fornecidos métodos para subclassificar cancer
em um mamifero, o método compreendendo detectar a presenca de
uma mutacao somatica em ErbB3.

[00232] Também séo fornecidos métodos para identificar um agente
terapéutico eficaz para tratar cancer em uma subpopulacdo de pacien-
tes, 0 método compreendendo correlacionar eficacia do agente com a
presenca de uma mutacdo somatica em ErbB3.

[00233] Meétodos adicionais proporcionam informacdo util para de-
terminar etapas de intervencéo clinica apropriadas, se e como apropri-
ado. Portanto, em uma modalidade de um método da invencdo o mé-
todo ainda compreende uma etapa de intervencdo clinica com base
em resultados da avaliacdo da presenca ou auséncia de uma mutacao
somatica ErbB3 associada com cancer como divulgado neste docu-
mento. Por exemplo, intervencéo apropriada pode envolver etapas pro-
filaticas e de tratamento, ou ajuste(s) de quaisquer etpas profilaticas ou
de tratamento entdo correntes com base em informagéo genética obti-
da por um método da invencéao.

[00234] Como seria evidente para alguém versado na técnica, em
gualquer método descrito neste documento, embora a deteccdo da
presenca de uma mutagdo somatica indicasse positivamente uma ca-
racteristica de uma doenca (por exemplo, presenc¢a ou subtipo de uma
doenca), a ndo deteccdo de uma mutacdo somatica também seria in-
formativa fornecendo caracterizacao reciproca da doenca.

[00235] Mais ainda, os métodos incluem métodos para tratar cancer
em um mamifero compreendendo as etapas de obter uma amostra
biol6gica do mamifero, examinar a amostra biolGgica para a presenca

ou auséncia de uma mutacdo somatica ErbB3 conforme divulgado
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neste documento e, mediante determinacdo da presenca ou auséncia
da mutac&o na dita amostra de tecido ou célula, administrar uma quan-
tidade eficaz de um agente terapéutico apropriado ao dito mamifero.
Opcionalmente, os métodos compreendem administrar uma quantida-
de eficaz de um agente terapéutico de cancer de alvo ao dito mamife-
ro.

[00236] Também séo fornecidos métodos para tratar cancer em um
individuo em quem uma mutacao somatica ErbB3 é conhecida por es-
tar presente, o método compreendendo administrar ao individuo um
agente terapéutico eficaz para tratar cancer.

[00237] Também sédo fornecidos métodos para tratar um individuo
tendo cancer, o método compreendendo administrar ao individuo um
agente terapéutico previamente demonstrado ser eficaz para tratar o
dito cancer em pelo menos um estudo clinico, em que o agente foi
administrado a pelo menos cinco individuos humanos que tinham cada
gual uma mutacdo somatica ErbB3. Em uma modalidade, os pelo me-
nos cinco individuos tinham duas ou mais mutacdes somaticas diferen-
tes no total para o grupo de pelo menos cinco individuos. Em uma mo-
dalidade, os pelo menos cinco individuos tinham as mesmas mutacdes
somaticas para o grupo inteiro de pelo menos cinco individuos.

[00238] Também sédo fornecidos métodos para tratar um individuo
de cancer que é de uma subpopulacdo de pacientes de cancer especi-
fica compreendendo administrar ao individuo uma quantidade eficaz
de um agente terapéutico que € aprovado como um agente terapéutico
para a dita subpopulacdo, em que a subpopulacédo é caracterizada pe-
lo menos em parte por associagcdo com uma mutacdo somatica ErbB3.
[00239] Em uma modalidade, a subpopulacdo é de ancestrais Eu-
ropeus. Em uma modalidade, a invencéo fornece um método compre-
endendo fabricar um agente terapéutico de cancer e empacotar o a-

gente com instru¢cdes para administrar o agente a um individuo que
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tem ou se acredita ter caAncer e que tem uma mutacdo somatica ErbB3.
[00240] Também séo fornecidos métodos para selecionar um paci-
ente sofrendo de cancer para tratamento com um agente terapéutico
de cancer compreendendo detectar a presenca de uma mutacdo so-
matica ErbB3.

[00241] Um agente terapéutico para o tratamento de cancer pode
ser incorporado em composi¢des as quais, em algumas modalidades,
sdo adequadas para uso farmacéutico. Essas composi¢des tipicamen-
te compreendem o peptideo ou polipeptideo e um transportador acei-
tavel, por exemplo, um que é farmaceuticamente aceitavel. Um "trans-
portador farmaceuticamente aceitavel" inclui todos e quaisquer solven-
tes, meios de disperséo, revestimetnos, agentes antibacterianos e anti-
fungicos, agentes isotbnicos e de retardo de absorcdo e similares,
compativeis com administracdo farmacéutica (Gennaro, Remington:
The science and practice of pharmacy. Lippincott, Williams & Wilkins,
Philadelphia, Pa. (2000)). Exemplos de tais transportadores ou diluen-
tes incluem, mas néo estédo limitados a, agua, salina, solucbes de Fin-
ger, solucdo de dextrose e albumina sérica humana a 5%. Lipossomas
e veiculos ndo aquosos, tal como 6leos fixos, também podem ser usa-
dos. Exceto quando uma midia ou um agente convencional € incompa-
tivel com um composto ativo, o uso destas composicdes € contempla-
do. Compostos ativos suplementares também podem ser incorporados
as composicoes.

[00242] Um agente terapéutico da invencéo (e qualquer agente te-
rapéutico adicional para o tratamento de cancer) pode ser administra-
do por qualquer meio adequado incluindo parenteral, intrapulmonar,
intratecal e intranasal e, se desejado para tratamento local, administra-
¢ao intralesional. InfusGes parenterais incluem, por exemplo, adminis-
tracdo intramuscular, intravenosa, intra-arterial, intraperitoneal ou sub-

cutanea. A dosagem pode ser por qualquer rota adequada, por exem-
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plo, por injecdes, tal como injegdes intravenosas ou subcutaneas, de-
pendendo em parte se a administracao é breve ou crénica. Varios pro-
gramas de dosagem incluindo, mas nao limitados a, administracoes
simples ou multiplas por varios pontos no tempo, administracdo de bo-
lus e infus@o por pulso sdo contemplados neste documento.

[00243] Dosagens e programas eficazes para administracdo de a-
gentes terapéuticos de cancer podem ser determinados empiricamen-
te, e fazer essas determinacfes esta dentro da habilidade na técni-
ca.Dosagens simples ou multiplas podem ser empregadas. Quando a
administracdo in vivo de um agente terapéutico de cancer € emprega-
da, as quantidades de dosagem normais podem variar de cerca de 10
ng/kg até 100 mg/kg de peso corporal do mamifero ou mais por dia,
preferivelmente cerca de 1 ug/kg/dia a 10 mg/kg/dia, dependendo da
rota de administracdo. Diretrizes quanto as dosagens e aos métodos
particulares de distribuicdo sdo fornecidas na literatura; ver, por exem-
plo, Patentes US 4.657.760; 5.206.344; ou 5.225.212.

[00244] Um aspecto da invencao proporciona um método para tra-
tar um individuo tendo um cancer HER3/ErbB3 identificado por uma ou
mais das mutacfes somaticas descritas neste documento. Em uma
modalidade, o método compreende a etapa de administrar ao indivi-
duo uma quantidade eficaz de um inibidor HER. Em outra modalidade,
o inibidor HER é um anticorpo o qual liga a um receptor HER. Em uma
modalidade preferida, o anticorpo liga a um receptor ErbB3. Em uma
modalidade, o anticorpo HER é um anticorpo multiespecifico compre-
endendo um um dominio de ligacdo a antigeno que especificamente
liga a HER3 e pelo menos um receptor HER adicional, tal como aque-
les descritos em Fuh et al. WO10/108127 incorporado neste documen-
to por referéncia em sua totalidade. Em uma modalidade, o cancer
ErbB3 tratado pelo inibidor HER compreende células que expressam

HER3. Em uma modalidade, o cancer tratado pelo inibidor HER € can-
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cer gastrico, de colon, esofagico, retal, cecal, colorretal, adenocarci-
noma de pulméo de célula ndo pequena (NSCLC), NSCLC (Carcinoma
escamoso), carcinoma renal, melanoma, ovariano, célula grande de
pulm&o, cancer de pulméo de célula pequena (SCLC), hepatocelular
(HCC), cancer de pulméo e cancer pancreético.

[00245] Outro aspecto da invencéo fornecer um método para inibir
uma atividade biol6gica de um receptro HER em um individuo compre-
endendo administrar ao individuo uma quantidade eficaz de um inibi-
dor HER. Em uma modalidade, o receptor HER é um receptor HER3
expresso por células de cancer no individuo. Em outra modalidade, o
inibidor HER é um anticorpo HER compreendendo um dominio de liga-
cao a antigeno que especificamente liga a pelo menos HERS.

[00246] Um aspecto da invencao proporciona um anticorpo HER
para uso como um medicamento. Outro aspecto da invengao propor-
ciona um anticorpo HER para uso na fabricacdo de um medicamento.
O medicamento pode ser usado, em uma modalidade, para tratar um
cancer ErbB3/HER3 identificado por uma ou mais das mutacdes soma-
ticas descritas neste documento. Em uma modalidade, o medicamento
€ para inibir uma atividade bioldgica do receptor HER3. Em uma moda-
lidade, o anticorpo HER compreende um dominio de ligacdo a antige-
no que especificamente liga a HER3, ou a HER3 e pelo menos um re-
ceptor HER adicional.

[00247] Em outro aspecto, a presente invencao proporciona varios
tipos diferentes de inibidores HER adequados para os métodos de tra-
tamento. Em uma modalidade, o inibidor HER € selecionado do grupo
consistindo em trastuzumabe - um anticorpo anti-ERBB2 que liga o
dominio IV de ERBB2; pertuzumab - um anticorpo anti-ERBB2 que liga
o dominio Il de ERBB2 e evita dimerizacdo; anti-ERBB3.1- um anti-
ERBB3 que bloqueia ligacdo de ligante (liga dominio Ill); anti-
ERBB3.2—um anticorpo anti-ERBB3 que liga dominio Ill e bloqueia li-
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gacao de ligante; MEHD7945A — um anticorpo ERBB3/EGFR dual que
bloqueia ligacao de ligante (liga dominio Il de EGFR e ERBB3); cetu-
ximabe — um anticorpo EGFR que bloqueia ligacao de ligante (liga do-
minio Ill de EGFR); Lapatinibe — um inibidor de molécula pequena
ERBB2/EGFR dual; e GDC-094148 — um inibidor PI3K.

[00248] Em outro aspecto, a presente invencao proporciona um a-
gente terapéutico anticancer para uso em um método para tratar um
cancer ErbB3 em um individuo, o dito método compreendendo (i) de-
tectar em uma amostra biologica obtida do individuo a presenca ou
auséncia de uma mutacao de aminoacido em uma sequéncia de acido
nucleico codificando ErbB3, em que a mutagao resulta em uma mu-
danca de aminoacido em pelo menos uma posi¢cdo da sequéncia de
aminoacido de ErbB3 (como descrito neste documento), em que a pre-
senca da mutacdo € indicativa da presenca de cancer no individuo do
gual a amostra foi obtida; e (ii)) se uma mutacao for detectada na se-
guéncia de acido nucleico, administrar ao individuo uma quantidade
eficaz do agente terapéutico anticancer.

Terapia de Combinacao

[00249] E contemplado que terapias de combinacdo podem ser
empregadas nos métodos. A terapia de combinacédo pode incluir, mas
nao se limita a, administracdo de dois ou mais agentes terapéuticos de
cancer. A administracdo dos agentes terapéuticos em combinacgao tipi-
camente é realizada durante um periodo de tempo definido (geralmen-
te minutos, horas, dias ou semanas dependendo da combinacao sele-
cionada). Terapia de combinacdo se destina a englobar a administra-
cao destes agentes terapéuticos de uma maneira sequencial, isto €,
em que cada agente terapéutico € administrado em um tempo diferen-
te, assim como a administracdo destes agentes terapéuticos, ou pelo
menos dois dos agentes terapéuticos, de uma maneira substancial-

mente simultanea.
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[00250] O agente terapéutico pode ser administrado pelas mesmas
ou diferentes rotas de administracdo. Por exemplo, um antagonista
ErbB na combinacdo pode ser administrado por injecao intravenosa
enquanto um agente quimioterapéutico na combinagao ode ser admi-
nistrado oralmente. Alternativamente, por exemplo, ambos o0s agentes
terapéuticos podem ser administrados oralmente, ou ambos os agen-
tes terapéuticos podem ser administrados por injecao intravenosa, de-
pendendo dos agentes terapéuticos especificos. A sequéncia na qual
0s agentes terapéuticos sdo administrados também varia dependendo
dos agentes especificos.

[00251] Em um aspecto, a presente invencao proporciona um me-
todo para tratar um individuo tendo um cancer HER3/ErbB3 identifica-
do por uma ou mais mutacdes somaticas descritas neste documento,
em que o método de tratamento compreende administrar mais de um
inibidor ErbB. Em uma modalidade, o0 método compreende administrar
um inibidor ErbB3, por exemplo, um antagonista ErbB3, e pelo men os
um inibidor ErbB adicional, por exemplo, um antagonista EGFR, um
ErbB2, ou um ErbB4. Em outra modalidade, o método compreende
administrar um antagonista ErbB3 e um antagonista EGFR. Em outra
modalidade, 0 método compreende administrar um antagonista ErbB3
e um antagonista ErbB2. Em ainda outra modalidade, o método com-
preende administrar um antagonista ErbB3 e um antagonista ErbB4.
Em algumas modalidades, pelo menos um dos antagonistas ErbB é
um anticorpo. Em outra modalidade, cada um dos antagonistas ErbB é
um anticorpo.

Kits

[00252] Para uso nas aplicacbes descritas ou sugeridas neste
dcoumento, kits ou artigos de fabricacdo também s&o fornecidos. Es-
ses kits podem compreender um meio transportador sendo comparti-

mentalizado para receber em intimo confinamento um ou mais meios
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de recipiente, tal como frascos, tubos e similares, cada um dos meios
de recipiente compreendendo um dos elementos separados a sere u-
sado no método. Por exemplo, um dos meios de recipiente pode com-
preender uma sonda gue é ou pode ser marcada detectavelmente. Es-
sa sonda pode ser um polinucleotideo especifico para um polinucleoti-
deo compreendendo uma mutacdo somatica ErbB3 associada com
cancer como divulgado aqui. Quando o kit utiliza hibridizacdo de acido
nucleico para detectar um &cido nucleico alvo, o kit também pode ter
recipientes contendo nucleotideo(s) para amplificacdo da sequéncia de
acido nucleico alvo e/ou um recipiente compreendendo um meio repor-
ter, tal como uma proteina de ligacdo a biotina, tal como avidina ou
estreptavidina, ligada a uma molécula reporter, tal como um marcador
enzimatico, fluorescente ou radioisétopo. Em uma modalidade, os kits
da presente invencdo compreendem um ou mais agentes de deteccao
de cancer ErbB3 como descrito neste documento. Em uma modalidade
preferida, o kit compreende um ou mais agentes de deteccéo de can-
cer gastrointestinal ErbB3, ou um ou mais agentes de deteccao de
cancer de pulmao ErbB3, como descrito neste documento. Em outra
modalidade, o kit ainda compreende um agente terapéutico (por e-
xemplo, um inibidor ErbB3), como descrito neste documento.

[00253] Em outras modalidades, o kit pode compreender um agente
marcado capaz de detectar um polipeptideo compreendendo uma mu-
tacdo somatica ErbB3 associada com céancer, como divulgado neste
documento. Esse agente pode ser um anticorpo o qual liga o polipepti-
deo. Esse agente pode ser um peptideo o qual liga o peptideo. O kit
pode compreender, por exemplo, um primeiro anticorpo (por exemplo,
fixado a um suporte sdélido) o qual liga a um polipeptideo compreen-
dendo uma variante genética como divulgado neste documento; e, op-
cionalmente, um segundo anticorpo diferente o qual liga ou ao polipep-

tideo ou ao primeiro anticorpo e € conjugado a um marcador detecta-
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vel.

[00254]  Kits tipicamente compreenderdo o recipiente descrito acima
€ um ou mais recipientes compreendendo materiais desejaveis de um
ponto de vista comercial e do usuério final, incluindo tampdes, diluen-
tes, filtros, agulhas, seringas e/ou insercdes de embalagem com ins-
trucdes para uso. Um marcador pode estar presente no recipiente para
indicar que a composicdo é usada para uma terapia especifica ou apli-
cacdo nao terapéutica e também pode indicar orientacBes para cada
uso in vivo ou in vitro use, tal como aquelas descritas acima. Outros
componentes opcionais no kit incluem um ou mais tampdes (por e-
xemplo, tampé&o de bloqueio, tampé&o de substrato, etc.), outros rea-
gentes, tal como substrato (por exemplo, cromdgeno) 0s quais sao
guimicamente alterados por um marcador enzimaico, solucdo de recu-
peracdo de epitopo, amostras de controle (controles positivos e/ou ne-
gativos), lamina(s) de controle, etc.

[00255] Em outro aspecto, a presente invencdo proporciona o uso
de agente de deteccao de cancer ErbB3 na fabricacdo de um kit para
detectar cancer em um individuo. Em uma modalidade, a deteccdo de
um cancer ErbB3 compreende detectar em uma amostra biolégica ob-
tida do individuo a presenca ou auséncia de uma mutacdo de aminoa-
cido em uma sequéncia de acido nucleico codificando ErbB3, em que
a mutacdo resulta em uma mudanca de aminoacido em pelo menos
uma posicao da sequéncia de aminoacido ErbB3 (como descrito neste
documento), em gue a presenca da mutacdo € indicativa da presenca
de cancer no individuo do qual a amostra foi obtida.

Métodos de Marketing

[00256] A invencdo neste documento também engloba um método
para marketing dos métodos divulgados de diagndstico ou prognostico
de cancer compreendendo anunciar, instruir e/ou especificar para uma

audiéncia alvo o uso dos métodos divulgados.
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[00257] Marketing é geralmente comunicagdo paga por meio de um
meio ndo pessoal no qual o patrocinador € identificado e a mensagem
€ controlada. Marketing para os fins deste documento inclui publicida-
de, relacbes publicas, colocacdo de produto, patrocinio, avaliacdo e
similates. Ester termo também inclui avisos publicos de informacao
patrocinados aparecendo em qualquer um dos meios de comunicacao
Impressos.

[00258] O marketing do método de diagnéstico neste documento
pode ser realizado por qualguer meio. Exemplos de meios de marke-
ting usados para distribuir estas mensagens incluem televiséo, radio,
filmes, revistas, jornais, a internet e quadros de aviso, incluindo comerci-
ais os quais sdo mensagens aparecendo na midia de radiotransmissao.
[00259] O tipo de marketing usado dependera de muitos fatores,
por exemplo, da natureza da audiéncia alvo a ser atingida, por exem-
plo, hospitais, companhias de seguro, clinicas, médicos, enfermeiros e
pacientes, assim como de consideracfes de custo e das leis e dos re-
gulamentos jurisdicionais relevantes governando o marketing de medi-
camentos e diagnosticos. O marketing pode ser individualizado ou cus-
tomizado com base em caracterizacfes de usuario definidas por inte-
racao de servico e/ou outros dados, tal como localizacdo demografica
e geografica do usuério.

[00260] Os exemplos a seguir sdo oferecidos para fins ilustrativos
apenas e nao se destinam a limitar o escopo da invengao de qualquer
maneira.

[00261] Todas as patentes e referéncias de literatura citadas no
presente relatério descritivo sdo incorporadas neste documento por
referéncia em sua totalidade.

EXEMPLOS

Exemplo - Mutacoes ERBB3 oncogénicas em canceres humanos

[00262] Dada a importancia de ERBB3 em canceres humanos, nés
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sistematicamente investigamos canceres humanos e identificamos mu-
tacdes somaticas recorrentes e também mostram que estas mutacées
sdo transformantes. Além disso, nés avaliamos terapéuticos direciona-
dos em modelos animais de cancer conduzidos por mutante ERBB3 e
mosrtam que uma maioria deles é eficaz em bloquear oncogénese
conduzida por mutante ERBB3.

Materiais e métodos

DNA de tumor, mutacédo e amplificacdo genémica

[00263] Amostras de tumor humano primario apropriadamente con-
sentidas foram obtidas de fontes comerciais (Figura 1). As amostras de
tecido humano usadas no estudo foram desidentificadas (duplamente
codificadas) antes de seu uso e dai o estudo usando estas amostras
nao é considerado pesquisa de individuo humano de acordo com 0s
regulamentos e diretriz relativa do US Department of Human and Heal-
th Services (45 CFR Part 46). O teor de tumor em todos 0s tumores
usados foi confirmado ser >70% por revisao de patologia. DNA de tu-
mor foi extraido usando kit facil Qiagen Tissue. (Qiagen, CA). Todos os
éxons de codificacdo de ERBB3 foram amplificados usando iniciadores
listados na Tabela 1 abaixo (Applied Biosystems, CA). Os produtos
PCR foram gerados usando dois pares de iniciadores, um par externo
e um par interno para aumentar a especificidade (Tabela 1), usando
condicbes de PCR padrdo foram sequenciados usando sequenciador
3730xI ABI. Os dados de sequenciamento foram analisados para pre-
senca de variantes nao presentes na base de dados dbSNP usando
Mutation Surveyor (Softgenetics, PA) e programas de alinhamento de
sequéncia automatizados adicionais. As variantes putativas identifica-
das foram confirmadas por sequenciamento de DNA ou analise de es-
pectrometria de massa (Sequenom, CA) do DNA do tumor original se-
guidos por confirmagédo de sua auséncia no DNA normal combinado

adjacente por um processo similar aplicado ao DNA do tumor. Se-
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guéncias de acido nucleico e aminoacido ERBB3 normais sao forneci-

das nas Figuras 2 e 3, respectivamente.
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[00266] Tabela 1 divulga as sequéncias "5p Iniciador Externo" como
SEQ ID NOS 3-32, as sequéncias "3p Iniciador Externo" como SEQ ID
NOS 33-62, as sequéncias "5p Iniciador Interno" como SEQ ID NOS
63-92, as sequéncias "3p Iniciador Interno” como SEQ ID NOS 93-122,
e as sequéncias "F1," "R1" e "R2" como SEQ ID NOS 123-125, todas
respectivamente, em ordem de aparigao.

Linhagens Celulares

[00267] A linhagem de célula pré6-B de camundongo dependente de
IL-3- BaF3 e MCF10A, uma célula epitelial de mamifero, foi adquitira
de ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA). Células
BaF3 foram mantidas em RPMI 1640 suplementado comh 10% (v/v)
de soro bovino fetal (Thermo Fisher Scientific, IL), L-glutamina 2 mM,
100 U/ml de penicillina, 200 mg/ml de estreptomicina (completa RPMI)
e 2 ng/mL de IL-3 de camundongo. Células MCF10A foram mantidas
em DMEM: F12 suplementado com 5% (v/v) de soro de cavalo, 0,5
ug/ml de hidrocortisona, 100 ng/ml de toxina de célera, 10ug/ml de in-
sulina, 20 ng/ml de EGF, L-glutamine 2 mM, 100 U/ml de penicillina e
100 mg/ml de estreptomicina.

Plasmideos e anticorpos

[00268] Um vetor retroviral, pRetro-IRES-GFP (Jaiswal, B. S. et al.
Cancer Cell 16, 463-474 (2009)), foi usado para expressar estavelmen-
te ERBB3 tipo selvagem e mutantes marcados FLAG c-terminal. Mu-
tantes ERBB3 usados no estudo foram gerados usando Quick Change
Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, CA). Constructos retrovirais
gue expressam ERBB2 de comprimento total com uma sequéncia sinal
herpes simplex de marcador de glicoproteina D (gD) N-terminal ou
EGFR fundido a sequéncia de codificacdo gD ap0s remover a sequén-
cia sinal de secrecédo nativa, como feito com ERBB2 anteriormente,
foram expressados usando vetor retroviral pLPCX (Clontech, CA) (S-
chaefer et al. J Biol Chem 274, 859-866 (1999)).
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[00269] Anticorpos que reconhecem pERBB3 (Y1289), pEGFR
(Y1068), pERBB2 (T1221/2), pAKT (Ser473), pMAPK, MAPK total e
AKT (Cell Signaling Technology, MA), gD (Genentech Inc., CA), B-
ACTIN e FLAG M2 (Sigma Life Science, MO) e anticorpos secundarios
conjugados a HRP (Pierce Biotechnology, IL) para western blots foram
usados no estudo.

Geracdao de linhagens de células estaveis

[00270] Constructos retrovirais codificando ERBB3-FLAG tipo sel-
vagem ou mutantes e gD-EGFR ou gD ERBB2 foram transfectados em
células anféteras Pheonix usando Fugene 6 (Roche, Basal). O virus
resultante foi, entdo, transduzido para cada uma das células BaF3 ou
MCF10A. Os 10% de topo de cada uma das células infectadas por re-
trovirus mutante de vetor vazio, tipo selvagem ou ERBB3 com base na
expressdo de GFP conduzida por IRES retroviral foram separados es-
téreis por citometria de fluxo e caracterizados por expressao de protei-
nas por western blot. Para gerar linhagens estaveis expressando mu-
tantes ERBB3 junto com EGFR ou ERBB2, células expressando
ERBB3 tipo selvagem ou mutantes separados de FACS foram infecta-
das com cada um de virus EGFR ou ERBB2. Células infectadas foram,
entdo, selecionadas com 1ug/ml de puromicina por 7 dias. Grupos
destas células foram, entdo, usados em estudos adicionais.

Ensaio de sobrevivéncia e proliferacéo

[00271] Células BaF3 estavelmente expressando o ERBB3 tipo sel-
vagem e mutante sozinhos ou juntos com EGFR ou ERBB2 foram la-
vadas duas vezes em PBS e plagueadas em 3 placas de96-pocos em
copias de oito em meio RPMI completo sem IL3. Como necessario cé-
lulas foram, entdo, tratadas com concentracédo diferente de anticorpo
NRG1 e anti-NRG1 ou anticorpos ERBB diferentes, tirosina cinase ou
inibidores de molécula pequena PI3K para testar seus efeitos na so-

brevivéncia ou proliferacdo de célula, onde relevante como represen-
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tado nas figuras. Células vidveis em 0 h e 120 h foram determinadas
usando kit de viabilidade celular de luminescéncia Cell Titer-Glo (Pro-
mega Corp., WI) e leitor de placa de luminescéncia Synergy 2 (Biotek
Instrument, CA). Todos os valores de numeros de células foram nor-
malizados contra valores Oh. A fim de avaliar a proliferacdo de
MCF10A, ERBB3-WT expressando estavelmente ou mutantes foram
lavados duas vezes em PBS e 5000 células plagueadas em placas de
96-pocos em copias de oito em meios isentos de soro triplicatas e dei-
xadas proliferar por 5 dias. Os numeros de células foram medidos no
dia 0 e dia 5 usando o kit de viabilidade celular de luminescéncia. Os
dados apresentados mostram SEM + média de sobrevivéncia no dia 5
em relagcdo ao dia 0. Média e significancia estatistica foram determina-
das usando GraphPad V software (GraphPad, CA).

Imunoprecipitacao e western blot

[00272] Para avaliar o nivel de complexo de receptor ERBB3-
ERBB2 heterodimérico expresso na superficie da célula, nos reticula-
mos as proteinas de superficie celular usando reticuladores imperme-
aveis a membrana bis (sulfosuccinimidil) suberato (BS3) (Thermo sci-
entific, IL), antes da imunoprecipitacdo. Células BaF3 ou com ou sem
tratamento de ligante (NRG1) foram lavadas duas vezes em 50mM
HEPES, pH 7,5 frio e 150mM NaCl foram tratados com 1mM BS3 em
tampao HEPES por 60 min. a 4°C. A reticulag&o foi paralisada lavando
as células duas vezes com 50mM Tris-Cl e 150mM NacCl, pH 7,5. As
células foram, entéo, lisadas em tampao de lise | (50mM TrisHCI, pH
7,5, 150mM NaCl, 1ImM EDTA, 1% Triton X-100). Para imunoprecipita-
¢ao, os lisados clarificados foram incubados durante a noite a 4°C com
contas acopladas a anticorpo anti-FLAG-M2 (Sigma, MO). As contas
FLAG foram lavadas trés vezes usando o tampao de lise I. As protei-
nas imunoprecipitadas remanescentes nas contas foram fervidas em

tampao de carregamento SDS-PAGE, resolvidas em uma SDS-PAGE
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4-12% (Invitrogen, CA) e transferidas para uma membrana de nitroce-
lulose. Proteinas imunoprecipitadas ou proteinas de lisados foram de-
tectadas usando anticorpo primario apropriado, secundario conjugado
a HRP e substrato de deteccédo de quimioluminescéncia Super signal
West Dura de quimioluminescéncias (Thermo Fisher Scientific, IL).
[00273] Para estudos western blot células MCF10A foram privadas
de soro e crescidas na auséncia de EGF ou NRG1. Similarmente, o
estado de receptores ERBB e componentes de sinalizagdo a jusante
foi avaliado em células BaF3 crescidas na auséncia de IL-3.

Ensaio de ligacédo de proximidade

[00274] Linhagens de células BaF3 estavelmente expressando tipo
selvagem ou mutantes ERBB3 P262H, G284R e Q809R junto com
ERBB2 foram crescidas até subconfluéncia. As células foram lavadas
duas vezes com PBS e incubadas durante a noite em meio RPMI isen-
to de IL3-free. PreparacBes de citospina destas células foram feitas,
secas ao ar e fixadas com paraformaldeido 4% por 15 min. e, entao,
permeabilizadas com Triton 0,05% em PBS por 10 min. Apés bloquear
por 60 min. com solucao de bloqueio Duolink (Soderberg et al. Nat Me-
thods 3, 995-1000 (2006)), as células foram ou incubadas com anticor-
pos anti-FLAG (coleho) e anti-gD (camundongo) ou anti-ERBB3 (ca-
mundongo) (Labvision, CA) e anti-ERBB2 (coleho) (Dako, Denmark)
por 1 hora a temperatura ambiente. Coloracdo Duolink foi realizada
usando sondas PLA Duolink anticoelho mais e anticamundongo menos
e reagentes de deteccao Duolink Il (Uppsala, Sweden) vermelho dis-
tante seguindo protocolos do fabricante (Soderberg et al. Nat Methods
3, 995-1000 (2006)). A aquisicao de imagem foi feita usando Axio-
plan2, microscopio Zeiss e filtro apropriado para DAPI e Texas red em
objetiva 63X. Para medicdo quantitativa de sinal, arquivos de imagem
tiff foram analisados com software de ferramenta de imagem Duolink

apos aplicar limiar definido pelo usuario.
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Ensaio de formacao de col6nia

[00275]  Células BaF3 estavelmente expressando EGFR (2 x 10°) ou
ERBB2 (50,000) junto com ERBBS3 tipo selvagem ou mutantes, foram
misturadas com 2 ml de Metilcelulose isenta de IL3 (STEMCELL Tech-
nologies, Canada) e plagueadas em placas de 6 pocos e quando indi-
cado, as ceélulas foram tratadas com diferentes anticorpos ERBB ou
tirosina cinase ou inibidores de molécula pequena PI3K antes do pla-
gueamento. As placas foram, entdo, incubadas a 37°C por 2 semanas.
Para formacao de colénica MCF10A, 20.000 células MCF10A estavel-
mente expressando ERBB3-WT ou mutantes sozinhos ou em combi-
nacdo com EGFR ou ERBB2 foram misturadas com &gar 0,35% em
DMEM: F12 carecendo de soro, EGF e NRG1 e plagueadas em agar de
base 0,5%. As placas foram, entdo, incubadas a 37°C por 3 semanas. A
presenca de colonicas foi avaliada usando imageador de contragem Gel
(Oxford Optronix Ltd, UK). O niumero de colénia em cada placa foi quantifi-
cado usando software de contagem Gel (Oxford Optronix Ltd, UK).
Morfogénese tridimensional ou ensaio de formagé&o de acini
[00276] Células MCF10A estavelmente expressando ERBB3 tipo
selvagem ou mutantes ou sozinhos ou em combinagao de cada um de
EGFR ou ERBB2 foram semeadas em Matrigel (BD Biosciences, CA)
reduzido de fator de crescimento em laminas de camara de 8- pocos
seguindo o protocolo descrito anteriormente (Debnath et al. Methods
30, 256-268 (2003)). A morfogénese de acini foi fotografada no dia 12-
15 usando microscopio zeiss usando objetiva de 10x.

[00277] A extracdo, fixacdo e imunocoloracdo completas de culturas
3D do dia 13 foram realizadas como descrito anteriormente (Lee et al.
Nat Methods 4, 359-365 (2007)). Resumidamente, ap0s extracdo, a
acini foi fixada com metanol-acetona (1;1) e corada com integrina anti-
a6 de rato (Millipore, Billerica MA), anti Ki67 de coleho (Vector Labs,

Burlingame, CA) e DAPI. Anticorpos secundarios Alexa Fluor 647 anti-
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rato de cabra (Invitrogen, CA) e Alexa Fluor 532 anticoelho de cabra
(Invitrogen, CA) foram usados no estudo. Imageamento confocal foi
realizado com uma objetiva de imersdo em 6leo de 40x, usando um
microscépio confocal Leica SPE.

Estudo de migracao transpoco

[00278] Células MCF-10A estavelmente expressando vetor vazio,
ERBB3 tipo selvagem ou varios mutantes de ERBB3 (50.000 célulass)
foram semeadas em camaras de migracao transpoco de 8um (Cor-
ning, #3422). As células foram deixadas migrar por 20 h em meio de
ensaio isento de soro. Células na parte superior da membrana foram
raspadas usando um cotonete de algodao e as células migradas foram
fixadas em paraformaldeido 3,7 % (v/v) e coradas com Crystal Violet
0,1 %. De cada transpoco, imagens foram tiradas de cinco campos
diferentes sob um microscopio de contraste de fase a ampliacdo de
20X e o numero de células migradas foi contado. Os numeros obtidos
também foram verificados corando os nucleos por corante Hoechst. O
aumento em vezes na migracdo observado em células expressando
ERBB3 mutante em comparacdo com as células expressando ERBB3
tipo selvagem foi calculado e teste t Student foi realizado para testar
para a significancia com software prism pad.

Estudos em Animal

[00279] Células BaF3 (2 x 10°) expressando o ERBB3 tipo selva-
gem ou mutantes junto com ERBB2 foram implantadas em camundon-
gos nus Balb/C de 8-12 semanas de idade por inje¢cao na veia da cau-
da. Para estudo de eficacia de anticorpo in vivo, camundongos foram
tratados com 40 mg/kg QW de anti-Ragweed (controle), 10mg/kg QW
de trastuzumabe, 50mg/kg de QW anti-ERBB3.1 e 100mg/kg de QW
anti-ERBB3.2 comecando no dia 4 ap6s implante de célula. Um total
de 13 animais por tratamento foi injetado. Destes 10 camundongos

foram acompanhados para sobrevivéncia e 3 foram usados para ne-
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cropsia no dia 20 para avaliar progressao da doenca por analise histo-
l6gica de medula 6ssea, baco e figado. Suspenséo de célula Unica de
medula 0ssea e bacgo obtida destes animais também foi analisada para
a presenca e propor¢cdo de células BaF3 GFP positivas por analise
FACS. Quando os possiveis animais mortos ou moribundos no estudo
de sobrevivéncia foram dissecados para confirmar a causa da morte.
Andlises morfologicas e histolégicas de baco, figado e medula 6ssea
também foram feitas nestes animais. Medula 6ssea, baco e figado fo-
ram fixados em formalina tamponada neutra a 10%, entdo, processa-
dos em um processador de tecido automatizado (TissueTek, CA) e
embebidos em parafina. SecBes de quatro microns de espessura fo-
ram coradas com H&E (Sigma, MO), e analisadas histologicamente
para a presenca de células de tumor infiltrantes. Fotografias de histo-
logia foram tiradas em um microscopio composto Nikon 80i com uma
camera Nikon DS-R. Todos os estudos de animal foram realizados de
acordo com os protocolos aprovados do Institutional Animal Care and
Use Committee (IACUC) da Genentech.

Andlises Estatisticas

[00280] Barras de erro onde apresentadas representam média *
SEM. Teste t de Student (duas caudas) foi usado para analises estatis-
ticas para comparar grupos de tratamento usando GraphPad Prism
5.00 (GraphPad Software, San Diego, CA). Um valor P <0,05 foi con-
siderado estatisticamente significativo (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e
****n<0,0001). Para o Método de andlise de sobrevivéncia de Kaplan-
Meier estatisticas de logaritmicas foram usadas para testar para dife-
renca em sobrevivéncia.

Resultados:

Identificacdo de mutagcbes de ERBB3
[00281] Na realizacdo de sequenciamento de exoma total de seten-

ta tumores de cdélon primarios junto com suas amostras normais com-
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binadas, nés identificamos mutacdes somatica em ERBB3 (Seshagiri,
S. et al. Analise compreensiva de genomas de cancer de coélon identifi-
ca mutacgdes recorrentes e fusbes R-espondina. (Manuscrito em Pre-
paracao 2011)). Para compreender ainda mais a prevaléncia de muta-
cdo ERBB3 em tumores sélidos humanos nos sequenciamos éxons de
ERBB3 em um total de 512 amostras de tumor primario humano con-
sistindo em 102 de cancer (70 amostras de triagem de exomo total
(Seshagiri, S. et al. Comprehensive analysis of colon cancer genomes
identifies recurrent mutations and R-spondin fusions. (Manuscrito em
Preparacdo 2011)) e 32 amostras de célon adicionais) colorretal, 92 de
gastrico, 74 de adenocarinoma (adeno) de pulmao de célula ndo pe-
guena (NSCLC) , 67 de NSCLC (Carcinoma escamoso), 45 de carci-
noma renal, 37 de melanoma, 32 de ovariano, 16 de célula grande de
pulm&o, 15 de esofagico, 12 de cancer de pulméao de célula pequena
(SCLC), 11 de hepatocelular (HCC) e 9 de outros canceres [4 de can-
cer de pulméo (outro), 2 de cecal, 1 de pulmédo (neuroenddécrino), 1
pancreatico e 1 cancer retal] (Figura 1). Nés encontramos proteina al-
terando mutacdes de ERBB3 em 12% de cancer gastrico (11/92), 11%
de célon (11/102), 1% de NSCLC (adeno; 1/74) e 1% de NSCLC (es-
camoso; 1/67) (Figura 4). Embora estudos anteriores reportem protei-
na esporadica alterando mutacdes ERBB3 em céancer NSCLC (esca-
moso; 0,5% [3/188]), glioblastoma (1% [1/91]), cancer de mama hor-
monio positivo (5% [3/65]), cbélon (1% [1/100]), ovariano (1% [3/339]), e
de cabela e pescoco (1%][1/74]), nenhum reportou mutacdes recorren-
tes nem avaliou a relevancia funcional destas mutacbes em cancer
(Figura 4 e Tabelas 2 e 3). NOs confirmamos que todas as mutacdes
reportadas neste estudo sdo somaéticas testando para sua presenca no
DNA de tumor original e auséncia no tecido normal adjacente combi-
nado por meio de sequenciamento adicional e/ou andlise de espec-

trometria de massa. Amém das mutacdes missense, nds também en-
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contramos trés mutacdes sinbnimas (ndo alterando proteina) , cada
uma em canceres de colon, gastricos e ovarianos. Além disso, em tu-
mores de colon usando dados RNA-seq (Seshagiri, S. et al. Compre-
hensive analysis of colon cancer genomes identifies recurrent mutati-
ons and R-spondin fusions. (Manuscrito em Preparacdo 2011)), nés
confirmamos a expressao dos mutantes ERBB3 e a expressao de
ERBB2 nestas amostras (Figura 5).

[00282] Uma maioria das mutagbes agrupou principalmente na re-
gido ECD, embora algumas mapeassem para o dominio cinase e a
cauda intracelular de ERBB3. De modo interessante, entre 0s mutan-
tes ECD estavam quatro posi¢coes, V104, A232, P262 e G284, que
continham substituicdes recorrentes através de mumtiplas amostras,
indicando que esas sao hotspots mutacionais. Duas das quatro posi-
¢cBes hotspots ECD identificadas em nossa analise, V104 e G284, fo-
ram anteriormente reportadas mutadas em uma amostra ovariana e
uma de pulmé&o (adenocarinoma) respectivamente (Greenman et al.
Nature 446, 153-158 (2007); Ding et al. Nature 455, 1069-1075
(2008)). Além disso, a maioria das substituicbes missense recorrentes
em cada uma das posi¢coes hotspot resultou na mesma mudanca de
aminoacido indicativa de um papel condutor potencial para estas mu-
tacdes. NOs também identificamos uma mutacdo hotspot, S846l1, no
dominio cinase quando nés combinados nossos dados com uma Unica
mutacdo ERBB3 previamente publicada em cancer de colon (Jeong et
al. International Journal of Cancer 119, 2986-2987 (2006)).

[00283] E interessante notar que uma maioria dos residuos muta-
dos identificados foram conservados através de ortélogos ERBB3
(mostrados na Figura 6, assim como a sequéncia C. lupus
(XP_538226.2) de SEQ ID NO:) e alguns dos residuos foram conser-
vados entre membros da familia ERBB, 0 que sugere ainda que estas

mutacgdes provavelmente tém um efeito funcional.
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Tabela 2 — Mutagdes somaticas ERBB3

GENOME_NT GENOME_NT

ENTREZ_ HUGO_GENE CROMOSSOMO FITA _POSITION_ _POSITION_ COSMIC SAMPLE

¢T1/L6

GENE_ID _SYMBOL _ MUT_TYPE _ MUT_EFFECT _ MUT_LOCATION D FROM* TO*  REFSEQ TRANSCIPT ID NT CHGE _ AA CHGE PROTEIN_DOMAIN DS _ID__ DISEASE CATEGORY
2065  ERBB3 o ) R 12 + 56477631 56477631 NM_001982.2 372T>A 60M>K  Recep_L_domain| PF01030.15 96391 .,
2065  Ersg3 Substituicdo  Néosindnimo Codificago 12 + 56478854 56478854 NM_001982.2 503GsT  104VsL  Recep_L_domain| PF01030.15 86336 Cancer colorretal
2065 ErBp3 Substituigdo  Néo sindnimo Codificagao 12 + 56478854 56478854 NM_001982.2 503G>A  104V>M Recep_L_domain| PF01030.15 20710 96445 Cancer colorretal
2065 ERBB3 Substituicdo  N&o sindnimo Codificagdo 12 + 56478854 56478854 NM_001982.2 503G>A 104V>M  Recep_L_domain| PF01030.15 20710 95735 Cancer colorretal
2065 ERBB3 Substituicdo  Néo sinénimo Codificagdo 12 + 56481390 56481390 NM_001982.2 770C>T 193R>0  Furin-like| PF00757.11 95735 Céncer colorretal
2065 ERBB3 Substituicdo  N&o senso Codificagdo 12 + 56481660 56481660 NM_001982.2 888C>T 232A>V  Furin-like| PF00757.11 94200 Cancer colorretal
2065 ERBB3 Substituigho  Néo sinénimo Codifcagéo 12 + 56481856 56481856 NM_001982.2 977C>T  262P>S  Furin-like| PF00757.11 96157 Cancer gastrico
R SOU sy Nowmimo s ] Ol ety wonms  wws oo 115G et
P Z AN LS + | . >) > urin- like A A fatri
2065  ERBB3 gﬂgzt::ﬂ:ggg mgg 2::8::28 Codificagao 12 + 56481022 56481922 NM_001982.2 1043G>A  284G>R  Furin-like| PF00757.11 gg:zz: ggls;rr:gt)al
2065 ERBB3 ftuica PN Codificago 12 + 56481922 56481922 NM_001982.2 1043G>A 284G>R  Furin-like| PF00757.11 96562 75
2065  Eres3 Substituicdo  N&o sindnimo Codificagéo 12 + 56482336 56482336 NM_001982.2 1077T>C  295V>A  Furin-like| PFO0757.11 96737 Cancer colorretal
2065  ErBp3 Substituigdo  Néo sindnimo Codificagao 12 + 56482425 56482425 NM_001982.2 1166G>A  325G>R  Furin-like| PF00757.11 96115 Gancer colorretal
2065 erBB3 Substituicdo  N&o sinbnimo Codificagao 12 + 56482425 56482425 NM_001982.2 1166G>A  325G>R  Furin-like| PF00757.11 96115 Céncer colorretal
2065 ERBB3 Substituicdo  N&o sindnimo Codificago 12 + 56487150 56487150 NM_001982.2 1489C>T 4321>]  Recep_L_domain| PF01030.15 98204 Cancer colorretal
2065 ERBB3 Substituicdo  Nao sindnimo Codificagdo 12 + 56487328 56487328 NM_001982.2 1667G>C 492D>H  Toxin_7|PF05980.3 100695Cancer colorretal
2065 ERBB3 Substituigao  Sindnimo Codificagéo 12 + 56487675 56487675 NM_001982.2 1801G>A  536L>L 90574 Cancer gastrico
2065 ERBB3 gupetituigao  Nao sinonimo Codficagao 12 + 56490371 56490371 NM_001982.2 2333G>A  714V>M  Pkinase| PFO0069.16,Pkinase_Tyr|PF07714.8 86582 Cancer Pulmio Células Nao Pequenas
2065  ERBB3 e L meaca 12 + 56490980 56490980 NM_001982.2 2619A>G  809Q>R  Pkinase_Tyr| PF07714.8,Pkinase| PFO0069.16 10159204 )
065  crops upstiuicBo  Sindnimo Codificagio 2 + 56491645 56491645 NM_001982.2 2730G>T  846S>1  Pkinase| PFO0069. 16,Pkinase_Tyr| PFO7714.8 1017630ancer Ovariano N
2065 ereg3 oupstiuiao - Nao sinbnimo Codificagao 12 + 56495133 56495133 NM_001982.2 3683A5G  1164T>A 95504 Cancer Pulméo Células Nao Pequenas
2065 Erep3 Substituigho  Nao sinonimo Codificaao 12 + 56495713 56495713 NM_001982.2 4096G>A  1301Q>Q 96630 Cancer gastrico
2065  EReB3 Substituigdo  Néo sindnimo Codificago 12 + 56478854 56478854 NM_001982.2 503G>A  104V>M 94120 Gancer colorretal
2065  Eres3 Substituicdo  N&o sindnimo Codificago 12 + 56478854 56478854 NM_001982.2 503G>A  104V>M 98988 Gancer colorretal
2065 ERBB3 Substituicdo  Sindnimo Codificago 12 + 56478876 56478876 NM_001982.2 525A>G 111Y>C 94271 Céncer colorretal
2065 ERBB3 Substituicdo  N&o sinbnimo Codificago 12 + 56478948 56478948 NM_001982.2 597G>T 135R>L 94138 Céncer gastrico
2065 ERBB3 Substituigho  Nao sinonimo Codificagio 12 + 56481660 56481660 NM_001982.2 888CST  232A5V 94128 Céncer géstrico
X0 O Shatice Nowoww  Gutous T 080 o woosn: aoe oo
Y = s o ~ + . >, >| A g
2065 ERBB3 gﬂgzi:ﬁﬂ:ggg “gg 2::8::28 Codificagao 12 + 56487560 56487560 NM_001982.2 1686A>T  498K>I 94137 gg:gz: ggzg:ﬁg
2065  ERBB3 4 Codificacéo 12 + 56494908 56494908 NM_001982.2 3458C>T  1089R>W 92177 g
* Posicbes gendmicas baseadas na versédo NCBI R37
WES = sequenciamento de exoma completo
Tabela 3 — Mutagbes ERBB3 publicadas em canceres humanos
L . - L -Mutagdes (mudancade —
Diagnosticode tecido 4 de mutantes  # de amostras % frequéncia aminoécido) Referéncia

65 4.62

1 Gancer de Mama (HRY) 3 Q281H, T389R, E928G Nature (2010) 466: 869

2 NSGLC (Adeno) 3 188 1.60 G69R, G284R, Q298*  Nature (2008) 455: 1069

3 Glioblastoma 1 91 1.10 S1046N Nature (2008) 455: 1061

4 Ovariano 3 339 0.88 V104M, V438I, D1149E Nature (2007) 446: 153 [23 sampl (23 +316)
5 Gblon 1 100 1.00 58461 Int J of Ca (2006) 119: 2986

g  Cancer de Cabega e Pescogo 1 74 1.35 M90I Science (2011) - Epub date 2011/07/30
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[00284] Para ainda compreender as mutacdes n0s as mapeamos
para estruturas de cristal ERBB3 ECD’ publicado e dominio cinase
(Jura et al. Proceedings of the National Academy of Sciences 106,
21608-21613 (2009); Shi et al. Proceedings of the National Academy
of Sciences 107, 7692-7697 (2010)) (Figura 7 e Figura 8). De modo
interessante, as mutacdes hotspot em V104, A232 e G284 agrupam na
interface dos dominios I/ll O agrupamento destes trés sitios na interfa-
ce entre os dominios Il e lll sugere que eles agem por um mecanismo
comum. O dominio Il compreende varios moédulos ricos em cistina dis-
postos como vertebrados. A pequenas mudancas na relacédo entre es-
tes aspectos semi-independentes foi atribuida importancia funcional
entre membros da familia (Alvarado et al. Nature 461, 287-291 (2009).
As mutagOes V104/A232/G284 podem deslocar um ou mais destes
maodulos e provocar um fendtipo alterado. A mutacdo em P262 esta na
base do dominio II, perto de Q271 envolvida na interagdo dominio 1l/1V
requerida para a confirmacdo amarrada fechada. Muta¢cGes de dominio
cinase nos residuos 809 e 846 sdo homodlogas a posi¢cbes proximais
ao caminho tomado pela cauda C-terminal na estrutura de cinase de
EGFR, um segmento ao qual foi atribuido um papel em endocitose.
Sitios de outras mutacdes aparecem na Figura 8.

Mutantes ERBB3 promovem proliferacédo independente de ligante
de células epiteliais mamarias MCF10A

[00285] Células epiteliais mamarias MCF-10A requerem EGF para
proliferacao (Soule, H. D. et al. Cancer Res 50, 6075-6086 (1990); Pe-
tersen et al. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America 89, 9064-9068 (1992)). Oncogenes, quando
expressados em células MCF10A, podem torna-las independentes de
EGF (Debnath et al. The Journal of cell biology 163, 315-326 (2003);
Muthuswamy et al. Nat Cell Biol 3, 785-792 (2001)).A fim de entender

o potencial oncogénico das mutacbes ERBB3 nés testamos a capaci-
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dade de um conjunto seleto dos mutantes ERBB3 suportar transforma-
cao e proliferacdo celular. NOs testamos seis mutantes ERBB3 ECD
(V104M, A232V, P262H, P262S, G284R e T389K) incluindo os quatro
mutantes ECD-hotspot e dois mutantes de dominio cinase ERBB3
(V714M e QB809R) para seus efeitos na proliferacéo, sinalizacéo, for-
macao acinar, crescimento independente de ancoragem e migracao de
células experssando estavelmente 0s mesmos em células
MCF10A.Uma vez que os membros da familia ERBB funcionam como
heterodimeros em sinalizacad e transformac&o celular, n6s também
testamos os efeitos funcionais de mutantes ERBB3 coexpressando o0s
mesmos com EGFR ou ERBB2 tipo selvagem (WT). Concluimos que
0os mutantes ERBB3, quando expressados sozinhos em MCF10A, na
auséncia de ligante ERBB3 exdgeno NRG1 ou EGF, mostraram muito
pouco aumento na proliferacdo independente de ligante (Figura 9),
formacéo de colonia (Figura 10) ou elevacdo nos marcadores de esta-
do de ativagao de sinalizagdo como pERBB3, pAKT e pERK (Figura
11A) em comparagao com ERBB3-WT. No entanto, a expressédo de
mutantes ERBB3 em combinagcao com EGFR ou ERBB2 mostrou um
aumento significativo na proliferacao e formacao de col6nia em compa-
racdo com ERBB3-WT (Figura 9 e Figura 10). Alem disso, a maioria
dos mutantes ERBB3 em combinagdo com EGFR ou ERBB2 levou a
elevados pERBB3, pAKT e pERK (Figura 11B e C).

[00286] Células MCF10A formam esferoides de célula acinar quan-
do cultivadas em culturas de gel de membrana de fundo tridimensioal
(3D) reconstituido na presenca de EGF (Muthuswamy et al. Nat Cell
Biol 3, 785-792 (2001); Muthuswamy Breast Cancer Research 13, 103
(2011)). No entanto, a expressao de alguns oncogenes pode as tornar
independentes de EGF e também resulta em estruturas multiacinares
complexas (Debnath et al. The Journal of cell biology 163, 315-326
(2003); Brummer et al. Journal of Biological Chemistry 281, 626-637
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(2005); Bundy et al. Molecular Cancer 4, 43 (2005)).Em estudos de
cultura 3D carecendo de soro, EGF e NRG1, a expressao ectopica de
mutantes ERBB3 em combinacdo com EGFR ou ERBB2 em células
MCF10A promoveu grandes estruturas acinares, em comparagcao com
células MCF10A gue coexpressam ERBB3-WT com EGFR ou ERBB2
(Figura 12A). A coloragéo para Ki67, um marcador para proliferacéo,
em acini derivada de mutante ERBB3/ERBB2 coexpressando células
MCF10 mostrou elevada proliferacdo em todos os mutantes testados
(Figura 12B). Além disso, as mesmas células MCF10A expressando
um subconjunto do mutante ERBB3/ERBB2 também mostraram eleva-
da migracdo (Figura 12C e Figura 13A) em comparagdo com células
ERBB3-WT/ERBB2. Estes resultados tomados juntos confirmam a na-
tureza oncogénica dos mutantes ERBB3.

Mutantes ERBB3 promovem crescimento independente de a  nco-
rage, de células epiteliais colonicas

[00287] IMCE séo células epiteliais colénicas de camundongo imor-
talizadas que podem ser transformadas por expressdo de Ras onco-
génico (D’Abaco et al. (1996). Mol Cell Biol 16, 884-891; Whitehead et
al. (1993). PNAS 90, 587-591). Né6s utilizamos células IMCE e testa-
mos mutantes ERBB3 para crescimento independente de ancoragem,
sinalizacdo e tumorigénese in vivo expressando estavelmente os mu-
tantes ERBB3 ou sozinhos ou em combinagdo com ERBB2. Como
mostrado na Figura 13B (a-b), ndés concluimos que o ERBB3-WT ou o0s
mutantes por si sé, quando expressos, ndo promoviam crescimento
independente de ancoragem. No entanto, uma maioria dos mutantes
ERBB3, diferente do ERBB3-WT, quando coexpressos com ERBB2
promovia crescimento independente de ancoragem (Figura 13B (a-b)).
Consistente com o crescimento independente de ancoragem observa-
do, uma maioria das células IMCE expressando mutantes ERBB3 junto

com ERBB2 mostrou elevados pERBB3 e/ou pERBB2 e um aumento
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concomitante em pAKT e/ou pERK (Figura 13B (c-d)). Embora alguns
dos mutantes ERBB3 por si s6 mostrassem elevados mutantes
ERBB3, eles nao promoviam crescimento independente de ancoragem
ou sinalizacdo a jusante. Para ainda confirmar que a atividade onco-
génica dos mutantes ERBB3, nds testamos varias células expressando
mutante ECD hotspot para sua capacidade de promover crescimento
de tumor in vivo. Consistente com usa capacidade de suportar cresci-
mento independente de ancoragem e sinalizacdo, células IMCE coex-
pressando ERBB3 V104M, P262H ou G284R, diferente de WT, junto
com ERBB2 promoviam crescimento de tumor (Figura 13B (e)).
Mutantes ERBB3 promovem sobrevivéncia e transformagao inde-
pendente de IL3

[00288] A fim de ainda confirmar a relevancia oncogénica das mu-
tacbes ERBB3 nds testamos os mutantes ERBB3 para seus efeitos em
sinalizacdo, sobrevivéncia de célula e crescimento independente de
ancoragem expressando estavelmente o0s mesmos ou sozinhos ou em
combinacdo com EGFR ou ERBB2 em células BaF3 dependentes de
IL-3. BaF3 € uma linhagem de celula pr6-B dependente de interleucina
(IL)-3 que tem sido amplamente usada para estudar atividade oncogé-
nica de genes e desenvolvimento de farmacos que tém como alvo
condutores oncogénicos (Lee et al. (2006). PLoS medicine 3, e485;
Warmuth et al. (2007) Current opinion in oncology 19, 55-60). Embora
mutantes de ERBB3 promovessem pouca ou nenhuma sobrevivéncia
independente de IL-3-de células BaF3 quando expressados sozinhos,
eles eram bem mais eficazes do que WT-ERBBS3, quando coexpressa-
dos em combinagdo com EGFR-WT ou ERBB2-WT (Figura 14 e Figu-
ra 15A,B). Mutantes ERBB3, coexpressados com ERBB2, foram ~10-
50 vezes mais eficazes em promover sobrevivéncia independente de
IL-3 do que quando coexpressados com EGFR (Figura 14). Isto e con-

sistente com estudos anteriores que mostram que heterodimeros
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ERBB3-ERBB2 formados em seguida a ativagao estad entre os ativa-
dores mais potentes de sinalizacdo celular (Pinkas-Kramarski et al.
The EMBO journal 15, 2452-2467 (1996); Tzahar et al. Molecular and
cellular biology 16, 5276-5287 (1996); Holbro et al. PNAS 100, 8933-
8938 (2003)).De modo interessante, o mutante do dominio cinase
Q809R em combinacao com ERBB2 ou EGFR foi o mais eficaz na
promocdo de sobrevivéncia independente de IL-3 de células BaF3 do
gue qualquer um dos mutantes ECD testados. Consistente com a ati-
vidade de sobrevivéncia de célula independente de IL-3-observada,
uma maioria dos mutantes ERBB3 mostrou fosforilagdo elevada, uma
assinatura de receptores ERBB ativos quando expressa sozinha ou em
combinacdo com ERBB2 ou EGFR (Figura 15A-C). Além disso, 0s mu-
tantes ERBB3 coexpressados com ERBB2 mostraram elevado p-
ERBB2 (Y1221/2) em comparagdo com o ERBB3-WT (Figura 15C).
Além disso, em combinacdo com EGFR ou ERBB2, uma maioria das
mutacBes ERBB3 mostrou elevados niveis de p-AKT e p-ERK, consis-
tentes com sinalizacdo a jusante constitutiva pelos mutantes ERBB3
(Figuras 15B, C).Tendo estabelecida a capacidade de os mutantes
ERBB3 promoverem sobrevivéncia independente de IL3 de células
BaF3, investigamos a seguir a capacidade destes mutantes para pro-
mover crescimento independente de ancoragem. Concluimos que as
células BaF3 expressando estavelmente mutantes ERBB3 P262H,
G284R e Q809R em combinagdo com ERBB2 promoveram crescimen-
to independente de ancoragem robusto em comparagcao com ERBBS3-
WT (Figura 16). Although several of the mutants promoted some an-
chorage-independent growth when expressed with EGFR, the effect
was not as pronounced as observed in combination with ERBB2. Isto é
consistente com relatérios anteriores que estabelecem o requisito para
ERBB3 em sinalizagcdo oncogénica mediada por ERBB2 (Holbro et al.
PNAS 100, 8933-8938 (2003); Lee-Hoeflich et al. Cancer Research 68,



103/112

5878-5887 (2008)).

[00289] O sistema BaF3 foi usado para testar varios mutantes
ERBB3 ECD (V104M, A232V, P262H, P262S, G284R e T389K) que
incluiam seis mutantes hotspot ECD e quatro mutantes de dominio de
cinase ERBB3 (V714M, Q809R, S8461 e E928G) para seus efeitos em
sobrevivéncia de célula, sianlizacdo e crescimento independente de
ancoragem independentes de IL-3 expressando estavelmente os mu-
tantes ERBB3 ou sozinhos ou em combinacdo com ERBB2. ERBB3 é
cinase impedida e em seguida a ligacdo de ligante ela preferencial-
mente forma heterodimeros com ERBB2 para promover sinalizagéo
(Holbro et al. (2003) supra; Karunagaran et al. (1996). The EMBO jour-
nal 15, 254-264; Lee-Hoeflich et al. (2008) supra; Sliwkowski et al.
(1994) supra). Consistente com isto, na auséncia de ligante exdgeno,
ERBB3 tipo selvagem (WT) e os mutantes ERBB3 por si s6 ndo pro-
moviam sobrevivéncia independente de IL-3-de células BaF3 (Figura
37A). No entanto, na auséncia de ligante ERBB3 exdgeno, os mutan-
tes ERBB3, diferente de ERBB3-WT, promoviam sobrevivéncia de cé-
lula BaF3 independente de IL3 quando coexpressados com ERBB2
(Figura 37A), indicando que os mutantes ERBB3 podem funcionar de
um modo independente de ligante. A atividade de sobrevivéncia de
célula de mutantes ERBB3 foi anulada quando eles eram coexpressa-
dos com um mutante ERBB2 K753M cinase morto (KD) , confirmando
0s requisito para um ERBB2 ativo em cinase (Figura 37A). N6s ainda
investigamos mutantes ERBB3 para sua capacidade de promover
crescimento independente de ancoragem. Os mutantes ERBB3, quan-
do observados no ensaio de sobrevivéncia, por si s6 ndo suportavam
crescimento independente de ancoragem (Figura 37B). No entanto,
nés concluimos que uma maioria dos mutantes ERBB3 testados em
combinacdo com ERBB2, promoviam crescimento independente de

ancoragem quando comparados com células BaF3 expressando
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ERBB3-WT/ERBB2 (Figura 37B-C). O crescimento independente de
ancoragem promovido por ERBB3 foi confirmado dependente dessa
atividade de cinase de ERBB2, quando os mutantes ERBB3 em com-
binacdo com ERBB2-KD nao promoviam formacgao de colbnia (Figura
37B-C). Analise Western blot das células BaF3 mostrou que a expres-
sdo de mutantes ERBB3 em combinacdo com ERBB2 levou a um au-
mento em pERBB3, pERBB2, pAKT e/ou pERK em comparagao com
ERBB3-WT (Figura 37D-F). Consistente com a falta de atividade de
sobrevivéncia celular ou crescimento independente de ancoragem, 0s
mutantes ERBB3 por si s6 ou em combinagcdo com ERBB2-KD néo
mostravam elevados pERBB2 e/ou pAKT/pERK (Figura 37D-F), embo-
ra mutantes ERBB3 por si s6 mostrassem alguns niveis de pERBB3
elevados os quais provavelmente devidos a ERBB2 enddgeno expes-
sado por células BaF3. Em combinacdo com ERBB2, o mutante de
dominio de cinase V714M ERBBS3 consistente com sua fraca sinaliza-
¢cao mostrou apenas uma modesta atividade de sobrevivéncia de célu-
la e nenhum crescimetno independente de ancoragem (Figura 37A-C).
Em contraste, o mutante Q809R mais ativo em combinacdo com
ERBB2 mostrou sinalizacdo a jusante robusta em comparagdo com
ERBB3-WT (Figura 37A-C).

Sinalizagdo oncogénica independente de ligante por m  utantes
ERBB3

[00290] Em um esfor¢co para compreender o mecanismo pelo qual
os mutantes ERBB3 promovem sinalizacdo oncogénica, nos testamos
a dependéncia dos mutantes ERBB3 usando nosso sistema BaF3.
[00291] Para estabelecer a sinalizacao independente de ligante pe-
los mutantes ERBB3 ndés testamos sua capacidade de promover so-
brevivéncia de BaF3 independente de IL-3-em dose crescente de anti-
corpo anti-NRG1, um anticorpo neutralizante de ligante ERBB. NOs

concluimos que a adicdo de um anticorpo neutralizante NRG1 (Hegde
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et al. Manuscrito apresentado (2011) néo tinha efeito adverso na ca-
pacidade dos mutantes ERBB3 promoverem sobrevivéncia ou forma-
cao de colonia independente de ancoragem independente de IL-3 (Fi-
gura 17). Consistente com isto, na imunoprecipitacao realizada em se-
guida a reticulacdo de receptor de superficie de célula, n6s encontra-
mos evidéncia para elevados niveis de heterodimeros mutante
ERBB3/ERBB2, na auséncia de ligante, em comparacao com as célu-
las BaF3 coexpressando ERBB3-WT e ERBB2 (Figura 18). Isto foi a-
inda confirmado pelos elevados niveis de heterodimeros de superficie
de célula em celulas BaF3 expressando mutante ERBB3/ERBB2, culti-
vados na auséncia de IL-3 ou NRG1, usando ensaio de ligacao de
proximidade (Soderberg et al. Nat Methods 3, 995-1000 (2006)) (Figu-
ra 19 e Figura 20A-B) quando comparados com células expressando
ERBB3-WT/ERBB2. Estes dados sugerem que os mutantes ERBB3,
em combinacdo com ERBB2, s&o capazes de promover sobrviéncia de
IL-3 de BaF3 de uma maneira independente de NRGL1.

[00292] Tendo estabelecido que os mutantes ERBB3 podem sinali-
zar independente de ligante, nés testamos se sua atividade poderia
ser aumentada por adicao de ligante. N6s concluimos que NRG1 era
incapaz de suportar sobrevivéncia de células BaF3 expressando
ERBB3-WT ou os mutantes sozinhos (Figura 20C). No entanto, na
mais alta concentracao testada, aumentou a sobrevivéncia indepen-
dente de IL-3-de células BaF3 expressando uma maioria dos mutnates
ERBB3 junto com o ERBB2, de uma maneira similar as células ex-
pressando ERBB3-WT/ERBB2 (Figura 21). De modo interessante, 0
mutante A232V ERBB3, como o WT ERBB3, mostrou uma resposta de
sobrevivéncia independente de IL-3-dependente de dose de NRG1
(Figura 21). Em contraste, G284R e Q809R n&o mostraram um au-
mento significativo em sobrevivéncia em seguida a adicao de ligante

guando comparado com células néo tratadas expressando estes mu-
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tantes. A resposta minima a adi¢do de ligante por mutantes de dominio
cinase G284R ECD e Q809R sugere um papel dominante para o modo
independente de ligante de sinalizacdo por estes mutantes (Figura 21).
Consistente com isto, seguindo a adi¢cdo de ligante, embora o P262H e
o WT ERBB3 mostrassem elevada formacao de heterodimero, o mu-
tante ECD G284R e o mutante de dominio cinase Q809R mostrassem
apenas um aumento modesto em formacdo de heterodimero quando
comparado com as células ndo estimuladas (Figura 18). Estes resulta-
dos mostram gue embora todos os mutantes ERBB3 sejam capazes
de sinalizac&do independente de ligante, alguns deles sé&o ainda capa-
zes de responder a estimulacéo de ligante.

[00293] Para ainda compreender o mecanismo pelo qual os mutan-
tes ERBB3 promovem sinalizacdo oncogénica, nos testamos a depen-
déncia de ligante dos mutantes ERBB3 em nosso sistema BaF3 tra-
tando estas células com dose crescente de um anticorpo anti-NRG1 de
neutralizacdo de ligante ERBB3 (Hegde et al. (2011) supra). N6s con-
cluimos que a adicdo de um anticorpo de neutralizacdo de NRG1 (Id.)
nao tinha efeito na capacidade dos mutantes ERBB3 promoverem so-
brevivéncia independente de IL-3 (Figura 37G). Na Figura 37H, mutan-
tes ERBB3 ECD mostram elevada sobrevivéncia de BaF3 independen-
te de IL-3 em resposta a dose crescente de NRG1 exdgeno.

Mutantes ERBB3 promovem oncogénese in vivo

[00294] Nobs e outros mostramos que células BaF3, tornadas inde-
pendentes de ILe-3- por expressao ectopica de oncogenes, promovem
doenca tipo leucemia quando implantadas em camundongos e levam a
sobrevivéncia global reduzida (Horn et al. Oncogene 27, 4096-4106
(2008); Jaiswal et al. Cancer Cell 16, 463-474 (2009)). NOs testamos a
capacidade de células BaF3 expressando ERBB3-WT, mutantes ECD
(P262H ou G284R) ou 0 mutante ERBB3 de dominio cinase (Q809R)

em combinacdo com ERBB2 para sua capacidade de promover doen-
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ca tipo leucemia. Células BaF3 transduzidas com ERBB3-WT sozinho
ou ERBB2 junto com vetor vazio foram usadas como controles. NOs
concluimos que camundongos transplantados com células BaF3 ex-
pressando mutantes ERBB3 junto com ERBB2 mostravam uma sobre-
vivéncia mediana de 22 a 27 dias (Figura 22). Em contraste, camun-
dongos recebendo células BaF3 expressando ou ERBB3-WT sozinho
ou ERBB2 com vetor vazio estavam todos vivos ao fim do periodo de
estudo de 60-dias. No entanto, animais recebendo células BaF3 coex-
pressando ERBB3-WT e ERBB2[]desenvolveram doenca tipo leuce-
mia com uma laténcia significativamente mais longa (39 dias; Figura
22). Embora as células BaF3 ERBB3-WT/ERBB2 in vitro ndo mostras-
sem independéncia de IL-3, sua atividade no modelo animal é prova-
velmente devida a presenca de fatores de crescimento e citocinas no
ambiente in vivo que pode ativar dimeros ERBB3-WT/ERBB2 e em
parte devida a sinalizacdo dependente de ligante reportada para hete-
rodimeros ERBB3-ERBB2 (Junttila et al. Cancer Cell 15, 429-440
(2009)). Para acompanhar a progressdo da doenca nés conduzimos
necropsias aos 20 dias em coorte adicional de trés camundongos por
tratamento. Amostras de medula 6ssea, baco e figado destes animais
foram revistas para anormalidades patologicas. Quando as células
BaF3 foram marcadas com eGFP, ndés examinamos medula éssea e
baco isolados para células infiltrantes por classificacdo de célula ativa-
da por fluorescéncia (FACS). Consistente com a sobrevivéncia diminu-
ida, medula 6ssea e baco de camundongos transplantados com célu-
las expressando mutantes ERBB3/ERBB2 mostraram porporgao signi-
ficativa de células eGFP positivas infiltrantes em comparagao com me-
dula 6ssea e baco de camundongos recebendo ERBB3-WT ou
ERBB2/células de controle de vetor vazio (Figuras 23-26). Além disso,
em acordo com a laténcia mais longa observada, um nivel muito baixo

de células eGFP positivas infiltrantes foi detectado no figado e baco de
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animais recebendo celulas ERBB3-WT/ERBB2-WT. Além disso, ani-
mais do braco ERBB3 mutante/ERBB2 mostraram baco (Figura 25A e
Figura 27) e figado (Figura 25B e Figura 27) de tamanho e peso au-
mentados em comparacdo com controle de vetor vazio ou ERBBS3-
WT/ERBB2 aos 20 dias, confirmando ainda a presenca de células infil-
trantes. Adicionalmente, a avaliacdo histolégica’de secdes de medula
0ssea, baco e figado coradas com hematoxilina e eosina (H&E) mos-
trou infiltracdo significativa de blastos em animais com células expres-
sando mutante ERBB3/ERBB2 quando comparada ao controle no dia
20 (Figura 26). Estes resultados demonstram o potencial oncogénico in
vivo dos mutantes ERBB3.

Terapéuticos direcionados séo eficazes contra mutan tes ERBB3
[00295]  Mudltiplos agentes gue direcionam os receptores ERBB dire-
tamente sao aprovados para tratar varios canceres (Baselga and Swa-
in Nature Reviews Cancer 9, 463-475 (2009); Alvarez et al. Journal of
Clinical Oncology 28, 3366-3379 (2010)).Varios farmacos candidatos
adicionais que direcionam membros da familia ERBB, incluindo
ERBB3, e seus componentes a jusante estdo em varios estagios de
testes clinicos e desenvolvimento (Alvarez et al. Journal of Clinical On-
cology 28, 3366-3379 (2010)). Testam-se trastuzumabe - um anticorpo
anti-ERBB2 que liga dominio IV de ERBB2 (Junttila et al. Cancer Cell
15, 429-440 (2009)), pertuzumabe - um anticorpo anti-ERBB2 que liga
domi'nio Il de ERBB2 e evita dimerizacao (Junttila et al. Cancer Cell
15, 429-440 (2009)), anti-ERBB3.1- um anti-ERBB3 que bloqueia liga-
cao de ligante (liga dominio Ill) (Schaefer, G. et al. Cancer Cell (2011)),
anti-ERBB3.2—um anticorpo anti-ERBB3 que liga dominio Ill e bloqueia
ligacdo de ligante (Wilson et al. Cancer Cell 20, 158-172 (2011)),
MEHD7945A — um anticorpo ERBB3/EGFR dual que blogueia ligacéo
de ligante (liga dominio Il de EGFR e ERBB3) (Schaefer, G. et al.

Cancer Cell (2011)), cetuximabe — um anticorpo EGFR que blogueia
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ligac&do de ligante (liga ao dominio Il de EGFR) (Li, S. et al. Cancer
Cell 7, 301-311 (2005)), Lapatinib (Medina, P. J. & Goodin, S. Clin Ther
30, 1426-1447 (2008)) — um inibidor de molecula pequena
ERBB2/EGFR dual e GDC-0941 (Edgar, K. A. et al. Cancer Research
70, 1164-1172 (2010)) — um inibidor de PI3K, para seu efeito no blo-
gueio de proliferacdo de célula e formacdo de colbnica usando o sis-
tema BaF3 (Figura 28, Figura 29 e Figura 30). N6s também testamos
um subconjunto dos anticorpos para in vivo para eficacia (Figura 31).
Noés descobrimos que em ambos os ensaios de proliferacdo e forma-
cao de coldnica, o inibidor molecular pequeno lapatinib é bastante efi-
caz contra todos os mutantes e GDC-0941 é eficaz contra todos os
mutantes testados exceto contra Q809R, onde ele foi parcialmente efi-
caz na dose testada (Figuras 28 e 29). Entre os anticorpos testados no
ensaio de formacdo de colbnica, trastuzumabe anti-ERBB3.2 e
MEHD7945A foram todos eficazes contra todos os mutantes testados
(Figuras 28 e 29). No entanto, pertuzumabe, anti-ERBB3.1 e GDC-
0941 embora muito eficazes no bloqueio de proliferacdo e formacao de
colonia induzidas por mutantes ERBB3 ECD, foram apenas modesta-
mente eficazes contra mutante ERBB3 de dominio de cinase Q809R
(Figuras 28 e 29). Consistente com isto, in vitro em células BaF3 coex-
pressando mutante ERBB3 e ERBB2, quando eficazes, estes agentes,
bloquearam ou reduziram niveis de pAKT e/ou pERK e também os ni-
veis de ERBB3 e/ou pERBB3 (Figura 32 e Figura 33).

[00296] Também testam-se anti-ERBB3.1 e anti-ERBB3.2 contra
mutantes ERBB3 G284R e Q809R usando o sistema BaF3 in vivo (Fi-
guras 31, 34 e 35). Como observado in vitro, trastuzumabe foi muito
eficaz no bloqueio de doenca tipo leucemia em camundongos rece-
bendo BaF3 expressando ERBB3/ERBB2 G284R ou Q809R (Figura
31A). Similarmente, ambos anti-ERBB3.1 e anti-ERBB3.2 bloquearam

o desenvolvimento de doenca tipo leucemia em camundongos rece-
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bendo BaF3 coexpressando ERBB3-ECD G284R e ERBB2 (Figura
31A). No entanto, estes anticorpos anti-ERBB3 foram apenas parcial-
mente eficazes no bloqueio de desenvolvimento de doenca em ca-
mundongos recebendo células BaF3 expressando Q809R
ERBB3/ERBB2, embora eles melhorassem significativamente a sobre-
vivéncia em comparacao com animais de controle nao tratados (Figura
31B). Consistente com a eficacia observada para os terapéuticos de
alvo nés encontramos uma diminuicdo significativa em células BaF3
infiltrantes expressando os mutantes ERBB3 no baco e na medula 6s-
sea (Figura 34 e Figura 36). Concomitante com a infiltracdo reduzida
de células BaF3 observada, os pesos de baco e figado estavam dentro
da faixa normal esperada para camundongos nus Balb/C (Figura 35 e
Figura 25). Estes dados indicam que multiplos terapéuticos, seja em
desenvolvimento ou aprovados para uso humano, podem ser eficazes
contra tumores conduzidos por mutante ERBB3.

[00297] Neste estudo nés reportamos a identificagdo de mutacdes
somaticas ERBB3 frequentes em canceres de célon e gastrico. Varias
das mutacbes que nds identificamos ocorrem em multiplas amostras
independentes formando hotspots caracteristicos de muta¢cdes onco-
génicas.

[00298] Estes estudos funcionais in vitro e in vivo demonstram a
natureza oncogénica de ambas as mutacbes ECD e ERBB3 de domi-
nio cinase. Além disso, usando experimentos de titulacdo de ligante
ndés mostramos que alguns dos mutantes ECD, V104M, P262H,
Q284R e T389K, embora oncogénicos na auséncia de ligante ERBB3
NRG1, podem ainda ser estimulados pela adicdo de NRG1. Mutagdes
ECD podem deslocar o equilibrio entre ERBB3 ECD amarrado e de-
samarrado em direcdo a uma confirmacado desamarrada relativa ao
WT.

[00299] Tendo testado varios agentes terapéuticos para sua utilida-
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de no direcionamento de sinalizagdo oncogénica conduzida por mutan-
te ERBB-3 tanto in vitro quanto in vivo, n6s descobrimos que multiplos
inibidores de molécula pequena, anticorpos anti-ERBB2 e anti-ERBB3
ECD sao bastante eficazes no bloqueio de sinalizagdo oncogénica por
uma maioria dos mutantes ERBB3 testados. De modo interessante,
pertuzumabe, anti-ERBB3.1 e GDC-0941 ndo foram tao eficazes no
bloqueio do mutante de dominio cinase Q809R, indicando um modo
distinto de acdo por este mutante. Estudos anteriores mostraram que
embora pertuzumabe seja bastante eficaz no bloqueio de dimerizagao
ERBB3/ERBB2 mediada por ligante, trastuzumabe € mais eficaz no
bloqueio da formacdo de dimero ERBB2/ERBB3 independente de li-
gante (Junttila, T. T. et al. Cancer Cell 15, 429-440 (2009)). Consisten-
te com isto, o mutante ERBB3 Q809R de dominio cinase ndo respon-
sivo a ligante é muito mais responsivo a inibicdo por trastuzumabe em
comparacdo com pertuzumabe sugerindo um papel potencial para um
complexo heterodimérico ndo ligado em sinalizacdo de Q809R ERBB3.
Embora o inibidor PI3K GDC-0941 seja bastante ativo contra a maioria
dos mutantes ERBB3 testados, sua eficacia reduzida no bloqueio do
mutante Q809R de dominio cinase sugere o engajamento de outras
moléculas de sinalizacao a jusante, além da PI3Kinase.

Knock-downs de ERBB3 mediado por shRNA afeta crescim ento in
Vivo

[00300] Tendo estabelecido a atividade oncogénica de mutantes
ERBB3 em células IMCE, nés procuramos testar o efeito de knocking
down de ERBB3 em linhagens de célula de tumor. Um estudo recente
reportou CW-2, uma linhagem de célula de célon, e DV90, uma linha-
gem de pulméo, que expressam mutantes ERBB3 E928G e V104M,
respectivamente. NOs geramos linhagens de células CW-2 e DV90 es-
taveis que expressam um shRNA indutivel por doxiciclina (dox) que

tem como alvo ERBB3 usando constructos de alvo publicados anteri-



112/112

ormente (Garnett et al. (2012) Nature 483, 570-575). NOs tambéem ge-
ramos linhagens de controle que expressavam um sequenciamento
alvo de luciferace (luc) indutivel por dox. Mediante inducéo por dox, em
contraste com linhagens de expresséao luc shRNA, niveis de ERBB3 e
pERK foram diminuidos em células que expressavam o ERBB3 shRNA
(Figura 38A-B). Consistente com a perda de ERBB3 em seguida a in-
ducao por dox tanto DV90 gquanto CW-2 mostraram crescimento inde-
pendente de ancoragem reduzido em comparacao com linhares lucife-
rase shRNA ou linhagens néo induzidas (Figura 38C-F). Nés a seguir
testamos se knockdown de ERBB3 em células DV90 e CW-2 poderia
afetar sua capacidade para formar tumores in vivo. Mediante inducao
mediada por dox de ERBB3 tendo como alvo shRNA, concluimos que
células tanto DV90 quanto CW-2 mostraram uma diminui¢ao significa-
tiva em crescimento de tumor em comparagao com animais carregan-
do células DV90 ou CW-2 que expressavam luc-shRNA ou ndo eram
induzidas para expressar o ERBB3 shRNA (Figure 38G-J). Estes da-
dos tomados juntos ainda confirmam o papel de mutacdes ERBB3 em

tumorigénese.
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REIVINDICACOES

1. Agente de deteccdo de cancer gastrointestinal
ErbB3, caracterizado pelo fato de que compreende um reagente capaz
de ligar especificamente a uma mutacdo ErbB3 em uma sequéncia de
acido nucleico ErbB3.

2. Agente de deteccdo de céancer, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que a sequéncia de acido
nucleico ErbB3 compreende SEQ ID NO:3 ou 1.

3. Agente de deteccdo de céancer, de acordo com a
reivindicacao 1, caracterizado pelo fato de que o reagente compreende
um polinucleotideo de Férmula (1)

5 Xa-Y-Zy, 3 Férmula (1),

na qual

X é um acido nucleico e a esta entre cerca de O e cerca de
250;

Y € um cédon de mutacao ErbB3; e

Z € um &acido nucleico e b esta entre cerca de 0 e cerca de
250;

4. Agente de deteccdo de céancer, de acordo com a
reivindicagdo 3, caracterizado pelo fato de que o cédon de mutacgéo
codifica (i) um aminoacido em uma posicdo de SEQ ID NO:2 selecio-
nada do grupo consistindo em 104, 809, 232, 262, 284, 325, 846, 928,
60, 111, 135, 295, 406, 453, 498, 1089 e 1164; ou (ii) um cddon de pa-
rada na posicao 193.

5. Método para determinar a presenca de cancer gas-
trointestinal ErbB3 em um individuo, caracterizado pelo fato de que
compreende detectar em uma amostra biologica obtida do individuo
uma mutacdo em uma sequéncia de acido nucleico codificando ErbB3,
em que a mutacdo resulta em uma mudanca de aminoacido em pelo

menos uma posicdo da sequéncia de aminoacido ErbB3, e sendo que



2/6

a mutacdo € indicativa de um céancer gastrointestinal ErbB3 no indivi-
duo.

6. Método, de acordo com a reivindicacao 5, caracteri-
zado pelo fato de que a mutacéo resultante em uma mudanca de ami-
noacido é em uma posicdo de SEQ ID NO:2 selecionada do grupo
consistindo em 104, 809, 232, 262, 284, 325, 846, 928, 60, 111, 135,
295, 406, 453, 498, 1089, 1164 e 193.

7. Método para determinar a presenca de cancer
ErbB3 em um individuo, caracterizado pelo fato de que compreende
detectar em uma amostra biolégica obtida do individuo na presenca ou
auséncia de uma mutacao de aminoacido em uma sequéncia de acido
nucleico codificando ErbB3, sendo que a mutagédo resulta em uma
mudanca de aminoacido em pelo menos uma posicdo em SEQ ID NO:
2 selecionada do grupo consistindo em 104, 809, 232, 262, 284, 325,
846, 928, 60, 111, 135, 295, 406, 453, 498, 1089, 1164, 193, 492 e
714, e em que a presenca da mutacdo € indicativa de um cancer
ErbB3 no individuo.

8. Método, de acordo com a reivindicacdo 5 ou 7, ca-
racterizado pelo fato de que compreende ainda administrar um agente
terapéutico ao dito individuo.

9. Método, de acordo com a reivindicacao 8, caracteri-
zado pelo fato de que o agente terapéutico é um inibidor de ErbB.

10. Método, de acordo com a reivindicacdo 9, caracteri-
zado pelo fato de que o inibidor de ErbB € selecionado do grupo con-
sistindo em um antagonista de EGFR, um antagonista de ErbB2, um
antagonista de ErbB3, um antagonista de ErbB4 e um antagonista de
EGFR/ErbB3.

11. Método, de acordo com a reivindicacdo 10, caracte-
rizado pelo fato de que o inibidor € um inibidor de molécula pequena.

12. Método, de acordo com a reivindicacdo 10, caracte-
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rizado pelo fato de que o antagonista € um anticorpo antagonista.

13. Método, de acordo com a reivindicacdo 12, caracte-
rizado pelo fato de que o anticorpo é selecionado do grupo consistindo
em um anticorpo monoclonal, um anticorpo biespecifico, um anticorpo
quimérico, um anticorpo humano, um anticorpo humanizado e um fra-
gmento de anticorpo.

14. Agente de deteccao, de acordo com a reivindicagao
1, ou método de acordo com a reivindicacdo 5, caracterizado pelo fato
de que o cancer gastrointestinal € cancer gastrico ou cancer de célon.

15. Método, de acordo com a reivindicacdo 7, caracteri-
zado pelo fato de que o cancer de ErbB3 é selecionado do grupo con-
sistindo em gastrico, de célon, esofagico, retal, cecal, adenocarcinoma
de pulméo de célula ndo pequena (NSCLC), NSCLC (Carcinoma Es-
camoso), carcinoma renal, melanoma, ovariano, célula grande de pul-
mao, cancer de pulmado de célula pequena (SCLC), hepatocelular
(HCC), pulméao e pancreatico.

16. Método, de acordo com a reivindicacdo 5 ou 7, ca-
racterizado pelo fato de que ainda compreende (i) identificar o indivi-
duo em necessidade e/ou (ii) obter a amostra de um individuo em ne-
cessidade.

17. Método, de acordo com a reivindicacdo 5 ou 7, ca-
racterizado pelo fato de que a deteccao compreende amplificar ou se-
guenciar a mutagao e detectar a mutacdo ou sequéncia da mesma.

18. Método, de acordo com a reivindicacdo 17, caracte-
rizado pelo fato de que a amplificacdo compreende misturar um inicia-
dor de amplificacdo ou par de iniciadores de amplificagdo com um ga-
barito de acido nucleico isolado da amostra.

19. Método, de acordo com a reivindicacdo 18, caracte-
rizado pelo fato de que o iniciador ou par de iniciadores € complemen-

tar ou parcialmente complementar a uma regiao proximal a ou incluin-
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do a dita mutacéo, e é capaz de indicar polimerizacdo de acido nuclei-
co por uma polimerase no gabarito de acido nucleico.

20. Método, de acordo com a reivindicacdo 18, caracte-
rizado pelo fato de que ainda compreende estender o iniciador ou par
de iniciadores em uma reacao de polimerizacao de DNA compreen-
dendo uma polimerase e o0 acido nucleico de gabarito para gerar um
amplicon.

21. Método, de acordo com a reivindicacdo 17, caracte-
rizado pelo fato de que a mutacdo é detectada por um processo que
inclui uma ou mais de: sequenciar a mutacdo em um DNA gendmico
isolado da amostra bioldgica, hibridizar a mutacdo ou um amplicon da
mesma para uma matriz, digerir a mutagdo ou um amplicon da mesma
com uma enzima de restricdo ou amplificacdo de PCR em tempo real
da mutacéo.

22. Método, de acordo com a reivindicacdo 17, caracte-
rizado pelo fato de que compreende sequenciar parcialmente ou total-
mente a mutagcdo em um acido nucleico isolado da amostra biolégica.

23. Método, de acordo com a reivindicacdo 17, caracte-
rizado pelo fato de que a amplificacdo compreende realizar uma rea-
cao em cadeia da polimerase (PCR), transcriptase reversa PCR (RT-
PCR) ou reacdo em cadeia da ligase (LCR) usando um acido nucleico
isolado da amostra biolégica como um gabarito na PCR, RT-PCR ou
LCR.

24. Uso de um agente terapéutico, como definido em
gualquer uma das reivindicacfes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que
€ para preparacdo de um medicamento para tratar caAncer gastrointes-
tinal em um individuo em necessidade, sendo que o dito tratamento
compreendendo:

(a) detectar em uma amostra bioldgica obtida do individuo

uma mutacdo em uma sequéncia de acido nucleico codificando ErbB3,
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em que a mutacdo resulta em uma mudanca de aminoacido em pelo
menos uma posicdo da sequéncia de aminoacido ErbB3 e em que a
mutacao € indicativa de um cancer gastrointestinal ErbB3 no individuo;
e

(b) administrar o dito medicamento compreendendo o dito
agente terapéutico ao dito individuo.

25. Uso, de acordo com a reivindicacao 24, caracteriza-
do pelo fato de que a mutacao resultante em uma mudanca de amino-
acido € em uma posicdo de SEQ ID NO:2 selecionada do grupo con-
sistindo em 104, 809, 232, 262, 284, 325, 846, 928, 60, 111, 135, 295,
406, 453, 498, 1089, 1164 e 193.

26. Uso de um agente terapéutico, como definido em
gualquer uma das reivindicacfes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que
€ para preparacdo de um medicamento para tratar um cancer de
ErbB3 em um individuo, o dito tratamento compreendendo:

(a) detectar em uma amostra bioldgica obtida do individuo a
presenca ou auséncia de uma mutacdo de aminoacido em uma se-
guéncia de acido nucleico codificando ErbB3, em que a mutacao resul-
ta em uma mudanca de aminoacido em pelo menos uma posi¢cdo em
SEQ ID NO: 2 selecionada do grupo consistindo em 104, 809, 232,
262, 284, 325, 846, 928, 60, 111, 135, 295, 406, 453, 498, 1089, 1164,
193, 492 e 714, e em que a presenca da mutacao € indicativa de um
cancer ErbB3 no individuo; e

(b) administrar o dito medicamento compreendendo o dito
agente terapéutico ao dito individuo.

27. Uso, de acordo com a reivindicagao 24 ou 26, carac-
terizado pelo fato de que o agente terapéutico € um inibidor de ErbB.

28. Uso, de acordo com a reivindicacao 27, caracteriza-
do pelo fato de que o inibidor de ErbB é selecionado do grupo consis-

tindo em um antagonista de EGFR, um antagonista de ErbB2, um an-
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tagonista de ErbB3, um antagonista de ErbB4 e um antagonista de
EGFR/ErbB3.

29. Uso, de acordo com a reivindicacao 28, caracteriza-
do pelo fato de que o antagonista é um inibidor de molécula pequena.

30. Uso, de acordo com a reivindicacao 28, caracteriza-
do pelo fato de que o antagonista é um anticorpo antagonista.

31. Uso, de acordo com a reivindicacao 30, caracteriza-
do pelo fato de que o anticorpo € selecionado do grupo consistindo em
um anticorpo monoclonal, um anticorpo biespecifico, um anticorpo
quimérico, um anticorpo humano, um anticorpo humanizado e um fra-
gmento de anticorpo.

32. Uso, de acordo com a reivindicacao 24, caracteriza-
do pelo fato de que o cancer gastrointestinal € cancer gastrico ou can-
cer de célon.

33. Uso, de acordo com a reivindicacao 26, caracteriza-
do pelo fato de que o cancer de ErbB3 €é selecionado do grupo consis-
tindo em gastrico, de célon, esofagico, retal, cecal, adenocarcinoma de
pulmdo de célula ndo pequena (NSCLC), NSCLC (Carcinoma Esca-
moso), carcinoma renal, melanoma, ovariano, célula grande de pul-
mao, cancer de pulmado de célula pequena (SCLC), hepatocelular

(HCC), pulméao e pancreatico.
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Amostras
ID da Nome Src Id de Categoria da Doenga Subcategoria | Diagnéstico do Tecido Sequencia
Amostra amostra do Tecido mento de
Normal exoma
Coincidente Total (WES)
86336 HF-1327 87321 Cancer Colorretal Adenocarcinoma
94592 HF-17829-(2) 04591 Cancer Colorretal Adenocarcinoma
95504 HF-18430-(1) 95508 Cancer Colorretal Adenocarcinoma
95735 HF-18040-(1) | 95739 Cancer Colorretal Adenocarcinoma
96115 HF-18138-(1) 96119 Céncer Colorretal Adenocarcinoma sim
96157 HF-18152-(1) 96161 Céncer Colorretal Adenocarcinoma sim
96391 HF-18172-(1) 96395 Cancer Colomretal Adenocarcinoma sim
96445 HF-18190-(1) 96449 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
96562 HF-18454-(1) 96566 Cancer Colorretal Adenocarcinoma
96737 HF-18500-(1) 96741 Cancer Colometal Adenocarcinoma sim
101763 HE-17944-(1) | 101761 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
94200 HF-17545-(1) 94190 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
101502 HF-20325-(1) | 101590 Cancer Gastico Adenocarcinoma Intestinal
86582 HF-15220-(1) 86927 Cancer de Pulmao de Carcinoma das Celulas Escamosas
Células Nao Pequenas
100695 HF-19917-(1) 100693 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
_ Células N&o Pequenas
86337 HF-1480 87322 Cancer Colometal Adenocarcinoma
86337 HF-1480 87322 Cancer Colometal Adenocarcinoma
86337 HF-1480 87322 Cancer Colorretal Adenocarcinoma
86341 HF-2468 B7326 Cancer Colometal Adenocarcinoma
86342 HF-2525 87327 Cancer Colorretal Adenocarcinoma
86343 HF-3446 87328 Cancer Colorretal Adenocarcinoma
86345 HF-3602 87330 Cancer Colorretal Adenocarcinoma
95147 HF-17899-(1) 95146 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
95165 HF-17930-(1) 95164 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
95356 HF-18263-(1) 95354 Céncer Colorretal Adenocarcinoma
95362 HF-18277-(1) 95360 Cancer Colometal Adenocarcinoma sim
95374 HF-18295-(1) 95372 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
95408 HF-18428-(1) 095502 Cancer Colomretal Adenocarcinoma sim
95669 HF-18026-(1) 95673 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
95681 HF-18030-(1) 95685 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
95687 HF-18032-(1) 95691 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
95699 HF-18036-(1) 85703 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
95729 HF-17998-(1) 95733 Cancer Colometal Adenocarcinoma sim
05956 HF-18092-(1) | 95960 Cancer Colorretal Adenocarcinoma
96121 HF-18140-(1) 96125 Cancer Colometal Adenocarcinoma sim
96139 HF-18146-(1) 06143 Cancer Colorretal Adenocarcinoma
96145 HF-18148-(1) 96149 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
96205 HF-18158-(1) 96209 Céncer Colorretal Adenocarcinoma
96496 HF-18198-(1) 96500 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
96630 HF-18470-(1) 96634 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
96654 HF-18478-(1) 96658 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
96689 HF-18418-(1) 96693 Cancer Colorretal Adenaocarcinoma sim
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Fig. 1B

06689 HF-18418-(1) 96693 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
96719 HF-18424-(1) 96723 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
96725 HF-18496-(1) 96729 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
96767 HF-18512-(1) 96771 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
6876 HF-18550-(1) 96880 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
96951 HF-18572-(1) 96955 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
97041 HF-18596-(1) 97045 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
97059 HF-18602-(1) 97063 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
a7075 HF-18604-(1) 97079 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
971m HF-18612-(1) 97105 Cancer Colarretal Adenocarcinoma sim
97458 HF-18301-(1) 97456 Cancer Colorretal Adenccarcinoma

97509 HF-17958-(1) 97507 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
a7672 HF-18319-(1) a7670 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
97938 HF-18315-(1) 97936 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
97944 HF-18358-(1) 97942 Cancer Colorretal Adenocarcinoma

97950 HF-18361-(1) 47948 Cancer Colorretal Adenocarcinoma

98491 HF-18824-(1) 98489 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
101775 HF-18267-(1) 101773 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
101787 HF-18281-(1) 101785 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
101886 HF-20391-(1) 101884 Cancer Colorretal Adenocarcinoma Sim
86339 HF-2400 87324 Cancer Colorretal Adenocarcinoma

86340 HF-2408 87325 Cancer Colarretal Adenocarcinoma

95148 HF-17803-(1) 95148 Cancer Colorretal Adenocarcinoma

95221 HF-17942-(1) 95219 Cancer Colarretal Adenocarcinoma

95462 HF-18339-(1) 95460 Cancer Colorretal Adenocarcinoma

95595 HF-18006-(1) 95594 Cancer Colorretal Adenocarcinoma

95705 HF-18038-(1) 95709 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
95717 HF-17994-(1) 95721 Cancer Colarretal Adenocarcinoma sim
95753 HF-18046-(1) 95757 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
95837 HF-18074-(1) 95901 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
95009 HF-18078-(1) 95913 Cancer Colorretal Adenocarcinoma

96056 HF-18118-(1) 96060 Cancer Colorretal Adenocarcinoma

96241 HF-18170-(1) 96245 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
96409 HF-181 ?-8-{ 1) 96413 Cancer Colorretal Adenocarcinoma

96502 HF-18434-(1) 96506 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
96514 HF-18438-(1) 96518 Cancer Colorretal Adenocarcinoma

96618 HF-18466-(1) 96622 Cancer Colorretal Adenccarcinoma sim
96624 HF-18468-(1) 96628 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
96672 HF-18484-(1) 96676 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
96791 HF-18520-(1) 96795 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
96810 HF-18528-(1) 96814 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
96828 HF-18534-(1) 96832 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
96894 HF-18556-(1) 96898 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
96918 HF-18564-(1) 96922 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
96945 HF-18570-(1) 96949 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
96963 HF-18576-(1) 96967 Cancer Colorretal Adenocarcinoma

96969 HF-18578-(1) 96973 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
97005 HF-18504-(1) 97009 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
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a7047 HF-18588-(1) | 97051 Céancer Colorretal Adenocarcinoma sim
g7053 HF-18600-(1) | 97057 Cancer Colorretal Adenocarcinoma Mucinoso sim
97636 HF-17909-(1) | 97634 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
7932 HF-18285-(1) | 97930 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sm
97968 HF-18796-(1) | 97966 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sm
98083 HF-18253-(1 ) | 98079 Cancer Colorretal Adenocarcinoma
98107 HF-18323-(1) | 98103 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sm
98123 HF-18327-(1) | 98118 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
98473 HF-18818-(1) | 98471 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
101904 HF-20397-(1) | 101902 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sm
101910 HF-20399-(1) | 101208 Céncer Colorretal Adenocarcinoma
101922 HF-20403-(1) | 101920 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
101988 HF-20385-{1) | 101986 Cancer Colorretal Adenocarcinoma sim
103183 HF-20411-(1) | 103181 Cancer Colorretal Adenocarcinoma am
88024 HF-7083-(1) | 88023 Céncer Esofagico Adenocarcinoma
88026 HF-7969-(1) | 88025 Cancer Esofagico Adenocarcinoma
88028 HF-8020-(1) | 88027 Cancer Esofagico Adenocarcinoma
88173 HF-9229-(1) | 88172 Cancer Esofagico Adenocarcinoma
88175 HF-16285-(1) | 88174 Cancer Esofagico Carcinoma das Células Escamosas
94018 HF-8467-(1) | 94017 Cancer Esofagico Adenocarcinoma
94020 HF-6966-(1) | 94019 Cancer Esofagico Adenocarcinoma
94021 HF-7046-(1) | 94022 Cancer Esofagico Adenocarcinoma
94024 HF-7063-(1) | 94023 Gancer Esofagico Adenocarcinoma
08623 HF-17232-(1) | 98626 Cancer Esofagico Adenocarcinoma
98646 HF-18367-{1) | 98644 Cancer Esofagico Carcinoma
99093 HF-18089-(1) | 99091 Cancer Esofagico Carcinoma
100663 HF-19429-(1) | 100667 Cancer Esofagico Carcinoma
101450 HF-20081-(1) | 101448 Cancer Esofagico Carcinoma das Células Escamosas
101474 HF-203334(1) | 101472 Cancer Esofagico Carcinoma das Células Escamosas
92180 HF-17152-{1) | 92188 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Difuso
94203 HF-17546-(1) | 9191 Céancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
94383 HF-17266-(1) | 94386 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
94420 HF-17579-(1) | 94419 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
04432 HF-17699-(1) | %4431 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
94472 HF-17566-(1) | 94471 Cancer Gastrica Adenocarcinoma Intestinal
98433 HF-18840-(1) | 98431 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
98439 HF-18842-(1) | 98437 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
98982 HF-18113-(1) | 98980 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
101574 HF-20318-(1) | 101572 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
101598 HF-20327-(1) | 101596 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
92175 HF-17145-(1) | 92184 Céancer Gastrico Adenocarcinoma Difuso
92192 HF-17240-(1) | 92193 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Difuso
094218 HF-17551-(1) | 941% Céancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
94227 HF-17554-(1) | 94199 Cancer Gasfrico Adenocarcinoma Difuso
04263 HF-17159-(1) | 94266 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Difuso
94303 HF-17188-(1) | 94306 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Difuso
94307 HF-17189-(1) | 94310 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Difuso
04315 HF-17197-(1) | 94318 Céancer Gastrico Adenocarcinoma Difuso
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97696 HF-18844-(1) 97694 Céncer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
97708 HF-16848-(1) 97706 Céncer Gastrico Adenocarcinoma |ntestinal
a7714 HF-18850-(1) a7712 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
98204 HF-17945-(1) 98208 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
98248 HF-18377-(1) 98246 Céancer Gastrico Adenocarcinoma Difuso
98409 HF-18832-(1) 98407 Céncer Gastrico Adenocarcinoma Difuso
98427 HF-18838-(1) 08425 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Difuso
95964 HF-19107-(1) 98962 Céncer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
99935 HF-19354-(1) 99939 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Difuso
100003 HF-20021-(1) 100001 Céncer Gastrico Adenocarcinoma Difuso
100543 HF-19412-(1) 100547 Céancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
100549 HF-19437-(1) 100553 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
91925 HF-17225-(1) 91928 Carcinoma Hepatocelular Carcinoma Hepatocelular
88167 HF-16443 88168 Carcinoma Hepatocelular Carcinoma Hepatocelular
BBITO HF-16920 88169 Carcinoma Hepatocelular Carcinoma Hepatocelular
89942 HF-17078-(1) 91910 Carcinoma Hepatocelular Carcinoma Hepatocelular
91913 HF-17079-(1) 91916 Carcinoma Hepatocelular Carcinoma Hepatocelular
91919 HF-17224-(1) 91922 Carcinoma Hepatocelular Carcinoma Hepatocelular
91931 HF-17229-(1) 91934 Carcinoma Hepatocelular Carcinoma Hepatocelular
91937 HF-17268-(1) 91940 Carcinoma Hepatocelular Carcinoma Hepatocelular
98747 HF-17493-(1) 98746 Carcinoma Hepatocelular Carcinoma Hepatocelular
98751 HF-1749%-(1) 98750 Carcinoma Hepatocelular Carcinoma Hepatocelular
98755 HF-17592-(1) 98754 Carcinoma Hepatocelular Carcinoma Hepatocelular
86795 HF-15545-(1) BTT04 Cancer de Pulméo, Outro Carcinoma Neuroenddering
88122 HF-16884 88121 Melanoma Melanoma

88124 HF-16888 88123 Melanoma Melanoma

88126 HF-16890 88125 Melanoma Melanoma

88128 HF-16892 88127 Melanoma Melanoma

91780 HF-16922-(1) 917739 Melanoma Melanoma

91816 HF-17686-(1) 91815 Melanoma Melanoma

91518 HF-17687-(1) 91817 Melanoma Melanoma

91820 HF-17688-(1) 91819 Melanoma Melanoma

91822 HF-17689-(1) 97144 Melanoma Melanoma

91824 HF-17690-(1) 91823 Melanoma Melanoma

95283 HF-18230-(1) 95286 Melanoma Melanoma

95288 HF-18233-(1) 95291 Melanoma Melanoma

97775 HF-18686-(1) 97774 Melanoma Melanoma

ar7se HF-18689-(1) 97785 Melanoma Melanoma

97805 HF-18719-(1) 97809 Melanoma Melanoma

97856 HF-18787-(1) 97848 Melanoma Melanoma

97864 HF-18789-(1) 97852 Melanoma Melanoma

97868 HF-18790-(1) 47854 Melanoma Melanoma

97884 HF-18882-(1) g7888 Melanoma Melanoma

97890 HF-18884-(1) 97594 Melanoma Melanoma

97896 HF-18886-(1) 97900 Melanoma Melanoma

90878 HF-13011-(1) 99882 Melanoma Melanoma

101504 HF-20337-(1) 101502 Melanoma Melanoma

101518 HF-20341-(1) 101514 Melanoma Melanoma
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88130 HF-16894 88129 Melanoma Melanoma

88131 HF-16873 88132 Melanoma Melanoma

91812 HF-17684-(1) 91811 Melanoma Melanoma

91826 HF-17691-(1) 41825 Melanoma Melanoma

95306 HF-18385-(1) 108057 Melanoma Melanoma

g7793 HF-18713-(1) a7797 Melanoma Melanoma

97844 HF-18782-(1) a7842 Melanoma Melanoma

97860 HF-18788-(1) 97850 Melanoma Melanoma

99125 HF-19099-(1) 99123 Melanoma Melanoma

90852 HF-18692-(1) 94855 Melanoma Melanoma

99871 HF-19008-(1) 99875 Melanoma Melanoma

101486 HF-20013-(1) 101484 Melanoma Melanoma

101498 HF-20335-(1) 101496 Melanoma Melanoma

86318 HF-11765 87234 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86327 HF-11754 87229 Cancer de Pulmao de Carcinoma de Células Grandes
Células Nao Pequenas

86501 HF-11731 87221 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86503 HF-11734 87223 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86506 HF-11743 87226 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86507 HF-11744 B7694 Céncer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86507 HF-11744 87694 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86507 HF-11744 87694 Céncer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86564 HF-4810-(1) 86858 Céncer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

BB5T0 HF-3711-(1) 86855 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86578 HF-8025 87238 Céancer de Pulmao de Carcinoma das Células Escamosas
Celulas Ndo Pequenas

86583 HF-15224-(1) 86928 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Néo Pequenas

86748 HF-15355-{1) 87236 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86751 HF-11757-(2) 87695 Cancer de Pulméao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86770 HF-15217 86025 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86775 HF-15515-(1) 87405 Cancer de Pulmao de Carcinoma das Células Escamosas
Céluias Nao Pequenas

86783 HF-15533-(1) 87415 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86786 HF-15539-(1) 87418 Cancer de Pulmao de Carcinoma das Células Escamosas
Células Nao Pequenas

86784 HF-15567-(1) 87428 Céancer de Pulmao de Carcinoma de Células Grandes
Células Nao Pequenas

86790 HF-15570-(1) 87429 Cancer de Pulmao de Carcinoma das Células Escamosas
Células Nao Pequenas

86792 HF-15505-(1) 87430 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86796 HF-15546-(1) 87421 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86796 HF-15546-(1) 87421 Céancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86796 HF-15546-(1) 87421 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86798 HF-15548-(1) 87423 Céncer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas
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86316 HF-11756 87230 Céncer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86319 HF-11766 87696 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86320 HF-1 1770 86842 Cancer de Pulméo de Adenacarcinoma
Células Nao Pequenas

86321 HF-11772 86844 Cancer de Pulméo de Adenocarcinoma
Células Néo Pequenas

86322 HF-11776 86846 Cancer de Pulméo de Adenocarcinoma
Celulas Nao Pequenas

86324 HF-1 1782 86848 Céancer de Pulméo de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86325 HF-11781 87227 Cancer de Pulmao de Carcinoma das Celulas Escamosas
Células Nao Pequenas

86326 HF-11752 87228 Céncer de Pulmac de Células Carcinoma das Células Escamosas
Nao Pequenas

86328 HF-11758 87231 Cancer de Pulmao de Celulas Carcinoma das Células Escamosas
Nao Pequenas

86329 HF-11763 87233 Cancer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Nao Pequenas

86330 HF-11767 87235 Cancer de Pulmao de Células Carcinoma de Células Grandes
Ndo Pequenas

86331 HF-11771 86843 Cancer de Pulmao de Carcinoma das Células Escamosas
Celulas Nao Pequenas

86332 HF-11780 86847 Cancer de Pulmao de Carcinoma de Células Grandes
Células Nao Pequenas

86333 HF-11783 86849 Cancer de Pulmac de Carcinoma de Células Grandes
Celulas Nao Pequenas

86334 HF-11785 86850 Cancer de Pulméo de Carcinoma das Células Escamosas
Células Nao Pequenas

86502 HF-11732 87222 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Celulas Nao Pequenas

86504 HF-11737 87224 Cancer de Pulmaoe de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86505 HF-11739 87225 Cancer de Pulméao de Celulas Adenacarcinoma
Nao Pequenas

86563 HF-3043-(1) 86852 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Celulas Nao Pequenas

86565 HF-5158-(1) 86859 Céancer de Pulmao de Celulas Adenocarcinoma
Nao Pequenas

868566 HF-8890-(1) 86862 Cancer de Pulmao de Células Adenocarcinoma
Nao Pegquenas

86567 HF-9390-(1) 86864 Cancer de Pulmao de Células Adenocarcinoma
N&o Pequenas

86568 HF-3703-(1) 26853 Céancer de Pulmao de Células Adenocarcinoma
Nao Pequenas

86569 HF-3705-(1) 86854 Cancer de Pulmao de Células Adenocarcinoma
Nao Pequenas

86571 HF-3718-(1) 86856 Cancer de Pulmao de Células Adenocarcinoma
Nao Pequenas

86572 HF-4527-(1) 86857 Cancer de Pulmao de Células Adenocarcinoma
Nao Pegquenas

86576 HF-5171 86860 Cancer de Pulmao de Células Adenocarcinoma
N&o Pequenas

86579 HF-15212-(1) 86922 Cancer de Pulméao de Celulas Carcinoma das Células Escamosas
N&o Pequenas

86580 HF-15215-(1) 86924 Céancer de Pulméao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Nao Pequenas

86581 HF-15218-(1) 86926 Céancer de Pulmao de Celulas Carcinoma das Células Escamosas
Nao Pequenas

86584 HF-15227-(1) 86929 Céncer de Pulméo de Células Carcinoma das Células Escamosas
N&o Pequenas

86586 HF-15231-(1) 86932 Cancer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Nao Pequenas

86587 HF-15233-(1) 86933 Cancer de Pulmao de Células Adenccarcinoma
Nao Pequenas

86590 HF-15237-(1) 86934 Céncer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas

Nao Pequenas
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86591 HF-15240-(1) 86935 Cancer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas
_ Nao Pequenas

86752 HF-11769-(2) 87697 Cancer de Pulmao de Células Adenocarcinoma
Nao Pequenas

86753 HF-11775-(2) 86845 Cancer de Pulmao de Células Adenocarcinoma
Néo Pequenas

86769 HF-15213 86923 Céancer de Pulmao de Células Adenocarcinoma
Nao Pequenas

86771 HF-15228 BEY30 Cancer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Nap Pequenas

86772 HF-15506-(1) 87402 Cancer de Pulmao de Células Adenocarcinoma
Nao Pequenas

86773 HF-15511-(1) 87403 Cancer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Néo Pequenas

86774 HF-15512-(1) 7404 Cancer de Pulmao de Celulas Adenocarcinoma Mucinoso
Nao Peguenas

86776 HF-15516-(1) 87406 Cancer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Nao Peguenas

86782 HF-15527-(1) 87414 Cancer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Nio Peguenas

86784 HF-15534-(1) 87416 Cancer de Puimao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Nao Peguenas

86785 HF-15535-(1) 8417 Cancer de Pulmao de Carcinoma das Células Escamosas
Células Nao Pequenas

86791 HF-15541-(1) ar419 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86794 HF-15523-(1) 87411 Cancer de Pulmao de Carcinoma das Células Escamosas
Células Nao Pequenas

86797 HF-15547-(1} 87422 Cancer de Pulmao de Células Adenocarcinoma
Nao Pequenas

86799 HF-15558-(1) 87424 Céancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86800 HF-15558-(1) 87425 Cancer de Puimao de Carcinoma das Células Escamosas
Células Nao Pequenas

86801 HF-15560-(1) B7426 Cancer de Pulméao de Carcinoma das Células Escamosas
Células Nao Pequenas

86802 HF-15561-(1) 87427 Cancer de Pulmao de Carcinoma das Celulas Escamosas
Células Nao Pequenas

86803 HF-15563-(1) 87705 Cancer de Pulmao de Carcinoma das Células Escamosas
Células Nao Pequenas

86835 HF-15576-(1) 97838 Cancer de Pulmao de Carcinoma das Células Escamosas
Células Nao Pequenas

86839 HF-15598-(1) 87699 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86778 HF-15521-(1) 87409 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

86779 HF-15522-(1) 87410 Cancer de Pulmao de Carcinoma das Células Escamosas
Celulas Nao Peguenas

94671 HF-15894-(1) 106531 Cancer de Pulmao de Carcinoma das Células Escamosas
Células Nao Pequenas

24699 HF-15901-(1) 106533 Cancer de Puimao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

94795 HF-15928-(1) 106537 Cancer de Pulméo de Carcinoma de Células Grandes
Células Nao Pequenas

98019 HF-15878-(1) 106529 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

98860 HF-18620-(1) 98864 Cancer de Pulmao de Carcinoma de Células Grandes
Celulas Nao Pequenas

98696 HF-18632-(1) 98900 Cancer de Pulmao de Carcinoma de Células Grandes
Células Nao Pequenas

100615 HF-19424-(1) 100619 Cancer de Pulmao de Carcinoma das Celulas Escamosas
Celulas Nao Pequienas

100627 HF-18441-(1) 100631 Céancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Celulas Nédo Pequenas

100641 HF-19967-(1) 100639 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas

101043 HF-20009-(1) 101041 Cancer de Pulmao de Carcinoma de Células Grandes
Células Nao Pequenas
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101213 HF-20138-(1) 101217 Cancer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Nao Pequenas

101286 HF-20122-(1) 101290 Cancer de Pulmae de Células Adenocarcinoma
Nao Pequenas

101359 HF-20166-(1) 101363 Cancer de Pulmdo de Células Adenocarcinoma
Nao Pequenas

101384 HF-20174-(1) 101388 Cancer de Pulmao de Células Adenocarcinoma
Nao Pequenas

101668 HF-20305-(1) 101666 Cancer de Pulmao de Celulas Carcinoma das Células Escamosas
MNao Pequenas

103001 HF-20502-(1) 103005 Cancer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Nao Pequenas

86323 HF-11779 108597 Cancer de Pulmao de Células Adenocarcinoma
MNao Pequenas

86575 HF-2130 86851 Cancer de Pulmao de Células Adenocarcinoma
Nao Pequenas

86585 HF-15230-( 1) 86931 Cancer de Pulmédo de Células Carcinoma das Células Escamosas

[l Nao Pequenas

86588 HF-15234-(1) 87698 Cancer de Pulmao de Celulas Adenocarcinoma
Nao Pequenas

BAR749 HF-15358-(1) 87237 Cancer de Pulmao de Células Adenccarcinoma
Nao Pequenas Bronchioloalveolar

86777 HF-15520-(1) 87408 Cancer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Nao Pequenas

86780 HF-15525-(1) 87412 Céancer de Pulméo de Células Carcinoma das Células Escamosas
MNao Pequenas

86781 HF-15526-(1) 87413 Cancer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Nao Pequenas

86787 HF-15540-(1) 87703 Cancer de Pulmao de Celulas Carcinoma das Células Escamosas
Nao Pequenas

86788 HF-15542-(1) 87420 Cancer de Pulmao de Células Adenocarcinoma
Nao Pequenas

86793 HF-15519-(1) 87407 Cancer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Néo Pequenas

87967 HF-15503-(1) 87968 Cancer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Nao Pequenas

87969 HF-15487-(1) 87470 Cancer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Nao Peguenas

87971 HF-15479-(1) 87972 Cancer de Pulmao de Celulas Carcinoma das Células Escamosas
Nao Pequenas

B817T7 HF-16076-(1) 88176 Cancer de Pulméo de Celulas Outro
Nao Pequenas

89960 HF-15476-(1) 89958 Cancer de Pulmao de Células Adenocarcinoma
Nao Peguenas

94675 HF-15895-(1) 106532 Cancer de Pulmao de Celulas Carcinoma de Células Grandes
Nao Pequenas

94759 HF-15854-(1) 106541 Cancer de Pulmao de Células Carcinoma de Celulas Grandes
Nao Peguenas

98004 HF-15912-(1) 106535 Cancer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Nao Pequenas

98007 HF-15813-(1) 106536 Céancer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Nao Pequenas

98010 HF-15850-(1) 106528 Cancer de Pulméo de Células Carcinoma das Células Escamosas
Nao Pequenas

98681 HF-18664-(1) 98685 Cancer de Pulmao de Celulas Carcinoma de Células Grandes
Nao Pequenas

98850 HF-18407-(1) 98648 Cancer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Nao Peguenas

98884 HF-18628-(1) 98888 Cancer de Pulméo de Células Carcinoma de Células Grandes
Nao Peguenas

99277 HF-18639-(1) 99273 Cancer de Puimao de Cutro
Células Nao Pequenas

99283 HF-18643-(1) 99281 Cancer de Pulmao de Cutro
Células Nao Pequenas

99319 HF-18655-(1) 99311 Cancer de Pulmao de Celulas Carcinoma das Celulas Escamosas
Nao Pequenas

100635 HF-19913-(1) 100633 Cancer de Pulmao de Celulas Adenocarcinoma
Nao Pequenas
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100683 HF-19911-(1) 100681 Cancer de Pulméo de Células Carcinoma das Células Escamosas
Néo FPequenas
100701 HF-19919-(1) 100699 Cancer de Pulmao de Células Adenocarcinoma
Mao Pequenas
100739 HF-19931-(1) 100737 Cancer de Pulmao de Carcinoma das Células Escamosas
Células Nao Pequenas
100751 HF-19935-(1) 100749 Cancer de Pulméo de Células Carcinoma das Células Escamosas
Nao Pequenas
100783 HF-19945-(1) 100781 Céncer de Pulmao de Carcinoma das Células Escamosas
Células Nao Pequenas
100789 HF-18947-(1) 100787 Cancer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Mao Pequenas
100831 HF-19953-(1) 100829 Cancer de Pulméo de Células Adenosarcinoma
Mao Pequenas
100837 HF-19955-(1) 100835 Cancer de Pulméo de Carcinoma de Células Grandes
Células Nao Pequenas
100849 HF-19959-(1) 100847 Céncer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Nao Pequenas
100867 HF-19965-(1) 100865 Cancer de Pulmao de Carcinoma das Células Escamosas
Células Nao Pequenas
100879 HF-19973-(1) 100877 Cancer de Pulméo de Adenocarcinoma
Células Néo Pequenas
100918 HE-19977-(1) 100916 Céancer de Pulmao de Carcinoma das Células Escamosas
Células Nao Pequenas
100960 HF-19991-(1) 100958 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas
101007 HF-19995-(1) 101005 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma Mucinoso
Células Néo Pequenas
101037 HF-20007-(1) 101035 Cancer de Pulmao de Carcinoma das Células Escamosas
Células Néo Pequenas
101119 HF-19907-(1) 101117 Céancer de Pulmao de Células Adenocarcinoma
Méo Pequenas
101125 HF-20005-(1) 101123 Céancer de Pulmao de Células Adenocarcinoma
Néo Peguenas
101189 HE-20130-(1) 101193 Cancer de Pulméo de Células Carcinoma das Células Escamosas
Nao Pequenas
101201 HF-20134-(1) 101205 Céncer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Mao Peguenas
1225 HE-20142-(1) 101229 Cancer de Pulméo de Células Adenocarcinoma
Nao Pequenas
101317 HE-20152-(1) 101321 Cancer de Pulmao de Células Carcinoma de Células Grandes
Nao Pequenas
101335 HF-20158-(1) 101339 Cancer de Pulmao de Células Nao Carcinoma das Células Escamosas
Pequenas
101704 HF-20317-(1) 101702 Cancer de Pulmao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas
101714 HF-20348-(1) 101718 Cancer de Pulméao de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas
102004 HF-16447-(1) 102008 Cancer de Pulmaa de Carcinoma das Células Escamosas
Células Nao Pequenas
103044 HF-20520-(1) 103048 Cancer de Pulméao de Carcinoma das Células Escamosas
Células Néo Pequenas
103082 HF-20516-(1) 103086 Cancer de Pulméo de Carcinoma de Células Grandes
Células Nao Pequenas
103591 HF-20701-(1) 1035890 Cancer de Pulmaa de Adenocarcinoma
Células Nao Pequenas
103599 HF-20705-(1) 103508 Céancer de Pulmao de Carcinoma das Células Escamosas
Células Nao Pequenas
103603 HF-20707-(1) 103602 Cancer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Mao Pequenas
103645 HF-20697-(1) 103643 Céancer de Pulméo de Células Adenocarcinoma
Méo Pequenas
103651 HF-20699-(1) 103649 Céncer de Pulmao de Células Carcinoma das Células Escamosas
Nao Pequenas
90563 HF-17060-(1) 90566 Cénger de Ovario Adenocarcinoma Endometricide
92119 HF-16150-(1) 92118 Céncer de Ovario Adenocarcinoma Seroso
92124 HF-16277-(1) 92122 Céncer de Ovério Adenocarcinoma Seroso
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98164 HF-18393-(1) | 98162 Céncer de Ovario Adenocarcinoma

98598 HF-18770-(1) | 98596 Cancer de Ovario Adenocarcinoma Seroso

88013 HF-16897-(1) | 88014 Céancer de Ovario Adenocarcinoma Endometridide
88015 HF-16898-(1) | 88018 Céancer de Ovario Adenocarcinoma Seroso

88016 HF-16901-(1) | 88020 Cancer de Ovario Adenocarcinoma Seroso

88017 HF-16902-(1) | 88021 Céncer de Ovano Adenocarcinoma Endometrioide
88018 HF-16903-(1) | 88022 Céncer de Qvario Adenocarcinoma Seroso

90528 HF-17525-(1) | 90527 Cancer de Qvario Adenocarcinoma Seroso

90540 HF-17528-(1) | 90539 Céncer de Ovario Adenocarcinoma Seroso

90552 HF-17531-(1) | 90551 Céncer de Ovario Adenocarcinoma Endometridide
90574 HF-17532-(1) | 90571 Cancer de Ovario Adenccarcinoma Endometrioide
92121 HE-16154-(1) | 92120 Cancer de Ovario Adenocarcinoma Seroso

92125 HF-16280-(1) | 92123 Céncer de Qvario Adenocarcinoma Seroso

92439 HF-17778-(1) | 92440 Cancer de Ovario Adenocarcinoma Seroso

92441 HF-17780-(1) | 92442 Céncer de Ovario Adenocarcinoma Seroso

92445 HF-17786-(1) | 92446 Céncer de Ovario Adenocarcinoma Seroso

92447 HF-17788-(1) | 92448 Céancer de Ovario Adenocarcinoma Seroso

98170 HF-18395-(1) | 98168 Céncer de Ovério Adenocarcinoma Seroas

98188 HF-18401-(1) | 98186 Céancer de Ovario Adenocarcinoma Seroso

98200 HF-18405-(1) | 98198 Cancer de Ovario Adenocarcinoma Seroso

98561 HF-17782-(1) | 98564 Cancer de Ovario Adenocarcinoma Seroso

98586 HF-18389-(1) | 98584 Cancer de Qvario Adenocarcinoma Seroso

98610 HF-18774-(1) | 98608 Cancer de Ovario Adenocarcinoma Papilar Seroso
99024 HF-19073-(1) | 99022 Cancer de Ovario Adenocarcinoma Seroso

99048 HF-19081-(1) | 99046 Céncer de Ovario Adenocarcinoma Seroso

99054 HF-18083-(1) | 99052 Céancer de Cvaro Adenocarcinoma Seroso
100799 HF-19319-(1) | 100803 Cancer de Ovario Adenocarcinoma Seroso

100811 HF-19328-(1) | 100815 Céancer de Ovario Adenocarcinoma Seroso
100817 HF-18330-(1) 100821 Céancer de Ovario Adenocarcinoma Seroso

88181 HF-16365-(1) | 90270 Cancer Pancreatico Adenocarcinoma

87862 HF-3087-(1) | 87861 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
100434 HF-19435-(1) 100438 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
100494 HF-20041-(1) | 100482 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
86367 HF-2179-(1) | 90236 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
86368 HF-3058-(1) | 90237 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
86369 HF-3455-(1) | 20238 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
87860 HF-3081-(1) | 87859 Carcinoma de Ceélulas Renais Carcinoma de Células Renais
87864 HF-7279-(1) | 87863 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
87870 HF-7997-(1) | 87869 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Celulas Renais
87876 HF-9227-(1) | 87875 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
87977 HF-4328-(1) | 87978 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
87979 HF-4336-(1) | 87980 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
87987 HF-9479-(1) | 87990 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
89943 HF-8979-(2) | 87877 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
89944 HF-9158-(2) | 87873 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Celulas Renais
90142 HF-6445-(1) | 90139 Carcinoma de Ceélulas Renais Carcinoma de Células Renais
90160 HF-7010-(1) | 90157 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
90212 HF-8988-(2) | 90210 Carcinoma de Celulas Renais Carcinoma de Células Renais
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100388 HF-1930141) 10mR Cargnoma de Células Renais Carcinoma de Células Renass
100354 HF-19303-(1) 10038 Caranoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
100400 HF-19305{1) 100404 Carcinoma de Células Renais Carcinorna de Células Renas
12 HF-1931141) 100416 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
100428 HF-1931741) 100432 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
100446 HF-20025{1) 100445 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renass
100452 HF-2002741) 100450 Carcnoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
100458 HF-2002941) 100456 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
100663 HF-2006541) 0E6t Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
100668 HF-2007141) 100867 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renas
10067 HF-20073(1) 100673 Carcnoma de Células Renas Carcinoma de Células Renas
100581 HF-2007541) 100679 Carcnoma de Células Renais Carcinoma de Células Renas
oesr HF-2007741) 10586 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
10063 HF-2007941) 00 Carcinoma de Células Renais Cargnoma de Células Renais
10e061 HF-200531) 102043 Carcnoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
10006 HF-200612) 12055 Carznoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
10z HF-2042641) 10235 Carcnoma de Células Renass Carcinoma de Células Renass
10233 HF-20430-(1) 102337 Carcinoma de Células Renais Carcinorna de Células Renas
100356 HF-2043841) 102400 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
e HF-20441{1) 1020406 Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renass
102408 HF-204441) 12426 Cargnoma de Células Renars Carcinoma de Células Renas
100743 HF-2046241) 102747 Carcnoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
100749 HF-20466-{1) 1023 Carcinoma de Células Renais Carcinorna de Células Renas
10073 HF-20490-(1) werr Carcinoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
102786 HF-2049441) 102789 Carznoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
1288 HF-2047241) jlisice] Carcnoma de Células Renas Carcinoma de Células Renais
10864 HF-20486-(1) 100863 Carcnoma de Células Renais Carcinoma de Células Renais
8457 HF-9739 87805 Cénoer de Pulmao de Células Pequenas Carcinoma de Células Pequenas
9687 HF-18666-1) 9501 Céncer de Pumao de Células Pequenas Carcinoma de Células Pequenas
848 HF-B740 a7and Cancer de Pulmao de Celulas Peguenas Carcinoma de Células Peguenas
%71 HF-18694-(1) %715 Céncer de Pumao de Células Pequenas Carcinoma de Células Pequenas
BT HF-186%641) %721 Céncer de Pulmao de Células Peguenas Carcinoma de Células Pequenas
%735 HF-18702+1) 98720 Céncer de Pumao de Células Pequenas Carcinoma de Células Peguenas
e e HF-1870441) W45 Céncer de Pulmao de Células Pequenas Carcinoma de Células Pequenas
B8 HF-1769341) RB58 Cancer de Pulmao de Células Peguenas Carcinoma de Células Pequenas
1ME% HF-2029141) 1624 Céncer de Pulmao de Células Pequenas Carcinoma de Células Pequenas
101644 HF-2029741) 101642 Céncer de Puiméo de Células Pequenas Carcinoma de Células Pequenas
101650 HF-20250:(1) 101648 Cancer de Puiméo de Células Pequenas Carcinoma de Células Pequenas
it HF-20855(1) 1637 Cénoer de Puméo de Células Pequenas Carcinoma de Células Pequenas
B HE-1707541) W10 Cancer Gastico Adenocarcinoma

w7 HE-AT11141) WA Céncer Géstrico Adenocarcnoma

W20 HF-1711641) W% Céancer Gastroo Adenocarcnoma

Wy HF-1712041) 45 Cénoer Gastrico Adenocarcinoma

138 HF-17121-1) w146 Céncer Gastrioo Adenocarcinoma

L abil HE-1714941) Q185 Céncer Gésirioo Adenocarcinoma

26 HF-17156(1) ] Canoer Gastnco Adenccarcinoma

am HF-17161-{1) W74 Cancer Gastnco Adenocarcnoma

9068 HF-19115{1) Céncer Gasinco Adenocarcinoma
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Fig. 1L

94073 HF-17064-(1) 94082 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

94074 HF-17065-(1) 94083 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

94327 HF-17186-(1) 94330 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

94331 HF-17190-(1) 94334 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
94291 HF-17202-(1) 94294 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

94347 HF-17230-(1) 94350 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

94175 HF-17119-(1) 94178 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

92174 HF-17144-(1) 92182 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
92176 HF-17147-(1) 92183 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
94247 HF-17154-(1) 94250 Céncer Gastrico Adenocarcinoma

04259 HF-17158-(1) 04262 Céancer Gastrico Adenocarcinoma

94209 HF-17548-(1) 94193 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

94444 HF-17581 (1) 588609 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

94416 HF-17573-(1) 94415 Céncer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
94440 HF-17574-(1) 94439 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Mucinoso
94408 HF-17495-(1) 588608 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

98216 HF-17975-(1) 98220 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

98260 HF-18381-(1) 98258 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
98224 HF-18369-(1) 98222 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

98230 HF-18371-(1) 98228 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
98236 HF-18373-(1) 98234 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
98242 HF-18375-(1) 98240 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

98421 HF-18836-(1) 98419 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
97726 HF-18854-(1) 97724 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
99047 HF-19360-(1) 99951 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

100025 HF-19366-(1) 100029 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

100031 HF-19368-(1) 100035 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

100055 HF-19376-(1) 100059 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

99905 HF-19336-(1) 99807 Cancer Gastrico Adenccarcinoma

99929 HF-19346-(1) 99933 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

a9977 HF-19352-(1) 99981 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

98955 HF-19105-(1) 99953 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
100061 HF-19378-(1) 100065 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

100085 HF-19386-(1) 100089 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

100091 HF-19388-(1) 100095 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

100007 HF-19390-(1) 100101 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

98997 HF-20019-(1) 98995 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

100121 HF-19398-(1) 100125 Cancer (astrico Adenocarcinoma Intestinal
100127 HF-18400-(1) 100131 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

100519 HF-18404-(1) 100521 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
100531 HF-19408-(1) 100535 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Intestinal
115584 HF-8126-(1) 115583 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

94445 HF-17581-(2) 588609 Cancer Gastrico Adenocarcinoma

94441 HF-17574-(2) 94439 Cancer Gastrico Adenocarcinoma Mucinoso
94166 HF-17193-(1) Cancer Gastrico Adenocarcinoma

94174 HF-17110-(1) Cancer Gastrico Adenocarcinoma

94464 HF-17568-(1) Cancer Gastrico Adenocarcinoma

99000 HF-19118-(1) Cancer Gastrico Adenocarcinoma




13/69

wis BWOUISIBOOUSPY 0jay 168486 (2)-68£02-4H 06£.85
aplowbig

wis elwouloeaouspy uojo) [E184i0[07) Jaoue] 68€/86 | (1)-/8€02-4H 98£/85

Lis euwouisiesouspy 0087 #62/86 (1)-60£81-4H 862/85

wis EWOUI9IB00USPY 0237 187185 (1)-6/28L-d4H 982/86
aplowbig

wis BLWOUIDIBIOUSPY uojpg) [B}81I0[07) JBoue) £82/85 (1)-5928}-4H 782/85

wis BLLIOUI0IBI0USPY [g}2lioj0) Jaaue) G¥2/85 (z)-7808L-4H v72/86

BLIOUIDIBOOUSDY 0011jSES) JB0UE) (L)-€LL-4H 785511

[euIS8lU| BUWOUIDIBIOUSPY 0911189 Jaaue) (1)-90761-4H 625001

AL

‘B




Fig. 2A
1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
801
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
19821
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2641
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3001
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3121
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actccagcct
ccctcectcet
ctcecggetece
aattcgccag
ggacttggct
gtgctgggct
tgtcctggga
ctgtacaagc
ggacacaatg
gtggccatga
caggtctacg
cacgctctgce
attgagaaga
gaccgagatg
gtttgcaagg
atctgtgctc
gatgagtgtg
ttcaatgaca
actttccage
agctgtcccc
aagatggaag
aaagcctgtg
gatggatttg
aatggagacc
acagtacggg
ttcagtgttt
tcattgttga
attagtgctg
aactggacca
ccgcgcagag
tgctggggcce
tgtgtgaccc
tgcttectect
ggctctgata
tgcccceceatg
gaatgtcggc
tgtttaggac
atagcaggat
cgccggattc
cctctggacc
ctaaggaagc
atccctgagg
ggacggcaga
gcccacattg
tatttgcctc
cagctgctgce
ggtatggtgc
caggtggcag
agtgaggcca
acacaccaga
gcagagccct
cggttggcac
atgattgatg
gcccgagacc
gggccagagc
ctagacctag
tccgeccctca

cgcgcgggag
ctctctctct
ggctccgatt
cggttcaggt
gggctccctt
tgcttttcag
ctctgaatgg
tctacgagag
ccgacctcte
atgaattctc
atgggaagtt
gccagctceg
acgataagct
ctgagatagt
ggcgatgctg
ctcagtgtaa
ccgggggetg
gtggagcctg
tggaacccaa
ataactttgt
tagataaaaa
agggaacagg
tgaactgcac
cctggcacaa
agatcacagg
tttccaattt
tcatgaagaa
ggcgtatcta
aggtgcttcg
actgcgtggc
caggccctgg
actgcaactt
gccacccgga
cttgtgctca
gagtcctagg
cctgccatga
aaacactggt
tggtagtgat
agaataaaag
ccagtgagaa
ttaaagtgct
gtgaatcaat
gttttcaagc
taaggctgct
tgggttctct
tcaactgggg
atagaaacct
attttggtgt
agactccaat
gtgatgtctg
atgcagggct
agccccagat
agaacattcg
caccacggta
cccatggtct
acctagactt
gcctaccagt
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ggggcgcgge
ctcacacaca
gcaatttgca
ggctcttgece
caccctctgc
cctggcccgg
cctgagtgtg
gtgtgaggtg
cttcctgcag
tactctacca
tgccatctte
cttgactcag
ttgtcacatg
ggtgaaggac
gggtcctgga
tggtcactgce
ctcaggccct
tgtacctcgc
tccccacace
ggtggatcaa
tgggctcaag
ctctgggagce
caagatcctg
gatccectgee
ttacctgaac
gacaaccatt
cttgaatgtc
tataagtgcc
ggggcctacg
agagggcaaa
tcagtgcttg
tctgaatggg
atgccaaccc
atgtgcccat
tgccaagggc
gaactgcacc
gctgatcggce
tttcatgatg
ggctatgagg
ggctaacaaa
tggctegggt
caagattcca
tgtgacagat
gggactatgc
gctggatcat
agtacaaatt
ggctgcccga
ggctgacctg
taagtggatg
gagctatggt
acgattggct
ctgcacaatt
cccaaccttt
tctggtcata
gacaaacaag
ggaagcagag
tggaacactt

cgtgactcac
cacacccctce
acctccgctg
tcgatgtecct
ggagtcatga
ggctccgagg
accggcgatg
gtgatgggga
tggattcgag
ttgcccaacc
gtcatgttga
ctcaccgaga
gacacaattg
aatggcagaa
tcagaagact
tttgggccca
caggacacag
tgtccacagc
aagtatcagt
acatcctgtg
atgtgtgagc
cgcttccaga
ggcaacctgg
ctggacccag
atccagtcct
ggaggcagaa
acatctctgg
aataggcagc
gaagagcgac
gtgtgtgacc
tcctgtcgaa
gagccticgag
atggagggca
tttcgagatg
ccaatctaca

caggggtgta
aaaacccatc

ctgggcggcea
cgatacttgg
gtcttggcca
gtctttggaa
gtctgcatta
catatgctgg
ccagggtcat
gtgagacaac
gccaagggaa
aacgtgctac
ctgcctcctg
gcccttgaga
gtgacagttt
gaagtaccag
gatgtctaca
aaagaactag
aagagagaga
aagctagagg
gaggacaacc
aatcggccac

ccccttecect
ccctgceccatce
cecgtegeege
agcctagggg
gggcgaacga
tgggcaactc
ctgagaacca
accttgagat
aagtgacagg
tccgecgtggt
actataacac
ttctgtcagg
actggaggga
gctgtcececee
gccagacatt
accccaacca
actgectttgce
ctcttgtcta
atggaggagt
tcagggcctg
cttgtggggg
ctgtggactc
actttctgat
agaagctcaa
ggccgceccca
gcctctacaa
gcttccgatc
tctgctacca
tagacatcaa
cactgtgctc
attatagccg
aatttgccca
ctgccacatg
ggccccactg
agtacccaga
aaggaccaga
tgacaatggc
cttttecteta
aacggggtga
gaatcttcaa
ctgtgcacaa
aagtcattga
ccattggcag
ctctgcagct
accggggggce
tgtactacct
tcaagtcacc
atgataagca
gtatccactt
gggagttgat
acctgctaga
tggtgatggt
ccaatgagtt
gtgggcctgg
aagtagagct
tggcaaccac
gtgggagcca

ctgcgttcct
cctccecgga
agcagccacce
cccccgggcec
cgctctgcag
tcaggcagtg
ataccagaca
tgtgctcacg
ctatgtcctc
gcgagggacce
caactccagc
gggtgtttat
catcgtgagg
ctgtcatgag
gaccaagacc
gtgctgccat
ctgccggcac
caacaagcta
ttgtgtagcc
tcctcctgac
actatgtccc
gagcaacatt
caccggcctc
tgtcttcegg
catgcacaac
ccggggcttc
cctgaaggaa
ccactctttg
gcataatcgg
ctctggggga
aggaggtgtec
tgaggccgaa
caatggctcg
tgtgagcagc
tgttcagaat
gcttcaagac
tttgacagtg
ctggecgtggg
gagcatagag
agagacagag
aggagtgtgg
ggacaagagt
cctggaccat
tgtcactcaa
actggggcca
tgaggaacat
cagtcaggtt
gctgctatac
tgggaaatac
gaccttcggg
gaagggggag
caagtgttgg
caccaggatg
aatagcccct
ggagccagaa
cacactgggc
gagcctttta
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3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
48861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761

agtccatcat
tctgcagttt
cggggatgce
caggagaaag
gatagcgcct
cccgggttag
actccctect
gaagaagaag
cctcatceccc
tcagacctca
atgcccactg
ggaggtggte
tatgaagaga
cgcctaaaaa
tggcatagca
gcactcaggg
cectetetet
tggaggcttt
cttctctttc
cctecagette
ctcaggctct
gtcaagaaga
ttaacceccct
tgattactat
cattatctca
attttacaca
ggctgaggcea
agacccccat
agtggctcat
gagcccagaa
aaaaaaaaaa
caaaatccte
taagttacag
ccecaacagce
agtcagaagg
tgatcttcac
gccattctca
ctgcacacct
gttttttgtt
aaaaa

ctggatacat
ctgggagcag
tggcatcaga
tgtcaatgtg
accattccca
aggaagagga
cccgggaagg
atgaagatga
ctaggccaag
gtgcctectet
caggcacaac
ctgggggtga
tgagagcttt
ctctacgtag
ggcttttece
agcatttaat
cccaggtccce
taaacatttt
ccaaccccag
ttcacaggca
tgactacttg
ggaaagggag
agaaagacag
cataattcag
cttagtcctt
aagggaagtc
gaaggattac
ctctttaaaa
gcctgtaatc
ttagagataa
gaaactgagc
ccaattcctg
cccttgttta
cacatcctcee
aaaaataact
tcecttatecg
tccagcagtg
ctgbccectt
ttgtttttatc
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gcccatgaac
tgaacggtgc
gtcatcagag
taggagccgg
gcgccacagt
tgtcaacggt
caccctttct
ggagtatgaa
ttcccttgag
gggcagcaca
tccagatgaa
ttatgcagcc
tcaggggcct
cttagaggct
caaggctaat
ggcagctagt
agcccctttt
gacacaaaat
gaaaggtttt
ctcctggaga
gaactaggct
gaaacctagc
aagcttaaaa
cacttaacta
tatcatcctt
gggcatggtg
ctgaggcaag
aaaaaaaaaa
ccagccagca
gcctatggaa
cttaaagaga
tgcatgtgct
aggggcactg
tatacctaga
ggacatcttt
agggcaaatt
agaagcttcc
ggatggggaa
acgtgtctga

cagggtaatc
ccccgtccag
gggcatgtaa
agcaggagcc
ctgctgactce
tatgtcatgc
tcagtgggtc
tacatgaacc
gagctgggtt
cagagttgcc
gactatgaat
atgggggcct
ggacatcagg
acagactctg
gcccagagaa
gcctttagag
ccccagtcce
tcttatggta
ccttattttg
tatgaaggat
cttatgtgtg
agaggaaagt
tctgtgaaga
tgagccaggce
aaaacaattc
gctcatgcct
gagtttgaga
aaaaaaaaaa
ctitgggagyg
acatagcaag
tgaaataaat
cttattgtaa
tttettgttt
catctcatct
gtgtaaacca
cacaaggatc
aggtaggaca
ctaagggaaa
ataaaaatgc

ttggggagtc
tctctctaca

caggctctga
ggagcccacg
ctgttacccce
cagatacaca
tcagttctgt
ggaggagaag
atgagtacat
cactccaccce
atatgaatcg
gceccagcatce
ccccccatgt
cctttgataa
cgtaactcct
ggtaccgtct
agacaattce
tgtagccagc
tgtgctttcc
tactctccat
cctttgttte
gtaattttgg
aagaggttag
atcatactaa
tgtgacatac
gtaatctcag
ccagcttage
aaaactttag
ctgagatggg
acactgtctc
taagcagtag
ggtgccaaga
ttgcactgaa
caggaagtgg
taatccacat
cccaagatcc
gaaaaaagat
acgtctgttg
caaagttttt

ttgccaggag
cccaatgcca
ggctgagctc
gccacgcgga
actctecccca
cctcaaaggt
cctgggtact
gcacagtcca
ggatgtgggg
tgtacccatc
gcaacgagat
tgagcaaggg
ccattatgcc
ccctgattac
gctcectgtg
tctcecctatt
attcaatctt
tgtgcacttt
cagtcccatt
atcccttcct
ccatcagact
tttatgactc
gagtagatat
acttcaccta
atattatctc
cactttggga
caacatagta
aactgggtgc
aagatcactt
tacaggggaa
atccaggatg
aaaactgatt
tcaagtctaa
tggtgggggt
gtgccgtaaa
acttttagaa
ccagcttcag
tatcactgaa
tttcagcaaa
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refaheaect
ykypdvgnec
gtflywrgrr
gtvhkgvwip
sslglvtgyl
llkspsqvgv
vwelmtfgae
laneftrmar
nlatttlgsa
pvslhpmprg
tpvtplsppg
nrrrrhspph
eymnrgrdgg
safdnpdywh

gllfslargs
nadlsflgwi
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srlfpkanag
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evgnsgavcp
revtgyvlva
eilsggvyie
dcgtltktic
gplvynkltf
epcgglcpka
peklnvfirtwv
lgfrslkeis
dplcssggcw
gtatcngsgs
ckgpelqgdcl
lergesiepl
ikviedksgr
ghrgalgpql
pddkqllyse
pdllekgerl
esgpgiapgp
prgsgsllsp
vtgseaelge
mpdthlkgtp
gyeymdvgsd
acpaseqgye
rt

gtlnglsvtg
mnefstlplp
kndklchmdt
apgcnghcfg
glepnphtky
cegtgsgsrf
reitgylniqg
agriyisanr
gpgpggclsc
dtcagqcahfr
ggtlvligkt
dpsekankvl
gsfgavtdhm
llnwgvgiak
aktpikwmal
agpgictidv
ephgltnkkl
ssgympmngg
kvsmcrsrsr
ssregtlssv
lsaslgstgs
emrafggpgh

daengyatly
nlrvvrgtgv
idwrdivrdr
pnpngcchde
gyggvcvasc
qtvdssnidg
swpphmhnfs
glcyhhslnw
INysrggvcv
dgphcvsscp
hltmaltvia
arifketelr
laigsldhah
gmyyleehgm
esihfgkyth
ymvmvkcwmi
eevelepeld
nlgescgesa
srsprprgds
glssvlgtee
cplhpvpimp
gaphvhyarl

klyercevvm
ydgkfaifvm
daeivvkdng
caggcsgpqd
phnfvvdgts
fvnctkilgn
visnlttigg
tkvlrgptee
thenflngep
hgvlgakgpi
glvvifmmlg
klkvlgsgvf
ivrllglcpg
vhrnlaarnv
gsdvwsygvt
denirptfke
ldldleaeed
vsgssercpr
ayhsarhsll
ededeeyeym
tagttpdedy
ktlrsleatd
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 39
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Fig. 39 (continuagao)
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Yy Mm v M vV XK C w M I D E N I R P T F K E
ctagccaatgagttcaccaggatggccecgagacccaccacggtatctggtcataaagaga
L A N E F T R M A R D P P R Y L V I K R
gagagtgggcctggaatagccecctgggccagagccccatggtctgacaaacaagaagceta
E 8§ ¢ P G I A P G P E P H G L T N K K L
gaggaagtagagctggagccagaactagacctagacctagacttggaagcagaggaggac
E E V E L E P E L DL DL DL E A E E D
aacctggcaaccaccacactgggctccgeccctcagectaccagttggaacacttaatcgg
N L A T T T L G 8§ A L §S L P V GG T L N R
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Fig. 39 (continuagao)

ccacgtgggagccadagdcttttaagtccatcatctggatacatgcccatgaaccagggt
P R G S Q)s|L L s P 8§ S G Y M P M N Q G
aatcttggggagtcttgccaggagtctgecagtttctgggagcagtgaacggtgccccecegt
N L G E S C Q E § A VvV $ G 8§ 58 E R C P R
ccagtctctctacacccaatgccdeggiggatgcctggcatcagagtcatcagaggggeat
P VS L HUPMP|[R|G CLASE S S E G H
gtaacaggctctgaggctgagctccaggagaaagtgtcaatgtgtaggagccggagcagg
v T 6 $ E A E L Q E K v s M C R 8 R § R
agccggagcccacggccacgcggagatagcgectaccattcecccagcgecacagtctgetg
S R S P R P R G D S A Y H S Q R H § L L
actcctgttaccccactctccccaccecgggttagaggaagaggatgtcaacggttatgtc
T p V T P L §S P P G L E E E D V N G Y V
atgccagatjacgcacctcaaaggtactccctectecccgggaaggcaccctttcttcagtg
M P D|T|H L K G T P S § R E G T L § § V
ggtctcagttctgtcctgggtactgaagaagaagatgaaE%%gaggagtatgaatacatg
G L §$ §s v L G T E E E D E|D|E E Y E ¥ M
aaccggaggagaaggcacagtccacctcatcccectaggeccaagtteccttgaggagktg
N R R R R H S P P H P PR P S S L E|E]|L
ggttatgagtacatggatgtggggtcagacctcagtgcctctctgggcagcacacagagt
G Y E Y M bD.V G §$ b L §$ A S L G S5 T Q S
tgcccactccaccctgtacccatcatgcccactgecaggcacaactceccagatgaagactat
c p L H PV P I M P TAG T T P D E D Y
gaatatatgaatcggcaacgagatggaggtggtcctgggggtgattatgcagccatgggg
E Y M N R Q R D G G G P G G D Y A A M G
gcctgcccagcatctgagcaagggtatgaagagatgagagcttttcaggggecctggacat
A C P A S E Q G Y E E MR A F Q G P G H
caggccccccatgtccattatgcccgectaaaaactctacgtagcecttagaggctacagac
Q A P H V H Y A R L K T L R S L E A T D
tctgcctttgataaccctgattactggcatagcaggcttttecceccaaggctaatgecccag
S A F DN P D Y WH S R L F P K A N A Q
agaacgtaa (SEQ ID NO: 230)
R T = (SEQ ID NO: 231)
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RESUMO

Patente de Invencdo: "AGENTE DE DETECCAO DE CANCER GAS-
TROINTESTINAL ErbB3, SEUS USOS, E METODO PARA DETER-
MINAR A PRESENCA DE CANCER".

A presente invencéao refere-se a mutagdes de ErbB3 soma-
ticas em cancer que inclui métodos para identificar, diagnosticar e
prognosticar canceres de ErbB3, assim como métodos para tratar can-
cer, que inclui certas subpopulactes de pacientes. Agente de deteccao
de cancer gastrointestinal ErbB3 que compreende um reagente capaz
de ligar especificamente a uma mutacdo ErbB3 em uma sequéncia de

acido nucleico ErbB3.
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