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“METODO PARA PREVER A SENSIBILIDADE DE UMA AMOSTRA DE
CELULA OU TECIDO, METODO PARA INDUZIR APOPTOSE EM UMA
AMOSTRA DE CELULA OU TECIDO, METODO DE TRATAMENTO DE UMA
DISFUNGAO E USO DE APO2L/TRAIL”

Este pedido reivindica prioridade do pedido provisério US niamero
60/708,677 depositado em 16 de agosto de 2005 e do pedido provisério US
nimero 60/808,076 depositado em 24 de maio de 2006, os conteudos destes
sdo incorporados no presente pela referéncia.

CAmMPO DA INVENGAO

As invengdes descritas no presente pedido relacionam-se aos
métodos e testes para detectar biomarcadores preditivos de sensibilidade de
células de mamiferos para Apo2l/TRAIL e/ou anticorpos agonistas de
receptores de morte. Mais particularmente, as realizagbes do presente pedido
relacionam-se aos métodos e testes que detectam moléculas associadas a
familia de proteinas GalNac-T que sao preditivas de sensibilidade de células
cancerigenas de mamiferos para Apo2L/TRAIL ou anticorpos agonistas de
receptores de morte, tais como anticorpos agonistas de DR4 ou DRS.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Varios ligantes e receptores pertencentes a superfamilia do fator
de necrose tumoral (TNF) foram identificados no estado da técnica. Incluidos
entre tais ligantes estao fator alfa de necrose tumoral ("TNF-alfa"), fator beta
de necrose tumoral ("TNF-beta" ou "linfotoxina-alfa"), linfotoxina-beta ("LT-
beta"), ligante CD30, ligante CD27, ligante CD40, ligante OX-40, ligante 4-1BB,
LIGHT, ligante Apo-1 (também referido como ligante Fas ou ligante CD95),
ligante Apo-2 (também referido como Apo2L ou TRAIL), ligante Apo-3 (também
referido como TWEAK), APRIL, ligante OPG (também referido como ligante
RANK, ODF, ou TRANCE), e TALL-1 (também referido como BlyS, BAFF ou
THANK) (Ver, por exemplo, Ashkenazi, Nature Review, 2:420-430 (2002),
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Ashkenazi e Dixit, Science, 281:1305-1308 (1998); Ashkenazi e Dixit, Curr.
Opin. Cell Biol., 11:255-260 (2000); Golstein, Curr. Biol., 7:750-753 (1997)
Wallach, Cytokine Reference, Academic Press, 2000, paginas 377-411,
Locksley et al., Cell, 104:487-501 (2001); Gruss e Dower, Blood, 85:3378-3404
(1995); Schmid et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 83:1881 (1986); Dealtry ef al., Eur.
J. Immunol., 17:689 (1987); Pitti et al., J. Biol. Chem., 271:12687-12690 (1996);
Wiley et al., Immunity, 3:673-682 (1995), Browning et al., Cell, 72:847-856
(1993); Armitage et al. Nature, 357:80-82 (1992), documento WO 97/01633
publicado em 16 de janeiro de 1997; documento WO 97/25428 publicado em
17 de julho de 1997, Marsters et al, Curr. Biol., 8:525-528 (1998),
Chicheportiche et al., Biol. Chem., 272:32401-32410 (1997); Hahne et al., J.
Exp. Med., 188:1185-1190 (1998); documento WO 98/28426 publicado em 2
de julho de 1998; documento WO 98/46751 publicado em 22 de outubro de
1998; documento WO 98/18921 publicado em 7 de maio de 1998; Moore et al.,
Science, 285:260-263 (1999); Shu et al., J. Leukocyte Biol., 65:680 (1999);
Schneider et al., J. Exp. Med., 189:1747-1756 (1999); Mukhopadhyay et al., J.
Biol. Chem., 274:15978-15981 (1999)).

A indugdo de varias respostas celulares mediadas por tais
ligantes da familia TNF é tipicamente iniciada por suas ligagdes aos receptores
celulares especificos. Alguns, mas nao todos os ligantes da familia TNF ligam-
se a, e induzem varias atividades biolégicas através dos “receptores de morte”
da superficie celular para ativar caspases ou enzimas que realizam a morte
celular ou via da apoptose. (Salvesen et al., Cell, 91: 443-446 (1997)). Incluido
entre os membros da superfamilia de receptores TNF identificados até hoje
estao TNFR1, TNFR2, TACI, GITR, CD27, OX-40, CD30, CD40, HVEM, Fas
(também referido como Apo-1 ou CD95), DR4 (também referido como TRAIL-
R1), DR5 (também referido como Apo-2 ou TRAIL-R2), DcR1, DcR2,

osteoprotegerina (OPG), RANK e Apo-3 (também referido como DR3 ou
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TRAMP) (ver, por exemplo, Ashkenazi, Nature Reviews, 2:420-430 (2002);
Ashkenazi e Dixit, Science, 281:1305-1308 (1998); Ashkenazi e Dixit, Curr.
Opin. Cell Biol., 11:255-260 (2000); Golstein, Curr. Biol., 7:750-753 (1997)
Wallach, Cytokine Reference, Academic Press, 2000, pages 377-411; Locksley
et al., Cell, 104:487-501 (2001); Gruss e Dower, Blood, 85:3378-3404 (1995);
Hohman et al., J. Biol. Chem., 264:14927-14934 (1989); Brockhaus et al., Proc.
Natl. Acad. Sci., 87:3127-3131 (1990); patente EP 417.563, publicada em 20
de margo de 1991; Loetscher et al., Cell, 61:351 (1990); Schall et al., Cell,
61:361 (1990); Smith et al., Science, 248:1019-1023 (1990); Lewis et al., Proc.
Natl. Acad. Sci., 88:2830-2834 (1991); Goodwin et al., Mol. Cell. Biol., 11:3020-
3026 (1991); Stamenkovic et al., EMBO J., 8:1403-1410 (1989); Mallett et al.,
EMBO J., 9:1063-1068 (1990); Anderson et al., Nature, 390:175-179 (1997);
Chicheportiche et al., J. Biol. Chem., 272:32401-32410 (1997); Pan et al.,
Science, 276:111-113 (1997); Pan et al, Science, 277:815-818 (1997);
Sheridan et al., Science, 277:818-821 (1997); Degli-Esposti et al., J. Exp. Med.,
186:1165-1170 (1997); Marsters et al., Curr._Biol., 7:1003-1006 (1997); Tsuda
et al., BBRC, 234:137-142 (1997); Nocentini et al., Proc. Natl. Acad. Sci.,
94:6216-6221 (1997); vonBulow et al., Science, 278:138-141 (1997)).

A maioria destes membros da superfamilia de receptores TNF
compartiha a mesma estrutura tipica de receptores de superficie celular
incluindo regiées_ extracelular, de transmembrana e intracelular, enquanto
outros sao encontrados naturalmente como proteinas soluveis desprovidas de
um dominio de transmembrana e intracelular. A porgcao extracelular de TNFRs
tipicos contém um padrao de sequéncia de aminoacido repetitivo de multiplos
dominios ricos em cisteina (CDRs), comegando do NH; terminal.

O ligante referido como Apo-2L ou TRAIL foi identificado muitos
anos atras como um membro da familia TNF de citocinas. (ver, por exemplo,

Wiley et al., Immunity, 3:673-682 (1995); Pitti et al., J. Biol. Chem., 271:12697-
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12690 (1996); documento WO 97/01633; documento WO 97/25428; patente
US 5.763.223 emitida em 9 de junho de 1998; patente US 6.284.236 emitida
em 4 de setembro de 2001). O polipeptideo Apo2L/TRAIL humano de
sequéncia nativa de comprimento total € um aminoacido longo 281, de
proteina de transmembrana Tipo Il. Algumas células podem produzir uma
forma soluvel natural do polipeptideo, através de clivagem enzimatica da
regido extracelular do polipeptideo (Mariani et al., J. Cell. Biol., 137:221-229
(1997)). Estudos cristalograficos de formas soluveis do Apo2L/TRAIL revelam
uma estrutura homotrimérica similar as estruturas do TNF e outras proteinas
relacionadas (Hymowitz et al., Molec. Cell, 4:563-571 (1999); Cha et al,
Immunity, 11:253-261 (1999); Mongkolsapaya et al., Nature Structural Biology,
6:1048 (1999); Hymowitz et al, Biochemistry, 39:633-644 (2000)).
Apo2L/TRAIL, diferente de outros meios da familia TNF, entretanto, foi
descoberto ter um aspecto unico de estrutura em que trés residuos de cisteina
(na posigao 230 de cada subunidade no homotrimero) juntos coordenam um
atomo de zinco, e que a ligagao de zinco é importante para a estabilidade do
trimero e atividade biolégica. (Hymowitz et al.,, acima; Bodmer et al., J. Biol.
Chem., 275:20632-20637 (2000)).

Foi relatado na literatura que Apo2L/TRAIL pode desempenhar
um papel na modulagao do sistema imune, inclui’ndo doengas auto-imunes tais
como artrite reumatoide (ver, por exemplo, Thomas et al, J. Immunol.,
161:2195-2200 (1998); Johnsen et al., Cytokine, 11:664-672 (1999), Griffith et
al., J. Exp. Med., 189:1343-1353 (1999); Song et al., J. Exp. Med., 191:1095-
1103 (2000)).

Formas sollveis do Apo2L/TRAIL foram também relatadas para
induzir apoptose em uma variedade de células cancerigenas, incluindo célon,
pulmao, mama, prostata, bexiga, rim, ovario e tumores do cérebro, assim como

melanoma, leucemia, e mieloma multiplo (ver, por exemplo, Wiley et al., acima;
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Pitti et al., acima; patente US 6.030.945 emitida em 29 de fevereiro de 2000;
patente US 6.746.668 emitida em 8 de junho de 2004; Rieger et al., FEBS
Letters, 427:124-128 (1998); Ashkenazi et al., J. Clin. Invest., 104:155-162
(1999); Walczak et al., Nature Med., 5:157-163 (1999); Keane et al., Cancer
Research, 59:734-741 (1999); Mizutani et al., Clin. Cancer Res., 5:2605-2612
(1999); Gazitt, Leukemia, 13:1817-1824 (1999); Yu et al, Cancer Res.,
60:2384-2389 (2000); Chinnaiyan et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 97:1754-1759
(2000)). Estudos in vivo em modelos de tumor murino, além disso, sugerem
que Apo2L/TRAIL, em combinagdo com quimioterapia ou radioterapia, podem
exercer efeitos substanciais anti-tumorais (ver, por exemplo, Ashkenazi et al.,
supra; Walzcak et al., acima; Gliniak et al., Cancer Res., 59:61563-6158 (1999),
Chinnaiyan et al., acima; Roth et al., Biochem. Biophys. Res. Comm., 265:1999
(1999); Pedido PCT US 00/15512; Pedido PCT US 01/23691). Em contraste
com muitos tipos de células cancerigenas, muitos tipos de células humanas
normais parecem ser resistentes a indugdo de apoptose por certas formas
recombinantes de Apo2L/TRAIL (Ashkenazi et al., acima; Walzcak et al,
acima). Jo et al. relatou que uma forma soltuvel de polihistidina marcada de
Apo2L/TRAIL induziu apoptose in vitro em hepatdcitos humanos isolados
normais, mas ndao em hepatdcitos nao humanos (Jo et al., Nature Med., 6:564-
567 (2000); ver também, Nagata, Nature Med., 6:502-503 (2000)). Acredita-se
que certas preparagées de Apo2L/TRAIL recombinantes podem variar em
termos de propriedades bioquimicas e atividades biolégicas entre as células
normais e doentes, dependendo, por exemplo, da presenga ou auséncia de
uma molécula de marcacgao, contetido de zinco, e % de contetdo de trimero
(Ver, Lawrence et al., Nature Med., Letter to the Editor, 7:383-385 (2001); Qin
et al., Nature Med., Letter to the Editor, 7:385-386 (2001)).

Foi descoberto que Apo2L/TRAIL liga-se a pelo menos cinco

receptores diferentes. Pelo menos dois dos receptores que se ligam ao
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Apo2L/TRAIL contém um dominio de morte citoplasmatico funcional. Tal
receptor foi referido como "DR4" (e alternativamente como TR4 ou TRAIL-R1)
(Pan et al, Science, 276:111-113 (1997); vef também documento WO
98/32856 publicado em 30 de julho de 1998; documento WO 99/37684
publicado em 29 de julho de 1999; documento WO 00/73349 publicado em 7
de dezembro de 2000; pedido de patente US 2003/0036168 publicada em 20
de fevereiro de 2003; patente US 6.433.147 emitida em 13 de agosto de 2002;
patente US 6.461.823 emitida em 8 de outubro de 2002, e patente US
6.342.383 emitida em 29 de janeiro de 2002).

Outro tal receptor para Apo2L/TRAIL foi referido como DR5 (e
também foi alternativamente referido como Apo-2; TRAIL-R ou TRAIL-R2, TRS,
Tango-63, hAPQO8, TRICK2 ou KILLER) (ver, por exemplo, Sheridan et al.,
Science, 277:8.18—821 (1997), Pan et al, Science, 277:815-818 (1997),
documento WO 98/51793 publicado em 19 de novembro de 1998; documento
WO 98/41629 publicado em 24 de setembro de 1998; Screaton et al., Curr.
Biol., 7:693-696 (1997); Walczak et al., EMBO J., 16:5386-5387 (1997); Wu et
al., Nature Genetics, 17:141-143 (1997); documento WO 98/35986 publicado
em 20 de agosto de 1998; patente EP 870.827 publicada em 14 de outubro de
1998; documento WO 98/46643 publicado em 22 de outubro de 1998;
documento WO 99/02653 publicado em 21 de janeiro de 1999; documento WO
99/09165 publicado em 25 de fevereiro de 1999; documento WO 99/11791
publicado em 11 de margo de 1999; documento WO 03/042367 publicado em
22 de maio de 2003; documento WO 02/097033 publicado em 5 de dezembro
de 2002; documento WO 03/038043 publicado em 8 de maio de 2003; pedido
de patente US 2002/0072091 publicada em 13 de agosto de 2002; pedido de
patente US 2002/0098550 publicada em 7 de dezembro de 2001; patente US
6.313.269 emitida em 6 de dezembro de 2001; pedido de patente US
2001/0010924 publicada em 2 de agosto de 2001; pedido de patente US
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2003/01255540 publicada em 3 de julho de 2003; pedido de patente US
2002/0160446 publicada em 31 de outubro de 2002, pedido de patente US
2002/0048785 publicada em 25 de abril de 2002; pedido de patente US
2004/0141952 publicada em 22 de julho de 2004; pedido de patente US
2005/0129699 publicada em 16 de junho de 2005; pedido de patente US
2005/0129616 publicada em 16 de junho de 2005; patente US 6.342.369
emitida em fevereiro de 2002; patente US 6.569.642 emitida em 27 de maio de
2003, patente US 6.072.047 emitida em 6 de junho de 2000, patente US
6.642.358 emitida em 4 de novembro de 2003; patente US 6.743.625 emitida
em 1 de junho de 2004). Como DR4, DR5 ¢ relatado conter um dominio de
morte citoplasmatico e ser capaz de sinalizar apoptose sob ligacao do ligante
(ou sob ligagdo de uma molécula, tal como um anticorpo agonista que imita a
atividade do ligante). A estrutura cristalina do complexo formado entre Apo-
2L/TRAIL e DRS5 é descrita em Hymowitz et al., Molecular Cell, 4:563-571
(1999).

Sob ligagao do ligante, ambos DR4 e DR5 podem acionar
apoptose independentemente pelo recrutamento e ativagdo do iniciador de
apoptose, caspase-8, por meio da molécula adaptadora que contém o dominio
de morte referida como FADD/Mort1 (Kischkel et al., Immunity, 12:611-620
(2000); Sprick et al., Immunity, 12:599-609 (2000); Bodmer et al., Nature Cell
Biol., 2:241-243 (2000)).

Apo2L/TRAIL foi também relatado ligar-se aqueles receptores
referidos como DcR1, DcR2 e OPG, os quais se acredita que funcionem como
inibidores, ao invés de transdutores da sinalizagao (ver, por exemplo, DCR1
(também referido como TRID, LIT ou TRAIL-R3) (Pan et al., Science, 276:111-
113 (1997); Sheridan et al., Science, 277:818-821 (1997); McFarlane et al., J.
Biol. Chem., 272:25417-25420 (1997); Schneider ef al., FEBS Letters, 416:329-
334 (1997); Degli-Esposti et al., J. Exp. Med., 186:1165-1170 (1997); e
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Mongkolsapaya et al., J. Immunol., 160:3-6 (1998)); DCR2 (também chamado
de TRUNDD ou TRAIL-R4) (Marsters et al., Curr._Biol., 7:1003-1006 (1997);
Pan et al, FEBS Letters, 424:41-45 (1998); Degli-Esposti et al., Immunity,
7:813-820 (1997)), e OPG [Simonet et al., acima]. Em contraste com DR4 e
DRS, os receptores DcR1 e DcR2 nao sinalizam apoptose.

Certos anticorpos que se ligam aos receptores DR4 e/ou DR5
foram relatados na literatura. Por exemplo, anticorpos anti-DR4 dirigidos ao
receptor DR4 e tendo atividade agonistica ou apoptética em certas células de
mamiferos estao descritos em, por exemplo, documento WO 99/37684
publicado em 29 de julho de 1999; documento WO 00/73349 publicado em 12
de julho de 2000; documento WO 03/066661 publicado em 14 de agosto de
2003. Ver, também, por exemplo, Griffith et al., J. Immunol., 162:2597-2605
(1999); Chuntharapai et al.,, J. Immunol., 166:4891-4898 (2001); documento
WO 02/097033 publicado em 2 de dezembro de 2002; documento WO
03/042367 publicado em 22 de maio de 2003; documento WO 03/038043
publicado em 8 de maio de 2003; documento WO 03/037913 publicado em 8
de maio de 2003. Certos anticorpos anti-DR5 foram da mesma forma
descritos, ver, por exemplo, documento WO 98/51793 publicado em 8 de
novemb_ro de 1998; Griffith et al., J. Immunol., 162:2597-2605 (1999); Ichikawa
et al., Nature Med., 7:954-960 (2001); Hylander et al., “An Antibody to DR5
(TRAIL-Receptor 2) Suppresses the Growth of Patient Derived Gastrointestinal
Tumors Grown in SCID mice”, Resumo, 2° Congresso Internacional em
Anticorpos Monoclonais em Céancer, 29 de agosto a 1 de setembro de 2002,
Banff, Alberta, Canada; documento W0 03/038043 publicado em 8 de maio de
2003; documento WO 03/037913 publicado em 8 de maio de 2003; pedido de
patente US 2003/01800296 publicada em 5 de setembro de 2003. Além disso,
certos anticorpos que possuem interatividade a ambos os receptores DR4 e

DR5 foram descritos (ver, por exemplo, patente US 6.252.050 emitida em 26
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de junho de 2001).

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

A presente invengao divulgada no presente pedido fornece
métodos e testes que examinam a expressao de um ou mais biomarcadores
em uma amostra de célula ou tecido de mamifero, em que a expressao de um
ou mais de tais biomarcadores é preditiva da amostra de célula ou tecido ser
sensivel a agentes tais como Apo2//TRAIL ou anticorpos agonistas de anti-
DRS5. Em varias realizagbes da invengao, os métodos e testes examinam a
expressdao de moléculas na familia de proteinas GalNac-T, em particular
GalNAc-T14 ou GalNAc-T3.

Como discutido acima, a maioria dos tipos celulares humanos
normais parecem ser resistentes a indu¢do de apoptose por certas formas
recombinantes de Apo2L/TRAIL (Ashkenazi et al., acima; Walzcak et al,
acima). Foi também observado que algumas populagdes de tipos celulares
humanos doentes (tais como certas populagdes de células cancerigenas) séo
resistentes a indugdo de apoptose por certas formas recombinantes de
Apo2L/TRAIL (Ashkenazi et al., J. Clin. Invest, 1999, acima; Walzcak et al.,
Nature Med., 1999, acima). Conseqlientemente, pelo exame de uma amostra
de tecido ou célula de mamifero para expressdao de biomarcadores
selecionados por um ensaio, pode-se convenientemente e de forma eficiente
obter informacgdes UGteis na avaliagdo de terapias apropriadas ou eficazes para
tratar pacientes. Por exemplo, a informagao obtida a partir de um teste para
detectar a expressdo de GalNac-T14 em uma amostra de tecido ou célula de
mamifero pode fornecer aos técnicos no assunto dados uteis que podem ser
usados para determinar um regime terapéutico 6timo (usando Apo2l/TRAIL ou
anticorpos agonistas de receptores de morte) para pacientes que sofrem de
uma disfuncao tal como cancer ou doenga imune relacionada, tal como uma

disfungao auto-imune.
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A presente invencgao fornece métodos para prever a sensibilidade
de uma amostra de célula ou tecido de mamifero (tal como uma célula
cancerigena) para Apo2l/TRAIL e/ou anticorpo agonista de receptor de morte.
Em certas realizagdes, os métodos compreendem obter uma amostra de tecido
ou célula de mamifero e o exame do tecido ou célula para a expressao de
GalNAc-T14. Estes métodos podem ser conduzidos em uma variedade de
formatos de testes, incluindo testes que detectam mRNA e/ou expressao de
proteina, testes de atividade enzimatica e outros discutidos no presente. A
determinacao da expressao de GalNac-T14 em ditos tecidos ou células serao
preditivos de forma que tecidos ou células serdo sensiveis a atividade que
induz apoptose do Apo2l/TRAIL e/ou anticorpo receptor de morte. Em
realizagbes opcionais, os tecidos ou células podem também ser examinados
para expressao de receptores DR4, DR5, DcR1 ou DcR2.

Métodos adicionais da invengao incluem métodos de indugao de
apoptose em uma amostra de célula ou tecido de mamifero, que compreende
etapas de obtengcdo de uma amostra de célula ou tecido de mamifero,
examinando a célula ou tecido para a expressdao de GalNac-T14, e sob
determinagdo de se dita amostra de célula ou tecido expressar GalNac-T14,
expondo dita amostra de célula ou tecido a uma quantidade eficaz de
Apo2L/TRAIL ou anticorpo agonista de receptor de morte. Estas etapas nos
métodos para examinar a expressao de GalNac-T14 podem ser conduzidas em
uma variedade de formatos de testes, incluindo testes que detectam mRNA
e/ou expressdo de proteina, atividade enzimatica e outros discutidos no
presente. Em realizagbes opcionais, os métodos também compreendem
examinar a amostra de célula ou tecido para expressdo de receptores DR4,
DR5, DcR1 ou DcR2. Opcionalmente, a amostra de célula ou tecido
compreende tecido ou células cancerigeno. Opcionalmente, a amostra de

tecido ou célula cancerigeno compreende células de cancer de pulmao de
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célula ndo pequena, células de cancer de mama ou células de linfoma néao-
Hodgkin.

Ainda métodos adicionais da invencao incluem métodos de
tratamento de uma disfungdo em um mamifero, tal como uma disfungdo imune
relacionada ou céncer, que compreende etapas de obtengado de uma amostra
de tecido ou de célula de mamifero, exame do tecido ou célula para a
expressdo de GalNac-T14, e sob determinagédo de dita amostra de tecido ou
célula que expressa GalNac-T14, administracdo de uma quantidade eficaz de
Apo2l/TRAIL ou anticorpo agonista de receptor de morte para dito mamifero.
Estas etapas nos métodos para exame da expressdo de um ou mais
biomarcadores podem ser conduzidas em uma variedade de formatos de
testes, incluindo testes que detectam mMRNA e/ou expressao de proteina,
atividade enzimatica e outros discutidos no presente pedido. Em realiza¢des
opcionais, os métodos também compreendem o exame da amostra de célula
ou tecido para a expressao de receptores DR4, DR5, DcR1 ou DcR2.
Opcionalmente, os métodos compreendem tratar cancer em um mamifero.
Opcionalmente, os métodos compreendem, além da administracdo de uma
quantidade eficaz de Apo2L/TRAIL e/ou anticorpo agonista de receptor de
morte, administrar agente(s) quimioterapico(s) ou radioterapia para dito
mamifero.

Em realizagbes adicionais da invengdo, os métodos acima
mencionados podem compreender o exame de células ou tecidos de
mamiferos para expressao de outras moléculas GalNacT, tal como GalNac-T3.

Ainda realizagdes adicionais sao ilustradas a titulo de exemplo
nas seguintes reivindicagdes:

1. Método para prever a sensibilidade de uma amostra de célula
ou tecido de mamifero para Apo2L/TRAIL, que compreende etapas de:

obtengcao de uma amostra de célula ou tecido de mamifero;
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exame da amostra de célula ou tecido para detectar expressao de
GalNac-T14, em que a expressao de dito GalNac-T14 € preditiva de que dita
amostra de célula ou tecido € sensivel a atividade de indugdo de apoptose de
Apo2L/TRAIL.

2. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, em que dita
expressao de GalNac-T14 é examinada pela detecgao da expressao de mRNA
de GalNac-T14.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, em que dita
expressao de GalNac-T14 é examinada por imunohistoquimica.

4. Método, de acordo com a reivindicagao 1, que compreende a
etapa de exame da expressao dos receptores DR4, DR5, DcR1 ou DcR2 em
dita amostra de célula ou tecido. |

5. Método, de acordo com a reivindicagédo 1, em que a amostra de
célula ou tecido compreende células ou tecidos cancerigenos.

6. Método, de acordo com a reivindicagdo 5, em que ditas células
cancerigenas sao pancredticas, linfoma, ou células ou tecidos de cancer de
pulmao de célula nao pequena.

7. Método para induzir apoptose em uma amostra de célula ou
tecido de mamifero, que compreende as etapas de:

obtencao de uma amostra de célula ou tecido de mamifero;

exame da amostra de célula ou tecido para detectar expressao de
GalNac-T14, e subseqiiente a detecgdo da expressdo de dito GalNac-T14,
exposicdo da dita amostra de célula ou tecido a uma quantidade eficaz do
Apo2L/TRAIL.

8. Método, de acordo com a reivindicagdo 7, em que dita
expressao de GalNac-T14 é examinada para expressao de mRNA de GalNac-
T14.

9. Método, de acordo com a reivindicagdo 7, em que dita
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expressdo de GalNac-T14 é examinada por imunohistoquimica.

10. Método, de acordo com a reivindicagao 7, que compreende
adicionalmente a etapa de exame da expressado dos receptores DR4, DRS,
DcR1 ou DcR2 em dita amostra de célula ou tecido. ‘

11. Método, de acordo com a reivindicagao 7, em que a amostra
de célula ou tecido compreende células ou tecidos cancerigenos.

12. Método, de acordo com a reivindicagdo 11, em que ditas
células cancerigenas sao pancreaticas, de linfoma, ou células ou tecidos de
cancer de pulmao de célula nao pequena.

13. Método, de acordo com a reivindicagdo 7, em que ditas
células sdo expostas a uma quantidade eficaz de polipeptideo Apo2L/TRAIL
gue compreende os aminoacidos 114-281 da Figura 1.

14. Método de tratamento de uma disfuncdo em um mamifero, tal
como uma disfungéo imune relacionada ou cancer, que compreende as etapas
de:

obtencao de uma amostra de célula ou tecido de dito mamifero;

exame da amostra de célula ou tecido para detectar expressao de
GalNac-T14, e

subsequente a deteccdo da expressdao de dito GalNac-T14,
administracé@o a dito mamifero uma quantidade eficaz de Apo2L/TRAIL.

15. Método, de acordo com a reivindicagdo 14, em que dita
expressdo de GalNac-T14 é examinada pela detecgcdo da expressao de mRNA
de GalNac-T14. ,

16. Método, de acordo com a reivindicagdo 14, em que dita
expressao de GalNac-T14 é examinada por imunohistoquimica.

17. Método, de acordo com a reivindicagdo 14, que também
compreende a etapa de exame da expressao dos receptores DR4, DR5, DcR1

ou DcR2 em dito de tecido ou célula.
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18. Método, de acordo com a reivindicagao 14, em que a amostra
de célula ou tecido compreende células ou tecidos cancerigenos.

19. Método, de acordo com a reivindicagdo 18, em que ditas
células ou tecidos cancerigenos compreendem células ou tecidos
pancreaticas, linfoma, ou células ou tecidos de cancer de pulmao de célula nao
pequena.

20. Método, de acordo com a reivindicacdo 14, em que uma
quantidade eficaz de polipeptideo Apo2L/TRAIL que compreende os
aminoacidos 114-281 da Figura 1 & administrada a dito mamifero.

21. Método, de acordo com a reivindicagao 14, em que um
agente(s) quimioterapico(s) ou radioterapia € também administrado a dito
mamifero.

22. Método, de acordo com a reivindicagdo 14, em que uma
citocina, agente citotoxicos ou agente inibitério do crescimento é também
administrada a dito mamifero.

23. Método, de acordo com a reivindicagao 7, em que dito

polipeptideo Apo2L/TRAIL esta ligado a uma molécula de polietilenoglicol.

24. Método, de acordo com a reivindicacdo 14, em que dito
polipeptideo Apo2L/TRAIL esta ligado a uma molécula de polietilenoglicol.

25. Método para prever a sensibilidade de uma amostra de célula
ou tecido de mamifero para anticorpos de receptores de morte, que
compreende as etapas de:

obtencao de uma amostra de célula ou tecido de mamifero;

exame da amostra de célula ou tecido para detectar expressao de
GalNac-T14 em que a expressao de dito GalNac-T14 é preditiva de que dita
amostra de célula ou tecido é sensivel a atividade de indugéo de apoptose dos
anticorpos de receptores de morte.

26. Método, de acordo com a reivindicagao 25, em que dita
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expressao de GalNac-T14 € examinada pela detecgcao da expressdao de mRNA
de GalNac-T14.

27. Método, de acordo com a reivindicacdo 25, em que dita
expressao de GalNac-T14 & examinada por imunohistoquimica.

28. Método, de acordo com a reivindicagao 25, que compreende a
etapa de exame da expressao dos receptores DR4, DR5, DcR1 ou DcR2 em
dita amostra de célula ou tecido.

29. Método, de acordo com a reivindicagao 25, em que a amostra
de célula ou tecido compreende células ou tecidos cancerigenos.

30. Método, de acordo com a reivindicagao 29, em que ditas
células cancerigenas sao pancreaticas, de linfoma, ou células ou tecidos de
cancer de pulmao de célula nao pequena.

31. Método, de acordo com a reivindicagdo 25, em que ditos
anticorpos receptores de morte sao anticorpos agonistas de anti-DR4 ou anti-
DRS.

32. Método para induzir apoptose em uma amostra de célula ou
tecido de mamifero que compreende as etapas de:

obtencao de uma amostra de célula ou tecido de mamifero;

exame de uma amostra de célula ou tecido para detectar
expressao de GalNac-T14, e

subseqiente a deteccao da expressdao de dito GalNac-T14,
exposicao da dita amostra de célula ou tecido a uma quantidade eficaz do
anticorpo de receptor de morte.

33. Método, de acordo com a reivindicacdo 32, em que dita
expressao de GalNac-T14 é examinada pelo teste para expressdao de mRNA
de GalNac-T14.

34. Método, de acordo com a reivindicagdao 32, em que dita

expressao de GalNac-T14 é examinada por imunohistoquimica.
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35. Método, de acordo com a reivindicagdo 32, que também
compreende a etapa de exame da expressao dos receptores DR4, DRS5, DcR1
ou DcR2 em dita amostra de célula ou tecido.

36. Método, de acordo com a reivindicacdo 32, em que dita
amostra de célula ou tecido compreende células ou tecidos cancerigenos.

37. Método, de acordo com a reivindicagdo 36, em que ditas
células cancerigenas sao pancreaticas, de linfoma, ou células ou tecidos de
cancer de pulmao de célula nao pequena.

38. Método, de acordo com a reivindicagdo 32, em que ditas
células sao expostas a uma quantidade eficaz de anticorpo agonista de DR4
ou DR5.

39. Método, de acordo com a reivindicagdo 38, em que ditas
células sao expostas a uma quantidade eficaz de anticorpo agonista de DR5
qgue se liga ao receptor DR5 mostrado na Figura 3A.

40. Método de tratamento de uma disfungdo em um mamifero, tal
como uma disfungao imune relacionada ou cancer, que compreende as etapas
de:

obtencao de uma amostra de célula ou tecido de dito mamifero;
exame de uma amostra de célula ou tecido para detectar expressdo de
GalNac-T14, e

subseqiente a deteccao da expressdao de dita GalNac-T14,
administragao a dito mamifero de uma quantidade eficaz de anticorpo de
receptor de morte.

41. Método, de acordo com a reivindicagdo 40, em que dita
expressao de GalNac-T14 é examinada pela detecgao da expressao de mRNA
de GalNac-T14.

42. Método, de acordo com a reivindicagdo 40, em que dita

expressao de GaiNac-T14 é examinada por imunohistoquimica.
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43. Método, de acordo com a reivindicagdo 40, que também
compreende a etapa de exame da expressao dos receptores DR4, DR5, DcR1
ou DcR2 em dito tecido ou célula.

44. Método, de acordo com a reivindicagcao 40, em que a amostra
de célula ou tecido compreende células ou tecidos cancerigenos.

45. Método, de acordo com a reivindicacdo 44, em que ditas
células ou tecidos cancerigenos compreendem células ou tecidos
pancreaticos, linfoma, ou células ou tecidos de cancer de pulméo de célula ndo
pequena.

46. METODO, de acordo com a reivindicagdo 40, em que uma
quantidade eficaz de anticorpo anti-DR4 ou DR5 é administrada a dito
mamifero.

47. Método, de acordo com -a reivindicagdo 40, em que um
agente(s) quimioterapico(s) ou radioterapia é também administrada a dito
mamifero.

48. Método, de acordo com a reivindicagdo 40, em que uma
citocina, agente citotoxico ou agente inibitério do crescimento é também
administrado a dito mamifero.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1 mostra a sequéncia de nucleotideo do cDNA ligante de
Apo-2 humano (SEQ ID NO:2) e sua sequéncia derivada de aminoacido (SEQ
ID NO:1). O “N" na posi¢ao do nucleotideo 447 é usado para indicar que a
base de nucleotideo pode ser uma “T” ou “G".

Figura 2A e 2B mostra a sequéncia de nucleotideo do cDNA
(SEQ ID NO:4) para DR4 humano de comprimento total e sua sequéncia de
aminoacido derivada (SEQ ID NO:3). As respectivas sequéncias de
nucleotideo e aminoacido para DR4 estdo também reportadas em Pan et al.,

Science, 276:111 (1997).
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Figura 3A mostra a sequéncia de aminoacido 411 (SEQ ID NO:5)
de DR5 humano como publicado no documento WO 98/51793 em 19 de
novembro de 1998. Uma variante unida por transcricdo do DR5 humano é
conhecida na técnica. Esta variante de jungdao DR5 codifica a sequéncia de
440 aminoacidos (SEQ ID NO:6) de DR5 humano mostrada nas Figuras 3B e
3C como publicado no documento WO 98/35986 em 20 de agosto de 1998.

Figura 3D mostra as sequéncias de nucleotideo do cDNA (SEQ
ID NO:7) para DcR1 humano de comprimento total e sua sequéncia de
aminoacido derivada (SEQ ID NO:8). As respectivas sequéncias de
nucleotideo e aminoacido para DcR1 humano (e dominios especificos deste)
estdo também mostradas e descritas no documento WO 98/58062.

Figura 3E mostra as sequéncias de nucleotideo do cDNA (SEQ ID
NO:9) para DcR2 humano de comprimento total e sua sequéncia de
aminoacido derivada (SEQ ID NO:10). As respectivas sequéncias de
nucleotideo e aminoacido para DcR2 humano (e dominios especificos deste)
estao também mostradas no documento WO 99/10484.

Figura 4A mostra a sequéncia de nucleotideo de GalNac-T14
humana (SEQ ID NO:11) e sua sequéncia de aminoacido derivada (SEQ ID
NO:12). Estas sequéncias estao também descritas em Wang et al., BBRC,
300:738-744 (2003).

Figura 4B mostra a sequéncia de nucleotideo de GalNac-T3
humana (SEQ ID NO:13) e sua sequéncia de aminoacido derivada (SEQ ID
NO:14). Estas sequéncias estao também descritas em Bennett et al., J. Biol.
Chem., 271:17006-17012 (1996).

Figura 5 fornece uma tabela sumaria IC50 dos dados obtidos na
analise de linhagens celulares de céancer de pulmao de célula nao pequena
(“NSCLC") para sensibilidade ou resisténcia a atividade apoptética de Apo2L (+

0,5% de soro fetal bovino “FBS” ou 10% de FBS) ou anticorpo monoclonal DR5
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‘DR5 ab”, “XL" interligado ou nao interligado, (+ 0,5% de soro fetal bovino
“FBS” ou 10% de FBS) como medido nos testes de citotoxicidade MTT.

Figura 6 fornece uma tabela sumaria IC50 dos dados obtidos na
analise de linhagens celulares de cancer pancreatico para sensibilidade ou
resisténcia a atividade apoptética de Apo2L (+ 0,5% de soro fetal bovino “FBS”
ou 10% de FBS) ou anticorpo monoclonal DR5 “DR5 ab”, “XL”" interligado ou
nao interligado, (+ 0,5% de soro fetal bovino “FBS” ou 10% de FBS) como
medido nos testes de citotoxicidade MTT.

Figura 7 fornece uma tabela sumaria IC50 dos dados obtidos na
analise de linhagens celulares de cancer de linfoma nao-Hodgkin (“NHL") para
sensibilidade ou resisténcia a atividade apoptética de Apo2L (+ 10% de soro
fetal bovino “FBS”) ou anticorpo monocional DR5 “DRS5 ab”, “XL” interligado ou
nao interligado, (+ 10% de soro fetal bovino “FBS”) como medido nos testes de
citotoxicidade MTT.

Figura 8 fornece uma comparagdo de sensibilidade (“sen”) ou
resisténcia (‘RES”) de NSCLC selecionada, pancreatico, e linhagens celulares
de cancer NHL para anticorpo DRS e a correlagdo para expressao de GalNac-
T14, como medido pela expressdao de mRNA de GalNac-T14.

Figura 9 fornece um grafico de diagrama de barra de varias
NSCLC, pancredtico, e linhagens celulares NHL classificadas (em ordem
decrescente) pelos niveis de padrées de expressdo de mRNA de GalNac-T14.

Figura 10A-D ilustra expresséo diferencial das enzimas de O-
glicosilagédo especificas em linhagens celulares cancerigenas resistentes e
sensiveis ao Apo2L/TRAIL: (A) A viabilidade celular foi medida apés incubagao
com doses varidveis do Apo2L/TRAIL. IC50 para cada linhagem celular foi
computado como a concentragao do Apo2L/TRAIL que fornece 50% de perda
de viabilidade. Cada experimento de viabilidade celular foi repetido pelo menos

trés vezes na presenca baixa (0,5%) e alta (10%) de soro fetal bovino. Preto,
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cinza ou simbolos abertos descrevem as linhagens celulares sdo altamente
sensiveis, moderadamente sensiveis ou resistentes ao Apo2L/TRAIL,
respectivamente. (B) os niveis de expressao do mRNA de ppGalNAcT-14
mRNA (sonda fixa 219271_at) em linhagens celulares de melanoma maligno e
pancreatico. Linhagens celulares estao dispostas por tipo de tecido e
sensibilidade ao Apo2L/TRAIL. Preta, cinza ou barras abertas descrevem
linhagens celulares como em A. (C) niveis de expressao do mRNA de Fut-6
(painel superior, sonda fixa 211885 x_at) e ppGalNAcT-3 (painel inferior,
sonda fixa 203397 s at) em linhagens celulares de cancer coloretal.
Linhagens celulares estao dispostas em B’ As valvulas P nos painéis B e C sao
baseadas em um teste de Fisher da correlagédo entre a sensibilidade da
linhagem celular (incluindo alta e moderada) e expressao de mRNA isolado
acima. (D) Efeito de Apo2L/TRAIL no crescimento de xenoenxertos de tumor
estabelecido. Camundongos atimicos nude que carregam tumores GalNACcT-
3/Fut-6-positivo (painel esquerdo) ou GalNAcT-3/Fut-6-negativo (painel direito)
receberam veiculo ou Apo2L/TRAIL (60 mg/kg/dia i.p. nos dias 0—4) e o volume
do tumor foi monitorado (médiatSE, N=10 camundongos/grupo).

Figura 11 ilustra que a modulagao de enzimas de O-glicosilagao
especificas altera a sensibilidade ao Apo2L/TRAIL. (A) Células Colo205 foram
pré-incubadas com todo inibidor de enzima O-glicosilagdo benzil-GalNAc
(bGalNAc), tratadas com Apo2L/TRAIL por 24 h, e a viabilidade celular foi
determinada (DMSO=veiculo controle). (B) PSN-1 (carcinoma pancreatico) e
células Hs294T (melanoma) foram transfectadas com caspase-8 ou
ppGalNAcT-14 siRNAs por 48 h, incubadas com Apo2L/TRAIL por outras 24 h
e a viabilidade celular foi determinada. siRNA duplex em comparagao a uma
sequéncia nao alvo (Dharmacon) foram usados como controle (NTC). (C)
Células de carcinoma coloretal DLD-1 foram transfectadas com ppGalNAcT-3

ou Fut-6 por siRNAs e testadas como em B. (D) Células HEK293 foram co-
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transfectadas com plasmideos que codificam os genes em combinagdo com
ppGalNAcT-14 ou vetor controle. Apoptose foi medida em 24 horas por
coloragdo Anexina V (painel esquerdo). Células de melanoma H1569 foram
transduzidas com retrovirus direcionando expressdo de ppGalNAcT-14 ou
retrovirus controle; os pools de linhagem celular resultantes foram tratados
Apo2L/TRAIL por 24 h e a viabilidade celular foi determinada (painel direito).
Analise Western blot usando anticorpos anti-FLAG foi usada para verificar
expressao do epitopo unido (fagged) ppGalNAcT-14.

Figura 12 ilustra (A) Analise da cascata de caspase induzida pelo
Apo2L/TRAIL. Células PSN-1 e DLD-1 foram transfectadas com siRNAs contra
ppGalNAcT-14 ou Fut-6, respectivamente, por 48 h. As células foram tratadas
com Apo2L/TRAIL por 4 ou 8 h, e as células lisadas foram analisadas por
imunoblot com anticorpos especificos para caspase caspase-8, Bid, caspase-9,
caspase-3, ou actina como um controle de carga. (B) Células PSN-1 foram
transfectadas com ppGalNAcT-14 siRNA como em A, tratado com
Apo2L/TRAIL por 4 h, e a atividade enzimatica de caspase-3/7 nas células
lisadas foi determinada. (C) Andlises do Apo2L/TRAIL DISC. Células PSN-1
foram trasfectadas com ppGalNAcT-14 siRNA com em A. FLAG-Apo2L/TRAIL
(1 mg/ml) foi adicionado por 0—-60 min, as células foram lisadas e submetidas a
imunoprecipitacdo com um anticorpo anti-FLAG. FADD associado a DISC,
caspase-8, DR4, foram detectados por imunoblot. (D) Células PSN-1 foram
transfectadas, tratadas, e submetidas a imunoprecipitagao DISC como em C, e
atividade enzimatica caspase-8 associada a DISC foi medida como
previamente descrito (Sharp et al., J. Biol. Chem., 280:19401 (2005).

Figura 13 ilustra (A) Analise de monossacarideos do DRS
humano recombinante (variante de jun¢do longa) produzida em células CHO c,
realizada por HPAEC-PAD (cromatografia de troca aniénica de alta eficiéncia

com deteccdo amperométrica pulsada). (B) Comparagdo de sequéncia de
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receptores Apo2L/TRAIL humanos (“hDR5L” forma de 440 aa longa DRS
humano, “hDR5S” forma de 411 aa curta DR5 humano e hDR4), DR5 murina
(mDRS5), Fas humano (hFas) e TNFR1 humano (hTNFR1). As caixas indicam
supostos sitios de O-glicosilagao. (C) Analise imunoblot do total de células
lisadas que correspondem a D. DR5L-5T e DRS5S-5T sao construgdes
contendo 5 substituicbes de treonina a alanina e DR5L-5T3S e DR5S-5T3S
sdao construgdes contendo S substituicbes de treonina a alanina e trés de
serina a alanina, respectivamente, em residuos que sao sitios potenciais de O-
glicosilagdo. (D) Células HEK293 foram co-transfectadas com construgoes
DRS5 indicadas junto com vetor ou plasmideo ppGalNAcT-14 por 48 h e a
apoptose foi medida por coloragdao Anexina V. (E) Niveis de expressao para
mRNA para ppGalNAcT-14 (chip Affymetrix, sonda fixa 219271 _at) em
amostras de tumor humano primario de canceres de pele (SCC=carcinoma
celular escamoso), pulméao, pancreas (Panc), mama, ovario (Ov), endométrio
(Endo), bexiga (Bla, TCC= carcinoma celular transicional) e NHL (FL=linfoma
folicular, DLBCL=linfoma de célula B grande difuso). A expressao média de
amostras esta indicada por uma barra cinza horizontal para cada classe. Um
corte de 500 e 200 (melanoma) que correspondem aos dados da linhagem
celular da Figura 10B é mostrado.

Figura 14 ilustra (A) Redugdo na expressao de mRNA de
ppGalNAcT-14 ou ppGalNACT-3 em células PSN-1 ou DLD-1 apds 48h siRNA
knockdown por analise Tagman. (B) Expressao de GalNAcT-14 é reconstituida
em células PSN-1 por transfec¢ao do plasmideo vazio (Empty), tipo selvagem
GalNAcT-14 (GalNAcT-14) ou GalNAcT-14 contendo mutagbes silenciosas
siRNA (GalNAcT-14 si(1)Mut) subseqiiente a siGalNAcT-14 (1) mediou
knockdown de ppGalNAcT-14. (C) Regulagao para baixo de ppGalNAcT-3 ou
Fut-6 por interferéncia de RNAs inibe morte celular induzida por Apo2L/TRAIL

em células C170 (cancer coloretal). Procedimentos experimentais como em
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11C. (Tabela 1) A) Tabela sumaria de fenétipos siRNA knockdown. Linhagens
celulares, nas quais a regulagao para baixo de GalNAcT-14 ou ppGalNAcT-3 e
Fut-6 resuitou na protecao de Apo2L/TRAIL, estao marcados indicando menos
(+) ou mais que 50% (++) de protecdo com pelo menos um oligonucleotideo
siRNA testado. (0) indica a auséncia de protegado contra Apo2L/TRAIL. (D),(E)
Subseqiiente a 48h knockdown com os siRNAs indicados, as células foram
tratadas com doses aumentadas de etoposide ou estaurosporina (STS) por
24h e sujeitos a um teste de viabilidade celular. (F) ppGalNAcT-14 retroviral
que superexpressa pools de linhagens celulares PA-TU-8902 e PL-45 foram
submetidas a testes de viabilidade celular apés tratamento com Apo2L/TRAIL.
Analise Western blot usando anticorpos anti-FLAG indica ppGalNAcT-14
retroviral expressado nestas células.

Figura 15 (A) Analise Western blot do Apo2L/TRAIL induziu
cascata de ativacdo de caspase em Apo2L/TRAIL sensivel a Colo205 e
linhagens celulares de cancer coloretal resistentes, RKO e SW1417. As células
foram tratadas com 1000 ng/ml de Apo2L/TRAIL por 8 e 24h e o total de lisado
celular foi sujeito a analise western blot usando anticorpos especificos para
caspase-8, Bid, caspase-9, caspase-3 e actina como um controle de carga. (B)
Knockdown de Fut-6 reduziu o recrutamento e ativagcdo de caspase-8 no
Apo2L/TRAIL DISC nas células DLD-1. Procedimentos experimentais conforme
12D. (C) A expressao de superficie celular de DR4 e DR5 foi medida por
analise FACS em células que foram submetidas a um siRNA knockdown com
os genes indicados.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

As técnicas e procedimentos descritos ou com referéncia no
presente pedido sdo geralmente bem conhecidos e comumente empregados
usando-se metodologia convencional pelos técnicos no assunto, tais como, por

exemplo, as metodologias de clonagem molecular amplamente utilizadas
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descritas em Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2°.
edicao (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.
Como apropriado, os procedimentos que envolvem o uso de kits e reagentes
comercialmente disponiveis sdo geralmente realizados de acordo com os
protocolos e/ou parametros definidos pelo fabricante a menos que apontado de
outra forma.

Antes dos métodos presentes e testes da presente invengao,
deve ser entendido que esta invengdo nao esta limitada a metodologia
especifica, e protocolos, linhagens celulares, espécies ou géneros de animais,
construgbes e reagentes como descritos, podem, & claro, variar. Deve ser
entendido que a terminologia usada no presente pedido é para os propositos
de descrever somente realizagbes especificas, e ndao tem a intengao de limitar
0 escopo da presente invenc¢ao que sera limitada somente pelas reivindicagbes
anexas.

Deve ser apontado que como usado no presente e nas
reivindicagbes anexas, as formas singulares “um", “e”, e “o/a” incluem os
referentes plurais, a menos que o contexto dite claramente de outra forma.
Dessa forma, por exemplo, referindo-se a “uma alteragdo genética” inclui uma
pluralidade de tais alteragdes e referindo-se a “uma sonda” inclui referéncias a
uma ou mais sondas e equivalentes destas conhecidas pelos técnicos no
assunto e adiante.

Todas as publicagbes mencionadas no presente estao
incorporadas no presente pedido como referéncia para a divulgagdo e
descrevem os meétodos e/ou materiais em conexao com 0Os quais as
publicagées estdo citadas. As publicagbes citadas no presente pedido séo
citadas para suas divulgac¢des anteriores para a data de depésito do presente
pedido. Nada aqui & para ser construido como uma admissdao de que 0s

inventores nao sao intitulados para preceder as publicagdes em virtude de uma
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data de prioridade anterior ou data anterior da invengdo. Além disso, as datas
de publicagao atuais podem ser diferentes daquelas mostradas e requerem
verificagao independente.
|. DEFINICOES

Os termos “Apo2L/TRAIL", "Apo-2L", e “TRAIL” s&o usados no
presente para referir-se a uma sequéncia de polipeptideo que inclui residuos
de aminoacidos 114-281, incluido, 95-281, incluido, residuos 92-281, incluido,
residuos 91-281, incluido, residuos 41-281, incluido, residuos 15-281, incluido,
ou residuos 1-281, incluido, da sequéncia de aminoacido mostrado na Figura
1, assim como fragmentos ativos biologicamente, variantes delecionais,
insercionais, ou substitucionais das sequéncias acima. Em uma realizagio, a
sequéncia de polipeptideo compreende residuos 114-281 da Figura 1, e
opcionalmente, consiste de residuos 114-281 da Figura 1. Opcionalmente, a
sequéncia de polipeptideo compreende residuos 92-281 ou residuos 91-281 da
Figura 1. Os polipeptideos Apo-2L, podem ser codificados pela sequéncia de
nucleotideo nativa mostrada na Figura 1. Opcionalmente, o codon que codifica
residuo Pro119 (Figura 1) pode ser “CCT” ou “CCG”. Em outras realizagdes,
os fragmentos ou variantes sédo biologicamente ativos e tém pelo menos cerca
de 80% de identidade de sequéncia de aminoacido, mais preferivelmente pelo
menos cerca de 90% de identidade de sequéncia, e até mais preferivelmente,
pelo menos 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% de identidade de sequéncia com
qualquer uma das sequéncias Apo2L/TRAIL citadas acima. Opcionalmente, o
polipeptideo Apo2L/TRAIL é codificado por uma sequéncia de nucleotideo que
hibridiza sob condigdes de estringéncia com a sequéncia de polinucleotideo de
codificagdo fornecida na Figura 1. A definicao engloba variantes substitucionais
do Apo-2L/TRAIL em que pelo menos um destes aminoacidos nativos sao
substituidos por um residuo alanina. Variantes substitucionais especificas do

Apo-2L/TRAIL incluem aquelas na qual pelo menos um destes aminoacidos é
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substituido por um residuo alanina. Estas variantes substitucionais incluida
aquelas identificadas, por exemplo, como “D203A”; “D218A” e “D269A.” Esta
nomenclatura € usada para identificar variantes Apo2L/TRAIL nas quais os
residuos de acido aspartico nas posi¢cdes 203, 218, e/ou 269 (usando a
numeragcdo mostrada na Figura 1) sao substituidos por residuos alanina.
Opcionalmente, os Apo2L variantes podem compreender uma ou mais das
substituicées alanina que sao citadas na Tabela | do pedido PCT publicado no
documento WO 01/00832. Variantes substitucionais incluem uma ou mais
substituicbes do residuo identificado na Tabela | do documento WO/00832
publicado em 04 de janeiro de 2001. A definicao também engloba uma
sequéncia nativa Apo2L/TRAIL isolada de uma fonte Apo2L/TRAIL ou
preparado por métodos recombinantes ou sintéticos. O Apo2L/TRAIL da
invengao inclui os polipeptideos referidos como Apo2L/TRAIL ou TRAIL
revelados na Publicagago PCT documento WO097/01633 e documento
WO097/25428. Os termos “Apo2L/TRAIL" ou “Apo2L” sdo usados para se
referir geralmente a formas do Apo2L/TRAIL que incluem mondmeros, dimeros
ou trimeros do polipeptideo. Toda numeracdo de residuos de aminoacidos
referida na sequéncia Apo2L usa a numerag¢ao de acordo com a Figura 1, a
menos que especificamente declarado de outra forma. Por exemplo, “D203"
ou “Asp203” refere-se ao residuo de acido aspartico na posicao 203 na
sequéncia fornecida na Figura 1.

O termo “dominio extracelular Apo2l/TRAIL” ou “Apo2L/TRAIL
ECD” refere-se a uma forma do Apo2L/TRAIL que é essencialmente livre de
dominios transmembrana e citoplasmaticos. Geralmente, o ECD tera menos
que 1% de tais dominios de transmembrana e citoplasmatico, e
preferivelmente, terdo menos que 0,5% de tais dominios. Sera entendido que
qualquer dominio(s) de transmembrana identificado(s) para os polipeptideos da

presente invengdo sdo identificados de acordo com critérios rotineiramente
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empregados na técnica para identificagao desse tipo de dominio hidrofébico.
Os limites exatos de um dominio de transmembrana podem variar, mas mais
provavelmente por nao mais que cerca de 5 aminoacidos tanto no final do
dominio como inicialmente identificados. Em realiza¢des preferidas, o ECD ira
consistir de uma sequéncia de dominio extracelular solGvel do polipeptideo que
é livre da transmembrana e dominios citoplasmicos ou intracelulares (e nao é
ligado a membrana). Sequéncias especificas de dominio extracelular de Apo-
2L/TRAIL estao descritas em Publicagdes PCT documento WO 97/01633 e
documento WO 97/25428.

O termo “mondmero Apo2L/TRAIL” ou “monémero Apo2L.” refere-
se a uma cadeia covalente de uma sequéncia de dominio extracelular de
Apo2L.

O termo “dimero Apo2L/TRAIL” ou “dimero Apo2L” refere-se a
dois mondmeros Apo-2L unidos numa ligagao covalente via ligagao bissulfeto.
O termo como usado no presente pedido inclui dimeros Apo2L livres e dimeros
Apo2L que estao contidos em formas triméricas de Apo2L (isto &, associado
com outro, terceiro monémero Apo2L).

O termo “trimero Apo2L/TRAIL" ou “trimero Apo2L” refere-se a
trés mondmeros Apo2L que estdo associados nao covalentemente.

O termo “agregado Apo2L/TRAIL" é usado para se referir a
formas oligoméricas mais altas auto-associadas de Apo2L/TRAIL, tal como
Apo2L/TRAIL trimeros, que formam, por exemplo, formas hexaméricas e
nanoméricas de Apo2L/TRAIL. A determinacdo da presenga e quantificacéo
do mondémero Apo2L/TRAIL, dimero ou trimeros (ou outros agregados) pode
ser feita usando-se métodos e testes conhecidos na técnica (e usando-se
materiais disponiveis comercialmente), tal como exclusdo por tamanho nativo
HPLC (“SEC”), desnaturagdo de exclusdao por tamanho usando-se dodecil

sulfato de sodio (“SDS-SEC”), HPLC de fase reversa e eletroforese capilar.



10

15

20

25

28

“Receptor do ligante Apo-2” inclui os receptores referidos na
técnica como “DR4” e “‘DR5" cujo polinucleotideo e sequéncias de
polipeptideos estao mostrados nas Figuras 2 e 3 respectivamente. Pan et al.
descreveram o membro da familia do receptor TNF referido como "DR4" (Pan
et al., Science, 276:111-113 (1997); ver também documento WO 98/32856
publicado em 30 de julho de 1998; documento WO 99/37684 publicado em 29
de julho de 1999; documento WO 00/73349 publicado em 7 de dezembro de
2000; patente US 6.433.147 depositada em 13 de agosto de 2002; patente US
6.461.823 emitida em outubro de 2002, e patente US 6.342.383 emitida em 9
de janeiro de 2002). Sheridan et al., Science, 277:818-821 (1997) e Pan et al.,
Science, 277:815-818 (1997) descreveram outro receptor para Apo2L/TRAIL
(ver também, documento WO 98/51793 publicado em 19 de novembro de
1998; documento WO 88/41629 publicado em 24 de setembro de 1998). Este
receptor € referido como DRS5 (o receptor também foi alternativamente referido
como Apo-2; TRAIL-R, TR6, Tango-63, hAPO8, TRICK2 ou KILLER; Screaton
et al., Curr._Biol., 7:693-696 (1997), Walczak et al., EMBO J., 16:5386-5387
(1997); Wu et al, Nature Genetics, 17:141-143 (1997); documento WO
98/35986 publicado em 20 de agosto de 1998; EP870,827 publicado em 14 de
outubro de 1998; documento WO 98/46643 publicado em 22 de outubro de
1998; documento WO 99/02653 publicado em 21 de janeiro de 1999;
documento WO 99/09165 publicado em 25 de fevereiro de 1999; documento
WO 99/11791 publicado em 11 de marco de 1999; pedido de patente US
2002/0072091 publicada em 13 de agosto de 2002; pedido de patente US
2002/0098550 publicada em 7 de dezembro de 2001; patente US 6.313.269
depositada em 6 de dezembro de 2001; pedido de patente US 2001/0010924
publicada em 2 de agosto de 2001; pedido de patente US 2003/01255540
publicada em 3 de julho de 2003; pedido de patente US 2002/0160446
publicada em 31 de outubro de 2002, pedido de patente US 2002/0048785
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publicada em 25 de abril de 2002; patente US 6.569.642 emitida em 27 de
maio de 2003, patente US 6.072.047 emitida em 6 de junho de 2000, patente
US 6.642.358 emitida em 4 de novembro de 2003). Como descrito acima,
outros receptores para Apo-2L incluem DcR1, DcR2, e OPG (ver, Sheridan et
al., acima; Marsters et al., acima; e Simonet et al., acima). O termo "receptor
Apo-2L" quando usado no presente pedido engloba receptor de sequéncia
nativa e receptores variantes. Estes termos englobam receptor Apo-2L
expressado em uma variedade de mamiferos, incluindo humanos. Receptor
Apo-2L pode ser expresso de maneira endégena como ocorre naturalmente
em uma variedade de linhagens de tecidos humanos, ou pode ser expresso
por métodos recombinantes ou sintéticos. Um "receptor Apo-2L de sequéncia
nativa" compreende um polipeptideo que tem a mesma sequéncia de
aminoacido de um receptor Apo-2L derivado da natureza. Dessa forma, um
receptor Apo-2L de sequéncia nativa pode ter a sequéncia de aminoacido do
receptor Apo-2L que ocorre naturalmente de qualquer mamifero. Tal receptor
Apo-2L de sequéncia nativa pode ser isolado da natureza ou pode ser
produzido por meios recombinantes ou sintéticos. O termo "receptor Apo-2L
de sequéncia nativa" especificamente engloba formas retiradas ou secretadas
do receptor que ocorrem naturalmente (por exemplo, uma forma soluvel que
contém, por exemplo, uma sequéncia de dominio extracelular), formas
variantes que ocorrem naturalmente (por exemplo, alternativamente formas
unidas) e variantes alélicas que ocorrem naturalmente. Receptores variantes
podem incluir fragmentos ou dele¢dao de mutantes do receptor Apo-2L de
sequéncia nativa. Figura 3A mostra a sequéncia de 411 aminoacidos de DRS
humano como publicado no documento WO 98/51793 em 19 de novembro de
1998. Uma variante unida por transcricdo do DR5 humano é conhecida na
técnica. Esta variante de unido DR5 codifica a sequéncia de 440 aminoacidos

de DR5 humano exibida nas Figuras 3B e 3C como publicado no documento
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WO 98/35986 em 20 de agosto de 1998.

“Anticorpo de receptor de morte” é usado no presente pedido para
geralmente referir-se ao anticorpo ou anticorpos direcionados a um receptor na
superfamilia do receptor do fator de necrose tumoral € que contém um dominio
de morte capaz de sinalizar apoptose, e tais anticorpos incluem anticorpo de
DR5 e anticorpo de DR4.

“Anticorpo receptor de DR5”, “anticorpo de DR5”, ou “anticorpo
anti-DR5” é usado em um amplo senso para referir-se aos anticorpos que se
ligam a pelo menos uma forma de um receptor DRS, tal como a sequéncia 1-
411 mostrada nas Figuras 3A ou a sequéncia mostrada nas Figuras 3B-3C, ou
dominio extracelular deste. Opcionalmente o anticorpo DR5 é fundido ou
ligado a uma sequéncia ou molécula heterdloga. Preferivelmente a sequéncia
heteréloga permite ou ajuda o anticorpo a formar complexos de ordem mais
alta ou oligoméricos. Opcionalmente, o anticorpo DRS liga-se ao receptor
DRS5, mas nao se liga ou interage com qualquer receptor Apo-2L adicional (por
exemplo, DR4, DcR1, ou DcR2). Opcionalmente o anticorpo € um agonista da
atividade de sinalizagao do DR5.

Opcionalmente, o anticorpo de DR5 da invencao liga-se a um
receptor DR5 na faixa de concentragdo de aproximadamente 0,1 nM para
cerca de 20 mM como medida em um ensaio de ligacdo BlAcore.
Opcionalmente, os anticorpos de DR5 da invengao exibem um valor IC50 de
cerca de 0,6 nM para cerca de 18 mM como medido em um ensaio de ligagao
BlAcore.

“Anticorpo receptor de DR4”, “anticorpo de DR4”, ou “anticorpo
anti-DR4” é usado em um amplo senso para referir-se aos anticorpos que se
ligam a pelo menos uma forma de um receptor DR4 ou dominio extracelular

deste. Opcionalmente o anticorpo de DR4 é fundido ou ligado a uma

sequéncia ou molécula heteréloga. Preferivelmente a sequéncia heterdloga
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permite ou ajuda o anticorpo a formar complexos de ordem mais alta ou
oligoméricos. Opcionalmente, o anticorpo de DR4 liga-se ao receptor DR4,
mas nao se liga ou interage com qualquer receptor Apo-2L adicional (por
exemplo, DR5, DcR1, ou DcR2). Opcionalmente o anticorpo € um agonista da
atividade de sinalizagao de DR4.

Opcionalmente, o anticorpo de DR4 da invencao liga-se a um
receptor DR4 na faixa de concentragdo de cerca de 0,1 nM para cerca de 20
mM como medida em um ensaio de ligagao BlAcore. Opcionalmente, os
anticorpos de DR4 da invencgao exibem um valor IC50 de cerca de 0,6 nM para
cerca de 18 mM, como medido em um ensaio de ligagao BlAcore.

O termo “agonista” € usado no mais amplo senso, e inclui
qualquer molécula que aumenta parcialmente ou completamente, estimula ou
ativa uma ou mais atividades biologicas de Apo2L/TRAIL, DR4 ou DRS, in vitro,
in situ, ou in vivo. Exemplos de tais atividades bioldgicas de ligagao de
Apo2L/TRAIL para DR4 ou DRS, incluindo apoptose assim como aquelas mais
adiante relatadas na literatura. Um agonista pode funcionar de uma maneira
direta ou indireta. Por exemplo, o agonista pode funcionar para aumentar
parcialmente ou completamente, estimular ou ativar uma ou mais atividades
biologicas de DR4 ou DRS, in vitro, in situ ou in vivo como um resultado de sua
ligagdo direta para DR4 ou DR5, que causa ativagdo do receptor ou sinal de
transducdo. O agonista pode também funcionar indiretamente para aumentar
parcialmente ou completamente, estimular ou ativar uma ou mais atividades
biolégicas de DR4 ou DRS, in vitro, in situ ou in vivo como um resultado de, por
exemplo, estimulando outra molécula efetora que entdo causa ativagdo de
DR4 ou DR5 ou sinal de transdugdo. E contemplado que um agonista pode
agir como uma molécula de aumento que funciona indiretamente para
aumentar ou intensificar a ativagao ou atividade de DR4 ou DR5. Por exemplo,

o agonista pode aumentar a atividade de Apo-2L endégeno em um mamifero.
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Isto poderia ser realizado, por exemplo, por prée-complexo DR4 ou DR5 ou pela
estabilizacdo dos complexos do respectivo ligante com o receptor DR4 ou DR5
(tal como complexo nativo de estabilizacao formado entre Apo-2L e DR4 ou
DRS).

O termo “biomarcador” como usado no presente pedido refere-se
geralmente a uma molécula, incluindo um gene, proteina, estrutura de
carboidrato, ou glicolipideo, a expressao destes no ou em um tecido ou célula
de mamifero pode ser detectada por métodos padrao (ou métodos divulgados
no presente pedido) e é preditivo para uma sensibilidade de célula ou tecido de
mamifero para Apo2L/TRAIL ou anticorpo de receptor de morte. Tais
biomarcadores contemplados pela presente invencao incluem, mas nao estao
limitados a moléculas na familia de proteinas GalNac-T. Membros da familia
de genes e proteinas ("GalNac-T") N-acetilgalactosaminiltransferase humanas
foram descritas (ver, por exemplo, Hang et al., “The chemistry and biology of
mucin-type O-linked glycosylation initiated by the polypeptide N-acetyl-
galactosaminyltransferases”, Bioorganic & Medicinal Chemistry (disponivel em

maio de 2005 em www.sciencedirect.com) e referéncias citadas neste; Wang

et al., BBRC, 300:738-744 (2003) e referéncias citadas neste), e acredita-se
funcionar na determinagcdo do numero e posi¢cao de cadeias de agucar O-
ligadas em proteinas. Opcionalmente, a expressao de tal biomarcador é
determinada para ser mais alta do que observada para uma amostra de célula
ou tecido controle. Opcionalmente, por exemplo, a expressao de tal
biomarcador sera determinada usando-se um microarranjo (microarray) de
expressao génica, PCR quantitativo ou teste de imunohistoquimica (IHC).
Opcionalmente, expressao de um biomarcador GalNac-T, tal como GalNac-
T14 ou GalNac-T3, sera detectado em um nivel de pelo menos 750, como
medido por analise de microarranjo Affymetrix U133P, ou 500 vezes, ou

preferivelmente pelo menos 1000 vezes mais alto, na amostra de célula ou
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tecido de teste quando detectar expressdao do biomarcador usando-se PCR
quantitativo.

“UDP-N-acetil-D-galactosamina:polipeptideo N-acetilgalactosa
miniltransferase-T14", “pp-GalNac-T14", “GalNac-T14”, “GALNT 14" sao usados
no presente pedido para referir-se a uma proteina de membrana tipo Il que tem
tragcos de caracteristica da familia GalNac-T de moléculas que compreendem
um dominio citoplasmatico N-terminal, dominio de transmembrana, regiao
tronco e dominio catalitico. Em uma realizagdo opcional, a molécula GalNac-
T14 humana contém 1659 pares de base que codificam uma proteina de 552
aminoacidos, como mostrado na Figura 4A. O cDNA humano de comprimento
total foi depositado no GenBank conforme No. de Acesso AB078144. Como
divulgado em Wang et al., BBRC, 300:738-744 (2003), isoformas unidas de
GalNac-T14 foram identificadas, as quais incluem (ou nao incluem) éxons
especificos, tais como éxons 2, 3, e/ou 4. A presente invengdo contempla o
exame da expressao de qualquer de tais isoformas diversas de GaINac-T14, e
essa expressao de qualquer uma de tais isoformas € preditiva da sensibilidade
da amostra de células ou tecido mamifero ao Apo2L/TRAIL ou anticorpo de
receptor de morte.

“UDP-N-acetil-D-galactosamina:polipeptideo N-acetilgalactosami
niltransferase-T3", “pp-GalNac-T3", “GalNac-T3", “GALNT3” sédo usados no
presente para referir-se a uma proteina de membrana tipo Il que tem tragos de
caracteristica da familia GalNac-T de moléculas que compreendem um
dominio citoplasmatico N-terminal, dominio de transmembrana, regiao tronco e
dominio catalitico. Em uma realizagdo opcional, o polipeptideo GalNac-T3
humano compreende a sequéncia de aminoacido mostrado na Figura 4B.
GalNac-T3 é mais adiante descrita em Bennett et al, J. Biol. Chem.,
271:17006-17012 (1996).

Por “sujeito” ou “paciente” entende-se qualquer sujeito unico para
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os quais a terapia € desejada, incluindo humanos. Também se pretende incluir
como um sujeito quaisquer sujeitos envolvidos em testes de pesquisa clinica
nao mostrando qualquer sinal clinico da doenga, ou sujeitos envolvidos em
estudos epidemiolégicos, ou sujeitos usados como controle.

O termo “mamifero” como usado no presente refere-se a
qualquer mamifero classificado como um mamifero, incluindo humanos, vacas,
cavalos, cachorros e gatos. Em uma realizagdo preferida da invengéo, o
mamifero é humano.

Por “amostra de célula ou tecido” entende-se uma colegcao de
células similares obtidas de um tecido de um sujeito ou paciente. A fonte da
amostra de célula ou tecido pode ser tecido sélido a partir de uma amostra de
um érgéo ou tecido fresco, congelado e/ou preservado ou bidpsia ou aspirado;
sangue ou quaisquer componentes do sangue; fluidos corporais tais como
fluido cérebro-espinhal, fluido amniético, fluido peritoneal, ou fluido intersticial,
células de qualquer tempo na gestagdo ou desenvolvimento do sujeito. A
amostra de tecido pode também ser células primarias ou cultivadas ou
linhagens celulares. Opcionalmente, a amostra de célula ou tecido é obtida a
partir de um tumor primario ou metastatico. A amostra de tecido pode conter
compostos no qual nao sao mesclados naturalmente com o tecido na natureza
tais como conservantes, anticoagulantes, tampodes, fixadores, nutrientes,
antibidticos, ou similares.

Para os propésitos no presente pedido um “corte” de uma
amostra de tecido significa uma parte Unica ou pedago de uma amostra de um
tecido, por exemplo, uma porc¢ao fina de tecido ou corte de células a partir de
uma amostra de tecido. Entende-se que cortes multiplos de amostras de
tecido podem ser extraidos e submetidos a analise de acordo com a presente
invencao, ficando estabelecido que se entenda que a presente invencao

compreende um método pelo qual o mesmo corte de amostra de tecido é
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analisado tanto em niveis morfolégicos como molecular, ou & analisada tanto
em relagao a proteina como acido nucléico.

Por “correlagdo” ou “correlacionar” entende-se comparar, de
qualquer forma, o desempenho e/ou resultados de uma primeira analise ou
protocolo com o desempenho e/ou resultados de uma segunda analise ou
protocolo. Por exemplo, pode-se usar os resultados de uma primeira analise ou
protocolo em resultado a um segundo protocolo e/ou pode-se usar os
resultados de uma primeira andlise ou protocolo para determinar se uma
segunda analise ou protocolo deve ser executada. Com relagédo a diversas
realizagdes no presente, pode-se usar resultados de uma analise analitica tal
como expressao de mRNA ou IHC para determinar se um regime terapéutico
especifico usando Apo2L/TRAIL ou anticorpo de receptor de morte deve ser
realizado.

Por “acido nucléico” tem-se a intengao de incluir qualquer DNA ou
RNA. Por exemplo, acido nucléico cromossémico, mitocondrial, viral e/ou
bacteriano presente na amostra de tecido. O termo “acido nucléico” engloba
tanto ou ambas as fitas de uma molécula de acido nucléico de fita dupla e
inclui qualquer fragmento ou por¢édo de uma molécula de acido nucléico
intacta.

Por “gene" entende-se qualquer sequéncia de acido nucléico ou
porcao desta com um papel funcional na codificagao ou transcricdo de uma
proteina ou regulagdo da expressao de outro gene. O gene pode consistir de
todos os acidos nucléicos responsaveis pela codificagdo de uma proteina
funcional ou somente uma por¢do dos acidos nucléicos responsaveis pela
codificagdo ou expressao de uma proteina. A sequéncia de acido nucléico
pode compreender uma anormalidade genética nos éxons, introns, regides
iniciais ou de terminagdo, sequéncias promotoras, outras sequéncias

reguladoras ou regides adjacentes unicas para o gene.
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A palavra “marcador” quando usada no presente refere-se a um
composto ou composicao que € conjugada ou fundida diretamente ou
indiretamente a um reagente, tal como uma sonda de acido nucléico ou um
anticorpo e facilita a detecgéo do reagente ao qual esta conjugado ou fundido.
O marcador pode ser detectavel por si mesmo (por exemplo, marcadores de
radiois6topos ou marcadores fluorescentes) ou, no caso de um marcador
enzimatico, pode catalisar alteragao quimica de um composto ou composigao
do substrato que é detectavel.

O termo "anticorpo" no presente pedido é usado no senso mais
amplo e especificamente abrange anticorpos monoclonais intactos, anticorpos
policlonais, anticorpos multiespecificos (por exemplo, anticorpos biespecificos)
formados por pelo menos dois anticorpos intactos e fragmentos de anticorpo,
contanto que eles exibam a atividade bioldgica desejada.

“Fragmentos de anticorpo” compreendem uma porgdo de um
anticorpo intacto, preferivelmente que compreende a regido de ligagdao de
antigeno ou regido variavel deste. Exemplos de fragmentos de antfcorpo
incluem fragmentos Fab, Fab', F(ab');, e fragmentos Fv; diacorpos, anticorpos
lineares; moléculas de anticorpo de cadeia unica e anticorpos multiespecificos
formados de fragmentos de anticorpo.

“Anticorpos nativos” sao usualmente glicoproteinas
heterotetraméricas de cerca de 150.000 daltons, compostas de duas cadeias
leves idénticas (L) e duas cadeias pesadas idénticas (H). Cada cadeia leve é
ligada a uma cadeia pesada por uma ligagao bissulfeto covalente, enquanto o
nimero de ligagdes bissulfeto varia entre as cadeias pesadas de diferentes
isotipos de imunoglobulina. Cada cadeia pesada e leve também tem
regularmente pontes bissulfeto espagadas entre cadeias. Cada cadeia pesada
tem em uma terminagdo um dominio variavel (Vy) seguida por um nimero de

dominios constantes. Cada cadeia leve possui um dominio variavel em uma
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terminacao (Vi) e um dominio constante na sua outra terminagédo, o dominio
constante da cadeia leve esta alinhado com o primeiro dominio constante da
cadeia pesada, e o dominio variavel de cadeia leve esta alinhado com o
dominio variavel da cadeia pesada. Acredita-se que residuos de aminoacidos
especificos formem uma interface entre os dominios variaveis de cadeia leve e
cadeia pesada.

O termo “variavel’ refere-se ao fato que certas porgées do
dominio variavel diferenciam-se extensivamente na sequéncia entre anticorpos
e sado usadas na ligacao e especificidade de cada anticorpo especifico para
seu antigeno especifico. No entanto, a variabilidade nao é distribuida
uniformemente por todos os dominios variaveis dos anticorpos. Ela esta
concentrada em trés segmentos chamados regides hipervariaveis ou regides
determinadas por complementaridade ambos nos dominios variaveis de cadeia
leve e cadeia pesada. As por¢gdes mais altamente conservadas de dominios
variaveis sdo chamadas de regides de estrutura (framework) (FRs). Os
dominios variaveis das cadeias leves e pesadas nativas, cada um compreende
quatro FRs adotando amplamente uma configuragcao folha 3, conectada por
trés regides hipervariaveis, na qual formam Jloops que se conectam, e em
alguns casos formam parte da estrutura folha B. As regides hipervariaveis em
cada cadeia sao mantidas juntas em intima proximidade pelas FRs e, com as
regides hipervariaveis da outra cadeia, contribuem para a formagéao do sitio de
ligagao do antigeno com anticorpos. (ver Kabat ef al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5% Ed. Public Health.Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD. (1991)). Os dominios constantes nao estao
diretamente envolvidos na ligagao de um anticorpo a um antigeno, mas exibem
varias funcdes efetoras, tal como participagdo do anticorpo na citotoxicidade
mediada por células dependente de anticorpo (ADCC).

Digestao de anticorpos por papaina produz dois fragmentos de
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ligagao de antigeno idénticos, chamados fragmentos “Fab”, cada um com um
Gnico sitio de ligagao de antigeno, e um fragmento “Fc¢” residual, cujo nome
reflete sua habilidade para cristalizar de imediato. Tratamento por pepsina
rende um fragmento F(ab'), que possui dois sitios de ligacdo de antigeno e é
ainda capaz de interligar-se ao antigeno.

“‘Fv’ é um fragmento minimo de anticorpo que contém um sitio
completo de reconhecimento de antigeno e de ligagdo de antigeno. Esta
regiao consiste de um dimero de uma cadeia pesada € um dominio variavel de
cadeia leve em associagdo nao covalente estreita. E nesta configuragéo que
as trés regides hipervariaveis de cada dominio variavel interagem para definir
um sitio de ligagdo de antigeno na superficie do dimero Vy-V,. Coletivamente,
as seis regides hipervariaveis co.nferem especificidade de ligagao de antigeno
ao anticorpo. No entanto, até um anico dominio variavel (ou metade de uma
Fv que compreende somente trés regides hipervariaveis especificas para um
antigeno) possui a habilidade de reconhecer e ligar-se a um antigeno, embora
com afinidade mais baixa que o sitio de liga¢ao inteiro.

O fragmento Fab também contém o dominio constante da cadeia
leve e o primeiro dominio constante (CH1) da cadeia pesada. Fragmentos
Fab’ diferem de fragmentos Fab pela adi¢gdo de poucos residuos na terminagao
carboxila de um dominio CH1 de cadeia pesada incluindo uma ou mais
cisteinas da regiao de dobradiga do anticorpo. Fab'-SH é a designha¢ao no
presente para Fab' na qual o(s) residuo(s) cisteina(s) dos dominios constantes
produz pelo menos um grupo tiol livre. Fragmentos do anticorpo F(ab');
originalmente foram produzidos como pares de fragmentos Fab' que possuem
dobradica de cisteinas entre eles. Outros acoplamentos quimicos de
fragmentos de anticorpo s&o também conhecidos.

As “cadeias leves” de anticorpos (imunoglobulinas) de qualquer

espécie de vertebrado podem ser designadas para um ou dois tipos
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claramente distintos, chamados kappa (k) e lambda (A), baseados na
sequéncia de aminoacidos de seus dominios constantes.

Dependendo da sequéncia de aminoacido do dominio constante
de suas cadeias pesadas, 0s anticorpos podem ser designados para diferentes
classes. Existem cinco classes principais de anticorpos intactos: IgA, IgD, IgE,
IgG, e IgM, e varias destas podem também ser divididas em subclasses
(isotipos), por exemplo, 1gG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgA, e IgA2. Os dominios
constantes de cadeia pesada que correspondem as diferentes classes de
anticorpos sdo chamados de q, 9, €, vy, e y, respectivamente. As subunidades
de estruturas e configuragdes tridimensionais de diferentes classes de
imunoglobulinas sao bem conhecidas.

Fragmentos de anticorpo “Fv de cadeia unica" ou “scFv”
compreendem os dominios Vy e V| do anticorpo, em que estes dominios estao
presentes em uma unica cadeia de polipeptideo. Preferivelmente, o
polipeptideo Fv, além disso, compreende um ligante polipeptideo entre os
dominios V4 e VL que permite o sckv formar a estrutura desejada para a
ligacdo de antigeno. Para uma revisao de scFv ver Pluckthun em The
Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg e Moore eds.,
Springer-Verlag, Nova York, paginas 269-315 (1994).

O termo “diacorpos" refere-se a fragmentos de anticorpo pequeno
com dois sitios de ligacdo de antigeno, cujos fragmentos compreendem um
dominio variavel de cadeia pesada (Vy) conectado a um dominio variavel de
cadeia leve (V) na mesma cadeia de polipeptideo (V4 - V). Pelo uso de um
ligante que € muito curto para permitir pareamento entre os dois dominios na
mesma cadeia, os dominios sdo forgados a parear com os dominios
complementares de outra cadeia e criar dois sitios de ligagao de antigeno.
Diacorpos estao descritos mais completamente em, por exemplo, patente EP

404.097; documento WO 93/11161; e Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
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USA, 90:6444-6448 (1993).

O termo "anticorpo monoclonal" como utilizado no presente
refere-se a um anticorpo obtido de uma populagdo de anticorpos
substancialmente homogénea, isto é, os anticorpos individuais que
compreendem a populagdo sao idénticos, exceto por possivel ocorréncia
natural de mutagdes que podem estar presentes em menores quantidades.
Anticorpos monoclonais sao altamente especificos, sendo direcionado a um
anico sitio antigénico. Além disto, em contraste com preparagdes de anticorpo
convencional (policlonal) que tipicamente incluem diferentes anticorpos
direcionados contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticorpo
monoclonal é direcionado contra um unico determinante no antigeno. Além
disso, para suas especificidades, os anticorpos monoclonais sdo vantajosos,
pois eles sado sintetizados pela cultura de hibridoma, nao contaminada por
outras imunoglobulinas. O modificador "monoclonal” indica o carater do
anticorpo como sendo obtido de uma populagéo substancialmente homogénea
de anticorpos, e ndo sendo construido como produg¢ao requerida do anticorpo
por qualquer método especifico. Por exemplo, os anticorpos monoclonais para
serem usados de acordo com a presente invengao podem ser produzidos pelo
método de hibridoma, primeiro descrito por Kohler et al., Nature, 256:495
(1975), ou podem ser produzidos por métodos de DNA recombinante (ver, por
exemplo, patente US 4.816.567). Os "anticorpos monoclonais" podem também
ser isolados de bibliotecas de anticorpo em fago que utilizam as técnicas
descritas em Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991) e Marks et al., J. Mol.
Biol., 222:581-597 (1991), por exemplo.

Os anticorpos monoclonais no presente pedido especificamente
incluem anticorpos “quiméricos” (imunoglobulinas), nos quais uma porg¢ao da
cadeia leve elou pesada é idéntica a, ou homdéloga as sequéncias

correspondentes em anticorpos derivados de uma espécie especifica ou
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pertencendo a uma classe ou subclasse de anticorpo especifica, enquanto o
restante da(s) cadeia(s) € idéntico a, ou homodlogo as sequéncias
correspondentes em anticorpos derivados de uma outra espécie ou
pertencendo a uma outra classe ou subclasse de anticorpo, assim como
fragmentos de tais anticorpos, contanto que eles exibam a atividade biologica
desejada (patente US 4.816.567; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
81:6851-6855 (1984)). Anticorpos quiméricos de interesse no presente pedido
incluem anticorpos "primatizados" que compreendem sequéncias de ligagao de
antigeno de dominio variavel derivadas de um primata ndo humano (por
exemplo, Macaco do Velho Mundo, tal como babuino, rhesus ou macaco
cynomolgus) e sequéncias de regiao constante humana (patente US
5.693.780).

Formas "humanizadas".de anticorpos nao humanos (por exemplo,
murino) sdo anticorpos quiméricos que contém sequéncia minima derivada de
imunoglobulina ndo humana. Na maior parte, anticorpos humanizados séo
imunoglobulinas humanas (anticorpo receptor) em que residuos de uma regiao
hipervaridvel do receptor sao substituidos por residuos de uma regiéo
hipervariavel de uma espécie ndao humana (anticorpo doador) tal como
camundongo, rato, coelho ou primata ndao humano tendo especificidade,
afinidade e capacidade desejadas. Em alguns exemplos, residuos da regiao
de estrutura (FR) da imunoglobulina humana sdo substituidos por residuos
correspondentes ndo humanos. Além disto, anticorpos humanizados podem
compreender residuos que nao sao encontrados no anticorpo receptor ou no
anticorpo doador. Estas modificagdes sao feitas para, além disto, refinar o
desempenho do anticorpo. Em geral, o anticorpo humanizado ird compreender
substancialmente todos de pelo menos um, e tipicamente dois, dominios
variaveis, em que todos ou substancialmente todos os loops hipervariaveis

correspondem aqueles de uma imunoglobulina ndo humana e todas ou
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substancialmente todas as FRs sdo aquelas de uma sequéncia de
imunoglobulina humana. O anticorpo humanizado opcionalmente ira também
compreender pelo menos uma por¢do de uma regido constante (Fc) da
imunoglobulina, tipicamente de uma imunoglobulina humana. Para detalhes
adicionais, ver Jones et al., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann et al,
Nature 332:323-329 (1988); e Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992).

O termo “regiao hipervariavel’ quando usado no presente refere-
se aos residuos de aminoacidos de um anticorpo que sao responsaveis por
ligagdo de antigeno. A regido hipervariavel compreende residuos de
aminoacido de uma “regiao determinada por complementaridade” ou “CDR”
(por exemplo, residuos 24-34 (L1), 50-56 (L2) e 89-97 (L3) no dominio variavel
de cadeia leve e 31-35 (H1), 50-65 (H2) e 95-102 (H3) no dominio variavel de
cadeia pesada; Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest,
5% Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD.
(1991)) e/ou aqueles residuos de um “loop hipervariavel” (por exemplo,
residuos 26-32 (L1), 50-52 (L2) e 91-96 (L3) no dominio variavel de cadeia leve
e 26-32 (H1), 53-55 (H2) e 96-101 (H3) no dominio variavel de cadeia pesada;
Chothia e Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)). “Regido de estrutura” ou
residuos “FR” sdo aqueles residuos de dominio variavel, exceto os residuos de
regiao hipervariavel como definido no presente.

Um anticorpo "que se liga” a um antigeno de interesse é aquele
capaz de se ligar a esse antigeno com afinidade e/ou avidez suficiente, tal que
o anticorpo seja util como um agente terapéutico ou de diagnéstico para atingir
uma célula que expressa o antigeno.

Para os propésitos do presente, “imunoterapia” ira se referir a um
método de tratamento de um mamifero (preferivelmente um paciente humano)
com um anticorpo, em que o anticorpo pode ser um anticorpo ndo conjugado

ou “‘nu”, ou o anticorpo pode ser conjugado ou fundido com molécula(s) ou
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agente(s) hetrélogo(s), tal como um ou mais agente(s) citotoxico(s), através
disso gerando um "imunoconjugado”.

Um anticorpo “isolado" é aquele que foi identificado e separado
e/ou recuperado a partir de um componente de seu ambiente natural.
Componentes contaminantes de seu ambiente natural sdo materiais que
poderiam interferir no uso diagnéstico ou terapéutico para o anticorpo, e
podem incluir enzimas, hormdénios, € outros solutos proteinaceos ou nao
proteinaceos. Em realiza¢bes preferidas, o anticorpo sera purificado (1) para
mais que 95% por peso de anticorpo como determinado pelo método Lowry, e
mais preferivelmente mais que 99% por peso, (2) para um grau suficiente para
obter pelo menos 15 residuos de N-terminal ou sequéncia de aminoacido
interna pelo uso de um sequenciador de copo giratério, ou (3) para
homogeneidade por FAGO-SDS sob condigbes de redug¢do ou nao redugao
utilizando-se Coomassie blue ou, preferivelmente, silver stain. Anticorpo
isolado inclui o anticorpo in situ dentro de células recombinantes desde que
pelo menos um componente do ambiente natural do anticorpo nao esteja
presente. Normalmente, no entanto, o anticorpo isolado sera preparado por
pelo menos uma etapa de purificagao.

A expressao “quantidade eficaz” refere-se a uma quantidade de
um agente (por exemplo, anticorpo Apo2L/TRAIL, anti-DR4 ou anticorpo DR5,
etc.) que é eficaz para prevenir, melhorar ou tratar a doenga ou condigédo em
questao.

Os termos “tratar”, “tratamento” e “terapia” como usados no
presente referem-se a terapia curativa, terapia profilatica e terapia preventiva.
Tratamento consecutivo ou administragao refere-se ao tratamento em pelo
menos uma base diaria, sem interrupgao no tratamento por um ou mais dias.
Tratamento ou administragéo intermitente, ou tratamento ou administracao em

um modo intermitente, refere-se ao tratamento que nao é consecutivo, mas de
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preferéncia ciclico na natureza.

O termo “citocina” é um termo genérico para proteinas liberadas
por uma populacado de células que agem em outra célula como mediadoras
intercelulares. Exemplos de tais citocinas sdo linfocinas, monocinas, e
horménios polipeptidicos tradicionais. Incluidos entre as citocinas estao os
horménios de crescimento, tais como horménio de crescimento humano,
horménio de crescimento humano N-metionil, e horménio de crescimento
bovino; horménio da paratiréide; tiroxina; insulina; proinsulina; relaxina;
prorelaxina; horménios de glicoproteina tais como hormdnio foliculo
estimulante (FSH), hormdnio estimulante da tiredide (TSH), horménio
luteinizante (LH); fator de crescimento hepatico; fator de crescimento do
fibroblasto; prolactina; lactogénio placentario; fator-a e -B de necrose tumoral,
substancia de inibicao mulleriana; peptideo associado a gonadotropina de
camundongo; inibina; activina; fator de crescimento endotelial vascular;
integrina; trombopoietina (TPO), fatores de crescimento do nervo, fator de
crescimento de plaqueta; fatores transformantes do crescimento (TGFs) tais
como TGF-a e TGF-B; fator-l e —ll de crescimento similar a insulina;
eritropoietina (EPO); fatores osteoindutivos; interferons tais como interferon-a, -
B, e -y; fatores de estimulagao de colénia (CSFs) tal como macréfago-CSF (M-
CSF); granulécito-macréfago-CSF (GM-CSF); e granulécito-CSF  (G-CSF);
interleucinas (ILs) tais como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-
11, IL-12, IL-13, IL-17; e outros fatores polipeptidicos incluindo LIF e kit ligante
(KL). Como usado no presente pedido, o termo citocina inclui proteinas de
fontes naturais ou de cultura celular recombinante e equivalentes
biologicamente ativos de citocinas de sequéncia nativa.

O termo "agente citotoxico" como usado no presente pedido
refere-se a uma substancia que inibe ou previne a fungdo de células e/ou

causa destruicdo de células. O termo tem a intengdo de incluir isétopos
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e Re'®

radioativos (por exemplo, 1'%, 1'?° Y%

), agentes quimioterapicos, e
toxinas tais como toxinas enzimaticamente ativas de origem bacteriana,
fungica, vegetal ou animal, ou fragmentos destas.

Um "agente quimioterapico” € um componente quimico util no
tratamento de cancer. Exemplos de agentes quimioterapicos incluem agentes
alquilantes tais como tiotepa e (CYTOXAN™); alquil sulfonados tais como
busulfan, improsulfan e piposulfan; aziridinas tais como benzodopa,
carboquona, meturedopa, e uredopa; etileniminas e metilamelaminas incluindo
altretamina, trietilenemelamina, trietilenefosforamida, trietilenetiofosforamida e
trimetilolomelamina; acetogeninas (especialmente bulatacin e bulatacinona);
uma camptotecina (incluindo a sintética analoga topotecan), briostatina;
calistatina; CC-1065 (incluindo suas analogas adozelesina, carzelesina e
bizelesina sintéticas analogas); criptoficinas (particularmente criptoficina 1 e
criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (incluindo as sintéticas analogas, KW-
2189 e CBI-TMI); eleuterobina; pancratistatina; uma sarcodictina;
espongistatina; mostardas de nitrogénio tais como clorambucila, clornafazina,
clolofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, hidrocloreto 6xido de
mecloretamina, melfalan, novembiquin, fenesterina, prednimustina,
trofosfamida, mostarda de uracil; nitrosureas tais como carmustina,
clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina e ranimustina; antibi6ticos tais
como os antibiéticos enedina (por exemplo, caliqueamicina, especialmente
caligueamicina gama1l e caliqueamicina phil1, ver, por exemplo, Agnew, Chem
Intl. Ed. Engl., 33:183-186 (1994); dinemicina, incluindo dinemicina A;
bifosfonatos, tal como clodronato, uma esperamicina; assim como croméforos
de neocarzinostatina e cromoéforos de antibidticos enedina cromoproteinas
relacionadas), aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina,
bleomicinas, cactinomicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina,

cromomicinas, dactinomicina, daunorubicina, detorubicina, 6-diazo-5-oxo-L-
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norleucina, doxorubicina (AdriamycinTM) (incluindo morfolino-doxorubicina,
cianomorfolino-doxorubicina, 2-pirrolino-doxorubicina e deoxidoxorubicina),
epirubicina, esorubicina, idarubicina, marcelomicina, mitomicinas tal como
mitomicina C, acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina,
potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina, estreptonigrina,
estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorubicina; anti-metabdlitos
tais como metotrexato, e 5-fluorouracil (5-FU); analogos de acido folico tais
como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de purina
tais como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de
pirimidina tais como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina,
dideoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; andrégenos tais como
calusterona, propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano,
testolactona; anti-adrenais tais como aminoglutetimida, mitotano, trilostano;
acido folico restabelecedor tais como acido frolinico; aceglatona; glicosideo de
aldofosfamida; acido aminolevulinico; eniluracil; ansacrina; bestrabucila;
bisantrena; edatraxato; defofamina; demecolcina; diaziquona; -elfornitina;
acetato de eliptinio; um epotileno, etoglucideo; nitrato de galio; hidroxiurea;
lentinan; lonidamina; maitansinoides tais como maitansina e ansamitocinas;
mitoguazona; mitoxantrona; mopidamol; nitracrina, pentostatina; fenamet;
pirarubicina; losoxantrona; acido podofilinico, 2-etil hidrazida; procarbazina;
PSK®; razoxana; rizoxina; sizofirana; espirogermanio; acido tenuazonico;
triaziquona; 2,2'2"-tricloro trietil amina; tricotecenos (especialmente toxina T-2,
verracurina A, roridina A e anguidina); uretano; vindesina; dacarbazina,
manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromana; gacitosina; arabinosida
("Ara-C"); ciclofosfamida, tiotepa; taxdides, por exemplo, paclitaxel (TAXOL®,
Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, NJ) e doxetaxel (TAXOTERE®,
Rhéne-Poulenc Rorer, Antony, France); cloranbucila; gencitabina (GemzarTM);

6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; analogos de platina tais como
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cisplatina e carboplatina; vinblastina; platina; etoposido (VP-16); ifosfamida;
mitoxantrona; vincristina; vinorelbina (NavelbineTM); novantrona, teniposide;
edatrexato; daunomicina; aminopterina; xeloda; ibandronato; CPT-11; inibidor
de topoisomerase RFS 2000; difluorometilornitina (DMFO); retindides tais como
acido retinoico; capecitabina; e sais farmaceuticamente aceitaveis, acidos ou
derivados de qualquer um dos acima. Também incluido nesta definigao estao
os agentes anti-hormonais que agem para regular ou inibir a agdo dos
hormoénios em tumores tal como anti-estrégenos e moduladores seletivos do
receptor de estrégeno (SERMs), incluindo, por exemplo, tamoxifen (incluindo
NolvadexTM), raloxifeno, droloxifeno, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno,
LY117018, onapristona, e toremifeno (Farestonm); inibidores de aromatase
gue inibem a enzima aromatase, que regula a produgao de estrégeno nas
glandulas adrenais, tais como, por exemplo, 4(5)-imidazolas, aminoglutetimida,

TM), exemestano, formestano, fadrozola,

acetato de megestrol (Megace
vorozola (RivisorTM), letrozola (FemaraTM), e anastrozola (ArimidexTM); e anti-
andrégenos, tais como flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolida, e
goserelina; e sais farmaceuticamente ace'itéveis, acidos ou derivados de
qualquer dos acima.

Um "agente inibitério de crescimento" quando usado no presente
pedido refere-se a um componente ou composi¢cao que inibe o crescimento de
uma célula, especialmente célula cancerigena que superexpressa qualquer um
dos genes identificados no presente, tanto in vitro como in vivo. Dessa forma,
o agente inibitério de crescimento pode ser aquele que reduz significantemente
a porcentagem de células que superexpressam tais genes na fase S.
Exemplos de agentes inibitérios de crescimento incluem agentes que
bloqueiam a progressao do ciclo celular (em um local, exceto na fase S), tais

como agentes que induzem a interrupgdo G1 e interrupcdo da fase M.

Bloqueadores classicos da fase M incluem as vincas (vincristina e vinblastina),
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taxol, e inibidores topo Il, tais como doxorubicina, epirubicina, daunorubicina,
etoposido e bleomicina. Aqueles agentes que capturam G1 também se
espalham na captura da fase S, por exemplo, agentes alquilantes de DNA tais
como tamoxifeno, prednisona, dacarbazina, mecloretamina, cisplatina,
metotrexato, 5-flior uracila, e ara-C. Informag¢des adicionais podem ser
encontradas em The Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn e Israel, eds.,
Capitulo 1, intitulado "Cell cycle regulation, oncogens, and antineoplastic drugs"
por Murakami et al. (WB Saunders: Philadelphia, 1995), especialmente p. 13.

Os termos “apoptose” e “atividade apoptdtica” sao usados no
mais amplo sentido e referem-se a forma sistematica ou controlada de morte
celular em mamiferos, que é tipicamente acompanhada por uma ou mais
caracteristicas de modificagbes celulares, incluindo condensagao de
citoplasma, perda de microvilosidades da membrana plasmatica, segmentagao
dos nucleos, degradagcdo de DNA cromossdmico ou perda de fungao
mitocondrial. A atividade pode ser determinada e medida, por exemplo, por
testes de viabilidade celular (tal como testes Alamar blue ou testes MTT),
analise FACS , ativacao da caspase, fragmentagao de DNA (ver, por exemplo,
Nicoletti et al., J. Immunol. Methods, 139:271-279 (1991), e poli(ADP ribose
polimerase), “PARP”, testes de clivagem conhecidos na técnica.

Como usado no presente pedido, o termo “disfungcado” em geral
refere-se a qualquer condicdo que se beneficiaria do tratamento com as
composicoes descritas no presente, incluindo qualquer doenga ou disfungao
que pode ser tratada por quantidades eficazes de Apo2L/TRAIL, um anticorpo
anti-DR4, e/ou um anticorpo anti-DR5.  Isto inclui disfungdes crdnicas e
agudas, como também aquelas condi¢des patolégicas que predispéem o
mamifero a disfuncdo em questdo. Exemplos nao limitantes de disfungbes a
serem tratadas no presente incluem canceres benignos e malignos;

inflamatérios, disfungdes angiogénicas e imunoldgicas, doengas auto-imune,
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artrite (incluindo artrite reumatéide), esclerose multipla, e HIV/AIDS.

Os termos "cancer", "cancerigeno" ou “maligno” referem-se a ou
descrevem a condigao fisioldigica em mamiferos que ¢ tipicamente
caracterizada pela desregulagdo do crescimento celular. Exemplos de cancer
incluem, mas nao estao limitados a, carcinoma, linfoma, leucemia, blastoma e
sarcoma. Exemplos mais especificos de tais cénceres incluem carcinoma
celular escamoso, mieloma, cancer de pulmao de célula pequena, cancer de
pulmao de célula ndo-pequena, glioma, linfoma de Hodgkin, linfoma nao-
Hodgkin, cancer (trato) gastrointestinal, cancer renal, cancer ovariano, cancer
de figado, leucemia linfoblastica, leucemia linfocitica, cancer coloretal, cancer
endometrial, cancer de rim, cancer de prostata, cancer de tiredide, melanoma,
condrosarcoma, neuroblastoma, cancer pancreatico, glioblastoma multiforme,
cancer cervical, cancer do cérebro, cancer de estémago, cancer de bexiga,
hepatoma, cancer de mama, carcinoma de célon, cancer de cabega e pescoco.

O termo "doenga imune relacionada" significa uma doenga na
qual um componente do sistema imune de um mamifero causa, media ou de
outra forma contribui para uma morbidade no mamifero. Também sao
incluidas doencas em que a estimulagdo ou intervengao da resposta imune
tem um efeito de melhora na progressado da doenga. Incluido neste termo
estdo as doengas auto-imunes, doengas inflamatérias imune mediadas,
doengas inflamatdrias ndo imune mediadas, doengas infecciosas, e doencgas
de imunodeficiéncia. Exemplos de doengas imune relacionadas e
inflamatérias, algumas destas sdo imune ou mediadas por célula T, que podem
ser tratadas de acordo com a invengdo incluem lGpus sistémico, lupus
eritematoso, artrite reumatdide, artrite crénica juvenil, espondiloartropatias,
esclerose sistémica (escleroderma), miopatias inflamatérias idiopaticas
(dermatomiosite, polimiosite), sindrome de Sjogren, vasculite sistémica,

sarcoidose, anemia hemolitica auto-imune  (pancitopenia  imune,
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hemoglobindria paroxismal noturna), trombocitopenia auto-imune (purpura
trombocitopénica idiopatica, trombocitopenia imune mediada), tireoidite
(doenga de Grave, tireoidite de Hashimoto, tireoidite linfocitica juvenil, tireoidite
atrofica), diabetes mellitus, doenga renal imune mediada (glomerulonefrite,
nefrite tubulointersticial), doencas de demielinagao do sistema nervoso central
e periférico tal como esclerose miultipla, polineuropatia de demielinagédo
idiopatica ou sindrome de Guillain-Barré, e polineuropatia de demielinagao
inflamatéria crdnica, doengas hepatobiliares tais como hepatite infecciosa
(hepatite A, B, C, D, E e outras viroses nao hepatotropicas), hepatite ativa
cronica auto-imune, cirrose biliar primaria, hepatite granulomatosa, e colangite
esclerosante, doengas inflamatoérias e fibréticas de pulmao tal como doencga
inflamatéria de intestino (colite ulcerativa: doengca de Crohn), enteropatia
gluaten-sensivel, e doenga de Whipple, doencas de pele auto-imune ou imune
mediada incluindo doengas de pele vesiculares, eritema multiforme e dermatite
de contato, psoriase, doengas alérgicas tais como asma, renite alérgica,
dermatite atopica, hipersensibilidade alimentar e urticaria, doencgas
imunolégicas do pulmao tal como pneumonia eosinofilica, fibrose pulmonar
idiopatica e pneumonite de hipersensibilidade, doencas associadas a
transplantes incluindo rejeicdo de enxerto e doenga do enxerto contra
hospedeiro. Doencas infecciosas incluem AIDS (infecgao HIV), hepatite A, B,
C, D, e E, infeccbes por bactérias, infecgdes por fungos, infecgdes por
protozoarios e infecgdes por parasitas.

"Doenga auto-imune” é usada no presente em um sentido geral e
amplo para se referir a disfungdes ou condicbes em mamiferos em que a
destruicao dos tecidos sadios ou normais € proveniente de respostas humorais
ou celulares do individuo mamifero para seus préprios tecidos de constituigao.
Exemplos incluem, mas nao estdo limitados a, lUpus eritematoso, tireoidite,

artrite reumatoéide, psoriase, esclerose multipla, diabete auto-imune, e doenga
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inflamataéria do intestino (IBD).

O termo “marcado” quando usado no presente refere-se a uma
molécula quimérica que compreende um anticorpo ou um polipeptideo unido a
um “polipeptideo de marcagéo (tag)”. O polipeptideo de marcagao possui
residuos suficientes para fornecer um epitopo contra o qual um anticorpo pode
ser feito ou para fornecer alguma outra fungao, tal como a habilidade para
oligomerizar (por exemplo, como ocorre com peptideos que possuem dominios
de fecho de leucina), ainda é curto o bastante tal que geralmente nao interfere
na atividade do anticorpo ou polipeptideo. O polipeptideo de marcagao
também € bastante exclusivo, de forma que o anticorpo nao interaja
substancialmente com outros epitopos. Polipeptideos de marcagao
adequados geralmente possuem pelo menos seis residuos de aminoacidos e
usualmente entre aproximadamente 8 a cerca de 50 residuos de aminoacido
(preferivelmente, entre aproximadamente 10 a cerca de 20 residuos).

O termo “ion de metal bivalente” refere-se a um ion de metal que
tem duas cargas positivas. Exemplos de ions de metal bivalente incluem mas
n&o estao limitados a zinco, cobalto, niquel, cadmio, magnésio, e manganés.
Formas especificas de tais metais que podem ser empregados incluem formas
salinas (por exemplo, formas salinas farmaceuticamente aceitaveis), tais como
cloreto, acetato, carbonato, citrato e formas de sulfato de ions de metal
bivalentes mencionados acima. Opcionalmente, um ion de metal bivalente
para uso na presente invengado € zinco, e preferivelmente, a forma salina,
sulfato de zinco ou cloreto de zinco.

"Isolado" quando usado para descrever varios peptideos ou
proteinas divulgadas no presente, significa peptideo ou proteina que foi
identificada e separada e/ou recuperada de um componente de seu meio
natural. Componentes contaminantes de seu meio natural sdo materiais que

poderiam tipicamente interferir no diagnéstico ou usos terapéuticos para o
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peptideo ou proteina, e podem incluir enzimas, horménios e outros solutos
proteinaceos ou nao-proteinaceos. Em realizagdes preferidas, o peptideo ou
proteina sera purificado (1) para um grau suficiente para obter pelo menos 15
residuos de sequéncia de aminoacido N-terminal ou interna pelo uso de um
sequenciador de copo giratério, ou (2) para homogeneidade por SDS-PAGE
sob condigbes de redugdo ou nao reducao usando-se Coomassie blue ou,
preferivelmente, silver stain, ou (3) para homogeneidade por espectroscopia de
massa ou técnicas de mapeamento de peptideo. O material isolado inclui
peptideo ou proteina in situ em células recombinantes, desde que pelo menos
um componente de seu meio natural nao esteja presente. Geralmente, no
entanto, o peptideo ou proteina isolada sera preparado por pelo menos uma
etapa de purificagao.

"Porcentagem (%) de identidade de sequéncia aminoacido" com
relagdo as sequéncias identificadas no presente pedido & definido como a
porcentagem de residuos de aminoacidos em uma sequéncia candidata que
sdo idénticos aos residuos de aminoacidos na sequéncia de referéncia, apos
alinhamento das sequéncias e introdugdo de gaps, se necessario, para
alcancar a porcentagem maxima de identidade de sequéncia, e nao
considerando qualquer substituicdo conservativa como parte da identidade de
sequéncia. Alinhamento para os propoésitos de determinagéo da porcentagem
de identidade de sequéncia de aminoacido pode ser alcangado de varias
maneiras que estdo dentro da técnica e podem determinar paréametros
apropriados para medicdo de alinhamento, incluindo determinagdo de
algoritmos necessarios para alcangar o maximo alinhamento sobre o
comprimento total das sequéncias sendo comparadas. Para os propdsitos no
presente, os valores de porcentagem de aminoacido idénticos podem ser
obtidos usando-se o programa de computador de comparagédo de sequéncia,

ALIGN-2, que foi desenvolvido pela Genentech, Inc. e o cddigo da fonte do
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qual foi depositado com documentacdo de usuario no US Copyright Office,
Washington, DC, 20559, registrado com base em US Copyright Niumero de
Registro TXU510087. O programa ALIGN-2 esta publicamente disponivel
através da Genentech, Inc., South San Francisco, CA. Todos os parametros
de comparacao de sequéncia sao estabelecidos pelo programa ALIGN-2 e nao
variam.

“Estringéncia” de reagbes de hibridizagdo € determinada de
imediato por um técnico no assunto, e geralmente € um calculo empirico
dependendo do comprimento da sonda, temperatura de lavagem e
concentragao de sal. Em geral, sondas mais longas exigem temperaturas mais
altas para anelamento apropriado, enquanto que sondas mais curtas precisam
de temperaturas mais baixas. A hibridizacdo geralmente depende da
habilidade do DNA denaturado reanelar quando fitas complementares estao
presentes em um ambiente abaixo de sua temperatura de fusdo. Quanto
maior o grau de desejada identidade entre a sonda e sequéncia hibridizavel,
maior a temperatura relativa que pode ser usada. Como um resultado, segue
que temperaturas relativas mais altas tenderiam a fazer as condi¢des da
reagao mais estringentes, enquanto temperaturas mais baixas, menos. Para
detalhes adicionais e explicagdes de estringéncia de reag¢des de hibridizagao,
ver Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience
Publishers, (1995).

"Condigdes de alta estringéncia”, como definido no presente, sao
identificadas por aquelas que: (1) empregam alta forga idnica e alta
temperatura para lavagem, 0,015 M de cloreto de s6dio/0,0015 M de citrato de
s0dio/0,1% de dodecil sulfato de sodio a 50°C; (2) empregam durante a
hibridizagdo um agente denaturante, 50% (v/v) de formamida com 0,1%
albumina de soro bovino/0,1% de Ficoll/0,1% de polivinilpirrolidona/50mM de

tampao fosfato de sédio em pH 6,5 com 750 mM de cloreto de sédio, 75 mM
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de citrato de sédio a 42°C; ou (3) empregam 50% de formamida, 5 x SSC (0,75
M de NaCl, 0,075 M de citrato de sddio), 50 mM de fosfato de sédio (pH 6.8),
0,1% de pirofosfato de sddio, 5 x solugao de Denhardt, DNA de esperma de
salmao sonicado (50 pg/ml), 0.1% de SDS, e 10% de sulfato de dextrana a
42°C, com lavagens a 42°C em 0,2 x SSC (cloreto de sédio/citrato de sodio) e
50% de formamida a 55°C, seguido por uma lavagem de alta estringéncia
consistindo de 0,1 x SSC contendo EDTA a 55°C.

"Condi¢des de estringéncia moderada" podem ser identificadas
como descrito por Sambrook et al., Molecular Cloning._A Laboratory Manual,
Nova York: Cold Spring Harbor Press, 1989, e incluem incubagao durante a
noite a 37°C em uma solugao que compreende: 20% de formamida, 5 x SSC
(150 mM de NaCl, 15 mM de citrato trisédico), 50 mM de fosfato de soédio (pH
7.6), 5 x solugao de Denhardt, 10% de sulfato de dextrana, e 20 mg/ml de DNA
de esperma de salmao cortado denaturado, seguido por lavagem dos filtros em
1 x SSC a aproximadamente 37-50°C. O técnico no assunto ira reconhecer
como ajustar temperatura, forga idnica, etc., conforme necessario para
acomodar fatores tais como comprimento da sonda e similares.

O termo “primer’ ou “primers’ refere-se a sequéncias de
oligonucleotideos que hibridizam a um polinucleotideo alvo RNA ou DNA
complementar e serve como o ponto de inicio para a sintese passo a passo de
um  polinucleotideo de  mononucleotideos pela agdo de uma
nucleotidiltransferase, como ocorre, por exemplo, em uma reagdo em cadeia
da polimerase.

O termo "sequéncias controle" refere-se a sequéncias de DNA
necessarias para a expressdao de uma sequéncia de codificagdo
operacionalmente ligada em um organismo hospedeiro especifico. As
sequéncias controle que sdo adequadas para procariotos, por exemplo,

incluem um promotor, opcionalmente uma sequéncia operadora, e um sitio de
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ligagdo de ribossomo. Células eucariontes sdo conhecidas por utilizar
promotores, sinais de poliadenilagao, e amplificadores.

Acido nucléico esta "operacionalmente ligado" quando é colocado
em uma relagao funcional com outra sequéncia de acido nucléico. Por
exemplo, o DNA para uma pré-sequéncia ou lider secretério esta
operacionalmente ligado ao DNA para um polipeptideo se este & expresso
como uma pré-proteina que participa da secrecao do polipeptideo; um
promotor ou amplificador esta operacionalmente ligado a uma sequéncia de
codificacdo se afeta a transcricdo da sequéncia;, ou um sitio de ligagao de
ribossomo esta operacionalmente ligado a uma sequéncia de codificacdo se
esta posicionado de forma a faciltar a traducéo. Geralmente,
"operacionalmente ligado" significa que as sequéncias de DNA sendo ligadas
sao adjacentes, e, no caso de um lider secretério, adjacentes e na fase de
leitura. No entanto, amplificadores ndo tém que ser adjacentes. A ligacao é
realizada por ligagcdo em sitios de restricdo convenientes. Se tais sitios nao
existem, os adaptadores de oligonucleotideos sintéticos ou ligantes sao usados
de acordo com as praticas convencionais.

“Citotoxicidade mediada por célula dependente de anticorpo” e
“ADCC” referem-se a reagdo mediada por célula na qual células citotdxicas
nao especificas que expressam receptores Fc (FCcRs) (por exemplo, células
Natural Killer (NK), neutréfilos, e macréfagos) reconhecem o anticorpo ligado
na célula atingida e subseqiientemente causam lise da célula alvo. As células
primarias para mediacao de ADCC, células NK, expressam somente FcyRIIl,
enquanto que monocitos expressam FcyRI, FcyRIl e FeyRIIlL. A expressao FcR
em células hematopoiéticas esta resumida na Tabela 3 na pagina 464 de
Ravetch e Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991). Para avaliar atividade
de ADCC de uma molécula de interesse, um ensaio in vitro de ADCC, tal como

descrito na patente US 5.500.362 ou US 5.821.337 pode ser apresentado.
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Células efetoras Uteis para tais ensaios incluem células mononucleares de
sangue periférico (PBMC) e células Natural Killer (NK). Alternativamente, ou
adicionalmente, atividade de ADCC da molécula de interesse pode ser
avaliada in vivo, por exemplo, em um modelo animal tal como divulgado em
Clynes et al. PNAS (USA) 95:652-656 (1998).

“Células efetoras humanas” sao leucécitos que expressam um ou
mais FcRs e desempenham fungdes efetoras. Preferencialmente, as células
expressam pelo menos FcyRIIl e realizam funcao efetora de ADCC. Exemplos
de leucécitos humanos que mediam ADCC incluem células mononucleares de
sangue periférico (PBMC), células Natural Killer (NK), monécitos, células T
citotoxicas e neutrofilos; com PBMCs e células NK sendo preferidas.

Oé termos "receptor Fc" ou “FcR” sao usados para descrever um
receptor que se liga a regiao Fc de um anticorpo. O FcR preferido é um FcR
humano de sequéncia nativa. Além disso, um FcR preferido € aquele que se
liga a um anticorpo IgG (um receptor gama) e inclui subclasses dos receptores
FcyRI, FcyRIl, e FcyRIll, incluindo variantes alélicas e alternativamente formas
unidas destes receptores. Receptores FcyRIl incluem FcyRIIA (um "receptor de
ativagao") e FcyRIIB (um "receptor de inibigao"), que tém sequéncias similares
de aminoacidos que diferem primeiramente nos dominios citoplasmaticos
destes. Receptor de ativagdo FcyRIIA contém um motivo de ativagdo de
imuno-receptor baseado em tirosina (ITAM) em seu dominio citoplasmatico.
Receptor de ativacao FcyRIIA contém um motivo de inibigao de imuno-receptor
baseado em tirosina (ITIM) em seu dominio citoplasmatico. (ver Daéron, Annu.
Rev. Immunol. 15:203-234 (1997)). FcRs foram revisados em Ravetch e Kinet,
Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991); Capel et al., Immunomethods 4:25-34
(1994); e de Haas et al,, J. Lab. Clin. Med. 126:330-41 (1995). Outros FcRs,
incluindo aqueles a serem identificados no futuro, sdo englobados pelo termo

"FcR" no presente pedido. O termo também inclui o receptor neonatal, FcRn,



10

15

20

25

57

que é responsavel por transferir as IgGs maternas para os fetos (Guyer ef al.,
J. Immunol. 117:587 (1976) e Kim et al., J. Immunol. 24:249 (1994)). FcRs no
presente incluem polimorfismos, tal como dimorfismo genético no gene que
codifica FcyRllla resultanto tanto em uma fenilalanina (F) como uma valina (V)
na posicao de aminoacido 158, localizada na posi¢ao do receptor que se liga
ao IgG1. O homozigoto valina FcyRllla (FcyRllla-158V) mostrou ter uma
afinidade maior para IgG1 humano e mediar aumento de ADCC in vitro, relativo
ao homozigoto fenilalanina FcyRIlla (FcyRIlla-158F) ou receptores
heterozigoto (FcyRllla-158F/V).

“Citotoxicidade dependente de complemento” ou “CDC” refere-se
a habilidade de urﬁa molécula lisar um alvo na presenga de complemento. A
via de ativagdo de complemento é iniciada pela ligacao do primeiro
componente do sistema complemento (C1g) a uma molécula complexa (por
exemplo, um anticorpo) com um antigeno cognato. Para avaliar ativagao de
complemento, um teste CDC, por exemplo, como descrito em Gazzano-
Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996), pode ser realizado.

Il. MATERIAIS E METODOS EXEMPLARES DA INVENCAO

Os métodos e testes divulgados no presente pedido sao
direcionados ao exame da expressdao de um ou mais biomarcadores em uma
amostra de célula ou tecido de mamifero, em que a determinagcdo dessa
expressao de um ou mais de tais biomarcadores é preditiva ou indicativa se a
amostra de célula ou tecido sera sensivel a agentes tais como Apo2L/TRAIL
e/ou anticorpos receptores de morte tais como anticorpos agonistas de anti-
DR5 ou anticorpos agonistas de anti-DR4. Os métodos e testes incluem
aqueles que examinam a expressao de membros da familia de moléculas
GalNac-T, incluindo GalNac-T14 e GalNac-T3.

Como discutido acima, existem algumas populagdes de tipo

celulares humanos doentes (tais como certas populagdes de células
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cancerigenas) que sao resistentes a morte celular induzindo efeitos de
Apo2L/TRAIL ou anticorpos receptores de morte. Acredita-se entdo que os
métodos e testes divulgados podem fornecer meios convenientes, eficientes e
de custo potencialmente efetivo para obter dados e informagbes uteis na
avaliacdo apropriada ou terapias eficazes para tratar pacientes. Por exemplo,
um paciente que foi diagnosticado com céncer ou uma condi¢do imune
relacionada poderia realizar uma bidpsia para obter uma amostra de célula ou
tecido, e a amostra poderia ser examinada com o objetivo de realizar varios
testes in vitro para determinar se as células do paciente poderiam ser sensiveis
a um agente terapéutico tal como Apo2l/TRAIL ou anticorpo de receptor de
morte.

A invengao fornece métodos para prever a sensibilidade de uma
amostra de célula ou tecido de mamifero (tal como uma célula cancerigena)
para Apo2L/TRAIL e/ou anticorpo agonista de receptor de morte.
Opcionalmente, uma amostra de célula ou tecido de mamifero & obtida e
examinada para expressao de GalNac-T14. Estes métodos podem ser
conduzidos em uma variedade de formatos de testes, incluindo testes que
detectam mRNA, expressao de proteina (tal como testes imunohistoquimicos)
e testes bioquimicos que detectam UDP-N-acetil-D-galactosamine enzimatica:
polipeptideo de atividade N-acetilgalactosaminiltransferase. A determinagéo da
expressdo de tais biomarcadores GalNac-T14 em ditos tecidos ou células
serdo preditivos de forma que tecidos ou células serdo sensiveis aos efeitos
biolégicos do Apo2L/TRAIL e/ou anticorpo de receptor de morte. A Depositante
descobriu de maneira surpreendente que a expressdo de GalNac-T14 se
correlaciona com a sensibilidade de tais células ou tecidos para Apo2L/TRAIL
e anticorpos agonistas de receptores de morte.

Como discutido abaixo, a expressao de varios biomarcadores tal

como GalNac-T14 em uma amostra pode ser analisada por uma variedade de
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metodologias, muitas das quais sdo conhecidas na técnica e entendidas pelo
técnico no assunto, incluindo mas nao limitadas a, analise imunohistoquimica
e/ou Western, testes quantitativos baseados em sangue (como por exemplo
Soro ELISA) (para examinar, por exemplo, niveis de expressao de proteina),
testes de atividade enzimatica bioquimica, hibridizagao in situ, analise Northern
e/ou andlise PCR de mRNAs, e analise Southern genémica (para examinar,
por exemplo, dele¢ao ou amplificagdo génica), assim como qualquer um de
uma variedade de testes que podem ser realizados por analise arranjo de gene
e/ou tecido. Protocolos tipicos para avaliagdo da situagdo dos genes e
produtos dos genes sao encontrados, por exemplo, em Ausubel et al. eds.,
1995, Current Protocols In Molecular Biology, Unidades 2 (Northern Blotting), 4
(Southern Blotting), 15 (Immunoblotting) e 18 (Analise PCR).

Os protocolos abaixo que relatam a detec¢do de GalNac-T14 em
uma amostra sao fornecidos para propositos ilustrativos.

Métodos opcionais da invengdo incluem protocolos que
examinam ou testam a presencga de GalNac-T14 em uma amostra de célula ou
tecido de mamifero. Uma variedade de métodos para detectar GalNac-T14
pode ser empregado e inclui, por exemplo, andlise imunohistoquimica,
imunoprecipitacdo, analise Western blot, testes de ligagdo molecular, ELISA,
ELIFA, selecao celular ativada por fluorescéncia (FACS) e imunoprecipitagao
seguida por MS, andlise de monossacarideo. Por exemplo, um método
opcional de detecgao da expresséo de GalNac-T14 em um tecido ou amostra
compreende contatar a amostra com um anticorpo anti-GalNac-T14 e entao
detectar a ligagao do anticorpo a GalNac-T14 na amostra.

Em realizagGes especificas da invenc¢do, a expressao de GalNac-
T14 em uma amostra &€ examinada usando-se imunohistoquimica e protocolos
de coloragao. Colorag&o imunohistoquimica de cortes de tecido mostraram ser

um método confiavel de avaliagdo ou detecgdo da presenga de proteinas na
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amostra. Técnicas imunohistoquimicas (“IHC") utilizam um anticorpo para
sondar e visualizar antigenos in situ, geralmente por métodos cromatogénicos
ou fluorescentes.

Para preparagao da amostra, uma amostra de célula ou tecido de
um mamifero (tipicamente um paciente humano) pode ser usada. Exemplos
de amostras incluem, mas nao sao limitados a, células de cancer tais como
célon, mama, prostata, ovario, pulmao, estdbmago, pancreas, linfoma e células
de cancer de leucemia. Opcionalmente, as amostras incluem células de
cancer de pulmao de célula nao pequena, células de cancer pancreatico ou
células de cancer de linfoma nao-Hodgkin. A amostra pode ser obtida por uma
variedade de procedimentos conhecidos na técnica incluindo, mas nao limitado
a excisao cirurgica, aspiracao ou biopsia. O tecido pode ser fresco ou
congelado. Em uma realizagao, a amostra é fixada e embebida em parafina ou
similar.

A amostra de tecido pode ser fixada (isto &, preservada) por
metodologia convencional (Ver, por exemplo, “Manual of Histological
Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology”, 3° edigéo
(1960) Lee G. Luna, HT (ASCP) Editor, The Blakston Division McGraw-Hill
Book Company, Nova York; The Armed Forces Institute of Pathology
Advanced Laboratory Methods in Histology and Pathology (1994) Ulreka V.
Mikel, Editor, Armed Forces Institute of Pathology, American Registry of
Pathology, Washington, D.C.). Um técnico no assunto ira apreciar que a
escolha de um fixador seja determinada para os propdsitos para que a
amostra seja histologicamente corada ou analisada de outra forma. Um
técnico no assunto ira também apreciar que a extensao da fixagao dependa
do tamanho da amostra de tecido e do fixador utilizado. A titulo de
exemplo, formalina tamponada neutra, de Bouin ou paraformaldeido,

podem ser usados para fixar uma amostra.
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Geralmente, a amostra €, em primeiro lugar, fixada e é entéo
desidratada por meio de uma sequéncia ascendente de alcoois, infiitrada e
embebida com parafina ou outro meio de corte de forma que a amostra de
tecido possa ser seccionada. Alternativamente, pode-se cortar o tecido e
fixar os cortes obtidos. A titulo de exemplo, a amostra de tecido pode ser
embebida e processada em parafina por metodologia convencional (ver, por
exemplo, “Manual of Histological Staining Method of the Armed Forces
Institute of Pathology", acima). Exemplos de parafina que podem ser
usadas incluem, mas nao estao limitados a, Paraplast, Broloid, e
Tissuemay. Uma vez que a amostra, estd embebida, a amostra pode ser
seccionada por um micrétomo ou similar (ver, por exemplo, “Manual of
Histological Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology",
acima). A titulo de exemplo para este procedimento, os cortes podem
variar de aproximadamente trés a aproximadamente cinco microns em
espessura. Uma vez seccionados, os cortes podem ser anexados a
laminas por diversos métodos padroes. Exemplos de placas adesivas
incluem, mas nao estao limitadas a, silano, gelatina, poli-L-lisina e
similares. A titulo de exemplo, os cortes embebidos em parafina podem ser
anexados a laminas carregadas positivamente e/ou laminas revestidas com
poli-L-lisina.

Se a parafina foi usada como material de embebimento, os cortes
de tecido sdo geralmente desparafinados e reidratados em agua. Os cortes de
tecido podem ser desparafinados por diversas metodologias padrao
convencionais. Por exemplo, xilenos e sequéncias decrescentes de alcodis
podem ser usados (ver, por exemplo, “Manual of Histological Staining Method
of the Armed Forces Institute of Pathology", acima). Alternativamente, agentes
nao organicos desparafinantes disponiveis comercialmente tal como Hemo-

De7 (CMS, Houston, Texas) podem ser usados.
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Opcionalmente, apds a preparacdo da amostra, um corte pode
ser analisado usando-se IHC. IHC pode ser realizado em combinagdo com
técnicas adicionais tais como coloragao morfoldégica e/ou hibridizagao
fluorescente in situ. Dois métodos gerais de IHC estao disponiveis; testes
diretos e indiretos. De acordo com o primeiro teste, a ligagao do anticorpo
ao antigeno alvo (por exemplo, GalNac-T14) é determinada diretamente.
Este teste direto usa um reagente marcado, tal como uma marcagéao
fluorescente ou um anticorpo primario marcado com uma enzima, que pode
ser visualizado sem interagbes de anticorpos adicionais. Em um teste
indireto tipico, o anticorpo primario nao conjugado se liga ao antigeno e
entdo um anticorpo secundario marcado se liga ao anticorpo primario.
Onde o anticorpo secundario é conjugado a um marcador enzimatico, um
substrato cromatogénico ou fluorogénico ¢é adicionado para fornecer
visualizagdo do antigeno. A amplificagdo de sinal ocorre porque diversos
anticorpos secundarios podem reagir com diferentes epitopos no anticorpo
primario.

O anticorpo  primario e/lou secundario usado para
imunohistoquimica tipicamente sera marcado com um componente detectavel.
Diversos marcadores estao disponiveis, as quais podem ser agrupadas nas
seguintes categorias:

(a) Radioisétopos, tais como *S, MC, |, °H, e Pl ©
anticorpo pode ser marcado com radioisétopo usando-se técnicas descritas em
Current Protocols in Immunology, Volumes 1 e 2, Coligen et al., Ed. Wiley-
Interscience, Nova York, Pubs. (1991) por exemplo, e a radioatividade pode ser
medida usando-se contagem cintilante.

(b)  Particulas de ouro coloidais.

(c) Marcadores fluorescentes incluem, mas nao estao

limitadas a, quelatos de raros-terra (quelatos eurdpio), Texas Red,
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rodamina, fluorescina, dansil, Lisamina, umbelifero, ficocriterina, ficocianina
ou fluoréforos disponiveis comercialmente tais como SPECTRUM
ORANGE7 e SPECTRUM GREENT7 e/ou derivados de qualquer um dos
acima. Os marcadores fluorescentes podem ser conjugadas ao anticorpo
usando-se técnicas divulgadas em Current Protocols in Immunology, acima,
por exemplo. A fluorescéncia pode ser quantificada usando-se um
fluorimetro.

(d)  Varios marcadores enzima-substrato estao disponiveis e
a patente US 4.275.149 fornece uma revisdo de alguns destes. A enzima
geralmente catalisa uma alteragado quimica do substrato cromatogénico que
pode ser medida usando-se varias técnicas. Por exemplo, a enzima pode
catalisar uma alteracdo de cor em um substrato que pode ser medido
espectrofotometricamente. Alternativamente, a enzima pode alterar a
fluorescéncia ou quimioluminescéncia do substrato. Técnicas para
quantificar uma alteragao na fluorescéncia estdao descritas acima. O
substrato quimioluminescente torna-se eletronicamente excitado por uma
reagao quimica e pode entao emitir luz, a qual pode ser medida (usando-se
um quimioluminédmetro, por exemplo) ou doando energia a um receptor
fluorescente. Exemplos de marcadores enzimaticos incluem luciferases (por
exemplo, luciferase de vagalume e luciferase de bactérias; patente US
4.737.456), luciferina, 2,3-desidroftalazinedionas, malato desidrogenase,
urease, peroxidase tal como peroxidase de rabano silvestre (horseradish)
(HRPO), fosfatase alcalina. p-galactosidase, glucoamilase, lisozima,
sacarideos oxidases (por exemplo, glicose oxidase, galactose oxidase, e
glicose-6-fosfate desidrogenase), oxidases heterociclicas (tais como uricase
e xantina oxidase), lactoperoxidase, microperoxidase e similares. Técnicas
para conjugar enzimas a anticorpos estao descritas em O'Sullivan et al,

Methods for the Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for use in
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Enzyme Immunoassay, in Methods in Enzym. (ed. J. Langone & H. Van
Vunakis), Academic press, Nova York, 73:147-166 (1981).

Exemplos de combinagdes enzima-substrato incluem, por
exemplo:

(1) Peroxidase de rabano silvestre (HRPO) com peroxidase
hidrogenada como um substrato, em que a peroxidase hidrogenada.oxida um
precursor de cor (por exemplo, ortofenileno diamina (OPD) ou 3,3'5,5-
tetrametil benzidina hidrocloreto (TMB));

(ii) fosfatase alcalina (AP) com para-Nitrofenil fosfato como
substrato cromatogénico; e

(i)  p-D-galactosidase  (B-D-Gal) com um  substrato
cromatogénico (por exemplo, p-nitrofenil-B-D-galactosidase) ou substrato
fluorogénico (por exemplo, 4-metilumbeliferil-B-D-galactosidase).

Diversas outras combinag¢gdes enzima-substrato estao disponiveis
para aqueles técnicos no assunto. Para revisao destas, ver, por exemplo,
patentes US 4.275.149 e US 4.318.980. Algumas vezes, o marcador é
indiretamente conjugado com o anticorpo. Um técnico no assunto pode ter
conhecimento de diversas técnicas para alcangar isto. Por exemplo, o
anticorpo pode ser conjugado com biotina e qualquer uma das quatro amplas
categorias de marcadores mencionados acima podem ser conjugados com
avidina ou vice-versa. Biotina liga-se seletivamente a avidina e entao, o
marcador pode ser conjugado com o anticorpo desta maneira indireta.
Alternativamente, para alcancar conjugacao indireta do marcador com o
anticorpo, o anticorpo & conjugado com um pequeno hapteno, e um dos
diferentes tipos de marcadores mencionados acima €& conjugado com um
anticorpo anti-hapteno. Entao, conjugacao indireta do marcador com o
anticorpo pode ser alcangada.

Com excecao da preparagdo da amostra dos procedimentos
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discutidos acima, além disso, tratamento do corte do tecido anterior a, durante
ou seguindo IHC pode ser desejado, por exemplo, métodos de recuperagao de
epitopo, tal como aquecimento da amostra de tecido em tampao citrato pode
ser realizado (ver, por exemplo, Leong et al. Appl. Immunohistochem. 4(3):201
(1996)).

Seguindo uma etapa de bloqueio opcional, o corte de tecido é
exposto a anticorpo primario por um periodo de tempo suficiente e sob
condicbes adequadas tal como o anticorpo primario liga-se ao antigeno de
proteina alvo na amostra de tecido. Condigbes apropriadas para alcangar isto
podem ser determinadas por experimento de rotina. A extensdo de ligacédo de
anticorpo para a amostra € determinada pelo uso de qualquer um dos
marcadores detectaveis discutidos acima. Preferivelmente, o marcador € um
marcador enzimatico (por exemplo, HRPO) que cataliza uma alteragao quimica
do substrato cromatogénico tal como 3,3"-diaminobenzidina cromaégeno.
Preferivelmente o marcador enzimatica é conjugado ao anticorpo que se liga
especificamente ao anticorpo primario (por exemplo, o anticorpo primario é
anticorpo policlonal de coelho e anticorpo secundario é anticorpo anti-coelho
de cabra).

Opcionalmente, os anticorpos empregados na anadlise de IHC
para detectar expressdo de GalNac-T14 sao anticorpos anti-GalNac-T14.
Alternativamente, anticorpos para outros antigenos GalNac-T que tém
interacdo com GalNac-T14 podem ser empregados. Opcionalmente, o
anticorpo anti-GalNac-T14 & um anticorpo monoclonal.

Espécimes deste modo preparadas podem ser montadas e
cobertas com vidro. Avaliagdo da lamina é entdo determinada, por exemplo,
usando-se um microscopio, e critério de intensidade de coloragéo,
rotineiramente usado na técnica, pode ser empregado. Critério de intensidade

de coloragao pode ser avaliado como segue:
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TABELA 1
Padrao de Coloragao Pontuagao
Nenhuma coloragao é observada nas células. 0
Coloracgao fraca/dificilmente perceptivel é detectada em 1+

mais que 10% das células.

Coloracao fraca a moderada é observada em mais que 2+

10% das células.

Coloragdo moderada a forte é observada em mais que 3+

10% das células.

Tipicamente, uma pontuagcao padrao de coloragdo de
aproximadamente 2+ ou superior em tal teste IHC, acredita-se ser preditiva ou
indicativa de sensibilidade de uma célula de mamifero (tal como uma célula
cancerigena de mamifero) a Apo2L/TRAIL ou um anticorpo agonista de
receptor de morte.

Em métodos alternativos, a amostra pode ser contatada com um
anticorpo especifico para dito marcador sob condigbes suficientes para um
complexo anticorpo-biomarcador formar e entdo detectar dito complexo. A
presenca do biomarcador pode ser realizada de diversas maneiras, tal como
por Western blotting (com ou sem imunopreciptagao) e procedimentos de
ELISA para testar uma ampla variedade de tecidos e amostras, incluindo
plasma ou soro. Uma ampla variedade de técnicas de imunoensaio usando tal
formato de teste esta disponivel, ver, por exemplo, patentes US 4.016.043, US
4424279 e US 4.018.653. Estes incluem tanto testes de sitio unico e dois
sitios como "sanduiche" de tipos ndo competitivos, assim como nos testes de
ligagdo competitivos tradicionais. Estes testes também incluem ligagéo direta
de um anticorpo marcado a um biomarcador alvo.

Testes sanduiche estdo entre os testes mais funcionais e

frequentemente usados. Existem inUmeras variagbes da técnica de teste
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sanduiche, e todas tém a intencdo de ser engobladas pela presente invengao.
Resumidamente, em um teste avangado tipico, um anticorpo nao marcado &
imobilizado em um substrato sélido, e a amostra a ser testada trazida em
contato com a molécula ligada. Apds um periodo adequado de incubagao, por
um periodo de tempo suficiente para permitir formagao de um complexo
anticorpo-antigeno, um segundo anticorpo especifico ao antigeno, marcado
com uma molécula reporter capaz de produzir um sinal detectavel € entao
adicionada e incubada, permitindo tempo suficiente para a formagao de outro
complexo de anticorpo anticorpo-antigeno-marcador. Qualquer material nao
relacionado é tirado lavado, e a presenga do antigeno é determinada por
observacdao de um sinal produzido pela molécula reporter. Os resultados
podem ser tanto qualitativos, pela simples observagao do sinal visivel, como
podem ser quantificados pela comparagao com a amostra controle que contém
guantidades conhecidas de biomarcador.

Variagdes nos testes avangados incluem um teste simultaneo, no
qual ambos, amostra e anticorpo marcado sao adicionados simultaneamente
ao anticorpo ligado. Estas técnicas sao bem conhecidas pelos técnicos no
assunto, incluindo qualquer variagdo menor a medida que seria visivel de
imediato. Em um teste sanduiche avangado tipico, um primeiro anticorpo
tendo especificidade para o biomarcador € tanto ligado covalentemente como
de forma passiva a uma superficie sélida. A superficie sélida é tipicamente
vidro ou um polimero, a mais comumente usada polimeros sendo celulose,
poliacrilamida, nylon, poliestireno, cloreto de polivinil ou polipropileno. O
suporte soélido pode ser na forma de tubos, gotas, discos de microplacas, ou
qualquer outra superficie adequada para conduzir um imunoensaio. Os
processos de ligagdo sdo bem conhecidos na técnica e geralmente consiste de
interligagdo de ligacao covalente ou adsorgao fisica, o complexo polimero-

anticorpo € lavado em preparagdao para a amostra teste. Uma aliquota da
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7

amostra a ser testada é entao adicionada ao complexo de fase soélida e
incubada por um periodo de tempo suficiente (por exemplo, 2-40 minutos ou
durante a noite se mais conveniente) e sob condigbes adequadas (por
exemplo, desde temperatura ambiente a 40°C assim como entre 25° C e 32° C
inclusive) para permitir ligagao de qualquer subunidade presente no anticorpo.
Seguindo o periodo de incubagéao, a subunidade de anticorpo de fase sélida &
lavada e seca e incubada com um segundo anticorpo especifico para uma
por¢ao do biomarcador. O segundo anticorpo é ligado a uma molécula repoérter
que € usado para indicar a ligagao do segundo anticorpo ao marcador
molecular.

Um método alternativo envolve imobilizagao de biomarcadores
alvo na amostra e entao exposigdo ao alvo imobilizado para anticorpo
especifico o qual pode ou nao pode ser marcado com uma molécula repérter.
Dependendo da quantidade de alvo e a forga do sinal da molécula repérter, um
alvo ligado pode ser detectavel por marcagao direta com o anticorpo.
Alternativamente, um segundo anticorpo marcado, especifico para o primeiro
anticorpo é exposto ao complexo anticorpo alvo-primario para formar um
complexo anticorpo terciario anticorpo-secundario alvo-primario. O complexo &
detectado pelo sinal emitido pela molécula repérter. Por “molécula reporter”
como usado no presente relatério descritivo, entende-se uma molécula a qual,
pela natureza quimica, fornece um sinal identificavel analicamente o qual
permite a detecgdo de anticorpo antigeno ligado. As moléculas reporteres
mais comumente usadas neste tipo de teste sdo tanto enzimas, fluoréforos
como moléculas contendo radionuclideo (isto &, radioisétopos) e moléculas
quimioluminescentes.

No caso de um imunoensaio de enzima, uma enzima é conjugada
ao segundo anticorpo, geralmente por meio de glutaraldeido ou periodato.

Como sera reconhecido prontamente, no entanto, uma ampla variedade de
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técnicas de conjugacao diferente, as quais estdo prontamente disponiveis para
o técnico no assunto. Freqientemente enzimas usadas incluem peroxidase de
rabano silvestre, glicose oxidase, galactosidase e fosfatase alcalina, entre
outras. Os substratos a serem usados com as enzimas especificas sao
geralmente escolhidos para a produgdo, sob hidrélise pela correspondente
enzima, de uma alteragdo de cor detectavel Exemplos de enzimas adequadas
incluem fosfatase alcalina e peroxidase. E possivel também empregar
substratos fluorogénicos, que rende um produto fluorescente ao invés de
substratos cromogénicos apontados acima. Em todos os casos, o anticorpo
enzima marcada é adicionado ao primeiro complexo anticorpo marcador
molecular, permitida a ligacéo, e entdo o excesso de reagente é lavado. Uma
solugdo contendo o substrato apropriado € entdo adicionada ao complexo de
anticorpo-antigeno anticorpo. O substrato ira reagir com a enzima ligada ao
segundo anticorpo, dando um sinal visual qualitativo, que pode ser também
quantificado, usualmente, espectropotometricamente, dar uma indicagdo da
quantidade de biomarcador que estava presente na amostra.
Alternativamente, compostos fluorescentes, tais como fluoresceina e rodamina,
podem ser quimicamente acoplados aos anticorpos sem alterar suas
capacidades de ligagdo. Quando ativado por iluminagdo com luz de um
comprimento de onda especifico, o anticorpo marcado com fluorocromo
adsorve a energia da luz, incluindo um estado para excitabilidade na molécula,
seguido por emissdao da luz em uma caracteristica de cor detectavel
visualmente com um microscépio de luz. Como no EIA, o anticorpo marcado
fluorescente é permitido ligar-se ao primeiro complexo anticorpo-marcador
molecular. Apéds lavagem do reagente ndo ligado, o complexo terciario
remanescente é entao exposto a luz do comprimento de onda apropriado, a
fluorescéncia observada indica a presenga do marcador molecular de

interesse. Imunofluorescéncia e técnicas EIA sdo ambas muito bem
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conhecidas na técnica. No entanto, outra molécula reporter, tal como
radioisétopo, molécula quimioiluminescente ou bioluminescente, podem ser
empregadas.

E contemplada que as técnicas acima descritas também podem
ser empregadas para detectar expressao de GalNac-T14.

Métodos da invengdo, além disto, incluem protocolos que
examinam a presenca e/ou expressdao de mRNA de GalNac-T14 em uma
amostra de célula ou tecido. Métodos para a avaliagdo de mRNAs em células
sao bem conhecidos e incluem, por exemplo, testes de hibridizagcdo usando-se
sondas de DNA complementares (tal como hibridizagdo in situ usando-se
ribosondas GalNac-T14 marcadas, Northern blot e técnicas relacionadas) e
diversos testes de amplificagao de acido nucléico (tal como RT-PCR usando-se
primers complementares para GalNac-T14, e outros métodos de detecgao tipo
amplificagdo, tais como, por exemplo, DNA ramificado, SISBA, TMA e
similares).

Amostras de células ou tecidos de mamiferos podem ser
convenientemente testadas por, por exemplo, mRNAs de GalNac-T14 usando-
se analise Northern, dot blot ou PCR. Por exemplo, testes RT-PCR tal como
testes PCR quantitativos sdo bem conhecidos na técnica. Em uma realizagao
ilustrativa da invengao, um método para detectar um mRNA de GalNac-T14 em
uma amostra biolégica compreende produzir cDNA a partir da amostra por
transcricdo reversa usando-se pelo menos um primer, amplificando o cDNA
entao produzido usando-se um polinucleotideo GalNac-T14 como primer sense
e antisense para amplificar cDONAs de GalNac-T14 neste; e detectar a
presenga do cDNA de GalNac-T14 amplificado. Além disso, tais métodos
podem incluir uma ou mais etapas que permitem alguém determinar os niveis
de mRNA de GalNac-T14 em uma amostra biolégica (por exemplo,

simultaneamente examinando os niveis de uma seqiiéncia mMRNA controle



10

15

20

25

71

comparativa de um gene “housekeeping” tal como um membro da familia
actina). Opcionalmente, a seqiiéncia do cDNA de GalNac-T14 amplificado
pode ser determinada.

Realizagbes materiais deste aspecto da invengao incluem primers
GalNac-14 e pares de primer, que permitem a amplificacdo especifica dos
polinucleotideos da invencao ou de qualquer parte especifica disso, e sondas
que hibridizam seletivamente ou especificamente moléculas de acido nucléico
da invenc¢éo ou qualquer parte disso. Sondas podem ser marcadas com um
marcador detectavel, tais como, por exemplo, um radioisétopo, composto
fluorescente, composto bioluminescente, um composto quimioluminescente,
quelante de metal ou enzima. Tais sondas e primers podem ser usados para
detectar a presenca de polinucleotideos GalNac-T14 em uma amostra e como
um meio para detectar uma célula que expressa proteinas GalNac-T14. Como
seria entendido pelo técnico no assunto, um grande numero de diferentes
primers e sondas podem ser preparados baseados nas sequéncias fornecidas
no presente e usados efetivamente para amplificar, clonar e/ou determinar a
presenca e/ou niveis de mMRNAs de GalNac-T14.

Opcionalmente métodos da invenc¢do incluem protocolos que
examinam ou detectam mRNAs, tal como mRNAs de GalNac-T14, em uma
amostra de célula ou tecido por tecnologias de microarranjo. Usando-se
microarranjos de acido nucléico, amostras de teste e controle de mRNA de
amostras de tecido de teste e controle sdo transcritas inversamente e
marcadas para gerar sondas de cDNA. As sondas sao entao hibridizadas para
um arranjo de acidos nucléicos imobilizados em um suporte sélido. O arranjo é
configurado de forma que a sequéncia e posi¢cdo de cada membro do arranjo
seja conhecida. Por exemplo, uma selegdo de genes que tem potencial para
ser expresso certos estados da doenga pode ser arranjada em um suporte

solido. Hibridizagdo de uma sonda marcada com um membro do arranjo
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especifico indica que a amostra a partir da qual a sonda foi derivada expressa
esse gene. A analise de expressdo génica diferente do tecido doente pode
fornecer informagbes valiosas. A tecnologia de microarranjo utiliza técnicas de
hibridizagdo e tecnologia de computador para avaliar o perfil de expressao de
mRNA de milhares de genes dentro de um unico experimento. (ver, por
exemplo, documento WO 01/75166 publicado em 11 de outubro de 2001; (ver,
por exemplo, patente US 5.700.637, patente US 5.445934 e patente US
5.807.522, Lockart, Nature Biotechnology, 14:1675-1680 (1996); Cheung, V.G.
et al, Nature Genetics 21(Suppl):15-19 (1999) para uma discussao de
fabricagdo de arranjos ). Microarranjos de DNA s&o arranjos miniatura que
contém fragmentos de gene que sao tanto sintetizados diretamente sobre ou
ponteados em vidro ou outros substratos. Milhares de genes sao usualmente
representados em um unico arranjo. Um experimento de microarranjo tipico
envolve as seguintes etapas: 1. preparagao de alvo marcado de forma
fluorescente a partir de RNA isolado da amostra, 2. hibridizagao do alvo
marcado do microarranjo, 3. lavagem, coloragao e escaneamento do arranjo, 4.
analise da imagem escaneada e 5. geragao de perfis de expressao génica.
Atualmente dois tipos principais de microarranjos de DNA estdo sendo
utilizados. arranjos de oligonucleotideos (usualmente 25 a 70 mers) e arranjos
de expressao génica contendo produtos PCR preparados a partir de cDNAs.
Na formagdao de um arranjo, os oligonucleotideos podem tanto ser pré-
fabricados e ponteados na superficie ou sintetizados diretamente na superficie
sélida (in situ).

O sistema Affymetrix GeneChip® é um sistema de microarranjo
disponivel comercialmente que compreende arranjos fabricados pela sintese
direta de oligonucleotideos em uma superficie de vidro. Arranjos Sonda/Gene:
Oligonucleotideos, usualmente 25 mers, sao diretamente sintetizados em uma

lamina de vidro por uma combinagdo de fotolitografia baseada em
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semicondutor e tecnologias de sintese quimica de fase sélida. Cada arranjo
contém até 400.000 diferentes oligos e cada oligo esta presente em milhdes de
copias. Visto que sondas de oligonucleotideo sao sintetizadas em locais
conhecidos no arranjo, os padroes de hibridizacdo e intensidade de sinal
podem ser interpretados em termos de identidade génica e niveis de
expressao relativa pelo programa Integrado de Microarranjo Affymetrix. Cada
gene € representado no arranjo por uma série de diferentes sondas de
oligonucleotideo. Cada par de sonda consiste de uma combinacgao perfeita de
oligonucleotideo e uma combinagdo mal sucedida de oligonucleotideo. Uma
sonda de combinagao perfeita tem uma sequéncia exatamente complementar
para o gene especifico e entdo mede a expressdo do gene. A sonda de
combinagdo mal sucedida difere daquela de combinagao perfeita por uma
Unica substituicdo de base na posi¢ao de base central, atrapalhando a ligagao
do gene alvo transcrito. Isto ajuda a determinar a hibridizagdo antecedente e
nao especifica que contribui para o sinal medido para o oligo de combinagao
perfeita. O programa Integrado de Microarranjo diminui a intensidade de
hibridizagao das sondas de combinagdo mal sucedida daquelas das sondas de
combinacdo perfeita para determinar o valor de intensidade absoluta ou
especifica para cada conjunto de sonda. As sondas sdo escolhidas baseadas
em informagao atual a partir do Genbank e outros repertérios de nucleotideo.
Acredita-se que as sequéncias reconhe¢cam regiées exclusivas da terminagao
3" do gene. Um forno de hibridizagdo GeneChip (forno “grelha”) € usado para
realizar a hibridizagdo de até 64 arranjos ao mesmo tempo. A estacdo de
fluidos executa lavagem e coloragdo dos arranjos de sonda. Isto é
completamente automatizado e contém quatro médulos, com cada modulo
contendo um arranjo de sonda. Cada médulo é controlado independentemente
por meio do programa Integrado de Microarranjo usando protocolos de fluidos

programados. O scanner € um scanner de fluorescéncia a laser com o mesmo
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foco que mede a intensidade de fluorescéncia emitida pelo cRNA marcado
ligado aos arranjos de sonda. A estagado de trabalho de computador com o
programa Integrado de Microarranjo controla a estacao de fluidos e o scanner.
O programa Integrado de Microarranjo pode controlar até oito estagbes de
fluidos usando hibridizagdo pré-programada, lavagem e protocolos de
coloragao para o arranjo de sonda. O programa também adquire e converte
dados de intensidade de hibridizagdo em uma presencga/auséncia de
convocagao para cada gene usando algoritmos apropriados. Finalmente, o
programa detecta alteracbes na expressao génica entre experimentos pela
andlise de comparacéao e formata a produtividade em arquivos .txt, que podem
ser usados com outros programas de computador para analise de dados
adicionais.

Teste de hibridizacao in situ fluorescente (FISH) pode também ser
usado para detectar expressao do biomarcador mRNA usando-se sondas
marcadas. Tais testes sdo conhecidos na técnica (ver, por exemplo,
Kallioniemi, 1992; patente US 6.358.682).

A expressao de um biomarcador selecionado pode também ser
avaliada por exame de delegao de gene ou amplificagdo de gene. Delegao ou
amplificacao de gene pode ser medida por qualquer um de uma ampla
variedade de protocolos conhecidos na técnica, por exemplo, por Southern
blotting convencional, Northern blotting para quantificar a transcricdo de mRNA
(Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:5201-5205 (1980)), dot blotting
(analise de DNA), ou hibridizagao in situ (por exemplo, FISH), usando-se uma
sonda marcada apropriadamente, métodos de citogenética ou hibridizagdo
gendmica comparativa (CGH) wusando-se uma sonda marcada
apropriadamente. A titulo de exemplo, estes métodos podem ser empregados
para detectar delecao de amplificagao de genes GalNac-T14.

Adicionalmente, pode-se examinar a posigdo de metilagdo do



10

15

20

25

75

biomarcador, tal como gene GalNac-T14, em uma amostra de célula ou tecido.
Desmetilagao anormal e/ou hipermetilacdo de ilhas CpG nas regides
regulatérias 5' do gene freqlientemente ocorrem em células imortalizadas e
transformadas, e podem resultar em alteragdo de expressao de varios genes.
Uma variedade de testes para exame de posicao de metilagdo de um gene é
bem conhecida na técnica. Por exemplo, pode-se utilizar, na abordagem de
hibridizagcdo Southern, enzimas de restricdo sensiveis a metilagdo que nao
podem clivar sequéncias que contém sitios CpG metilados para avaliar a
posicao de metilacao de ilhas CpG. Além disso, MSP (PCR especifico para
metilacao) pode rapidamente tragar o perfil da posi¢cao de metilacao de todos
os sitios CpG presentes em uma ilha CpG de um dado gene. Este
procedimento envolve modificagao inicial de DNA por bissulfito de s6dio (que
ira converter todas citocinas nao metiladas em uracit) seguido por amplificagao
usando-se primers especificos para DNA metilado versus nao metilado.
Protocolos envolvendo interferéncia de metilagdo podem também ser
encontrados, por exemplo, em Current Protocols In Molecular Biology, Unit 12,
Frederick M. Ausubel et al. eds., 1995; De Marzo et al., Am. J. Pathol. 155(6):
1985-1992 (1999); Brooks et al., Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev., 1998,
7:531-536); e Lethe et al., Int. J. Cancer 76(6): 903-908 (1998).

Expressao de GalNac-T14 em uma amostra de célula ou tecido
pode também ser examinada a titulo de testes baseados na atividade ou
funcionais. Por exemplo, pode-se conduzir testes conhecidos na técnica para
determinar ou detectar a presenga de dada atividade N-
aetilgalactosaminiltransferase enzimatica na amostra de célula ou tecido. (ver,
por exemplo, Bennett et al., J. Biol. Chem., 271:17006-17012 (1996); Wang et
al., BBRC, 300:738-744 (2003); Hang et al., acima, disponivel em maio de
2005 em www.sciencedirect.com.

Nos meétodos da presente invengdo, € contemplada que a
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amostra de célula ou tecido pode também ser examinada para a expressao de
Apo2L/TRAIL ou receptores na amostra que se liga ao Apo2L/ TRAIL ou
anticorpo de receptor de morte. Conforme descrito acima e na técnica,
acredita-se atualmente que Apo2L/TRAIL liga-se a pelo menos cinco diferentes
receptores: DR4, DR5, DcR1, DcR2 e OPG. Usando-se métodos conhecidos
na técnica, incluindo aqueles descritos no presente, a expressdo de
Apo2L/TRAIL, DR4, DR5, DcR1, DcR2 e/ou OPG pode ser detectada nos
niveis de mMRNA e nos niveis de proteina. A titulo de exemplo, as técnicas IHC
descritas acima podem ser empregadas para detectar a presenga de um dos
membros de tais moléculas na amostra. E contemplado que em métodos em
que um tecido ou amostra estd sendo examinado nao somente para a
presenca de marcador GalNac-T14, mas também para a presenga, por
exemplo, de DR4, DR5 ou DcR1, laminas separadas podem ser preparadas a
partir do mesmo tecido ou amostra, e cada lamina testada com um reagente
especifico para cada biomarcador ou receptor especifico. Alternativamente,
uma Unica lamina pode ser preparada a partir da amostra de célula ou tecido, e
anticorpos direcionados para cada biomarcador ou receptor podem ser usados
na conexao com um pfotocolo de coloragao multicor para permitir visualizagao
e deteccgao dos respectivos biomarcadores ou receptores.

Apods a determinagédo que a amostra de célula ou tecido expressa
GalNac-T14 indicando que a amostra de célula ou tecido sera sensivel a
Apo2L/TRAIL ou anticorpo de receptor de morte, € contemplado que uma
quantidade eficaz do Apo2L/TRAIL ou anticorpo de receptor de morte pode ser
administrado a um mamifero para tratar uma disfungao, tal como cancer ou
disfuncdo imune relacionada que aflige o mamifero. O diagnédstico de varias
condi¢des patologicas em mamiferos descritas no presente pode ser feito por
médicos técnicos no assunto. Técnicas de diagndstico que estao disponiveis

na técnica permitem, por exemplo, o diagnéstico ou detecgdo de cancer ou
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doenca imune relacionada em um mamifero. Por exemplo, canceres podem
ser identificados por meio de técnicas, incluindo mas nao limitado a, palpagao,
analise de sangue, raio X, NMR e similares. Doeng¢as imune relacionadas
podem também ser facilmente identificadas.

O Apo2L/TRAIL ou anticorpo de receptor de morte pode ser
administrado de acordo com métodos conhecidos, tal como administragao
intravenosa como um bolus ou por infusdo continua por um periodo de tempo,
por rotas intramuscular, intraperitoneal, intracerobroespinhal, subcutanea, intra-
articular, intrasinovial, intratecal, oral, tépica, ou inalagao. Opcionalmente, a
administracdo pode ser realizada através de mini-bomba de infusao usando-se
varios dispositivos disponiveis comercialmente.

Dosagens eficazes e programagao para administracdo de
Apo2L/TRAIL ou anticorpo receptor de morte pode ser determinada
empiricamente, e tais determinacdées estao dentro do estado da técnica.
Dosagens unicas ou multiplas podem ser empregadas. Acredita-se atualmente
que uma dosagem eficaz ou quantidade de Apo2L/TRAIL usado sozinho possa
variar de aproximadamente 1 mg/kg a cerca de 100 mg/kg do peso corporal ou
mais por dia. Escalas de dosagens entre espécies podem ser preparadas de
um modo conhecido na técnica, por exemplo, como divulgado em Mordenti et
al., Pharmaceut. Res., 8:1351 (1991).

Quando administragao in vivo de Apo2L/TRAIL & empregada,
quantidades normais de dosagem podem variar de aproximadamente 10 ng/kg
até 100 mg/kg de peso corporal do mamifero ou mais por dia, preferivelmente
cerca de 1 pg/kg/dia a 10 mg/kg/dia, dependendo da rota de administragéao.
Orientagbes para dosagens especificas e métodos de entrega sao fornecidos
na literatura; ver, por exemplo, patente US 4.657.760; US 5.206.344; ou US
5.225.212. E antecipado que diferentes formulagbes serdao eficazes para

diferentes compostos do tratamento e diferentes disfungdes, que a
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administracdo que atinge um 6rgao ou tecido, por exemplo, pode necessitar
distribuicdo de um modo diferente daquela para outro érgéo ou tecido.

E contemplado que terapias adicionais ainda podem ser
empregadas nos métodos. Uma ou mais outras terapias podem incluir, mas
ndo estao limitadas a, administragdo de terapia de radiagdo, citocina(s),
agente(s) inibitorio de crescimento, agente(s) quimioteratipo(s), agente(s)
citotoxico(s), inibidores tirosina quinase, inibidores ras farnesil transferase,
inibidores de angiogénese, e inibidores quinase dependente de ciclina que séo
conhecidos na técnica e, além disso, definidos com particularidade acima. E
contemplado que tais outras terapias podem ser empregadas como um agente
separado do Apo2L/TRAIL ou anticorpo de receptor de morte. Além disso,
terapias baseadas em anticorpo terapéuticos que atingem antigenos de tumor
tal como Rituxan™ ou HerceptinmI como também anticorpos anti-angiogénicos
tal como anti-VEGF.

Preparagdo e programacao de dosagens para agentes
quimioteratipos podem ser usadas de acordo com instrugées do fabricante ou
como determinado empiricamente por um técnico no assunto. A preparagao e
programacgao de dosagens para tal quimioterapia estao também descritas em
Chemotherapy Service Ed., M.C. Perry, Wiliams & Wilkins, Baltimore, MD
(1992). O agente quimioteratipo pode preceder, ou seguir administracdo do
Apo2L/TRAIL, anticorpo receptor de morte, e/lou pode ser dado
simultaneamente com estes.

Pode ser também desejavel administrar anticorpos contra outros
antigenos, tal como anticorpos que se ligam a CD20, CD11a, CD18, ErbB2,
EGFR, ErbB3, ErbB4, ou fator endotelial vascular (VEGF) ou outros membros
da familia TNFR (tais como OPG, TNFR1, TNFR2, GITR, Apo-3, TACL, BCMA,
BR3) Alternativamente, ou além disso, dois ou mais anticorpos que se ligam

ao mesmo, ou dois ou mais antigenos diferentes divulgados no presente
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podem ser co-administrados ao paciente. Algumas vezes, pode também ser
benéfico administrar uma ou mais citocinas ao paciente. Seguindo a
administragéo, as células tratadas in vitro podem ser analisadas. Onde existiu
tratamento /in vivo, um mamifero tratado pode ser monitorado de varias
maneiras bem conhecidas por técnicos no assunto. Por exemplo, células de
tumor podem ser examinadas patologicamente para testar necrose ou o soro
pode ser analisado para respostas do sistema imune.

Para uso nos pedidos descritos ou sugeridos acima, kits ou
artigos de fabricagdo sao também fornecidos pela invengéo. Tais kits podem
compreender um meio veiculo sendo compartimentalizado para receber em
confinamento fechado um ou mais meios recipientes tais como frascos, tubos e
similares, cada meio recipiente compreendendo um dos elementos separados
para ser usado no método. Por exemplo, um dos meios recipientes pode
conter uma sonda que € ou pode ser detectavel marcada. Tal sonda pode ser
um anticorpo ou polinucleotideo especifico para proteina GalNac-T14 ou um
gene GalNac-T14 ou mensagem, respectivamente. Onde o kit utiliza
hibridizagao de acido nucléico para detectar acido nucléico alvo, o kit pode
também ter recipientes contendo nucleotideo(s) para amplificacdo da
sequéncia de acido nucléico alvo efou um recipiente contendo um meio
reporter, tal como uma proteina de ligagdo de biotina, tal como avidina ou
estreptavidina, ligada a uma molécula repédrter, tal como um marcador
enzimatico, fluorescente ou radioisétopo.

O kit da invengao tipicamente ira compreender o recipiente
descrito acima e um ou mais recipientes contendo materiais comerciais
desejaveis do ponto de vista do usuario, incluindo outros tampdes, diluentes,
filtros, agulhas, seringas e bulas com instrugdes para uso. Um marcador pode
estar presente no recipiente para indicar que a composigcéo é usada para uma

terapia especifica ou aplicacdo nao terapéutica, e pode também indicar
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dire¢des tanto para uso in vivo como in vitro, da forma como descrito acima.

Os kits da invengdo tém uma variedade de realizagées. Uma
realizagéo tipica € um kit que compreende um recipiente, um rétulo em dito
recipiente, e uma composi¢éo contida dentro de dito recipiente; em que a
composig¢ao inclui um anticorpo primario que se liga a uma sequéncia de
polipeptideo de GalNac-T14, o rétulo em dito recipiente indica que a
composigao pode ser usada para avaliar a presenca de proteinas GalNac-T14
em pelo menos um tipo de célula de mamifero, e instrugdes para usar GalNac-
T14 para avaliar a presenga de proteinas em pelo menos um tipo de célula de
mamifero. O kit pode também compreender um conjunto de instrugbes e
materiais para preparar uma amostra de tecido e aplicar o anticorpo e sonda
no mesmo corte de uma amostra de tecido. O kit pode incluir tanto um
anticorpo primario como secundario, em que o anticorpo secundario é
conjugado a um marcador, por exemplo, um marcador enzimatico.

Outra realizagdo € um kit que compreende um recipiente, um
rotulo em dito recipiente, € uma composigao contida dentro de dito recipiente;
em que a composigao inclui um polinucleotideo que hibridiza com um
complemento do polinucleotideo de GalNac-T14 sob condigbes de
estringéncia, o rétulo em dito recipiente indica que a composigdo pode ser
usada para avaliar a presenga de GalNac-T14 em pelo menos um tipo de
célula de mamifero, e instrugbes para usar o polinucleotideo GalNac-T14 para
avaliar a presenca de proteinas de RNA ou DNA de GalNac-T14 em pelo
menos um tipo de célula de mamifero.

Outros componentes opcionais no kit incluem um ou mais
tampbes (por exemplo, tampao de bloqueio, tampao de lavagem, tampao
substrato, etc), outros reagentes tal como substrato (por exemplo,
cromogénico) que € quimicamente alterado por um marcador enzimatico,

solugao de restauragéo de epitopo, amostras controle (controles positivos e/ou
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negativos), lamina(s) controle, etc.
EXEMPLOS
Varios aspectos da invengao sao também descritos e ilustrados a
titulo de exemplos que seguem, sendo que nenhum destes tém a intengdo de
limitar o escopo da invengao.

METODOS E MATERIAIS

CULTURA CELULAR E LINHAGENS CELULARES

As seguintes linhagens celulares humanas: Linhagens de cancer
de pulmao de célula nao-pequena (NSCLC): H2122, A427, H647, SK-MES-1,
H838, H358, H2126, H460, H1703, H2405, H650, H1568, H1666, H322T,
SW1573, H292, H1650, H522, EKVX, H661, H23, LXFL 529, H226, A549,
H1781, H1299, HOP 62, H2009, HOP 92, H1793, H1975, H1651, calu-1,
H1435, HOP 18, H520, H441, H2030, H1155, H1838, H596, HLFa; linhagens
de cancer pancreatico: Panc 05.04, BxPC3, HPAC, SU.86.86, HuP-T3, PSN1,
Panc 08.13, MiaPaCa-2, PA-TU-8988T, Panc 03.27, Capan-1, SW 1990,
CFPAC-1, PA-TU-8902, Panc 02.03, Panc 04.03, PL45, Aspc-1, Hs766T, Panc
10.05, Panc1, Capan-2, HPAF-II and NHL: JEKO-1, SU-DHL-4, OCI-LY-19,
SR, Farage, DOHH-2, Toledo, WSU-NHL, KARPAS-422, GRANTA-519,
Pfeiffer, HT, SC-1, DB. As linhagens celulares foram obtidas do Depésito
ATCC (Manassas, Virginia), DSMZ (Colegdo Alema de Microorganismos e
Culturas Celulares), JCRB (Banco Japonés de Fontes de Células) ou ECACC
(Colegao Européia de Culturas Celulares) e cultivadas em meio RPMI-1640
suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado, 2 mM de L-glutamina e
10 mM de HEPES.

TESTES DE CITOTOXICIDADE

O teste MTT (CellTiter 96° Teste de Proliferagao Celular Nao
Radioativo da Promega), que € um teste colorimétrico baseado na habilidade

de células vidveis em reduzir um sal tetrazolio amarelo soltvel (MTT) em
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cristais azuis formazano), foi usado para determinar a quantidade de células
viaveis apoés tratamento com Apo2L/TRAIL ou anticorpo DR5. O teste MTT foi
realizado pela adigcdo de uma solugdo corante otimizada pré-misturada para
cultivar pogos de uma placa de 96 pogos contendo varias concentragées (0 a
1000 ng/ml) de Apo2lL/TRAIL ou anticorpo DR5. Durante 4 horas de
incubagéo, células vivas convertem o componente tetrazélio da solugdo
corante em um produto formazano. A solug¢ao de solubilizagdo/parada foi entao
adicionada aos pogos de cultura para solubilizar o produto formazano, e a
absorbancia a 570 nm foi registrada usando-se um leitor de placa de 96 pogos
(SpectraMax). A leitura de absorbancia a 570 nm lida é diretamente
proporcional ao numero de células normalmente usado nos testes de
proliferagdo. Embora a absorbancia maxima para o produto formazona seja
570 nm e as solugbes puras paregam azuis, a cor no final do teste pode nao
ser azul e depende da quantidade de formazona presente relativa a outros
componentes (incluindo soro, fenol vermelho acidificado e MTT ndo reduzido)
no meio de cultura.

Os numeros de células foram otimizados pela realizagdo de uma
titulacao celular para produzir um teste sinal perto do final mais alto da
variagao linear do teste. Visto que tipos celulares diferentes possuem niveis
diferentes de atividade metabdlica, isto foi feito para cada linhagem celular
separadamente. Para a maioria das células tumorais, 5000 células por pogo a
20.000 células por pog¢o foram usadas.

O que segue € uma descrigdo passo a passo dos testes
empregados:

1. As células usadas para o bioensaio eram de estoque de
culturas.

2. Determinagdo do numero de células e viabilidade azul de

tripan, e suspenséo das células para um numero final de 5.000 a 20.000
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células por pocgo.

3. Distribuidos 50 pl da suspensio celular em placas de 96
pogos.

4. Incubagdo das placas a 37°C em atmosfera umidificada
com 5% de CO2 durante a noite.

5. Adicado de 50 pl de meio de cultura contendo varias
concentragGes variando de 0 a 1000 ng/ml de Apo2L/TRAIL ou anticorpo DR5 para
amostras das placas de 96 pogos. Os controles foram 50 ul de meio de cultura (semt
Apo2L/TRAIL ou anticorpo DRS) e 100 pl de meio de cultura (sem células).

Todo experimento foi realizado em um conjunto triplicado de
pocos e em trés dias independentes. O total de volume dos pogos foi 100
pl/poco.

6. Incubagédo das placas a 37°C por 72 horas em uma
atmosfera umidificada com 5% de CO2.

7. Adigao de 15 pl de solugao corante para cada pogo.

8. Incubagao das placas a 37°C por até 4 horas em uma
atmosfera umidificada com 5% de CO..

9. Adigéao de 100 pl da solugdo de solubilizagao/parada para
cada pogo.

10. Incubagdo das placas durante a noite a 37°C na noite
anterior.

11.  Registro da absorbancia a um comprimento de onda de
570 nm usando-se um leitor de placa de 96 pog¢os. Uma referéncia de
comprimento de onda de 750 nm foi usada para reduzir fundo causado por
fragmentos celulares, impressao digital outra absorbancia nao especifica.

12. A média dos valores da absorbancia para o controle
negativo foi usada como um valor vazio e subtraidos de todas as outras

leituras. A média dos valores de absorbancia para cada concentracido de
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Apo2L/TRAIL ou anticorpo DR5 foi dividida pela média dos valores de
absorbancia do controle positivo (células 100% viaveis — nao tratadas) para
calcular a quantidade de células viaveis (em %).

13. A porcentagem de células viaveis (eixo Y) versus a
concentragado de Apo2L/TRAIL ou anticorpo DR5 (eixo X, escala log) foi
plotada e o valor IC50 foi determinado pela localizagdo do valor do eixo X
(ng/ml) correspondendo a 50 % de células viaveis.

PROTOCOLO DE MARCACAO AFFYMETRIX

Uma leitura OD260/280 foi feita para todas as amostras e as
amostras foram corridas no BioAnalyser. 5 ug de RNA total de alta qualidade
foi usado.

A. Sintese Da Primeira Fita de cDNA:

1. Hibridizacao primer
DEPC-H20 x pul  Misturar por turbilhonamento. Girar rapido.
RNA (5ug) yul Incubar a 70°C por 10 minutos.
Aumento (1:4 dil de estoque para 5 ug) 1 pl Girar rapido e
colocar no gelo
T7-(dT)24 primer 1 yl
volume 12 pi
2. Ajuste de temperatura
5X- tampéo de reagio da1?fita de cDNA 4yl
Adicionar 7 pl (da mistura a esquerda) para cada amostra.
0, AMDTT 2yl Misturar por vortexing. Girar rapido.
10 mM de mistura dNTP 1yl Incubar a 42°C por 2 minutos.
volume 7 ul
3. Sintese Da Primeira Fita
Adicionar 1 uyl de SSII RT para cada amostra.

SSIIRT 1l Misturar por pipetagem para cima e para
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baixo -OR- turbilhonar levemente.

Girar rapido.

Volume total 20 pi Incubar a 42°C por 1 hora.
B. Sintese Da Segunda Fita de cDNA

1. Colocar as reagoes da Primeira Fita no gelo. Centrifugar brevemente
para trazer para baixo a condensag¢ao nas laterais do tubo.
2. Fazer a seguinte mistura da Segunda fita master.

H20 tratada com DEPC 91 i

5X- Tampéo de reagéo da 2°fita 30 pl

10 mM de mistura dNTP 3 pl

10 U/ul de DNA Ligase 1 yl

10 U/l de DNA Polimerase 4 ul

2U/ulde RNAH 1yl

Volume total 130 i
3. Adicionar 130 pl da mistura master da Segunda fita a 20 pl da primeira
fita de cDNA. (Volume final = 150 pl)
4, Misturar por pipetagem para cima e para baixo -OR- por turbilhonamento
leve. Girar rapido.
5. Incubar a 16°C por 2 horas em um banho-maria resfriado.
6. Adicionar 2 pl [10 U] T4 de DNA Polimerase. Misturar por pipetagem
para cima e para baixo -OR- turbilhonar levemente. Girar rapido.
7. Incubar por 5 minutos a 16°C.
8. Adicionar 10 yl de 0,5 M EDTA. Turbilhonar levemente. Girar rapido.
9. Prosseguir para os procedimentos de limpeza para cDNA -OR- estocar a
- 20°C para uso posterior.

Limpar a Fita Dupla de cDNA (Médulo de Limpeza de Amostra GeneChip)

1. Adicionar 600 pl de Tampao de Ligagdo de cDNA para os 162 pl finais
de preparagéao de sintese de cDNA de fita dupla.
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Misturar por turbilhonamento por 3 segundos.
2. Checar se a cor da mistura é amarela (similar ao Tampao de Ligagao de
cDNA w/o a sintese de cDNA)

Se a cor da mistura for laranja ou violeta, adicionar 10 yl de 3 M de
acetato de sédio, pH 5,0 e misturar.

A cor da mistura ira tornar-se amarela.
3. Aplicar 500 pl da amostra a Coluna Giratoria de Limpeza de cDNA
incubando em uma Colec¢ao de Tubo de 2ml e centrifugar.

por 1 minuto a28,000 x g (210,000 rpm). Descartar o fluxo como lixo
perigoso.
4. Recarregar a coluna giratéria com a mistura remanescente (262 ul) e
centrifugar como acima.

Descartar o fluxo como lixo perigoso e descartar a Colegao de Tubo.
5. Transferir a coluna giratéria em uma nova Colegcido de Tubo de 2 ml
(abastecida). Pipetar 750 pl de Tampao de Lavagem de cDNA

na coluna giratéria Centrifugar por 1 minuto a 28.000 x g (=10.000 rpm).

Descartar o fluxo.
6. Abrir a tampa da coluna giratéria e centrifugar por 5 minutos em
velocidade maxima (= 25,000 x g). Colocar

as colunas na centrifuga usando toda segunda cesta. Posicionar as
tampas sobre a jungdo da cesta de forma que

elas fiqguem orientadas na direcdo contraria a rotacado, isto é, se a
rotacao for ao sentido horario, orientar as tampas.

em uma dire¢gdo no sentido horario do contador. Isto evita danos as
tampas.

Descartar o fluxo e Colegao de Tubo.
7. Transferir a coluna giratéria em uma Colegdo de Tubo de 1,5 ml.

Pipetar 10 ul de Tampéao de Eluigdo de cDNA diretamente na membrana
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de coluna giratoria. Assegurar que o tampao de Eluicdo de cDNA seja
distribuido diretamente na membrana.

Incubar por 1 minuto a RT e centrifugar 1 minuto em velocidade maxima
(£ 25,000xg) para eluir.

Preparar e ativar a reacao IVT

Enzo: Kit de Marcagao de Transcricdo de RNA Bioensaio de Alto Rendimento
(Part No. 900182)
1. Usar 10 pl da fita dupla de cDNA limpa
2. Fazer a seguinte mistura IVT master:
H2O Destilada ou Deionizada 12 pl
10X tampéao de reagao HY 4 pl
10x Ribonucleotideos marcados com Biotina 4 yl
10X DTT 4l
10X Mistura Inibidora de RNase 4 pl
20X T7 RNA Polimerase 2 ul
Volume total: 30 pl
3. Adicionar 30 pl da mistura master IVT a 10 pl da fita dupla de cDNA.
(Volume Total = 40 ul)
4. Misturar por pipetagem para cima e para baixo -OR- por turbilhonamento

leve. Girar rapido.

5. Imediatamente colocar o tubo em um banho-maria a 37°C. Incubar por
5 horas.
6. Armazenar a -20°C se nao purificar o RNA imediatamente.

Limpar o cDNA Marcado com Biotina (Mo6dulo de Limpeza de Amostra

GeneChip)

1. Adicionar 60 pl de H20 a reagao IVT e misturar por turbilhonamento por

3 segundos.

2. Adicionar 350 pl de Tampao IVT de Ligagdo de cRNA a amostra,
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misturar por turbilhonamento por 3 segundos.
3. Adicionar 250 pl de etanol (96-100%) ao lisado, e misturar bem por
pipetagem. Nao centrifugar.
4. Aplicar a amostra (700 pi) a Coluna Giratéria de Limpeza de cDNA IVT
incubando em uma colegao de tubo de 2ml.

Centrifugar por 15 segundos a 28 x g (=10.000 rpm).
5. Passar o eluato através da coluna mais uma vez.

Centrifugar por 15 segundos a 28 x g (210.000 rpm).

Descartar o fluxo como lixo perigoso e descartar a colegcdo de

tubo.

(abastecida).
7. Adicionar 500 pl de tampao IVT de Lavagem de cRNA por 15 segundos
a 28 x g (210.000 rpm) para lavagem.

Descartar o fluxo.
8. Pipetar 500 pl 80% (v/v) etanol na coluna giratéria, e centrifugar por 15
segundos a

28.000xg (=10.000 rpm). Descartar o fluxo.
9. Abrir a tampa da coluna giratéria e centrifugar por 5 minutos em
velocidade maxima (< 25,000 x g).

Descartar o fluxo e Colegao de Tubo.
10.  Transferir a coluna giratéria em uma nova colegao de tubo de 2 ml.
11. Pipetar 11 pl de agua livre de RNase diretamente na membrana da
coluna giratéria. Deixar descansar por 1 minuto

Centrifugar por 1 minuto a velocidade maxima (225.000 x g) para eluir.
12. Pipetar 10 pl de agua livre de RNase diretamente na membrana da
coluna giratoria. Deixar descansar por 1 minuto

Centrifugar por 1 minuto a velocidade maxima (225.000 x g) para
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eluir.

Quantificacao do cRNA (Produto IVT)

Usar analise espectrofotométrica para determinar o rendimento de RNA.
Aplicar a convencgao de que 1 OD a 260 nm equivale a

40 pg/ml de RNA.

Checar a OD a 260 nm e 280 nm para determinar a concentragéo e
pureza da amostra.

Manter a razdo A260/A280 proxima a 2,0 para purificar o RNA (razao
entre 1,9 e 2,1 sado aceitaveis).

Para quantificagao do cRNA quando se usando o total de RNA como
refletir influéncia indesejada do RNA total ndo marcado. Usando-se uma
estimativa de 100% de influéncia indesejada, usar a formula abaixo para
determinar o rendimento de cRNA ajustado:

rendimento de cRNA ajustado = RNAm - (total RNAI)(y)

RNAm = quantidade de cRNA medida ap6s IVT (ug)

total RNAi = quantidade de RNA total de partida (ug)

y = fragdo de cDNA de reagao usado em IVT

Fragmentacao do cRNA para Preparagéo Alvo

Para fragmentacao, usar a concentracao de cRNA ajustada.

1. Adicionar 2 pl de 5x Tampao de Fragmentagao para cada 8 pi de RNA
mais H,0.

20 ug de cRNA 1 para 32 i

5X Tampao de Fragmentagdo 8 pl

Agua livre de RNase para 40 pl

Volume total: 40 ul
2. Incubar a 94°C por 30 minutos. Imediatamente colocar no gelo seguindo

a incubacao.
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Preparacdo da Hibridizacdao Alvo

1. Aquecer a 20X Controles de Hibridizagdo Eucariéticos e o Oligo B2 por 5
minutos a 65°C.

Kit Controle de Hibridizagdo Eucariético GeneChip Affymetrix, Part
#900362 (por 150 rxns)
2. Turbilhonar levemente, girar baixo
3. Mistura Master (Assumindo que a concentragdo de cRNA fragmentado

seja 0,5 pg/ul):

Arranjo Padrao (ul) Conc. Final
15 pg de cRNA fragmentado 30 0,05 pg/ul
Cligo B2 (3 nM) -5 50 pM- -
20x Controle de Aumento 15 1,5, 5, 25, 100 pM
(Bio B, C, D, Cre)
DNA de esperma de arenque 3 0,1 mg/ml
BSA acetilado 3 0,5 mg/ml
Hu cot-1 DNA (1 mg/ml) 30 0,1 mg/ml
2X Tampao MES Hyb 150 1X
H.O 64
Volume Final 300
4. Aliquota de 270 pl de mistura master nos tubos e adicionar 30 pl de

cRNA fragmentado para cada um. Esta € a mistura de Hibridizagao

5. Equilibrar as sondas de arranjo para temperatura ambiente
imediatamente antes do uso.

6. Preencher a sonda de arranjo 1x Tampao MES Hyb e incubar na grelha
do forno por 10 minutos a 45°C, 60 rpm.

7. Aquecer a Mistura de Hibridizagdo em banho-maria a 99°C por 5
minutos.

8. Transferir a Mistura de Hibridizagdo a um banho-maria a 45°C por 5
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minutos.

9. Centrifugar a Mistura de Hibridizacdo por 5 minutos em velocidade
maxima.

10. Remover o 1x Tampao MES Hyb Buffer da sonda de arranjo.

11.  Preencher a sonda de arranjo com a cobertura de 200 pl da Mistura de
Hibridizagao.

12.  Selar os septos com Tough-Spots.

13.  Hibridizar a sonda de arranjo a 45°C, 60 RPM por 19 horas.

14.  Lavar, corar e rastrear a sonda de arranjo de acordo com os protocolos

Affymetrix.

MATERIAIS AEEYMATRIX

Item Fornecedor Catalogo #
T7-(dT)24 primer Biosearch Technologies adaptado
Spikes Controle  interno -

Sobrescrito 11/56X Tampao Primeira Fita/0,1 M DTT Invitrogen  18064-

014

5X Tampao Segunda Fita Invitrogen  10812-014

10 mM de dNTP  Invitrogen  18427-088

10 U/ul DNA Ligase de E. coli  Invitrogen  18052-019

10 U/ul DNA Polimerase | de E. coli Invitrogen  18010-025

2 U/ul de RNase H Invitrogen  18021-071

10 U/ul de T4 DNA Polimerase Invitrogen  18005-025

0,5 M de EDTA Sigma E-7889

Kit de marcagao de transcricdo de RNA de alto rendimento ENZ
Affymetrix ou ENZO 900182 (ENZO)

Mddulo de Limpeza de Amostra GeneChip  Affymetrix 900371
Albumina de Soro Bovino Acetilado Invitrogen  15561-020
IgG de Cabra — Reagente para Graduagdo  Sigmal-5256
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Anticorpo anti-estreptavidina (cabra), biotinilado Vector Labs BA-0500

R-Ficoeritrina estreptavidina Sondas Moleculares
20X SSPE BioWhittaker 51214

Kit de Controle Eucariético Affymetrix 900362
Agua, Graduagéo de Biologia Molecular Ambion
Cot-1 DNA Humano Roche1-581-074

5 M de NaCl livre de RNase, livre de DNase Ambion
Anti-espumante 0-30 SigmaA-8082

10% de Tween-20 Pierce Chemical 28320
Monoidrato de Acido Livre MES SigmaM5287

Sal de sé&dio MES . SigmaM3885

Sal Dissédico EDTA, solugdo 0,5 M SigmaE7889
Tough Spots, Label Dots USA Scientific 9902

S-866

9934

9760

Forno 640 de Hibridizagao GeneChip Affymetrix 800139

Scanner GeneChip 3000 w/WorkstationAffymetrix  00-0074

Estacao de Fluidos Affymetrix  00-0081

Leitor de Codigo de Barra w/Externo Autoloader Affymetrix 00-0129

PCR QUANTITATIVO
SINTESE DE CDNA
Componente Volume (ulL)
10X Tampao RT 10
25X mistura dNTP 4
10x Primers Aleatorios 10
MultiScribe RT (50U/ulL) 5
Agua livre de RNase 21
RNA (100 ng) 50
Volume Final 100

Condicoes de Incubacio:

25° por 10 minutos
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37° por 2 horas

ReacAo TAQMAN UsANDO DETECTOR DE SEQUENCIAMENTO ABI PrRISMA 7700

Componente Volume (uL)
TagMan Universal PCR 25
Master Mix (2X)
Sonda TagMan (20X) 2,5
(Testes-on-Demand ™)
cDNA (100ng) 2
H,O 20,5
Volume Final 50

Condicoes de Ciclo Termal:

95° por 10 minu_tos |

40 ciclos: 95° por 15 segundos

60° por 1 minuto

Sondas TagMan Testes-on-Demand™ (sondas TagMan® MGB,
FAM™ marcado com corante)

* Amplificagdo do controle endégeno, GAPDH (concentragédo da
sonda 100nM, concentragdes de primer de frente e 200nM), foi realizada para
padronizar a quantidade de amostra de RNA (cDNA) adicionada a cada
reacao. |

A quantificacao relativa foi realizada usando-se o método de
curva padrao. Para quantificacdo normalizada para um controle endégeno,
curvas padrao foram preparadas tanto para o alvo como referéncia endégena.
Para cada amostra experimental, a quantidade de alvo e referéncia endoégena
foi determinada a partir de uma curva padrao apropriada. Entao, a quantidade
alvo foi dividida pela quantidade referéncia enddégena para obter um valor alvo
normalizado. Uma das amostras experimentais serviu como calibrador, ou
amostra 1x. Cada um dos valores alvos normalizados foi entao dividido pelo

valor alvo normalizado calibrador para gerar os niveis de expressao relativa.
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RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Os experimentos foram conduzidos usando-se métodos e
materiais descritos acima. Os resultados destes experimentos estao ilustrados
nas Figuras 5-9, como discutido abaixo.

Figura 5 fornece uma tabela sumaria IC50 dos dados obtidos na
andlise de linhagens celulares de cancer de célula de pulmao nao-pequena
(“NSCLC”) para sensibilidade ou resisténcia a atividade apoptética de Apo2L (+
0,5% de soro fetal bovino “FBS” ou 10% de FBS) ou anticorpo monoclonal DR5
“‘mab”, “XL" interligado ou nao interligado, (+ 0,5% de soro fetal bovino “FBS”
ou 10% de FBS) como medido nos testes de citotoxicidade MTT.

Figura 6 fornece uma tabela sumaria IC50 dos dados obiidos na
analise de linhagens celulares de céncer pancreatico para sensibilidade ou
resisténcia a atividade apoptética de Apo2L (+ 0,5% de soro fetal bovino “FBS”
ou 10% de FBS) ou anticorpo monoclonal DR5 “mab”, “XL” interligado ou nao
interligado, (+ 0,5% de soro fetal bovino “FBS” ou 10% de FBS) como medido
nos testes de citotoxicidade MTT.

Figura 7 fornece uma tabela sumaria IC50 dos dados obtidos na
anadlise de linhagens celulares de cancer de linfoma nao-Hodgkin (“NHL") para
sensibilidade ou resisténcia a atividade apoptética de Apo2L (+ 10% de soro
fetal bovino “FBS”) ou anticorpo monoclonal DR5 “mab”, “XL” interligado ou
nao interligado, (+ 0,5% de soro fetal bovino “FBS” ou 10% de FBS) como
medido nos testes de citotoxicidade MTT.

Figura 8 fornece uma comparagdo de sensibilidade (“sen”) ou
resisténcia (“RES”) de NSCLC selecionado, pancreatico e linhagens celulares
de cancer NHL para anticorpo DR5 e a correlagao para expressao de GalNac-
T14, como medido pela expressdo de mRNA de GalNac-T14.

Figura 9 fornece um grafico de diagrama de barra de varios

NSCLC, pancreatico, e linhagens celulares NHL classificadas (em ordem
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decrescente) pelos niveis de padrdes de expressdo de mRNA de GalNac-T14.

O programa de morte celular apoptética desempenha papéis
importantes no desenvolvimento e homeostase de organismos multicelulares
(Danial et al., Cell, 116:205 (2004)). Os estimulos intracelulares podem acionar
apoptose por meio da via intrinseca celular que depende de membros da
superfamilia do gene Bcl-2 para ativar o mecanismo caspase apoptético (Cory
et al., Nat. Rev. Cancer, 2:647 (2002)). Certas citocinas que pertencem a
superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF) podem ativar apoptose por
meio da via extrinsica celular, pela interagdo com alguns receptores que

contém um “dominio de morte” de indugéao de apoptose (DD) (Ashkenazi et al.,

_ Science, 281:1305 (1998)). O ligante Fas (Fasl) estimula apoptose por-meio

de Fas (Apo1/CD95), enquanto o ligante de indugdo de apoptose relacionado
ao ligante Apo-2 L/TNF (Apo2L/TRAIL) aciona apoptose por meio do DR4
(TRAIL-R1) e/ou DR5 (TRAIL-R2) (LeBlanc et al., Cell Death Differ., 10.66
(2003)). Pela ligacao de seus ligantes cognatos, estes receptores se ligam a
molécula adaptadora FADD (dominio de morte associado a Fas), que recruta a
caspase 8 iniciadora de apoptose para formar o complexo de sinalizagao de
inducao de morte (DISC) (ver, por exemplo, Kischkel et al., EMBO J., 14:5579
(1995); Kischkel et al., Immunity, 12:611 (2000)). Associagdo a DISC estimula
caspase-8, que uma apo6s a outra, cliva e ativa proteases efetoras tal como
caspase-3, 6, e 7 para executar o programa de morte apoptética. Em muitos
tipos celulares, a intercomunicagao para a via intrinseca celular pode também
amplificar o sinal de morte extrinseco celular (Scaffidi et al., J. Biol. Chem.,
274:1541 (1999)). Apo2L/TRAIL induz apoptose em uma variedade de tipos
celulares de tumor com nenhum ou menor efeito nos tecidos normais,
sugerindo que pode ser util para terapia de cancer (ver, por exemplo,
Ashkenazi, Nat. Rev. Cancer, 2:420 (2002); Kelley et al, Curr. Opin.

Pharmacol., 4:333 (2004)). Alteragbes em varios componentes das vias de
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apoptose podem reduzir a sensibilidade a Apo2L/TRAIL em linhagens celulares
cancerigenas especificas (Igney et al., Nat. Rev. Cancer, 2:277 (2002)).

Varios experimentos foram realizados de acordo com os métodos
e protocolos estabelecidos abaixo, e os dados estdo fornecidos nas Figuras
10-15.

Para examinar a sensibilidade a ativacdo do receptor, a
sobrevivéncia celular foi testada como uma fungdo da concentracdo de
Apo2L/TRAIL em um painel de linhagens celulares humanas, incluindo 23
adenocarcinomas  pancreaticos, 18 melanomas malignos e 36
adenocarcinomas coloretais (Fig. 10A e dados ndo mostrados). Esta analise
classificou 29/77 (38%) das linhagens celulares como altamente ou
moderadamente sensivel ao Apo2L/TRAIL. A concentracao de Apo2L/TRAIL
exigida para alcangar 50% de morte celular nestas 29 linhagens celulares
variou de 3 a 800 ng/ml, com uma média de 250 ng/ml.

O painel de linhagem celular foi também examinado pelo perfil da
expressao génica, usando-se um microarranjo de conjuntos de sonda de
54.613 genes. Apesar de algumas exceg¢des, cancer pancreatico e linhagens
celulares de melanoma que mostraram sensibilidade forte ou intermediaria
para Apo2L/TRAIL expressaram niveis de mRNA significantemente mais altos
da enzima ppGalNAcT-14 de O-glicosilaticdo do que linhagens celulares
resistentes correspondentes (p=0.5x10™ pelo teste exato de Fisher, corte
determinado repetidamente em 750 para carcinoma pancreatico e 300 para
melanoma) (Fig. 10B). A maioria das linhagens celulares de cancer coloretal
sensiveis ao Apo2L/TRAIL mostraram alta expressdo de mRNA da enzima
ppGalNAcT-3 relacionada a O-glicosilacdo, embora diversas linhagens
celulares resistentes também expressaram este gene, resultando em uma
diferenca fraca, ainda significante (p=0,026, corte determinado em 2000) (Fig.

10C, inferior). Exceg¢bes no painel completo foram: (a) 5/29 (17%) das
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linhagens celulares que eram sensiveis, ainda expressaram ppGalNAcT-14 ou
ppGaINAcT-3 abaixo dos niveis de corte; (b) 16/48 (33%) das linhagens
celulares resistentes que apesar de tudo nao tiveram niveis de ppGalNAcT-14
ou ppGalNAcT-3 abaixo do corte. Pelo exame da expressdo de mRNA de
outras enzimas de O-glicosilagdo nas linhagens celulares coloretais, niveis
mais altos de Fut-6 foram detectados em 10/12 (83%) de linhagens celulares
sensiveis quando comparado a 6/24 (25%) de resistentes (p=0,013; corte
determinado a 200) (Fig. 10C, superior). A expressdao combinada de
ppGaINAcT-14 em cancer pancreatico e melanoma com Fut-6 em linhagens
celulares coloretais correlacionaram muito fortemente com a sensibilidade ao
Apo2L/TRAIL (p=1.83x10’7, N=77). Este conjunto de genes corretamente
previu sensibilidade ou resisténcia para 23/32 (72%) de linhagens celulares
marcadoras positivas e 39/45 (87%) marcadoras negativas, respectivamente.

A sensibilidade ao Apo2L/TRAIL foi também examinada in vivo
usando-se xenoenxertos de tumor. Um tratamento de 5 dias com Apo2L/TRAIL
de camundongos que abrigam tumores derivados de linhagens celulares de
cancer coloretal Fut-6-positivas Colo205 e DLD-1 causaram regressdo de
tumor seguida por uma progressdo de tumor muito atrasada (Fig. 10D). Em
contraste, tumores derivados de linhagens celulares de cancer coloretal Fut-6-
negativas Colo320 e RKO néo responderam a este tratamento.

A pré-incubacao da linhagem celular ppGalNAcT-3/Fut-6-positiva
Colo205 com o total benzil-GalNAc inibidor transferase O-glicosil (Delannoy et
al., Glycoconj., 13:717 (1996)) reduziu acentuadamente a sensibilidade ao
Apo2L/TRAIL (Fig. 11A), sugerindo uma ligagao funcional entre O-glicosilagéo
e sinalizagdo Apo2L/TRAIL. Para também examinar isto, oligonucleotideos
pequenos (si)RNA especificos de interferéncia foram usados de forma a atingir
ppGalNacT-14, ppGalNacT-3, ou mRNA Fut-6. Para excluir efeitos fora do

alvo, siRNAs mdltiplos, ndo sobrepostos foram sintetizados para cada gene e
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verificaram sua habilidade para reduzir expressdo alvo por RT-PCR
quantitativo (fig. 14A). Nés confirmamos especificidade de siRNA também com
um plasmideo ppGalNacT-14 contendo 6 trocas de nucleotideos ‘silenciosos’
dentro da regido siRNA atingida (Editorial, Nat. Cell. Biol., 5:489 (2003))(fig.
14B). A transfecg¢ao de carcinoma pancreatico ppGalNAcT-14-positivo PSN-1 e
linhagens celulares de melanoma Hs294T com siRNA ppGalNAcT-14 reduziu
substancialmente a sensibilidade ao Apo2L/TRAIL, enquanto siRNA caspase-8
, como esperado, forneceu essencialmente protegcdo completa (Fig. 11B). De
maneira similar, a transfec¢cao de células de cancer coloretal DLD-1 ou C170
com GalNACcT-3 ou siRNA Fut-6 diminuiu significantemente a sensibilidade ao
Apo2L/TRAIL (Fig. 11C e fig. 14C). No total, siRNA GalNAcT-14 reduziu
sensibilidade ao Apo2L/TRAIL em 4/5 das cancer pancreatico e 2/2 das
linhagens celulares de melanoma, enquanto siRNA ppGalNAcT-3 ou Fut-6
cada um reduziu a sensibilidade em 2/3 das linhagens celulares de cancer
coloretal. Pelo contrario, a transfec¢ao de células PSN-1 ou Hs294T com
siRNA GalNAcT-14 nao alterou a sensibilidade ao etoposideo inibidor
topoisomerase Il (fig. 14D). De maneira similar, a transfec¢ao de células PSN-1
ou C170 com GalNAcT-14 ou GalNAcT-3 nao afetou a sensibilidade a
estaurosporina inibidor de proteina quinase de espectro mais amplo (fig. 14E).
Devido ao fato de tanto ao etoposideo como estaurosporina estimularem
apoptose por meio da via intrinseca celular (Wei et al., Science, 292:727
(2001)), estes estudos sugeriram que enzimas de O-glicosilagdo podem
modular sinalizagao de apoptose por meio da via extrinseca celular.

A transfecgao de células HEK293 com ppGalNAcT-14 revelou
morte celular quando co-transfectadas com DR4 ou DR5, mas nao as
relacionados a Fas e TNFR1 ou a via intrinseca celular agonista de Bax (Fig.
11D). Além disto, a transfeccdo ppGalNAcT-14 aumentou a sensibilidade

Apo2L/TRAIL das linhagens celulares H1568 de melanoma (Fig. 11E) e PA-
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TU-8902 e PL-45 de carcinoma pancredtico (Fig. 14F), mas nao alteraram a
sensibilidade ao etoposideo (dados nao mostrados). No total, a
superexpressdo de GalNAcT-14 sensibilizou 4/7 das linhagens celulares ao
Apo2L/TRAIL.

O efeito de siRNA knockdown de ppGalNacT-14 ou Fut-6 foi
examinado no processo caspase induzida por Apo2L/TRAIL. Em células PSN-1
e DLD-1 transfectadas com siRNA controle, Apo2L/TRAIL induziu
essencialmente processo completo de caspase-8, levando a clivagem de Bid,
caspase-9 e caspase-3 (Fig. 12A). Transfec¢ao com siRNA caspase-8
preveniu estes eventos. Knockdown de ppGalNAcT-14 em células PSN-1 ou
Fut-6 em células DLD-1 também atenuou acentuadamente o processo de
caspase-8 induzido por Apo2L/TRAIL, Bid, caspase-9 e caspase-3 (Fig. 12A), e
estimulacao da atividade de caspase-3/7 (Fig. 12B). RKO resistente ao
Apo2L/TRAIL e linhagens celulares de cancer coloretal SW1417, que
expressam baixos niveis de ppGalNAcT-3 e Fut-6, mostraram bloqueio similar
ao nivel do processo de caspase-8 (fig. 15A). Dessa forma, enzimas de O-
glicosilagdao podem modular a via Apo2L/TRAIL a montante de eventos que
levam a ativagao de caspase-8.

A ativacdo de caspase-8 requer montagem DISC (Ashkenazi et
al., Science, 281:1305 (1998)). Analises do Apo2L/TRAIL DISC (Kischkel et al.,
Immunity, 12:611 (2000)) em células PSN-1 e DLD-1 indicaram que knockdown
de ppGalNAcT-14 ou Fut-6 reduziu o recrutamento de FADD e caspase-8 para
o DISC, o processo de atividade enzimatica de caspase-8 ligada DISC, e a
estimulagado de caspase-8 ligada DISC (Sharp et al., J. Biol. Chem., 280:19401
(2005)) (Fig. 12C, 12D, e fig. 15B). Nem siRNA ppGalNacT-14 ou Fut-6
alteraram substancialmente a quantidade de DR4 e DR5 no DISC, ou a ligagao
dependente de dose de Apo2L/TRAIL para células PSN-1 ou DLD-1, que
expressam tanto DR4 como DRS5 (Fig. 12C, fig. 15B, e dados ndo mostrados).



10

15

20

25

100

Dessa forma, ppGalNAcT-14 e Fut-6 nao parecem modular apoptose pela
influéncia dos niveis de receptores de superficie celular ou ligagao
Apo2L/TRAIL. Consistente com isto, a sensibilidade ao Apo2L/TRAIL no painel
de linhagem celular 77 n&o mostrou correlagao significante com a expressao
de superficie celular dos cognatos que sinalizam receptores DR4 e DR5 ou
receptores isca DcR1 e DcR2 (dados nao mostrados). Além disto, muitos
siRNAs contra ppGalNAcT-14, ppGalNacT-3 ou Fut-6 nao alteraram os niveis
de DR4 e DR5 em células PSN-1, C170 ou DLD-1 (fig. 15C). Dois siRNAs
causaram um decréscimo detectavel em DR4 e DR5 em certas linhagens
celulares (fig. 15C). No entanto, outros siRNAs contra as mesmas enzimas
inibiram apoptose induzida por Apo2L/TRAIL sem afetar os niveis dos
receptores.

O dominio extracelular (ECD) de DR5 humano foi expresso em
células ovarianas de hamster chinés, a proteina secretada purificada,
submetida a hidrolise acida, e os monossacarideos associados foram
analisados (Fig. 13A). Consistente com a auséncia de sitios de N-glicosilagao
preditivos no DR5 ECD, n6s nao detectamos glicanos N-ligados. Embora, duas
amostras de 2 experimentos independentes mostraram 3 moles de GalNAc e 3
moles de Gal por mol de DR5 ECD (Fig. 13A), sugerindo modificagao O-ligada
de trés sitios em DR5 com o centro glicano GalNAc-Gal.

A proteina de O-glicosilagdo modifica serinas ou treoninas.
Usando-se uma ferramenta de bioinformatica para previsdo dos sitios

potenciais de  O-glicosilagdo (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc)

(Julenius et al., Glycobiology, 15:163 (2005)), nos identificamos duas tais
regides na seqiiéncia ECD comum das variantes de juncao longa (DR5-L) e
curta (DR5-S) de DR5 humano, e um terceiro sitio dentro da regido de jungao
alternativa (Fig. 13B). O primeiro segmento de aminoacido (74-77) tem 3

serinas; o segundo (130-144) tem 5 treoninas, enquanto o terceiro tem 4
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treoninas e 3 serinas. DR5 murino tem seqiiéncia similares aos 2 primeiros
segmentos, com 2 serinas e 4 treoninas, respectivamente, enquanto DR4
humano também tem 2 seqiéncia similares que contém 1 serina e 5 treoninas.
Para testar se estes sitios podem ser importantes para modificagdo pos-
tradugdo de DR5, um conjunto de mutantes DRSL e DRSS foram feitos,
substituidos por alanina tanto nas 5 treoninas do segmento 130-144 (DR5L-5T,
DR5S-5T) como estas mesmas 5 treoninas, como também as 3 serinas do
segmento 74-77 (DR5L-5T3S, DR5S-5T3S). Lisados de imunoblot do anticorpo
DRS5 a partir de células HEK293 transfectadas com DRS5L ou DRSS revelaram
a presenca do DRS5L esperado ou bandas DRSS (Fig. 13C). O anticorpo
também detectou bandas de peso molecular mais alto (MW), que se tornam
mais abundantes sob co-transfeccdo de DRSL ou DR5S com ppGalNAcT-14
qguando comparado ao controle (Fig. 13C, asteriscos). A abundéncia destas
bandas mais altas MW e seu aumento por ppGalNAcT-14 foi diminuida
significantemente com DR5L-5T ou DR5S-5T e quase eliminou DR5L-5T3S ou
DR5S-5T3S, quando comparado as construgbes tipo selvagem. Estes
resultados sugerem que bandas MW mais altas representam formas O-
glicosiladas de DR5: ppGalNAcT-14 promove sua formagao, e a eliminagao
progressiva dos sitios de O-glicosilagao previstos pela substituigdo de alanina
gradualmente reverte este efeito. A transfec¢éo de células HEK293 com DR5
murino ou DR4 humano, DR5L, ou DRSS revelou morte celular (Fig. 13D);
cada DR5 mutante mostrou menos atividade do que sua construgao tipo
selvagem correspondente, com DR5S-5T3S (que é desprovido de todos os 3
sitios) que possui a atividade mais fraca. A co-transfeccao com ppGalNAcT-14
aumentou acentuadamente a morte celular por todas as construgdes DR4 e
DR5 exceto DR5S-5T3S, que mostrou atividade significantemente menor.

A maioria dos tecidos normais e amostras de tumor de cancer de

pele, pulmao, pancreas, mama, ovario, endométrio e bexiga, ou de linfoma
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nao-Hodgkin mostrou expressao de ppGalNAcT-14 mRNA abaixo dos valores
de corte (determinado em 500 para a maioria dos cénceres e 200 para
canceres de pele, Fig. 13E). No entanto, um subconjunto significante de
amostras de tumor, variando de 10% em cancer de mama lobular a 30% em
cancer de pulmao e linfoma de célula B grande difuso, mostrou
superexpressao de ppGalNAcT-14. Algumas amostras de cancer tiveram niveis
de expressao de mRNA maior que 1000 vezes acima dos tecidos normais
correspondentes. A expressao dindmica de ppGalNAcT-14 em céancer sugere
que este gene, e possivelmente outras enzimas relacionadas, podem fornecer
biomarcadores uteis para identificar tumores com grande sensibilidade ao
Apo2L/TRAIL.

Glicanos O-ligados mostram diversidade estrutural extensa, e
eles modulam vérios aspectos da biologia de proteina de membrana
plasmatica, incluindo conformagdo, agregac¢ao, transito, meia-vida, como
também atividade de adeséo e sinalizagao (Hang et al., Bioorg. Med. Chem.,
13:5021 (2005); Hanisch, Biol. Chem., 382:143 (2001)). Células cancerigenas
frequentemente exibem alteragdes nos perfis O-glicano, criando exclusivos
antigenos de carboidrato associados a tumor (Brockhausen, Biochim.
Biophys. Acta, 1473:67 (1999); Dube et al,, Nat. Rev. Drug Discovery, 4:477
(2005); Fuster et al., Nat. Rev. Cancer, 5:526 (2005)). O-glicosilagdo também
desempenha um papel importante na estabilizagdo de células tumorais para
sitios especificos de metastase (Fuster ef al., Cancer Res., 63:2775 (2003);
Ohyama et al., EMBO J., 18:1516 (1999); Takada et al., Cancer Res., 53:354
(1993)). Um subconjunto significante de amostras de tumor primario de uma
variedade de canceres humanos mostra expressdao elevada da enzima
ppGalNAcT-14 de O-glicosilagido, incluindo amostra de células de célon e
coloretal, amostras de células de melanoma e amostras de células de

condrosarcoma.
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METODOS
MATERIAIS
Os reagentes da cultura celular foram adquiridos da Gibco
(Invitrogen/Gibco, Carlsbad, CA), Apo2L/TRAIL soluvel ndo marcado foi
preparado como descrito anteriormente (Lawrence et al, Nat. Med., 7:383
(2001)), o inibidor de glicosilagao O-ligado Benzil-a-GalNAc foi adquirido da
Calbiochem e todos as outras substancias quimicas (incluindo etoposideo e
estaurosporina) eram da Sigma Aldrich (St. Louis, MO).

CULTURA CELULAR E LINHAGENS CELULARES

Todas as linhagens celulares de carcinoma humano (para nomes
e numeros catalogados ver dados adicionais) foram obtidas da ATCC ou
DSMZ (Braunschweig, Germany) e cultivadas a 37°C e 5% CO, em RPMI1640
suplementado com 10% de soro de bovino fetal inativado pelo calor, 2 mM L-
de glutamina e 10 mM de HEPES sem antibidticos similares a
penicilina/estreptomicina. Células de rim embrionarias humanas 293 (nimero
catalogado CRL-1573) foram também obtidas da ATCC e cultivadas em 100%
de meio de Eagle modificado por Dulbecco suplementado com 10% de FBS. A
linhagem celular CHO mutante de O-glicosilagao, IdID CHO, foi licenciada pelo
Dr. Monty Kreiger, MIT (Boston MA).

TESTES DE VIABILIDADE CELULAR E TESTES DE APOPTOSE

Para determinar IC50 para Apo2L/TRAIL, as células foram
plaqueadas em triplicata em placas de 96 pogos, permitidas aderir por 24 horas
e entdo tratadas com Apo2L/TRAIL recombinante em concentragdes
crescentes, até 1000 ng/ml. Ap6és uma incubacado de 72h, elas foram entéo
submetidas a um teste de viabilidade — teste MTT (Pierce) ou Teste de
Viabilidade Celular Luminescente CellTiter-Glo (Promega) — de acordo com as
instrugdes do fabricante. Cada experimento de viabilidade celular foi repetido

pelo menos trés vezes em soro baixo (0,5%) e alto (10% de FBS) e linhagens
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celulares sensiveis intermediarias sao definidas pela variabilidade entre os
IC50s de experimentos independentes ou entre soro alto e baixo. Nos
definimos uma linhagem celular como sensivel baseado na indugdo de
apoptose de pelo menos 50% das células em uma concentracdo de
Apo2L/TRAIL de 1 ug/ml e como intermediariamente sensivel baseado na
variabilidade da quantidade de apoptoses induzida em experimentos
independentes ou na presenga de soro baixo (0,5%) versus alto (10%). A
apoptose foi quantificada pela analise citométrica de fluxo da porcentagem
média de células colhidas (aderente + flutuante no meio) corada com Anexina
V (BD Pharmingen).

HIBRIDIZAGAO DE MICROARRANJO E ANALISE DE DADOS

RNA celular total foi preparado a partir de células nao tratadas (3
X 106) usando-se o Kit RNeasy (Quiagen). cRNA marcado foi preparado e
hibridizado para microarranjos de oligonucleotideos (U133P GeneChip;
Affymetrix Incorporated, Santa Clara, CA) como previamente descrito (Hoffman
et al., Nat. Rev. Genetics, 5:229 (2004); Yauch et al., Clin. Cancer Res.,
11:8686 (2005)). Arquivos de imagens escaneadas foram analisadas com
GENECHIP 3.1 (Affymetrix), Spotfire, GenePattern e Cluster/TreeView. Para
identificar os genes mais diferentemente expressados entre linhagens de
células sensiveis e resistentes, valores de expressao génica foram submetidos
a um filtro de variacao que excluiu genes com variacao minima através das
amostras sendo analisadas pelo teste para uma troca e variagdo absoluta
sobre as amostras, comparando a razao de max e min (max/min) e diferenca
entre max e min (max-min) com valores pré-definidos e excluindo genes que
nao obedecem ambas as condigdes.

CONSTRUCAO DE EXPRESSAO E TRANSDUCAO RETROVIRAL

Um fragmento de DNA que codifica ppGalNAcT-14 foi clonado a
partir de cDNA agrupado de linhagens celulares sensiveis Apo2L/TRAIL e
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inseridas no plasmideo de expressao pcDNA3.1 (Invitrogen) com um N-
terminal Flag tag. Esta construcado foi entdo submetida ao sitio dirigido de
mutagénese (kit Quikchange Mutagenesis, Stratagene) para gerar mutantes
silenciosos siRNA que tinham 4-6 alteragdes de pares de base balenceadas na
sequéncia homodloga para o siRNA, sem trocar a seqiiéncia de proteina. As
mutagdes atravessam uma regiao de 10bp no centro do 19bp da sequéncia de
ligacao de siRNA. As sequéncia de DNA para DR5Longo e DR5Curto, DR4,
receptor TRAIL murino, DR4, Fas (variante 1), TNFR1 e Bax (variante beta)
foram clonadas a partir de pools de cDNA e inseridas no vetor de expressao
pRK (Genentech). Mutantes O-glicosilagdo de DR5L e DR5S foram gerados
pela mutagao sitio-especifica de quatro treoninas a residuos alanina, Mut4xTA
(T130, T131, T132, T135) ou cinco treoninas a residuos alanina MutSxTA
(T130, T131, T132, T135, T143). A transfec¢ao transitéria em células HEK293
com construcao de expressao de moléculas pré-apoptética's foram feitas em
placas de 6 pogos a uma concentragdo de 0,5 ug/pogo da molécula pré-
apoptotica e 2,0 ug de ppGalNAcT-14 ou um vetor controle. As células foram
transfectadas usando-se Lipofectamina 2000 de acordo com o protocolo do
fabricante. Seguindo uma incubacao de 48h, as células foram submetidas a
analise de apoptose.

Para gerar retrovirais construgdes ppGalNAcT-14 e mutantes
foram clonados no vetor retroviral pQCXIP (Clontech). Sobrenadantes
retrovirais de alta titulagdo foram gerados usando-se linhagem celular auxiliar
ONX-Ampho. Células empacotadas foram transfectadas usando-se Fosfato de
Calcio (Invitrogen). Os sobrenadantes foram isolados 48h apés transfeccao e
adicionados as células alvo junto com 10 microg/ml de polibreno, seguido por
uma etapa de centrifugacdo de 1h a 2700 rpm para aumentar infecgao.
Seguindo transdugéo, as células foram submetidas a sele¢do com 2 microg/ml

de puromicina.
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PROJETO SIRNA E PROTOCOLOS DE TRANSFECCAO

Os siRNAs contra ppGalNAcT-14, ppGalNAcT-3, Caspase-8 e
DR5 foram projetados pela Dharmacon (Lafayette, CO) usando seus critérios
de selecdo de propriedade. As sequéncia selecionadas foram:

siGalNAcT-14 (1): 5' GACCATCCGCAGTGTATTA-ATAT 3' (=14-
4) (SEQ ID NO:15)

siGalNAcT-14 (2): 5' ATACAGATATGTTCGGTGA-dTdT 3' (=14-
6) (SEQ ID NO:16)

siGalNAcT-3 (1): §' CCATAGATCTGAACACGTT-dTdT 3' (=3-2)
(SEQ ID NO:17)

siGalNAcT-3 (2): 5 GCAAGGATATTATACAGCA-dTdT 3' (=3-7)
(SEQ ID NO:18)

siFut-6 (1) 5' GUACCAGACACGCGGCAUA-JTAT 3' (=6-1) (SEQ

ID NO:19)

siFut-6 (2) 5 ACCGAGAGGUCAUGUACAA-dTAT 3' (=6-2) (SEQ
ID NO:20)

siCaspase-8: 5' GGACAAAGTTTACCAAATG-dTdT 3' (SEQ ID
NO:21)

siRNAs foram adquiridos como oligonucleotideos RNA de fita
dupla e transfectados nas respectivas linhagens celulares a uma concentragao
de 25 nM para cada siRNA. siRNA duplex contra uma sequéncia nao alvo
(Dharmacon) foi usado como controle. Células foram transfectadas usando-se
Lipofectamine2000 (Invitrogen) por transfecg¢édo reversa onde as células foram
adicionadas na suspensdo aos complexos siRNA lipideo pré-plagueados.
Concentragdes para Lipofectamine2000 eram de acordo com as instrugées do
fabricante. Apds 48h de incubacgao, as células foram colhidas para analise de
mRNA ou incubadas com Apo2L/TRAIL humano recombinante, etoposideo ou

estaurosporina para um adicional 24-72h para testes de viabilidade para 4, 8
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ou 24h para analise Western blot.

INIBICAO DE O-GLICOSILACAO com BENzIL-A-GALNAC

Células Colo205 foram cultivadas na presenca de Benzil-a-
GalNAc (2 mM ou 4 mM) por 72 horas. Neste ponto elas foram replaqueadas
em placas de 96 pocos, permitidas aderirem por 24 horas, enquanto ainda na
presenca do inibidor. Elas foram entdao estimuladas com concentragdes
crescentes de Apo2L/TRAIL como indicado e submetidas a um teste de
viabilidade.

PCR QUANTITATIVO

Niveis de expressao de transcricao de GalNacT-14 e GalNacT-3
foram avaliados por RT-PCR quantitativo usando-se técnicas padrao Tagman.
Niveis de transcricao foram normalizados para o gene housekeeping, GAPDH
e os resultados estao expressos como valores de expressao normalizados (=2
DCt). Conjuntos primerisonda para GalNacT-14 (cat#:. Hs00226180 m1_GT14),
GalNacT-3 (cat#:Hs00237084 m1_GT3) e GAPDH (cat#. 402869) foram
adquiridos da Applied Biosystems (Foster City, CA).

IMUNOPRECIPITACAO, ANALISE WESTERN BLOT E ANTICORPOS

IP: Anticorpos monoclonais anti-Apo2L (2E11; ATCC Acesso No.
HB-12256), anti-DR4 (3G1 e 4G7, ATCC Acesso No. PTA-99) e anti-DR5 (3H3,
ATCC Acesso No. 12534, e 5C7) foram gerados na Genentech, Inc. utilizando
proteinas de fusdo receptor Fc como antigenos. Anticorpos monoclonais anti-
DR4 (4G7) e anti-DR5 (5C7), usados para imunoprecipitar o Apo2L/TRAIL
DISC, foram conjugados a agarose usando-se o kit de orientacdo ImmunoPure
Proteina G IgG Plus (niumero catalogado 44990) da Pierce. Os anticorpos
monoclonais anti-DR4 (3G1) e anti-DR5 (3H3), usados para imunodetecgéo de
DR4/5 em imunoprecipitacdes DISC, foram biotinilados usando-se kit de
biotinilagao EZ-link Sulfo-NHS-LC (numero catalogado 21217) da Pierce.
FLAG-unido Apo2L/TRAIL foi preparado e interligado com anticorpo anti-FLAG
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M2 (Sigma) como descrito (Kischkel, Immunity, 12:611 (2000)). Estes
experimentos foram feitos como previamente descrito para analise
Apo2L/TRAIL-FLAG + anti-FLAG DISC (Kischkel, acima). Os experimentos de
imunoprecipitacdo DR4/5 DISC também foram realizados como descrito,
exceto que os anticorpos monoclonais anti-DR4 (4G7) e anti-DR5 (5C7) foram
diretamente conjugados a agarose para a imunoprecipitacdo (Sharp et al., J.
Biol. Chem., 280:19401 (2005)).

WB: 5x10° células foram semeadas por pogo em placas de 6
pocos. Para experimentos de RNAIi knock-down, as células foram tratadas com
siRNAs diferentes por 48h seguida pelo Apo2L/TRAIL por 4, 8 ou 24h. Apés os
periodos de tempo indicados, as células foram lavadas em gelo seco PBS e
lisadas em 1% de Triton X-100 contendo tampao de lise hipotdnico (20 mM
HEPES pH 7,5, 10 mM de KCL, 1,5 mM de MgCl,, 1 mM de EDTA e 1 mM de
DTT). Para cada amostra, 40 ug de proteina foi separada sob condi¢des de
redugdo em gradiente 10% ou 10-20% de géis SDS-poliacrilamida. Apoés
transferéncia para membranas de nitrocelulose (Schleicher e Schuell) as
membranas foram incubadas por 1h em 10% de leite em p6é desnatado
seguido por 1h de incubagdo com os seguintes anticorpos primarios: anticorpo
anti-caspase-3 de cabra (1:1000, R&D) anticorpo anti-caspase-8 de coelho
(1:1000, Pharmingen), anticorpo 5B4 anti-caspase-9 de camundongo 5B4
(1:1000, MBL), anticorpo anti-Bid de coelho (1:1000, Pharmingen), anticorpo
anti-DR5 de coelho (1:500, Cayman) ou anticorpo anti-actina de cabra (1:200,
Santa Cruz Biotechnology). As membranas foram lavadas cinco vezes com
TBS/0,05% Tween e entdo incubadas com o anticorpo secundario purificado
de afinidade conjugado com a respectiva peroxidase (1:5000, Biorad) por 30
min. As membranas foram lavadas novamente cinco vezes e reveladas
usando-se quimioluminescéncia aumentada (ECL, Amersham) e expostas a

filmes Kodak Biomax .
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CITOMETRIA DE FLUXO/ANALISE FACS

A expressao de superficie dos receptores DR4 e DR5 da familia
TNF foi determinada por seleg¢do celular ativada por fluorescéncia (FACS)
usando-se um citdbmetro de fluxo FACS Calibur (Becton Dickinson
Immunocytometry System, San Jose, CA). Células C170 e PSN-1,
transfectadas com siRNAs indicados por 48h, foram coradas com 10 pyg/ml de
anticorpo primario, 4G7 (anti-DR4) ou 3H3 (anti-DR5) ou um anticorpo controle
IgG de camundongo por 1 h a 4°C. As células foram ent&o lavadas com PBS e
entdo incubadas com um anticorpo secundario anti-camundongo conjugado
com fluorescina (FITC) (Jackson Laboratories) por 30 min a 4°C. As células
foram entdo analisadas por citometria de fluxo usando-se um citbmetro de
fluxo FACS Calibur.

TESTES DE CASPASE

Atividades de caspase-3/-7 foram testadas a 37°C em 40 ul de
tampéo caspase (50 mM de HEPES pH 7,4, 100 mM de NaCl, 10 % de
sacarose, 1 mM de EDTA, 0,1% de CHAPS €10 mM de DTT) contendo 100 uM
do peptideo fluorogénico Ac-DEVD-AFC. A atividade foi medida continuamente
sobre o tempo indicado pela liberagdo de AFC a partir de DEVD-AFC usando-
se um Dispositivo Molecular fluorémetro no modo cinético e com o par de filtro
405-510. Para a avaliagao da atividade de caspase 20 yg de proteina celular
total (Triton X-100 extracts) foi usado em 40 pl de tampéo caspase (contendo
100 uM de DEVD-AFC).

ANALISE DE CARBOIDRATO DE DR5 DERIVADO DE CHO

A composicao de monossacarideo de DR5 derivado de células de
CHO foi obtida ap6s hidrolise com 4 N TFA. A analise dos monossacarideos
liberados foi realizada em um sistema HPLC Dionex BioLC usando-se
cromatografia de troca anibnica de alta eficiéncia acoplada a um detector

amperométrico pulsado.
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EsSTUDOS DE ANIMAIS E XENOENXERTOS S.C.

Fémeas atimicas de camundongos nus (The Jackson Laboratory,
Bar Harbor, ME, USA) foram aclimatadas ao biotério da Genentech por um
minimo de 1 semana antes de colocado no estudo experimental. Todos os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité Institucional de
Uso e Cuidado Animal da Genentech (JACAUC). Os camundongos foram
inoculados s.c com 5 x 10° células/camundongo de Colo205, DLD-1 e RKO ou
20 x 10° células/camundongo de células de carcinoma de coélon humano
Colo320HSR (Colegcdo Americana de Tipo de Cultura). As medidas do tumor
foram coletadas por um calibre digital e os volumes do tumor calculados
usando-se a férmula p/6 (A= comprimento)(B=Iargura)z. Uma vez que 0s
tumores atingiram um volume de ~150 — 200 mm?®, os camundongos foram
agrupados aleatoriamente e administrados de forma intraperitoneal (i.p) com

veiculo ou Apo2L/TRAIL (60 mg/kg/dia) nos dias 0 — 4.
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<160> 29

<210> 1

<211> 281

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
Met Ala Met Met Glu Val Gln Gly Gly Pro Ser Leu Gly Gln Thr
1 5 10 15

Cys Val Leu Ile Val Ile Phe Thr Val Leu Leu Gln Ser Leu Cys
20 25 30

Val Ala Val Thr Tyr Val Tyr Phe Thr Asn Glu Leu Lys Gln Met
35 40 45

Gln Asp Lys Tyr Ser Lys Ser Gly Ile Ala Cys Phe Leu Lys Glu
50 55 60

Asp Asp Ser Tyr Trp Asp Pro Asn Asp Glu Glu Ser Met Asn Ser
65 70 75

Pro Cys Trp Gln Val Lys Trp Gln Leu Arg Gln Leu Val Arg Lys
80 85 90

Met Ile Leu Arg Thr Ser Glu Glu Thr Ile Ser Thr Val Gln Glu
95 100 105

Lys Gln Gln Asn Ile Ser Pro Leu Val Arg Glu Arg Gly Pro Gln
110 115 120

Arg Val Ala Ala His Ile Thr Gly Thr Arg Gly Arg Ser Asn Thr
125 130 135

Leu Ser Ser Pro Asn Ser Lys Asn Glu Lys Ala Leu Gly Arg Lys
140 145 150

Ile Asn Ser Trp Glu Ser Ser Arg Ser Gly His Ser Phe Leu Ser
155 160 165



Asn Leu His Leu Arg Asn Gly Glu Leu Val Ile
170 175
Phe Tyr Tyr Ile Tyr Ser Gln Thr Tyr Phe Arg
185 190
Ile Lys Glu Asn Thr Lys Asn Asp Lys Gln Met
200 205
Tyr Lys Tyr Thr Ser Tyr Pro Asp Pro Ile Leu
215 220
Ala Arg Asn Ser Cys Trp Ser Lys Asp Ala Glu
230 235
Ser Ile Tyr Gin Gly Gly Ile Phe Glu Leu Lys
245 250
‘Ile Phe Val Ser Val Thr Asn Glu His Leu Ile
260 265
Glu Ala Ser Phe Phe Gly Ala Phe Leu Val Gly
275 280
<210> 2
<211> 1042
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220>
<221> Incerto
<222> 447
<223> Base Desconhecida
<400> 2
tttcctcact gactataaaa gaatagagaa ggaagggctt
ctgcctggct gacttacagc agtcagactc tgacaggatc
tggaggtcca ggggggaccc agcctgggac agacctgcegt
atcttcacag tgctcctgca gtctctctgt gtggctgtaa
ctttaccaac gagctgaagc agatgcagga caagtactcc
ttgcttgttt cttaaaagaa gatgacagtt attgggaccc
gagagtatga acagcccctg ctggcaagtc aagtggcaac
cgttagaaag atgattttga gaacctctga ggaaaccatt
aagaaaagca acaaaatatt tctcccctag tgagagaaag
agagtagcag ctcacataac tgggaccaga ggaagaagca
ttctccaaac tccaagaatg aaaaggctct gggccgcaaa
gggaatcatc aaggagtggg cattcattcc tgagcaactt

His Glu Lys

Phe Gln Glu

Val Gln Tyr

Leu Met Lys

Tyr Gly Leu

Glu Asn Asp

Asp Met Asp

cagtgaccgg
atggctatga
gctgatcgtg
cttacgtgta
aaaagtggca
caatgacgaa
tcecgtcaget
tctacagttce
aggtccncag
acacattgtc
ataaactcct

gcacttgagg

Gly
180

Glu
195

Ile
210

Ser
225

Tyr
240

Arg
255

His
270

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550

600



aatggtgaac tggtcatcca tgaaaaaggg ttttactaca
aacatacttt cgatttcagg aggaaataaa agaaaacaca
aacaaatggt ccaatatatt tacaaataca caagttatcc
ttgttgatga aaagtgctag aaatagttgt tggtctaaag
tggactctat tccatctatc aagggggaat atttgagctt
acagaatttt tgtttctgta acaaatgagc acttgataga
gaagccagtt ttttcggggc ctttttagtt ggctaactga
aaaagcaata acctcaaagt gactattcag ttttcaggat
gaagatgttt caaaaaatct gaccaaaaca aacaaacaga
<210> 3
<211> 468
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 3
Met Ala Pro Pro Pro Ala Arg Val His Leu Gly
1 5 10
Val Thr Pro Asn Pro Gly Ser Ala Ala Ser Gly
20 25
Ala Ala Thr Pro Ser Lys Val Trp Gly Ser Ser
35 40
Glu Pro Arg Gly Gly Gly Arg Gly Ala Leu Pro
50 55
Gln His Gly Pro Ser Ala Arg Ala Arg Ala Gly
65 70
Pro Arg Pro Ala Arg Glu Ala Ser Pro Arg Leu
80 85
Thr Phe Lys Phe Val Val Val Gly Val Leu Leu
95 100
Ser Ser Ala Ala Thr Ile Lys Leu His Asp Gln
110 115
Gln Gln Trp Glu His Ser Pro Leu Gly Glu Leu
125 130
Ser His Arg Ser Glu Arg Pro Gly Ala Cys Asn
140 145
Gly Val Gly Tyr Thr Asn Ala Ser Asn Asn Leu
155 160
Pro Cys Thr Ala Cys Lys Ser Asp Glu Glu Glu
170 175

tctattccca
aagaacgaca
tgaccctata
atgcagaata
aaggaaaatg
catggaccat
cctggaaaga
gatacactat

aa 1042

Ala Phe Leu

Thr Glu Ala

Ala Gly Arg

Thr Ser Met

Arg Ala Pro

Arg Val His

Gln Val Val

Ser Ile Gly

Cys Pro Pro

Arg Cys Thr

Phe Ala Cys

Arg Ser Pro

650
700
750
800
850
900
950

1000

Ala
15

Ala
30

Ile
45

Gly
60

Gly
75

Lys
90

Pro
105

Thr
120

Gly
135

Glu
150

Leu
165

Cys
180



Thr

Arg

Cys

Asp

Trp

Ala

Asp

Leu

Ser

Glu

Pro

Ser

Thr

Pro

Lys

Asp

Arg

Glu

Ser

Ser

Thr

Asn

Pro

Ile

Val

Val

Pro

Arg

Asn

Ser

Gly

Gln

Glu

Phe

Asn

Ala

Asn

Glu

Gly

Leu

Thr

Asp

Arg

Glu

Ile

Leu

Lys

Gly

Ala

Gln

Glu

Arg

Thr

Asp

Glu

Leu

Ala

Arg

Lys

Glu

Arg

Asn

Gly

Cys

Leu

Ile

Cys

Pro

Asp

Glu

Ala

Arg

Leu

Ser

Ile

Tyr

Ser

His

Phe

Asn
185

Ser
200

Met
215

Val
230

Val
245

Val
260

Met
275

Gly
290

Ser
305

Pro
320

Gln
335

Arg
350

Met
365

Trp
380

Asp
395

Ala
410

Ile
425

Ala
440

Ile
455

Thr

Ala

Val

His

Val

Cys

Asp

Ala

Leu

Ala

Cys

Leu

Leu

Asp

Val

Met

His

Lys

Tyr

Ala

Glu

Lys

Lys

Thr

Cys

Arg

Glu

Ser

Asp

Leu

Leu

Phe

Glin

Val

Leu

Thr

Glu

Leu

Cys

Met

Val

Glu

Leu

Cys

Val

Asp

Thr

Leu

Leu

Val

Phe

Leu

Arg

Met

Leu

Lys

Glu

Gln

Cys

Lys

Ser

Val

Ile

Cys

Asn

Phe

Thr

Gly

Pro

Asp

Met

Ala

Lys

Leu

Ile

Asp

Cys
190

Arg
205

Asp
220

Gly
235

vVal
250

Gly
265

Phe
280

Ala
295

Val
310

Gly
325

Pro
340

Ala
355

Lys
370

Arg
385

Gly
400

Trp

415

Asp
430

Gln
445

Gly
460

Lys

Lys

Cys

Asn

Pro

Ser

Trp

His

Ser

Val

Ala

Asn

Phe

Gln

Thr

Val

Ala

Asp

Thr

Pro

Cys

Thr

Gly

Leu

Gly

Arg

Asn

Glu

Thr

Glu

Gly

Ala

Leu

Ala

Asn

Leu

Leu

Gly

Gly

Ser

Pro

His

Leu

Cys

Leu

Glu

Gln

Val

Ala

Ala

Asn

Asp

Gly

Lys

Glu

Leu

Ser

Thr

Thr

Trp

Asn

Leu

Gly

Gly

Ile

Gln

Gln

Glu

Asp

Ile

Leu

Pro

Thr

Arg

Val

Ala

Phe
195

Gly
210

Ser
225

Ile
240

Val
255

Gly
270

Leu
285

Leu
300

Met
315

Ser
330

Gly
345

Pro
360

Val
375

Thr
390

Gly
405

Gly
420

Met
435

Asp
450

Val
465



<210> 4

<211> 1407
<212> DNA
<213>

<400> 4
atggcgccac

tccgaatccce
ccagcaaagt
ggccgaggag
ggcecgggea
ctcggctccg
ctgcaggtcg
aattggcaca
caggatctca
ggtgtgggtt
tacagcttgt
ggaacacagc
gctgagatgt
ggtcaaggat
caggcaatgg
ccgttgcetgt
ttgtggaggg
gtctcctacg
agcaacgcag
ccaggagcecg
cacagtgtct
ctgctggttc
ctttgacaag
tgaggcagct

acagcaggcc

Homo sapiens

caccagctag
gggagcgcag
gtggggctct
cgctccctac
gggcgcegecec
ggtccacaag
tacctagctc
cagcaatggg
tagatcagaa
acaccaatgc
aaatcagatg
atgtcagtgc
gccggaagtg
tgtacgccect
acataatata
tggtggctgt
gaccccaagt
agggcctggg
actcgctgtc
gcagatttga
gctgggaccg
cagcaaatgg
tttgcaaaca

ggacctcacg

caggggatgc

agtacatcta
cgagtgggac
tccgegggga
ctccatggga
caggacccag
accttcaagt
agctgcaacc
aacatagccc
cgtcctggag
ttccaacaat
aagaagagag
aaaccaggaa
cagcacaggg
ggagtgacat
tgggtgattt
gctgattgtc
gcatggacag
gctgaggaca
cactttcgtc
caggtgtcac
gcagaagctg
tgctgacccce
tcgtgccectt
aaaaatgaga

cttgtatgca

ggtgcgttcc
agaggcagcc
ggattgaacc
cagcacggac
gccggegegg
ttgtecgtegt
atgatcaatc
tttgggagag
cctgtaaccg
ttgtttgcett
aagtccctgce
ctttccggaa
tgcceccagag
cgagtgtgtc
tggttgtgac
tgttgttgca
ggtgtgtttc
atgctcacaa
tctgagcagc
tgtacagtcc
aagggtctca
actgagactc
tgactcctgg
tcgatgtggt

atgctgatga

tggcagtgac
gcggccacac
acgaggcggg
ccagtgcccecg
gaagccagcce
cggggtcctg
aattggcaca
ttgtgtccac
gtgcacagag
gcctcccatg
accacgacca
tgacaattct
ggatggtcaa
cacaaagaat
tttggttgtt
tcggctcagg
tggcgettgg
cgagattctg
aaatggaaag
ccaggggagyg
gaggaggagg
tgatgctgtt
gaccagctca
cagagctggt

aatgggtcaa

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

550

600

650

700

750

800

850

900

950

1000

1050

1100

1150

1200

1250



caaaactgga cggaacgcct cgatccacac cctgctggat gccttggaga 1300

ggatggaaga gagacatgca aaagagaaga ttcaggacct cttggtggac 1350

tctggaaagt tcatctactt agaagatggc acaggctctg ccgtgtcctt 1400

ggagtga 1407

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

<400>

Met

1

Lys

Gly

Leu

Leu

Pro

Gly

His

Ser

Val

Glu

Lys

Lys

Leu

Val

5
411
PRT

Homo sapiens

5
Glu

Arg

Leu

Leu

Ala

Ser

Arg

Trp

Gly

Cys

Met

Val

Glu

Ile

Leu

Gln

His

Arg

Leu

Pro

Glu

Asp

Asn

Glu

Gln

Cys

Gly

Ser

Val

Pro

Arg

Gly

Val

Val

Gln

Gly

Cys

Asp

Val

Cys

Arg

Asp

Gly

Ala

Tyr

Gly
5

Pro
20

Pro
35

Ser
50

Gln
65

Leu
80

Ile
95

Leu
110

Glu
125

Glu
140

Lys
155

Cys
170

Ile
185

Val
200

Leu
215

Gln

Gly

Lys

Ala

Arg

Cys

Ser

Leu

Leu

Glu

Cys

Thr

Ile

Phe

Lys

Asn

Pro

Thr

Glu

Ala

Pro

Cys

Phe

Ser

Gly

Arg

Pro

Ile

Val

Gly

Ala

Arg

Leu

Ser

Ala

Pro

Lys

Cys

Pro

Thr

Thr

Trp

Gly

Cys

Ile

Pro

Glu

Val

Ala

Pro

Gly

Tyr

Leu

Cys

Phe

Gly

Ser

Val

Lys

Cys

Ala
10

Ala
25

Leu
40

Leu
55

Gln
70

His
85

Gly
100

Arg
115

Thr
130

Arg
145

Cys
160

Asp
175

Thr
190

Ser
205

Ser
220

Ala

Arg

Val

Ile

Gln

His

Gln

Cys

Thr

Glu

Pro

Ile

Val

Leu

Gly

Ser

Gly

Val

Thr

Lys

Ile

Asp

Thr

Thr

Glu

Arg

Glu

Ala

Leu

Gly

Gly

Ala

Ala

Gln

Arg

Ser

Tyr

Arg

Arg

Asp

Gly

Cys

Ala

Trp

Gly

Ala

Arg

Ala

Gln

Ser

Glu

Ser

Cys

Asn

Ser

Met

Val

Val

Lys

Gly

Arg
15

Pro
30

Val
45

Asp
60

Ser
75

Asp
90

Thr
105

Asp
120

Thr
135

Pro
150

Val
165
His
180

Val
195

Lys
210

Asp
225



Pro

Asn

Pro

Val

Ala

Asn

Phe

Lys

Ala

Val

Ala

Asp

Ala

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

Glu

Val

Glu

Asn

Glu

Glu

Ala

Leu

Ala

Asn

Leu

His

Asp

6

440

Arg

Leu

Gln

Met

Ala

Gly

Asp

Gly

Gly

Lys

Glu

Leu

Ser

PRT
Homo sapiens

<400> 6

Met
1

Lys

Gly Pro

Leu Leu

Glu

Arg

Leu Ala

Gln

His

Arg

Leu

Pro

Val

Asn

Glu

Leu

Glu

Asp

Leu

Leu

His

Thr

Thr

Leu

Ala

Arg

Gly

Val

Val

Gln

Asp
230

Glu
245

Met
260

Ser
275

Arg
290

Pro
305

Val
320

Met
335

Arg
350

Gly
365

Leu
380

Ser
395

Leu
410

Gly
5

Pro
20

Pro
35

Ser
50

Gln
65

Arg

Ile

Glu

Pro

Ser

Thr

Pro

Asp

Asp

Arg

Gly

Ser

Ser

Gln

Gly

Lys

Ala

Arg .

Ser

Val

Val

Gly

Gln

Glu

Phe

Asn

Thr

Asp

Glu

Gly

Asn

Pro

Thr

Glu

Ala

Ser

Ser

Gln

Glu

Arg

Thr

Asp

Glu

Leu

Ala

Arg

Lys

Ala

Arg

Leu

Ser

Ala

Gln

Ile

Glu

Ser

Arg

Leu

Ser

Ile

Tyr

Ser

Leu

Phe

Pro

Glu

Val

Ala

Pro

Arg
235

Leu
250

Pro
265

Glu
280

Arg
295

Arg
310

Trp
325

Lys
340

Thr
355

Val
370

Ala
385

Met
400

Ala
10

Ala
25

Leu
40

Leu
55

Gln
70

Pro

Gln

Ala

His

Leu

Gln

Glu

Val

Met

His

Lys

Tyr

Ala

Arg

Val

Ile

Gln

Gly

Pro

Glu

Leu

Leu

Cys

Pro

Ala

Leu

Thr

Gln

Leu

Ser

Gly

Val

Thr

Lys

Ala

Thr

Pro

Leu

Val

Phe

Leu

Lys

Ile

Leu

Lys

Glu

Gly

Ala

Ala

Gln

Arg

Glu

Gln

Thr

Glu

Pro

Asp

Met

Ala

Lys

Leu

Ile

Gly

Ala

Arg

Ala

Gln

Ser

Asp
240

Val
255

Gly
270

Pro
285

Ala
300

Asp
315

Arg
330

Glu
345

Trp
360

Asp
375

Glu
390

Asn
405

Arg
15

Pro
30

Val
45

Asp
60

Ser
75



Pro

Gly

His

Ser

Val

Glu

Lys

Lys

Glu

Leu

Ile

Leu

Glu

Val

Glu

Asn

Glu

Glu

Ala

Leu

Ser

Arg

Trp

Gly

Cys

Met

Val

Glu

Thr

Ser

Val

Pro

Arg

Leu

Gln

Met

Ala

Gly

Asp

Gly

Glu

Asp

Asn

Glu

Gln

Cys

Gly

Ser

Val

Gly

Ala

Tyr

Val

Asn

Glu

Leu

Glu

Asp

Leu

Leu

Cys

Asp

Val

Cys

Arg

Asp

Gly

Thr

Ile

Val

Leu

Asp

Glu

Met

Ser

Arg

Pro

Val

Met

Leu
80

Ile
95

Leu
110

Glu
125

Glu
140

Lys
155

Cys
170

Thr
185

Ser
200

Ile
215

Phe
230

Lys
245

Arg
260

Ile
275

Glu
290

Pro
305

Ser
320

Thr
335

Pro
350

Asp
365

Cys

Ser

Leu

Leu

Glu

Cys

Thr

Lys

Ser

Ile

Val

Gly

Ser

Val

Val

Gly

Gln

Glu

Phe

Asn

Pro

Cys

Phe

Ser

Gly

Arg

Pro

His

Pro

Gly

Cys

Ile

Ser

Ser

Gln

Glu

Arg

Thr

Asp

Glu

Pro

Lys

Cys

Pro

Thr

Thr

Trp

Ser

Gly

Val

Lys

Cys

Gln

Ile

Glu

Ser

Arg

Leu

Ser

Ile

Tyr

Leu

Cys

Phe

Gly

Ser

Gly

Thr

Thr

Ser

Ser

Arg

Leu

Pro

Glu

Arg

Arg

Trp

Lys

His
85

Gly
100

Arg
115

Thr
130

Arg
145

Cys
160

Asp
175

Glu
190

Pro
205

Val
220

Leu
235

Gly
250

Pro
265

Gln
280

Ala
295
His
310

Leu
325

Gln
340

Glu
355

Val
370

His

Gln

Cys

Thr

Glu

Pro

Ile

Ala

Ala

Ala

Leu

Gly

Gly

Pro

Glu

Leu

Leu

Cys

Pro

Ala

Ile

Asp

Thr

Thr

Glu

Arg

Glu

Pro

Ser

Ala

Trp

Gly

Ala

Thr

Pro

Leu

Val

Phe

Leu

Lys

Ser

Tyr

Arg

Arg

Asp

Gly

Cys

Ala

Pro

Val

Lys

Gly

Glu

Gln

Thr

Glu

Pro

Asp

Met

Ala

Glu

Ser

Cys

Asn

Ser

Met

Val

Val

Cys

Val

Lys

Asp

Asp

Val

Gly

Pro

Ala

Asp

Arg

Glu

Asp
90

Thr
105

Asp
120

Thr
135

Pro
150

Val
165
His
180

Glu
195

Ser
210

Leu
225

Val
240

Pro
255

Asn
270

Pro
285

Val
300

Ala
315

Asn
330

Phe
345

Lys
360

Ala
375



Ala Gly

Asn Lys

Leu Glu

His Leu

Asp Ser

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

7
1180
DNA

<400> 7
gctgtgggaa

atttttggga
cgttagggaa
agggtgcgac
gatccccaag
cagtcctagc
cagacagtgg
tccagcagga
cagagggtgt
ccatgtacag
gaccagagac
actccccaga
caagtcagta
tggtgccaat
ccagcccggg
ccagggactc
gactcctgcc
ctgccccagce
tcttctcatt

gcttctgatt

His

Thr

Thr

Leu

Ala

Arg Asp

380
Gly Arg
395
Leu Gly
410

Ser
425

Ser

Met Ser

440

Homo sapiens

cctctccacg
gtttgaccag
ctctggggac
ccaggaccca
accctaaagt
ttactctgcc
ccccacagcea
tctcatagat
ggattacacc
tttgtaaatc
acagtgtgtc
gatgtgccgg
attgtacgtc
gccactgtgg
gactcctgcec
ctgccccage
ccagctgctg
tgctgaagag
acctctcatg

gtgtttgttt

Thr Leu

Asp Ala

Glu Arg

Gly Lys

Tyr

Ser

Leu

Phe

cgcacgaact
agatgcaagg
agagcgcccce
ggacggcgtc
tcgtcgtegt
accactgccc
acagaggcac
cagaacatac
aacgcttcca
agatcaaaaa
agtgtaaaga
aagtgtagca
ctgggatgat
aaaccccagc
ccagctgctg
tgctgaagag
aagagacaat
acaatgacca
caccatcgta

gaaagacttc

Thr Met

385

Leu

His Thr

400

Val

Ala Lys Gln

415

Met Tyr Leu

430

cagccaacga
ggtgaaggag
ggccgcctga
gggaaccata
catcgtcgcg
ggcaggagga
agcttcaagg
tggagcctgt
acaatgaacc
cataaaagtt
aggcaccttc
ggtgccctag
atccagtgtg
tgctgaagag
aagagacaat
acaatgacca
gaccaccagc
ccagcccggg
gggatcatag

actgtggaag

Ile Lys Trp

Leu Leu Asp

Lys Ile Glu

Glu Gly Asn

tttctgatag
cgcttcctac
tggccgagge
ccatggcccg
gtcctgctge
agttccccag
gggaggagtg
aacccgtgca
ttcttgette
cctgcaccat
cggaatgaaa
tggggaagtc
ttgaagaatt
acaatgaaca
gaacaccagc
ccagcccggg
ccggggactc
gactcctgcecc
ttctaattgt

aaattccttc

Val
390

Ala
405

Asp
420

Ala
435

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950

1000



cttacctgaa
cactctctgc
gcccectgcecce
aaaaaaaaaa
<210> 8

<211> 259
<212> PRT

aggttcaggt aggcgctggc

cctgcctcece tctgetgtgt

CcCaaaaaaaaad daaaaaaaaaa

adaadaaaaa aadaaaaaaa

<213> Homo sapiens

<400> 8

Met Ala Arg

1

Ala Val Leu

Gln Glu Glu

His Ser Phe

Glu His Thr

Thr Asn Ala

Cys Lys Ser

Asp Thr Val

Ser Pro Glu

Val Gln Val

Glu Glu Phe

Glu Thr Met

Glu Thr Met

Glu Thr Met

Glu Thr Met

Ile

Leu

Val

Lys

Gly

Ser

Asp

Cys

Met

Ser

Gly

Asn

Asn

Thr

Thr

Pro
Pro
20

Pro
35

Gly
50

Ala
65

Asn
80

Gln
95

Gln
110

Cys
125

Asn
140

Ala
155

Thr
170

Thr
185

Thr
200

Thr
215

Lys Thr Leu

Val Leu Ala

Gln Gln Thr

Glu Glu Cys

Cys Asn Pro

Asn Glu Pro

Lys His Lys

Cys Lys Glu

Arg Lys Cys

Cys Thr Ser

Asn Ala Thr

Ser Pro Gly

Ser Pro Gly

Ser Pro Gly

Ser Pro Gly

10

tgagggcggg gggcgctgga 1050

tcccacagac agaaacgcct 1100

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 1150

1180

Lys

Tyr

Val

Pro

Cys

Ser

Ser

Gly

Ser

Trp

Val

Thr

Thr

Thr

Thr

Phe
10

Ser
25

Ala
40

Ala
55

Thr
70

Cys
85

Ser
100

Thr
115

Arg
130

Asp
145

Glu
160

Pro
175

Pro
190

Pro
205

Pro
220

Val

Ala

Pro

Gly

Glu

Phe

Cys

Phe

Cys

Asp

Thr

Ala

Ala

Ala

Ala

Val

Thr

Gln

Ser

Gly

Pro

Thr

Arg

Pro

Ile

Pro

Pro

Pro

Pro

Pro

Val

Thr

Gln

His

vVal

Cys

Met

Asn

Ser

Gln

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Ile

Ala

Gln

Arg

Asp

Thr

Thr

Glu

Gly

Cys

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Val
15

Arg
30

Arg
45

Ser
60

Tyr
75

Val
90

Arg
105

Asn
120

Glu
135

Val
150

Glu
165

Glu
180

Glu
195

Glu
210

Glu
225



11

Glu Thr Met Thr Thr Ser Pro Gly Thr Pro Ala Ser Ser His Tyr

230

235

240

Leu Ser Cys Thr Ile Val Gly Ile Ile Val Leu Ile Val Leu Leu

245

Ile Val Phe Val

<210> 9

<211> 2082
<212> DNA
<213>

<400> 9
ccaactgcac

atccctcgac
acggggacga
cttctcatgg
agcagggcgce
tcctggaccc
ctgccggtcc
ccagcagaca
agtgtccagce
tgcacagagg
cctgctatgt
ccacgaccag
aaaaactccc
gatggtcaag
atgaatcagc
gtgaccacca
catagtggtt
gtcggaagaa
ggaggtcccg
ttcacgagtt

acagatactt

gagctggcag

Homo sapiens

ctcggttcta
ctcgacccac
tttctgattg
gactttgggg
tatccaggag
caagatcctt
gggttgactc
gtggccccac
aggatctcat
gtgtggatta
acagtttgta
agacaccgtg
ctgagatgtg
gtcagtaatt
tgccagttcc
tcctggggat
ttagtcatca
attcatttct
aacgtgtgca
cctggggcgg
gcagcccacc

agctaacagg

tcgattgaat
gcgtccggaa
atttttggcg
acaaagcgtc
ccaggacagc
aagttcgtcg
tgccaccatc
agcaacagag
agatcagaat
caccattgct
aatcaggtca
tgtcagtgtg
ccggacgtgt
gtacgccccg
actgggaaaa
gcttgectcet
ttttagctgt
tacctcaaag
cagagtcctt
aggacaatgc
caggtctctg

tgtgactgta

250

tccececgggga

cctttgcacg
ctttcgatcc
ccgaccgect
gtcgggaacc
tcttcatcgt
ccccggcagg
gcgcagcecte
atactggagc
tccaacaatt
aacaaataaa
aaaaaggaag
agaacagggt
gagtgacatc
ccccagcagce
ccctatcact
ggttgtggtt
gcatctgctc
ttccggegge
ccgcaacgag
agcaggaaat

gagtygccag

tcctctagag
cgcacaaact
accctcctcce
cgagcgctcg
agaccatggc
cgcggttctg
acgaagttcc
aaggaggagg
ctgtaacccg
tgccttettg
agttcctgta
cttccaggat
gtcccagagg
aagtgcaaaa
ggaggagaca
accttatcat
ggcttttcat
aggtggtgga
gttcatgtcc
accctgagta
ccaaggtcag

aggagccaca

255

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

550

600

650

700

750

800

850

900

950

1000

1050

1100



gcgtctgcetg
tggttccagt
gcctcggcaa
actggtgggc
ctacgtcctg
tttacctttt
cttgacccat
aatggtccta
tgcgtgtgat
agttatacga
atgcctgtaa
gctcgggagt
tttaaaaaga
tcatgagaca
actggtgtgt
atgctttgcce
acctgtattt
gacgtacccc
ttagagtttt
aattagaaga
10

386
PRT

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

<220>
<221>
<222>
<223>

310

<400> 10

Met Gly Leu Trp Gly

1

Ala Gly Arg Tyr Pro

Trp Leu Leu Asp Pro

gaacaggcag
gaatgacgct
cactggaaga
tccgaaaagce
cctgtgaaag
ctcctacaaa
gccccaacaa
gaactttgtt
aagcaaacgg
ttgtgtatta
tcccagcecact
ttgagaccag
aaaaaagtgg
agtctttttt
gcatttaatg
ttatagtttt
tcagtttcgg
tatgctaagt
gagctttaag

aacattttat

Homo sapiens

Incerto

5

20

35

aagctgaagg
gactccgctg
aggacatgca
tcttttatga
aatctcttca
gggaagcagce
actctactat
aacgcacttg
gagaaattta
agggtcgttt
ttgataggct
cctcatcaac
ttttaggatg
tctgecttett
acatctaact
ttaactttag
atatttttga
catgagcata
ataggattat

attgctttac

Aminodcido Desconhecido

12

gtgtcagagg
acatcagcac
aaggaaacaa
agaagatgag
ggaaaccaga
ctggaagaaa
ccaatatggg
gagtaatttt
tatcagattc
taggccacat
gaggcaggtg
acagtgaaac
tcattctttg
atattgcaag
acagatgccg
aacgggatta
cttaatgatg
tggacttacg

tgggggctta

ta 2082

10

25

40

aggaggctgc
cttgctggat
ttcaggacca
gcaggctctg
gcttcectceca
cagtccagta
gcagcttacc
tatgaaatac
ttggctgcat
gcggtggcetc
gattgcttga
tccatctcaa
cagttcttca
ctccatctct
cacagccaca
tcttgttatt
agattatcaa
agggttcgac

cccccacctt

1150

1200

1250

1300

1350

1400

1450

1500

1550

1600

1650

1700

1750

1800

1850

1900

1950

2000

2050

Gln Ser Val Pro Thr Ala Ser Ser Ala Arg

15

Gly Ala Arg Thr ARla Ser Gly Thr Arg Pro

30

Lys Ile Leu Lys Phe Val Val Phe Ile Val

45



Ala

Gln

Arg

Glu

Thr

Cys

Asp

Ser

Met

Lys

Glu

His

Val

Lys

Arg

Ala

Gln

Ala

Arg

Leu

Val

Asp

Ser

Tyr

Ile

Lys

Thr

Pro

Val

Asn

Glu

Tyr

Val

Gly

Val

Glu

Pro

Glu

Leu

Leu

Leu

Glu

Leu

Thr

Ala

Ser

Val

Glu

Lys

Glu

Thr

Leu

Val

Ile

Leu

Asp

Thr

Leu

Leu

Val

Leu

Val

Lys

Gly

Ser

Gly

Cys

Met

Val

Ser

Val

Ile

Gly

Cys

Phe

Asn

Gln

Thr

Glu

Pro

Pro
50

Pro
65

Glu
80

Ala
95

Asn
110

Gln
125

Gln
140

Cys
155

Ser
170

Ala
185

Thr
200

Ile
215

Phe
230

Ser
245

Arg
260

Ala
275

Val
290

Gly
305

Gln
320

Val
335

Val

Gln

Glu

Cys

Asn

Thr

Cys

Arg

Asn

Ala

Thr

Ile

Ser

Gly

Arg

Arg

Ser

Val

Ala

Asn

Arg

Gln

Glu

Asn

Leu

Asn

Glu

Thr

Cys

Serx

Ile

vVal

Cys

Gly

Arg

Asn

Glu

Thr

Glu

Asp

Val

Thr

Cys

Pro

Pro

Lys

Lys

Cys

Thr

Ser

Leu

Val

Arg

Gly

Ser

Glu

Gln

Val

Ala

Ala

13

Asp

Val

Pro

Cys

Ser

Ser

Gly

Arg

Pro

Thr

Gly

Leu

Lys

Gly

Cys

Thr

Glu

Glu

Glu

Asp

Ser
55

Ala
70

Ala
85

Thr
100

Cys
115

Ser
130

Ser
145

Thr
160

Arg
175

Gly
190

Met
205

Val
220

Lys
235

Gly
250

Pro
265
Leu

280

Ile
295

Xaa
310

Gly
325

Ser
340

Ala

Pro

Gly

Glu

Leu

Cys

Phe

Gly

Ser

Lys

Leu

Ile

Phe

Pro

Ser

Ser

Gln

Pro

Cys

Ala

Thr

Gln

Ser

Gly

Leu

Thr

Gln

Cys

Asp

Thr

Ala

Ile

Ile

Glu

Arg

Asn

Gly

Glu

Gln

Asp

Ile

Gln

His

Val

Cys

Thr

Asp

Pro

Ile

Pro

Ser

Leu

Ser

Arg

Val

Arg

Gln

Glu

Arg

Ile

Pro

Gln

Arg

Asp

Thr

Thr

Lys

Arg

Lys

Ala

Pro

Ala

Tyr

Val

Pro

Tyr

Glu

Pro

Arg

Ser

Arg
60

Arg
75

Ser
90

Tyr
105

Val
120

Arg
135

Asn
150

Gly
165

Cys
180

Ala
195

Tyr
210

Val
225

Leu
240
His
255

Gly
270

Leu
285

Leu
300

Gln
315

Arg
330

Thr
345



14

Leu Leu Asp Ala Ser Ala Thr Leu Glu Glu Gly His Ala Lys Glu

350

355

360

Thr Ile Gln Asp Gln Leu Val Gly Ser Glu Lys Leu Phe Tyr Glu

365

370

Glu Asp Glu Ala Gly Ser Ala Thr Ser Cys Leu

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

11
2742
DNA

<400> 11
cccaacccac
cccgcaacag
tcactcccte
attcctccct
ccecgcectggag
cctgcecgecce
cgctcgccag
ccagtcttcg
gacctgtggg
gcgcgttggt
cacggacctt
gctccacgcet
agttgcccaa
gtgaacaggg
cacgcgggtg
ctccccagag
cggcatcccecg
tagcgccecccce
tcggectgte
caaggcggcg
cgccctgcac

cccgcecaacce

380

Homo sapiens

gatggtctgg
caccgagcgt
cgccecctegtg
gtggcggcegt
cgggcgtcca
ctccaaccgg
gactcctgcecc
gggtgctctg
accagtttga
gacgacccct
ccacccacta
gacttcagca
ggtgaaatgc
actggctcca
gtgtgccecctg
cagaaggctc
agtgcaccgc
tctcagagcc
tctcgctgcet
gcggcggcgg
cccccaccca

ctgaccgceceg

gagctgcgcc
ttcggtcgge
ctcctecececgg
ggggaacatc
gcttggcectgce
atcctgggtc
atgcggcgcc
gatcacggfg
tgagcggegg
ataagctgta
gcatcatcat
atgatcctga
ttgcgcaata
gcctctgttg
ttggagcctce
ggcgcectgga
tccegecceeg
ccgctcactc
cgagtcagtt
cggcagccge
ggctcgcttc

gggggtgccce

385

cagggcttgg
gtcgggcececg
ggtgcttggce
tcggcagcca
cctcggtcect
tagagctccc
tgactcgtcg
ctgctgttct
tatctgaatg
tgcacactgc
caccttccac
tgactgtaaa
atgaacggca
cacagggtca
cacttccagt
ccccacggag
ccccegecttg
ccacctcggce
tcectatcegg
gtccctgceca
tcttcgaagce

ccgggacgta

cgctggcgge
cccteccege
acagcctcgg
ccgcgcettcet
cttgcaggat
cagagcgagg
gctggttctg
tctgggtaac
ccaaaaagtg
tggtgtattg
aacgaggccc
cagctcatca
acactgtgag
aagaggacta
gggagcagct
cccatcagga
€gggcggcgg
tcgctcecgag
cggcagcggg
cgtttcgggt
gggaagggcg

gcgeegegga

375

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

550

600

650

700

750

800

850

900

950

1000

1050

1100



gaggaagcgg
ctgaagtgca
ccagcgggag
gccatctgag
gcatctgatc
attcggggcg
cgatcgatat
gagctcagag
tcgacaaagc
atctggggtg
gggcagccta
agtgtggatg
caagtggtac
cctccatcca
caaagtccca
gagctgtgcc
tcccacctct
ggacccctgce
agaacagact
atcacaagcc
ttgttececttt
ccttettttt
cgtcttcecgg
cgcctggaga
gaatctgcgc
aacaaccaag
tcaccttgtt
gatgaccgac
cctcactcat

acctcagaca

caaaggggac
gacccctaag
agtgagcgga
agctcaggac
cgggaaatca
ctgacatcgce
cattaacctg
gggggtttga
ttggtttgat
gggagaactt
gagatcgtcc
gatgaataca
ctggagaata
gaagggcaat
ggtatgggcc
tcaatggacc
gcctcgatac
cagaagcagc
ggaaactggg
aatggggctc
tcctacaaag
cactaggcca
aagaagcacc
ggcccttegg
tgccagagcet
aaaccccaaa
ccctggecgec
agcgagaacg
gagccagcac

tcctggactg

ccaagaggaa
ccttcggacg
tctccagcaa
catccgcagt
tattagtgga
ccagggcacc
gacaccttca
ctcctatcat
tacctgggga
tgaaatctcc
ctatataaag
agcaatacta
tctaccctga
atccgacaga
ttcacataca
aaaactggtt
agatatgttc
aagggccatg
ccaactgtct
aaagacaaat
gaagcagtct
ggactacatt
cctacgtttt
gaatgttgag
tcacagaagt
cctaaagttg
ccagtggttc
gcaaggaaat
tgggacatgg

ggaggtccag

15

gttggaggtg
ctgactggga
tcgggcecatce
gtattaaacc
taggtctggt
actctgactt
cctacatcga
agctggaggg
aatatgatat
ttccgagtgt
aacaccaagc
ttacgctgcc
actcagcatc
gaaggtcaaa
cccagcagat
cccacatcga
ggtgatggca
gggtggtgcet
cagggaggac
cccacatgtt
ctggaggcca
gactgcagcc
ccctgatgga
agcagattgg
gcctggaatc
agcccctgtg
ttgtcctttg
cgtcgtcaac
tgagcaagca

gcagagcccc

ccgacgggac
ctgctttcaa
ccggacactc
gcacccctac
ccggteccgg
tcctecgacag
gtctgcctcg
ctcttcgtga
ggacatggac
ggatgtgcgg
ggacagctga
cggccattcg
cccaaggagt
ggcgaagatg
cctccaggag
gcacatagca
cagctcttga
tccctggacce
agaggaaaac
ctcaaggccg
gaaacaaaag
gagtggggca
aatgccaaca
acctgaggaa
tcaaaggcag
ccgtcagtca
caagaatgga
ccatgtgagt
gcctgcaacc

ccaggacagg

1150

1200

1250

1300

1350

1400

1450

1500

1550

1600

1650

1700

1750

1800

1850

1900

1950

2000

2050

2100

2150

2200

2250

2300

2350

2400

2450

2500

2550

2600



16

agtaagttcc agtcctggcc agtcattcce tgattggtat

aaacctaatg ggaagtgttt atagagatga agaatggagg

aagaaataaa gagaaactta gaagttgaaa aaaaaaaaaa

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

<400>

Met

1

Leu

Asp

Val

Cys

Glu

Lys

Glu

Leu

Trp

Ala

Leu

Asp

Ser

Thr

12

552

PRT
Homo sapiens

12
Arg

Trp

Gln

Gly

Thr

Ala

Gln

Arg

His

Ser

Arg

Glu

Ala

Ser

Ile

Arg

Ile

Phe

Asp

Asp

Arg

Leu

Gln

Arg

Leu

Arg

Val

Asp

Asn

Arg

Leu

Thr

Asp

Asp

Leu

Ser

Ile

His

Val

His

Leu

Pro

Trp

Arg

Ser

Thr
Val
20

Glu
35

Pro
50

Pro
65

Thr
80

Lys
95

Cys
110

Lys
125

Phe
140

Asp
155

Thr
170

Asp
185

Ala
200

Val
215

Arg

Leu

Arg

Tyr

Pro

Leu

Leu

Glu

Glu

Gln

Pro

Gly

Ala

Ile

Leu

Arg

Leu

Arg

Lys

Thr

Asp

Pro

Val

Asp

Trp

Thr

Pro

Phe

Pro

Asn

Leu

Phe

Tyr

Leu

Ser

Phe

Lys

Asn

Tyr

Glu

Glu

Glu

Asn

Asp

Arg

Val

Phe

Leu

Tyr

Ile

Ser

Val

Arg

Thr

Gln

Pro

Val

Gln

Thr

Thr

Leu
10

Trp
25

Asn
40

Cys
55

Ile
70

Asn
85

Lys
100

Asp
115

Arg
130

Leu
145

Ile
160

Gln
175

Arg
190

Arg
205

Pro
220

Pro

Val

Ala

Thr

Ile

Asp

Cys

Trp

Val

Ser

Arg

Thr

Glu

His

Thr

ctggagacag 2650

ttgtttccaa 2700

aa

Val

Thr

Lys

Leu

Thr

Pro

Leu

Leu

Val

Pro

Thr

Pro

Ser

Leu

His

2742

Phe

Asp

Lys

Leu

Phe

Asp

Arg

Gln

Cys

Glu

Lys

Lys

Glu

Arg

Leu

Gly

Leu

Trp

val

His

Asp

Asn

Pro

Pro

Gln

Arg

Pro

Arg

Leu

Ile

Val
15

Trp
30

Arg
45

Tyr
60

Asn
75

Cys
90

Asn
105

Leu
120

Val
135

Lys
150

Lys
165

Ser
180

Ile
195

Arg
210

Arg
225



Glu

Ala

Asp

Glu

Val

Asp

Val

Asn

Tyr

Ile

Gly

Gln

Leu

Ala

Ser

Tyr

Gly

Gln

Glu

Ile

Asp

Ile

Leu

Ile

Met

Trp

Thr

Tyr

Tyr

Asn

Val

Cys

Ser

Ser

Val

Asn

Ser

Thr

Ile

Ile

Ile

Arg

Asp

Asp

Met

Lys

Tyr

Pro

Ile

Trp

Leu

His

Cys

Phe

Val

Phe

Pro

Leu

Ala

Asn

Gly

Lys

Ile

Cys

Arg

Ala

Glu

Arg

Ala

Gln

Leu

Ser

Pro

Glu

Gln

Asn

Val
230

Gln
245

Leu
260

Gly
275

Ala
290

Trp
305

Gly
320

Thr
335

Ala
350

Leu
365

Gln
380

Phe
395

Trp
410

Cys
425

Arg
440

Asp
455

Ser
470

Lys
485

Leu
500

Asp

Gly

Asp

Phe

Trp

Gly

Gly

Ala

Arg

Ser

Arg

Thr

Thr

Leu

Val

Gly

Arg

Cys

Lys

Gly

Thr

Thr

Asp

Phe

Gly

Ser

Glu

Pro

Ile

Lys

Tyr

Lys

Asp

Gly

Asn

Leu

Leu

Leu

Leu

Thr

Phe

Pro

Asp

Glu

Leu

Val

Phe

Pro

Val

Thr

Thr

Thr

His

Ala

Asp

Glu

Ser

17

Val

Leu

Thr

Ile

Tyr

Asn

Glu

Trp

Ala

Lys

Lys

Gln

Gly

Asp

Val

Asn

Leu

Ser

Pro

Arg
235

Thr
250

Tyr
265

Ile
280

Leu
295

Phe
310

Ile
325

Met
340

Lys
355

Glu
370

Gly
385

Gln
400

Ser
415

Met
430

Phe
445

Thr
460

Arg
475

Gln
490

Cys
505

Ser

Phe

Ile

Ala

Gly

Glu

Val

Asp

Trp

Ser

Glu

Ile

His

Phe

Arg

Leu

Lys

Arg

Ala

Arg

Leu

Glu

Gly

Lys

Ile

Pro

Glu

Tyr

Ser

Asp

Leu

Ile

Gly

Lys

Glu

Asn

Gln

Ser

Ile

Asp

Ser

Gly

Tyr

Ser

Tyr

Tyr

Leu

Ile

Ala

Gln

Glu

Asp

Lys

Arg

Leu

Asn

Val

Arg

Ser

Ala

Leu

Asp

Phe

Ile

Lys

Glu

Gln

Lys

Glu

His

Gly

His

Pro

Arg

Asn

Ile

Gly
240

Ile
255

Ser
270

Phe
285

Met
300

Arg
315

Lys
330

Gln
345

Asn
360

Lys
375

Ser
390

Glu
405

Ile
420

Thr
435

Pro
450

Phe
465

Cys
480

Gln
495

Thr
510



18

Leu Phe Pro Gly Ala Pro Val Val Leu Val Leu Cys Lys Asn Gly

515

520

525

Asp Asp Arg Gln Glu Asn Gly Lys Glu Ile Val Val Asn Pro Cys

530

535

Glu Ser Ser Leu Met Ser Gln His Trp Asp Met Val

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

13
2937
DNA

<400> 13
atggctcacc
taaaaagttc
aaacaaaaac
aggatgccat
cacctcagga
caagtgacag
cctgaatgta
tcttcacctg
caaagagaaa
cgcaacagct
atccatagat
gtaaccataa
gaggactttt
agttggagat
agccctcata
attgttaaac
gaagaagaaa
tttttcttta
atattccaaa
caaaacattg
ccaatttaag

cactgcttta

545

Homo sapiens

taaagcgact
tggaagcttg
aagatgttgg
tattatacag
ttcaaatgca
gatttectttg
ttgaacaaaa
caatactgct
gaaaaggtct
gaaacgctca
ctgaacacgt
aaagatgaaa
ttccatatca
tatgccttgce
gctttccaaa
aaaaagcatt
taactgttat
taatagtttt
gaggaatcag
atgctggtga
tgttgaagag

tttaagcgct

agtaaaatta
gtgcagtaat
atttaatgct
cagcagaatt
cctggtgctt
caccgagatc
ttgcttagaa
gaaggaaatc
gatcactgct
catttttaga
ttgaattcaa
cctacccaat
aaagaatatt
tctgttgttg
ttttatagga
tggtgatctt
ttgtcaagtg
ggttttaatg
ccaaaaatgc
gagaccttgt
caaaaggaaa

gccctcececct

550

cacattaaaa
aggatggaaa
agaagctgta
gaagcctgtc
ctggtaaagc
ttggaccaga
ctgtccacag
attttggtgg
cggttgctag
gtcgtaagtc
caaaccttct
taaaacaccc
ttgagtatat
gacatgtttt
gaaatacaga
tcaaaaagat
acaagctttt
caaagagaag
aaataggagc
ttgcaaggaa
aggaacgtgg

gcccaccacce

gacattacca
ggaacatgaa
aacaatatta
cttgaccgtc
aatgctttcg
cactcgacct
tgtgctctat
atgatgctag
gagcaacagt
cagatattgc
ccttatggaa
acttttgcag
tgtggtgggce
tcgcagcaaa
tgcagcaaaa
ttgaaataaa
aatgtcagat
taagtgttca
acctgtcagg
ttcaagacaa
ggaagctaaa

agtgtcataa

540

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

550

600

650

700

750

800

850

900

950

1000

1050

1100



tagtttttca
taaactagat
gctcactgtg
agétgagaac
ggctgggagt
atgaagaaat
gtatggcaaa
aagtctggat
ttttacatgg
ttaatcctgt
ctggatgttg
aaggaattat
tacctacaat
tttagtgtca
catacactgt
ttccaagtgce
taggggaaga
atttccccta
tttttaacta
ggtttacttg
aagagtattt
gtgttttccc
gatattaaat
gttactgatt
aaaaaaacaa

cagtactttg
gagagcagat
acttagccaa

tattctttct

taatgaagcg
gaatatgtaa
agtgtttcta
tacacggctc
cgcttcectga
ggaaatctgg
ggcactcagg
ggatgaatac
tatctgaaca
tatatctgga
gagaaaacaa
gtcttcatgc
tcttaaaaat
tgcaacccat
agtttttgaa
atttttctta
gatgtttaca
gttttttggg
cataaaaata
tctgtcaaat
aagtcttcct
aaagcacttt
ttcaaatgca
caattataaa
accattaatt

aatactctgc
atgggagatc
aatgattaag

cataaaaatt

tggtccacgt
aacaattttc
tggttggcta
cgtggaaatt
tcatgagaag
ggaggtgaaa
tgattgctag
aaggaaataa
acatttatcc
tacattaaaa
tcaaggaggg
tgctcaaggt
gtgcectttceca
cagatccact
aattatgcaa
taccaaagac
gtatgatgaa
gggataggaa
gatcaataag
gtttccttaa
taaatgactt
taaaaaaatt
gaatacttga
acacaataaa
atgtatacat
tcaacatagg
cagaaggatc

tgttccttaa

tatatcttta

19

gtagatgagt
tatagtaaaa
gaacctctgt
ttgactggag
caaagaaggt
atatagaaat
aaaccaagtt
caccgtcttc
agaggtgtat
gcgttggtca
aaattcggca
ctcgttcagce
gcaaatggag
ccaaaaatgc
aagcagctaa
tatttcaaaa
aataattttc
gaaagatttg
gtgaactttt
acatgaaact
ttcttaagta
tttataaatt
ctcatttaaa
aaatcctcaa
gtcatggact

tcacaagaca
aacttctata
aattaagttg

tgtagcacta

acttacatga
atagtcagat
tggccagaat
tctttcattt
ggaagctatg
gtctttcaga
cgccttgecag
ggtgtaaaaa
gtgccagacc
gcctctatgt
caacatccag
tgaaggcatg
agcatccaag
tgtgactagg
atgtaactta
tgtccagatg
caagtaaagt
ttactgtatt
ttttgegttt
gaataaggag
atgatactgt
gaatgtttgt
gctaaatttt
cactaaaaaa
tgggggaaac
gttgtcactg
caatccagat

aaaaaggaaa

tctacagaaa

1150

1200

1250

1300

1350

1400

1450

1500

1550

1600

1650

1700

1750

1800

1850

1900

1950

2000

2050

2100

2150

2200

2250

2300

2350

2400

2450

2500

2550
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ttctgcaagt ttctgtttca aagcacaata actagtatga agtttgtgtg
ttttgtacac ttagggatat atatatatag ctacattcac acactcacaa
tttaaaaatg tcagcattgg cctctgtgta caaaccaaga gcttttacag
atccagaatt tattagttta aaatgcattt aacacttaaa tttcttggca
aattttaaaa cattttttag tctgtaatac actccacttg aagcacttac
tatctgttga aaaggtgtcc ttttcctttc ttctagtatt ttttttctta
ccaaaattca ctaatctttg taatggattt ttgactttgt aatggattct
tttcatcaaa aagccttatt tttttatcta tgtggaa 2937
<210> 14
<211> 633
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 14
Met Ala His Leu Lys Arg Leu Val Lys Leu His Ile Lys Arxg
1 5 10
Tyr His Lys Lys Phe Trp Lys Leu Gly Ala Val Ile Arg Met
20 25
Arg Asn Met Lys Asn Lys Asn Lys Met Leu Asp Leu Met Leu
35 40
Ala Val Asn Asn Ile Lys Asp Ala Met Tyr Tyr Thr Ala Ala
50 55
Leu Lys Pro Val Leu Asp Arg Pro Pro Gln Asp Ser Asn Ala
65 70
Gly Ala Ser Gly Lys Ala Asn Ala Phe Ala Ser Asp Arg Ile
80 85
Leu His Arg Asp Leu Gly Pro Asp Thr Arg Pro Pro Glu Cys
95 100
Glu Gln Lys Leu Leu Arg Thr Val His Ser Val Leu Tyr Ser
110 115
Pro Ala Ile Leu Leu Lys Glu Ile Ile Leu Val Asp Asp Ala
125 130
Gln Arg Glu Arg Lys Gly Leu Ile Thr Ala Arg Leu Leu Gly
140 145
Thr Val Ala Thr Ala Glu Thr Leu Thr Phe Leu Asp Val Val
155 160
Pro Asp Ile Ala Ser Ile Asp Leu Asn Thr Phe Glu Phe Asn
170 175
Pro Ser Pro Tyr Gly Ser Asn His Asn Lys Asp Glu Thr Tyr
185 190

2600
2650
2700
2750
2800
2850

2900

His
15

Glu
30

Glu
45

Glu
60

Pro
75

Ser
90

Ile
105

Ser
120

Ser
135

Ala
150

Ser
165

Lys
180

Pro
195



Ile

Glu

Cys

Phe

Lys

Phe

val

Pro

Gly

Glu

Leu

Ser

Lys

Phe

Tyr

Glu

Glu

Arg

Leu

Arg

Lys

Tyr

Ser

Pro

Gln

Phe

Gln

Val

Phe

Arg

Pro

Thr

Gln

Tyr

Thr

Ser

Glu

Val

Ala

Cys

Thr

Phe

Val

Lys

Lys

Phe

Tyr

Arg

Lys

Gly

Thr

Val

Phe

Gly

Ala

Leu

Met

Trp

Glu

Lys

Pro

Glu

Val

Phe

Ala

Ile

Ser

Gln

Thr

Glu

Thr

Asp

Ser

Trp

Arg

Pro

Glu

Gln

Val

Asn

Thr
200

Tyr
215

Gly
230

Tyr
245

Phe
260

Ile
275

Lys
290

Asn
305

Thr
320

Ala
335

Ser
350

Glu
365

Ile
380

Leu
395

Gly
410

Asp
425

Ile
440

Gly
455

Trp
470

Phe
485

Phe

Ile

Asn

Arg

Gly

Val

Glu

Ile

Asn

Lys

Val

Tyr

Val

Glu

Asn

His

Trp

Thr

Met

Thr

Ala

Cys

Val

Arg

Asp

Leu

Glu

Asp

Leu

His

Ile

Leu

Lys

Pro

Phe

Glu

Gly

Gln

Asp

Trp

Gly

Gly

Phe

Asn

Leu

Val

Ser

Ala

Ser

Cys

Ile

His

Ile

Leu

Asp

Lys

Gly

Val

Glu

Tyr

21

Gly

Gly

Arg

Thr

Ser

Leu

Pro

Gly

Val

Phe

Val

Asp

Val

Leu

Trp

Gln

Glu

Ile

Tyr

Leu

Leu
205

Gln
220

Ser
235

Asp
250

Lys
265

Met
280

Lys
295

Glu
310

Glu
325

Phe
340

Phe
355

Lys
370

Arg
385

Ala
400

Ser
415

Arg
430

Asn
445

Ala
460

Lys
475

Asn
490

Phe

Leu

Lys

Ala

Arg

Gln

Met

Arg

Glu

Lys

His

Leu

Ala

Arg

Leu

Arg

Ile

Arg

Glu

Asn

Ser

Glu

Ser

Ala

Phe

Arg

Gln

Pro

Gln

Arg

Asn

Asp

His

Ile

Ser

Gly

Glu

Asn

Ile

Ile

Ile

Ile

Pro

Lys

Glu

Glu

Ile

Cys

Lys

Cys

Glu

Glu

Cys

Ala

Phe

Ser

Met

Gln

His

Tyr

Ser

Met

Asn

Ile

Ile

Val

Gly

Leu

Glu

Pro

Ala

Tyr

Glu

Glu

Gly

Tyr

Ser

Val

Arg

Pro

Lys
210

Pro
225

Ser
240

Val
255

Lys
270

Ser
285

Ala
300

Gln
315

Lys
330

Pro
345

Trp
360

Val
375

Cys
390

Asn
405

Trp
420

Asp
435

Pro
450

Arg
465

Leu
480

Glu
495



Val Tyr Val Pro Asp Leu Asn

500

Ser Val Gly Gln Pro Leu Cys

515

Gly Gly Glu Ile Arg His Asn

530

Ala Ala Gln Gly Leu Val Gln

545

Leu Lys Met Cys Leu Ser Ala

Ser

Met

560

Cys Asn Pro Ser Asp Pro

575

Tyr Thr Cys His Gly Leu

590

Ser Ala Gln His Gly His Lys

Trp

605

Glu Ile Gln Lys Asp Gln

620

Gln Asn Asp

<210> 15
<211> 19
<212> DNA
<213> Sequéncia Artificial
<220>
<223> Sequéncia é Sintetizada
<220>
<221> misc_RNA
<223> Sequéncia é Sintetizada
<400> 15

gaccatccgc agtgtatta 19
<210> 16

<211> 19

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Sequéncia é Sintetizada
<220>

<221> misc_RNA

<223> Sequéncia é Sintetizada

Pro

Leu

Ile

Leu

Asn

Leu

Gly

Thr

Leu

22

Val

Asp

Gln

Lys

Gly

Gln

Gly

Val

Leu

Ile
505

Val
520

Lys
535

Ala
550

Glu
565

Lys
580

Asn
595

Val
610

Tyr
625

Ser

Gly

Glu

Cys

His

Trp

Gln

Thr

Asn

Gly

Glu

Leu

Thr

Pro

Lys

Tyr

Gly

Pro

Tyr

Asn

Cys

Tyr

Ser

Pro

Phe

Glu

Ile

Ile

Asn

Leu

Lys

Leu

Leu

Glu

Gln

Leu

Lys
510

Gln
525
His
540

Phe
555

Val
570

Ile
585

Tyr
600

Ile
615

Ser
630



<400> 16
atacagatat gttcggtga 19

<210> 17

<211> 19

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia é Sintetizada

<220>
<221> misc_ RNA

<223> Sequéncia é Sintetizada

<400> 17
ccatagatct gaacacgtt 19

<210> 18

<211> 19

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia € Sintetizada

<220>
<221> misc_RNA

<223> Sequéncia é Sintetizada

<400> 18
gcaaggatat tatacagca 19

<210> 19

<211> 19

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia € Sintetizada

<220>

<221> misc_RNA

<222> 2

<223> Sequéncia é Sintetizada

<220>

<221> misc_RNA

<222> 18

<223> Sequéncia é Sintetizada

<400> 19
guaccagaca cgcggcaua 19

<210> 20

<211> 19

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

23



24

<220>
<223> Sequéncia é Sintetizada

<220>

<221> misc_RNA

<222> 10

<223> Sequéncia é Sintetizada

<220>

<221> misc_RNA

<222> 13

<223> Sequéncia é Sintetizada

<220>

<221> misc_RNA

<222> 15

<223> Sequéncia é Sintetizada

<400> 20
accgagaggu cauguacaa 19

<210> 21

<211> 19

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia é Sintetizada

<220>
<221> misc_RNA

<223> Sequéncia é Sintetizada

<400> 21
ggacaaagtt taccaaatg 19

<210> 22

<211> 59

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22
Lys Arg Ser Ser Pro Ser Glu Gly Pro Cys Thr Thr Thr Arg Asn
1 5 10 15

Thr Val Cys Gln Cys Glu Glu Gly Thr Phe Arg Glu Ser Gly Thr
20 25 30

Lys His Ser Gly Glu Ala Pro Ala Val Glu Glu Thr Val Thr Ser
35 40 45

Ser Pro Gly Thr Pro Ala Ser Pro Cys Ser Leu Ser Gly Ile
50 55

<210> 23

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens



<400> 23 .
Lys Arg Ser Ser Pro
1 5

Thr Val Cys Gln Cys
20

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

24

28

PRT

Homo sapiens

<400> 24
Trp Glu His Ser Pro
1 5

Thr Ala Cys Gln Cys
20

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

25

28

PRT

Mus musculus

<400> 25
Pro Glu Glu Ser Pro
1 5

Thr Val Cys Arg Cys
20

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

26

28

PRT

Homo sapiens

<400> 26
Pro Pro Gly Glu Arg
1 5

Thr Lys Cys Arg Cys
20

<210>
<211>
212>
<213>

27

28

PRT

Homo sapiens

<400> 27
Pro Gly Gln Asp Thr
1 5

Thr Val Cys Thr Cys
20

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

28
40
DNA

25

Ser Glu Gly Pro Cys
10

Glu Glu Gly Thr Phe
25

Leu Gly Glu Pro Cys
10

Lys Pro Gly Thr Phe
25

Ser Arg Gly Arg Cys
10

Lys Pro Gly Thr Phe
25

Lys Ala Arg Asn Cys
10

Lys Pro Asn Phe Phe
25

Asp Cys Arg Ser Cys
10

His Ala Gly Phe Phe
25

Sequéncia Artificial

Thr Thr Thr Arg Asn
15

Arg Glu Ser Gly Ile
30

Thr Thr Thr Arg Asn
15

Arg Glu Ser

Asn Ile Thr Thr Asn
15

Glu Thr Ala

Thr Arg Thr Gln Asn
15

Cys Gly Ser

Gln Glu Lys Gln Asn
15

Leu Asp Ser



26

<220>
<223> Sequéncia é Sintetizada

<400> 28
acgctgctca ggaccattcg ctgcgtgtta aaccgcaccc 40

<210> 29

<211> 19

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia é Sintetizada

<400> 29
ctggtagcgg tcacataat 19



10

15

20

25

REIVINDICACOES

1. METODO PARA PREVER A SENSIBILIDADE DE UMA
AMOSTRA DE CELULA OU TECIDO, de mamifero, para Apo2L/TRAIL,
caracterizado pelo fato de que compreende etapas de:

obtencéo de uma amostra de célula ou tecido de mamifero;

exame da amostra de célula ou tecido para detectar expressao de
GalNac-T14, em que a expressao de dito GalNac-T14 é preditiva de que dita
amostra de célula ou tecido € sensivel a atividade de indugdo de apoptose de
Apo2L/TRAIL.

2. METODO, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado
pelo fato de que dita expressdo de GalNac-T14 é examinada pela detecgéo da
expressao de mRNA de GalNac-T14.

3. METODO, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado
pelo fato de que dita expressdo de GalNac-T14 & examinada por
imunohistoquimica.

4. METODO, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que compreende adicionalmente a etapa de exame da expressao
dos receptores DR4, DR5, DcR1 ou DcR2 em dita amostra de célula ou tecido.

5. METODO, de acordo com a reivindicacéo 1, caracterizado
pelo fato de que a amostra de célula ou tecido compreende células ou tecidos
cancerigenos.

6. METODO, de acordo com a reivindicagéo 5, caracterizado
pelo fato de que ditas células cancerigenas sdo pancreaticas, de linfoma,
cancer de pulmao de célula nao pequena, cancer de célon, cancer coloretal,
melanoma, ou células ou tecidos de condrosarcoma.

7. METODO PARA INDUZIR APOPTOSE EM UMA
AMOSTRA DE CELULA OU TECIDO, de mamifero caracterizado pelo fato de

que compreende as etapas de:
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20

25

obtencao de uma amostra de célula ou tecido de mamifero;

exame da amostra de célula ou tecido para detectar a expressao
de GalNac-T14, e

subseqiiente a deteccdo da expressdao de dito GalNac-T14,
exposicao de dita amostra de célula ou tecido a uma quantidade eficaz do
Apo2L/TRAIL.

8. METODO, de acordo com a reivindicagéo 7, caracterizado
pelo fato de que dita expressao de GalNac-T14 é examinada pelo teste para
expressao de mRNA de GalNac-T14.

9. METODO, de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado
pelo fato de que dita expressdao de GalNac-T14 é examinada por
imunohistoquimica.

10. METODO, de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado
pelo fato de que compreende adicionalmente a etapa de exame da expressao
dos receptores DR4, DRS, DcR1 ou DcR2 em dita amostra de célula ou tecido.

11.  METODO, de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado
pelo fato de que dita amostra de célula ou tecido compreende células ou
tecidos cancerigenos.

12.  METODO, de acordo com a reivindicacéo 11, caracterizado
pelo fato de que ditas células cancerigenas sao pancreaticas, de linfoma,
cancer de pulmao de célula nao pequena, cancer de célon, cancer coloretal,
melanoma, ou células ou tecidos de condrosarcoma.

13.  METODO, de acordo com a reivindicagéo 7, caracterizado
pelo fato de que ditas células sdo expostas a uma quantidade eficaz de
polipeptideo Apo2L/TRAIL que compreende os aminoacidos 114-281.

14. METODO, de acordo com a reivindicagéo 7, caracterizado
pelo fato de que dito polipeptideo Apo2L/TRAIL esta ligado a uma molécula de

polietilenoglicol.
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15. METODO DE TRATAMENTO DE UMA DISFUNCAO, em
um mamifero tal como cancer ou uma disfuncao imune relacionada,
caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de:

obtencéo de uma amostra de célula ou tecido de dito mamifero;

exame da amostra de célula ou tecido para detectar a expressao
de GalNac-T14, e

subseqlente a deteccdo da expressdao de dito GalNac-T14,
administragao a dito mamifero uma quantidade eficaz de Apo2L/TRAIL.

16. METODO, de acordo com a reivindicagao 15, caracterizado
pelo fato de que dita expressao de GalNac-T14 € examinada pela detecgéo da
expressao de mRNA de GalNac-T14.

17.  METODO, de acordo com a reivindicagao 15, caracterizado
pelo fato de que dita expressdao de GalNac-T14 é examinada por
imunohistoquimica.

18. METODO, de acordo com a reivindicagao 15, caracterizado
pelo fato de que compreende adicionalmente a etapa de exame da expressao
dos receptores DR4, DR5, DcR1 ou DcR2 em dito tecido ou célula.

19. METODO, de acordo com a reivindicagéo 15, caracterizado
pelo fato de que a amostra de célula ou tecido compreende células ou tecidos
cancerigenos.

20. METODO, de acordo com a reivindicagao 19, caracterizado
pelo fato de que ditas células ou tecidos cancerigenos sao pancreaticos, de
linfoma, cancer de pulmao de célula ndo pequena, cancer de colon, cancer
coloretal, melanoma, ou células ou tecidos de condrosarcoma.

21. METODO, de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado
pelo fato de que uma quantidade eficaz de polipeptideo Apo2L/TRAIL que
compreende os aminoacidos 114-281 é administrada a dito mamifero.

22. METODO, de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado
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pelo fato de que agente(s) quimioteratico(s) ou radioterapia & também
administrada a dito mamifero.

23.  METODO, de acordo com a reivindicagéo 15, caracterizado
pelo fato de que uma citocina, agente cftotéxico ou agente inibidor do
crescimento é também administrado a dito mamifero.

24. METODO, de acordo com a reivindicagao 14, caracterizado
pelo fato de que dito polipeptideo Apo2LL/TRAIL esta ligado a uma molécula de
polietilenoglicol.

25. USO DE APO2L/TRAIL, caracterizado pelo fato de ser na
preparagao de um medicamento para tratamento de uma disfungao em
mamifero, tal como disfungcdo imune relacionada ou céancer, em que a
disfungao expressa GalNac-T14.

26. USO, de acordo cbm a reivindicagao 25, caracterizado pelo
fato de que dita expressao de GalNac-T14 é examinada pela deteccao da
expressao de mRNA de GalNac-T14.

27. USO, de acordo com a reivindicagao 25, caracterizado pelo
fato de que dita expressdo de GalNac-T14 é examinada por
imunohistoquimica.

28. USO, de acordo com a reivindicagao 25, caracterizado pelo
fato de que compreende adicionalmente a etapa de exame da expressao dos
receptores DR4, DR5, DcR1 ou DcR2 em dito tecido ou célula.

29. USO, de acordo com a reivindicagao 25, caracterizado pelo
fato de que o cancer é cancer de pancreas, de linfoma, cancer de pulméo de
célula ndo pequena, cancer de colon, cancer coloretal, melanoma, ou células
ou tecidos de condrosarcoma.

30. USO, de acordo com a reivindicagao 25, caracterizado pelo
fato de que dito polipeptideo Apo2L/TRAIL esta ligado a uma molécula de

polietilenogiicol.
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201
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ATGGCGCCAC
TACCGCGGTG
MetAlaProP

TCCGAATCCC
AGGCTTAGGG
rProAsnPro

CCAGCAAAGT
GGTCGTTTCA
SerLysVa

GGCCGAGGAG
CCGGCTCCTC
GlyArgGlyAa

GGCCCGGGCA
CCGGGCCCGT
AlaArgAla

CTCGGCTCCG
GAGCCGAGGC
roArgLeuAr

CTGCAGGTCG
GACGTCCAGC
LeuGlnvalv

DATTGGCACA
TTAACCGTGT
rIleGlyThr

CAGGATCTCA
GTCCTAGAGT
GlySerHi

GGTGTGGGTT
CCACACCCAA
GlyvalGlyT

TACAGCTTGT
ATGTCGAACA
ThrAlaCys

GGAACACAGC
CCTTGTGTCG
rgAsnThral

GCTGAGATGT
CGACTCTACA
AlaGluMetC

GGTCAAGGAT
CCAGTTCCTA
sValLysAsp

CACCAGCTAG
GTGGTCGATC
roProAlaAr

GGGAGCGCAG
CCCTCGCGTC
GlySerAlaA

GTGGGGCTCT
CACCCCGAGA
1TrpGlySer

CGCTCCCTAC
GCGAGGGATG
laLeuProTh

GGGCGCGCCC
CCCGCGCGGG
GlyArgAlaP

GGTCCACAAG
CCAGGTGTTC
gvValHisLys

TACCTAGCTC
ATGGATCGAG
alProSerSe

CAGCAATGGG
GTCGTTACCC
G1lnGlnTrpG

TAGATCAGAA
ATCTAGTCTT
sArgSerGlu

ACACCAATGC
TGTGGTTACG
yrThrAsnAl

AAATCAGATG
TTTAGTCTAC
LysSerAspG

ATGTCAGTGC
TACAGTCACG

aCysGlnCys

GCCGGAAGTG
CGGCCTTCAC
ysArgLysCy

TGTACGCCCT
ACATGCGGGA
CysThxrProT
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AGTACATCTA
TCATGTAGAT
gValHisLeu

CGAGTGGGAC
GCTCACCCTG
laSerGlyTh

TCCGCGGGGA
AGGCGCCCCT
SerAlaGlyA

CTCCATGGGA
GAGGTACCCT
rSerMetGly

CAGGACCCAG
GTCCTGGGTC
roGlyProAr

ACCTTCAAGT
TGGAAGTTCA
ThrPheLysP

AGCTGCAACC
TCGACGTTGG
rAlanlaThr

AACATAGCCC
TTGTATCGGG
luHisSerPr

CGTCCTGGAG
GCAGGACCTC
ArgProGlyA

TTCCAACAAT
AAGGTTGTTA
aSerAsnAsn

AAGAAGAGAG
TTCTTCTCTC
JuGluGluAr

ARACCAGGAA
TTTGGTCCTT
LysProGlyT

CAGCACAGGG
GTCGTGTCCC
sSerThrGly

GGAGTGACAT

CCTCACTGTA
rpSerAspIl

Fig. 2

GGTGCGTTCC
CCACGCAAGG
GlyAlaPhelL

AGAGGCAGCC
TCTCCGTCGG
rGluAlaAla

GGATTGAACC
CCTAACTTGG
rgIleGluPr

CAGCACGGAC
GTCGTGCCTG
GlnHisGlyP

GCCGGCGCGG
CGGCCGCGCe
gProAlaArg

TTGTCGTCGT
AACAGCAGCA
hevalvalva

ATGATCAATC
TAGTTTGAAG
IleLysLeuH

TTTGGGAGAG
AAACCCTCTC
oLeuGlyGlu

CCTGTAACCG
GGACATTGGC
laCysAsnAr

TTGTTTGCTT
AACAAACGAL
LeuPheAlaC

AAGTCCCTGC
TTCAGGGACG
gSerProCys

CTTTCCGGAA
GAAAGGCCTT
hrPheArgAs

TGCCCCAGAG
ACGGGGTCTC
CysProArgG

CGAGTGTGTC
GCTCACACAG
eGluCysval

TGGCAGTGAC
ACCGTCACTG
euAlaValTh

GCGGCCACAC
CGCCGGTGTG
AlaAlaThrPro

ACGAGGCGGG
TGCTCCGCCC
OArgGlyGly

CCAGTGCCCG
GGTCACGGGC
roSexrAlaArg

GAAGCCAGCC
CTTCGGTCGG
GluAlaSerpP

CGGGGTCCTG
GCCCCAGGAC
1GlyValLeu

AATTGGCACA
TACTAGTTAG
isAspGlnSe

TTGTGTCCAC
AACACAGGTG
LeuCysProPro

GTGCACAGAG
CACGTGTCTC
gCysThrGlu

GCCTCCCATG
CGGAGGGTAC
ysLeuProCys

ACCACGACCA
TGGTGCTGGT
ThrThrThra

TGACAATTCT
ACTGTTAAGA
nAspAsnSer

GGATGGTCAA
CCTACCAGTT
lyMetValLy

CACAAAGAAT
GTGTTTCTTA
HisLysGluSer
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1051

1101

368
1151

1201

401
1251

1301

435
1351

1401

468

CAGGCRATGG
GTCCGTTACC
GlyAsnGl

CCGTTGCTGT
GGCAACGACA
ProLeuLeul

ACATAATATA
TGTATTATAT
yHisAsnIle
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TGGGTGATTT
ACCCACTAAA
TrpValllelL

TGGTTGTGAC
ACCAACACTG
euvalvalTh

TTTGGTTGTT
AAACCAACARA
rLeuValval

TGGTGGCTGT
ACCACCGACA
euValAlava

GCTGATTGTC
CGACTAACAG
l1LeuIleval

TGTTGTTGCA
ACAACAACGT
CysCysCysI

TCGGCTCAGG
AGCCGAGTCC
leGlySerGly

TTGTGGAGGG
AACACCTCCC

CysGlyGly

GTCTCCTACG
CAGAGGATGC
lyLeul.euAr

AGCAACGCAG
TCGTTGCGTC
SerAsnAlal

CCAGGAGCCG
GGTCCTCGGC
rGlnGluPro

CACAGTGTCT
GTGTCACAGA
GlnCysLe

CTGCTGGTTC
GACGACCAAG
LeuLeuValPp

CTTTGACAAG
GAAACTGTTC
PheAspLys

TGAGGCAGCT
ACTCCGTCGA
etArgGlnLe

ACAGCAGGCC
TGTCGTCCGG
ThrAlaGlyP

CAARAACTGGA
GTTTTGACCT
nLysThrGly

GGATGGAAGA
CCTACCTTCT
MetGluGl

TCTGGAAAGT
AGACCTTTCA
SexrGlyLysP

GGAGTGA
CCTCACT
Gluop>*

GACCCCAAGT
CTGGGGTTCA
AspProLysC

AGGGCCTGGG
TCCCGGACCC
gGlyProGly

ACTCGCTGTC
TGAGCGACAG
spSerLeuSe

GCAGATTTGA
CGTCTAAACT
AlaAspLeuT

GCTGGGACCG
CGACCCTGGC
uLeuGlyPro

CAGCAAATGG
GTCGTTTACC
roAlaAsnGl

TTTGCAAACA
AAACGTTTGT
PheAlaAsnI

GGACCTCACG
CCTGGAGTGC
uAspLeuThr

CAGGGGATGC
GTCCCCTACG
roGlyAspAl

CGGAACGCCT
GCCTTGCGGA
ArgAsnAlas

GAGACATGCA
CTCTGTACGT
uArgHisAla

TCATCTACTT
AGTAGATGAA
heIleTyrLe

GCATGGACAG
CGTACCTGTC
yYsMetAspAr

GCTGAGGACA
CGACTCCTGT
AlaGluAspA

CACTTTCGTC
GTGAAAGCAG
rThrPheval

CAGGTGTCAC
GTCCACATGT
hrGlyvalTh

GCAGAAGCTG
CGTCTTCGAC
AlaGluAlaG

TGCTGACCCC
ACGACTGGGG
yYAlaAspPro

TCGTGCCCTT
AGCACGGGAA
levalProPh

AAAAATGAGA
TTTTTACTCT
LysAsnGlul

CTTGTATGCA
GAACATACGT
alLeuTyrAla

CGATCCACAC
GCTAGGTGTG
erIileHisTh

AAAGAGAAGA
TTTCTCTTCT
LysGluLysI

AGAAGATGGC
TCTTCTACCG
uGluAspGly

Fig. 2B

GGTGTGTTTC
CCACACAAAG
gValCysPhe

ATGCTCACAA
TACGAGTGTT
snAlaHisAs

TCTGAGCAGC
AGACTCGTCG
SerGluGlnG

TGTACAGTCC
ACATGTCAGG
rValGlnSer

AAGGGTCTCA
TTCCCAGAGT
luGlySerGl

ACTGAGACTC
TGACTCTGAG
ThxrGluThrlL

TGACTCCTGG
ACTGAGGACC
eAspSerTrp

TCGATGTGGT
AGCTACACCA
leAspValva

ATGCTGATGA
TACGACTACT
MetLeuMetL

CCTGCTGGAT
GGACGACCTA
rLeuLeuAsp

TTCAGGACCT
AAGTCCTGGA
leGlnAspLe

ACAGGCTCTG
TGTCCGAGAC
ThrGlySera

TGGCGCTTGG
ACCGCGAACC
TrpArgLeuG

CGAGATTCTG
GCTCTAAGAC
nGluIleLeu

AAATGGAAAG
TTTACCTTTC
1nMetGlusSe

CCAGGGGAGG
GGTCCCCTCC
ProGlyGluAla

GAGGAGGAGG
CTCCTCCTCC
nArgArgArg

TGATGCTGTT
ACTACGACAA
euMetLeuPhe

GACCAGCTCA
CTGGTCGAGT
AspGlnLeuM

CAGAGCTGGT
GTCTCGACCA
1ArgalaGly

AATGGGTCAA
TTACCCAGTT
ysTrpValAs

GCCTTGGAGA
CGGAACCTCT
AlaLeuGluArg

CTTGGTGGAC
GAACCACCTG
uLeuvalAsp

CCGTGTCCTT
GGCACAGGAA
lavValSerLeu
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MEQRGQNAPAASGARKRHGPGPREARGARPGLRVPKTLVLVVAAVLLLVSAESALITQQD
LAPQQRAAPQOKRSSPSEGLCPPGHHISEDGRDCISCKYGQDYSTHWNDLLFCLRCTRCD
SGEVELSPCTTTRNTVCQCEEGTFREEDSPEMCRKCRTGCPRGMVKVGDCTPWSDIECVH
KESGIIIGVIVAAVVLIVAVFVCKSLLWKKVLPYLKGICSGGGGDPERVDRS SQRPGAED
NVLNEIVSILQPTQVPEQEMEVQEPAEPTGVNMLSPGESEHLLEPAEAERSQRRRLLVPA
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Asn Ala
Arg Glu

Val Leu
40

Leu Ile
55

Gln Lys

Ile Serxr

Tyr Ser

Cys Asp
120

Thr Vval
135

Glu Met
Val Gly
Ser Gly
Thr Ser

200

Ile Ile
215

val Cys
Ile Cys

Gln Arg

Leu Gln
280

Pro

Ala

25

val

Thr

Arg

Glu

Thr

105

Ser

Cys

Cys

AsSp

Thr

185

Ser

Gly

Lys

Ser

Pro

265

Pro

Fig. 3B
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Ala
295
Leu

vVal

Asp

Ala
375
Asn

Glu

Leu

Met

Glu

Leu

Pro

Asp

Lys

360

Ala

Lys

Thr

Ser

Ser
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Pro

Glu
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Phe
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Leu
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Fig. 3C
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NSCLC IC50 SUMARIO Apo2L [ DR5 Ab+XL |

0.5% FBS [10% FBS 0.5% FBS i1o% FBS

MTT : MTT !

Real Estimado! Real  potimado] Real Estimado! Real  Estimado
1 | H2122 adenocarcinoma | 10.7 | 0.7 | 3.1 |15 [ 1489 [64.81 205.3]921
2 | A427 124 1 28] 96 |14 ] 58 | 56| 46.3 |58.1
3 | He47 adenoescamoso | 149 | 11 | 317 | 53 | 326.9 [57.8 741.6 [263.8
4 | SK-MES-1]| escamoso 734 |148; 166 | 1.2 | 450.3 [112.9; 288.3] 12.2
5 | H838 adenocarcinoma | 63.2 | 0.7 : 90.0 | 2.5 [1000.0] 0.0 ! 1000.0] 0.0
6 | H358 bronquioalveolar | 126.7 | 62.3 ! 224.2 [209.8]1000.0] 0.0 11000.0[ 0.0
7 | H2126 364.4 {2111 171.6 {89.3 [1000.0] 0.0 11000.0] 0.0
8 | H460 célula grande 47.8 [16.7] 623.7 1532.2] 543.9 [185.0] 1000.0] 0.0
9 | H1703 adenocarcinoma 509.9 1693.2{ 1000.0} 0.0 | 345.5 [420.0] 658.3 |483.2
10 | H2405 adenocarcinoma | 567.1 |510.1; 1000.0| 0.0 [ 433.0 [261.5; 1000.0] 0.0
11 | H650 bronquioalveolar | 287.6 | 30.8 : 1000.0| 0.0 | 231.8 [ 69.5 ; 1000.0| 0.0
12 | H1568 adenocarcinoma 69.8 | 14.0!1000.0] 0.0 [1000.0] 0.0 ' 1000.0] 0.0
13 | H1666 bronquioalveolar  [1000.0| 0.0 | 249.8 [84.5 [1000.0| 0.0 | 897.5 [145.0
14 | H322T bronquioalveolar  [1000.0| 0.0 | 509.1 |694.2]1000.0] 0.0 | 1000.0{ 0.0
15 | SW1573 | célula alveolar 1000.0| 0.0 [1000.0] 0.0 | 466.6 [157.3{ 1000.0] 0.0
16 | H292 epiderme mucosa |1000.0 | 0.0 {1000.0] 0.0 | 293.3 | 69.3 { 1000.0] 0.0
| 17 | H1650 _ | _bronquicalveolar |1000.0| 0.0 ;1000.0] 0.0 ]1000.0] 0.0 ; 760.1 |339.3
18 | H522 adenocarcinoma | 1000.0| 0.0 Tmoo.o 0.0 {1000.0 0.0T1000.o 0.0
19 | EKVX adenocarcinoma  {1000.0 | 0.0 11000.0{ 0.0 {1000.0] 0.0 11000.0] 0.0
20 | H661 célula grande 1000.0} 0.0 [1000.0] 0.0 [1000.0] 0.0 | 1000.0] 0.0
21 | H23 adenocarcinoma  (1000.0| 0.0 {1000.0} 0.0 {1000.0| 0.0 | 1000.0] 0.0
22 | LXFL 529 | céula grande 1000.0{ 0.0 {1000.0] 0.0 {1000.0] 0.0 {1000.0] 0.0
23 | H226 escamoso 1000.0| 0.0 ;1000.0{ 0.0 }1000.0} 0.0 ; 1000.0] 0.0
24 | A549 1000.0{ 0.0 ;1000.0] 0.0 [10000] 0.0 ! 1000.0] 0.0
25 | H1781 bronquioaiveolar  [1000.0| 0.0 11000.0] 0.0 {1000.0| 0.0 T1000.0] 0.0
26 | H1299 1000.0| 0.0 11000.0] 0.0 |1000.0{ 0.0 | 1000.0] 0.0
27 | HOP 62 adenocarcinoma  [1000.0{ 0.0 |1000.0] 0.0 [1000.0{ 0.0 | 1000.0] 0.0
28 | H2009 adenocarcinoma 1000.0] 0.0 i1000.0 0.0 [1000.01 0.0 i1000.0 00
29 | HOP 92 célula grande 1000.0| 0.0 ;1000.0] 0.0 [1000.0] 0.0 ; 1000.0] 0.0
30 | H1793 adenocarcinoma  11000.0 0.0 : 1000.0] 0.0 [1000.0] 0.0 } 1000.0{ 0.0
31 | H1975 adenocarcinoma  {1000.0]| 0.0 !1000.0| 0.0 [1000.0] 0.0 1 1000.0] 0.0
32 | H1651 adenocarcinoma | 1000.0{ 0.0 |1000.0] 0.0 [1000.0{ 0.0 | 1000.0{ 0.0
33 | calu-1 célula epidermside [1000.0| 0.0 | 1000.0{ 0.0 [1000.0] 0.0 | 1000.0] 0.0
34 | H1435 adenocarcinoma  [1000.0{ 0.0 {1000.0] 0.0 {1000.0] 0.0 | 1000.0} 0.0
35 | HOP 18 [ céluta grande 1000.0{ 0.0 ;1000.0{ 0.0 |1000.0} 0.0 { 1000.0] 0.0
36 | H520 escamoso 1000.0{ 0.0 :1000.0{ 0.0 1000.0{ 0.0 }1000.0] 0.0
37 | Ha41 adenocarcinoma | 1000.0] 0.0 '1000.0/ 0.0 [1000.0{ 0.0 ! 1000.0{ 0.0
38 | H2030 adenocarcinoma  {1000.0 | 0.0 11000.0{ 0.0 [1000.0| 0.0 11000.0{ 0.0
39 | H1155 1000.0| 0.0 | 1000.0} 0.0 [1000.0] 0.0 | 1000.0| 0.0
40 | H1838 adenocarcinoma  {1000.0| 0.0 | 1000.0{ 0.0 {1000.0] 0.0 [ 1000.0] 0.0
41 | H596 adenoregular 1000.0| 0.0 {1000.0{ 0.0 [1000.0] 0.0 ; 1000.0] 0.0
42 | HLFa epiderméide 1000.0| 0.0 ; 1000.0] 0.0 {1000.0] 0.0 ; 1000.0] 0.0

Fig. 5
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X . Ano2L [ DR5 Ab+XL |
Canscuer:.::gcnggglco Ri%fé’ FBS | 10% FBS &gf? FBS | 10% FBS
Real Estimado ! Real Estimado Real Estimado Real Estimado
1 | Panc05.04 401 | 53 1 268 201 | 249 | 43 [ 233 | 128
2 | BxPc3 2470 | 1176 343 | 116 | 3646 | 1135 411.8 | 127
3 | HPAC 10000| 00 | 108 | 1.3 [10000| 0.0 |5808] 3237
4 | su.86.86 685 | 69.3 | 278 | 9.9 |2476 | 162313906 109
5 | HuP-T3 629.3 | 524.3] 575 | 62.3 [ 4210 271513677 ] 957
6 | PSN1 715.7 | 492.4 | 357.5] 556.9 | 305.0 | 163.7 | 423.4 | 2234
7 | MiaPaCa-2 563.5 | 617.3 | 1000.0] 0.0 | 660 | 16.1 | 1374 | 508
8 | Panc08.13 1000.0] 0.0 [10000] 00 | 448 | 287 | 170 | 3.1
9 | PA-TU-8988T 1000.0] 0.0 110000 00 [368.0] 133813754 [ 1194
10 | Panc03.27 1000.0] 0.0 | 288.7| 189.1 [1000.0] 0.0 [1000.0] 0.0
11 | Capan-1 371.2 | 545.1] 6812 5522 | 613.4 | 437.1] 7936 | 3574
12 | sw 1990 158.3 | 205 | 844.7] 269.0 | 467.8 | 416.0 | 9136 | 1497
13 | CFPAC-1 883.4 | 164.9| 535.4] 657.1 [ 381.9 | 226 | 9255 ] 1054
14 | PLas 10000] 0.0 11000.0] 0.0 | 5387 | 6524 |10000| 0.0
15 | PA-TU-8902 871.5 | 181.8]1000.0] 0.0 [10000] 0.0 l1000.0] 0.0
16 | Aspc-1 10000| 0.0 l1000.0] 00 [1000.0{ 0.0 T1000.0] 0.0
17 | Hs766T 10000| 0.0 [1000.0] 0.0 [10000] 00 T1000.0| 00
18 | Panc 10.05 1000.0{ 0.0 110000 0.0 [1000.0] 0.0 [1000.0{ 0.0
19 | Panct 10000| 0.0 110000/ 0.0 [10000| 0.0 l1000.0{ 00
20 | Capan-2 1000.0{ 0.0 110000 0.0 {10000| 00 l1000.0] 00
21 | HPAF-II 1000.0] 0.0 {10000 0.0 |10000| 0.0 [1000.0] 00
22 | Panc 02.03 1000.0| 0.0 !1000.0] 0.0 [1000.0] 00 [1000.0{ 00
23 | Panc04.03 10000| 0.0 110000 0.0 [10000] 0.0 T1000.0{ 00

Fig. 6
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Sumario NHL IC50 ?&Zzéss ?5/50 ég;XL

MTT MTT

Real Estimado| Real Estimado
1 | JEKO-1 MCL 115 | 64 61.8 107 |7% Apo2L
2 [sUDHL4 | DLBCL 1504.1 [ 17274 136 56
3 |ociiy-19 | bLecL 3000 | 0 26.2 158 | 29% DRS5 Ab+
4 [SR DLBCL 3000 0 187.8 437
5 |Farage DLBCL 3000 0 1269.1 1504.1
6 | DOHH-2 DLBCL, FL | 3000 0 | 84% Morte | anti-hu IgG
|7 |Toledo  |pLBCL ~ | 3000 [ 0 | 3000 0
8 |WSUNHL |FAL 3000 0 3000 0
9 |KARPAS-422 | DLBCL, FL |- 3000 0 3000 0
10 | GRANTA-519 | NHL, MCL | 3000 0 3000 0
11 | Preiffer DLBCL 3000 0 3000 0
12 [HT DLBCL 3000 0 3000 0
13 [sC1 FL 3000 0 3000 0
14 DB DLBCL 3000 | 0 3000 0
\

v

Fig. 7



a0 com a expressao

DR5 Ab+ dados de sensibilidade e correlag
de GalNac-T14: NSCLC, Panc Ca, NHL

GalNAc-T14
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. NSCLC, Panc Ca, NHL classificado pela expressao do GalNac-T14
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Resumo
“METODO PARA PREVER A SENSIBILIDADE DE UMA AMOSTRA DE
CELULA OU TECIDO, METODO PARA INDUZIR APOPTOSE EM UMA
AMOSTRA DE CELULA OU TECIDO, METODO DE TRATAMENTO DE UMA
DISFUNGAO E USO DE APO2L/TRAIL"

A presente invengao refere-se a métodos e testes que examinam
expressao de um ou mais biomarcadores em uma amostra de célula ou tecido
de mamifero. De acordo com os métodos e testes divulgados, a detecgéo da
expressao de moléculas relacionadas & GalNac-T, tais como GalNac-T14 ou
GalNac-T3, é preditiva ou indicativa de que a amostra de célula ou tecido sera
sensivel a agentes de indugdo de apoptose tais como Apo2L/TRAIL e
anticorpos agonistas de anti-DR5. Kits e artigos de fabricagdo s&o também

fornecidos.
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