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ANEXOS \

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la so‘Iicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Documento de Representacion Legal.

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante

Declaraciones (Declaracion bajo las Reglas 4.17(ii) y 51bis.1(a)(ii) que acreditan el traspaso de los
inventores al solicitante)

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

Traduccion del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.
Arte Final 12X12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el ‘
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud. ’

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

XOODO ODOOO R OROKKK @

Otros: Reporte de Buasqueda Internacional, Publicacién, Notificacibn de cambio de solicitante,
Notificacion de cambio de direcciéon del inventor CECHETTO, Lisa, M., Opinién Escrita y documento de
indicaciones relacionadas con microorganismos depositados u otro material biolégico con su traduccion.

(1)) FIGURA CARACTERISTICA:
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS  ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a éada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se esta presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

Sk
Qﬁd&k}fio A AURTE -

T.P. No. 53.215




TRADUCCION OFICIAL No. _
de un documento escrito en Inglés, el cual para su identificacion se sella con el sello
de la traductora, lo mismo que la presente.- '

Traducciéon de la apostila en inglés que se encuentra a continuacion de la
legalizacién de las firmas de los sefiores Klausner y Strebel, representantes legales
de F. Hoffmann-La Roche, que aparecen en un documento de Poder, escrito en
espafiol e inglés, conferido a ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO vy/o

IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, expedida en idioma inglés por el -

notario Peter Kuster, bajo el No. 2004_/20, el 17-08-2004, en Basilea, Suiza.

AUTENTICACION OFICIAL -
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961) a’r :ﬁ %
o 1. Pais: Suiza : f,j e f§§
Este documento ptiblico (s ;E: =
2. Ha sido firmado por el Lic. iur. Peter Kuster ;} | ?’;g
3. Actuando en calidad de notario publico ;:; | ?2
4. Lleva el sello del mencionado notario .
| Certificado . ;
5. en Basel (Basilea) "~ 6.el18de agosto 2004
7. por la Cancilleria de Estado del Cantén de Basel-Stadt gatn o
8. bajo el No 8835/13376 |t cotey Bl %%—ﬁ
9. Selio e
Cancilleria de Estado ﬁgg _
@  delaciudad de Basel (Basilea) | Rued| E‘g%sw =
o &

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual se deja copia en los archivos de
estas oficinas para su confrontacion.

Bogota, 2 de septiembre 2004
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2 sbayo firmados, F.HOFFMANN-LA ROCHE AG,

¥ una sociedad organizada y existente de conformidad
F_cpit las leyes de Suiza.

SR
K

_ con domicilio en 4070 Basilea, Suiza

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con coficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 60., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
paragrafo 1o. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especiaimente facultados para
representarnos ante las autoridades . colombianas,

idministrativas, judiciales o de policia, en todos los

- tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo

efecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos y . presentar desistimientos; formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar = total o
parciaimente a los registros, abonar todos los
impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en casc de producirse
oposicién, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencién como
demandantes o demandados ante los jueces que

‘slean competentes, pudiendo transar, someter a

brbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las
demas facultades que resulten necesarias, y por el
presente declaramos desde -ahora valido y bueno

. cuanto dichos representantes y/o los apoderados que

cualquiera de ellos nombre hicieren en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial ia
protocolizacion de este documento y de cualquigg
poder que cualquiera de ellos otorgue a nog#fye
nuestro. R

Dado y firmado

The undersigned, F.HOFFMANN-LA ROCHE AG, a
corporation organized and existing under the laws of
Switzerland.

domiciled at 4070 Basel, Switzerland

hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices .in said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
with power to receive. nofifications and to appoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 1o. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYQO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, .are:. especially empowered to
represent us before - the administrative, judicial or
police authorities- of Colombia, in all’ proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the said authorities all
the necessary steps for the said end; to file petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, fo limit
the scope of applications, file oppositions; file
cancellations total or partially waive registrations, to
pay all installments and effect -all other payments
prescribed by law; to receive proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our interests; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize said agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full. powers to make
arrangements, to submit to arbitrators, to desist, to
coltect, to appeal and, in short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare

~from now on as valid and good all that said

representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
andlor GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this document and of any power
of attorney by any one of them conferred in our name,
before the Office of Industrial Property.

»’““

%, Given and signed this A7 7 ey Z§/7 wif2ec £,

F. Hoffmann-La Roche

.
' Denise Strebel
Mandatory
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s CERT IFICAbO NOTARIAL (SOCIEDAD)
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ongg S S
jen e consta que firmo el anterlor documento,

y qui vd amente juramentado declaré y dijo:que
éles Wy adcf/mondo farjo -

de F.H F NN LA ROCHE AG, la compaiiia
nombradatyen 'l documento que. antecede, una
sociedad - debidfynente organizada .y existente
conforme a ldg leygs de Suiza, domiciliada en Ia
ciudad de Blsiled, Suiza, legalmente constituida
para un periody, de\ duracion que.ain no ha
terminado, que ej ce u objeto social; conforme a

) = 0% de 200"\’ comparecio
g E}p »ﬁ °°& {Js&n 25 be—(a quien conozco y

las leyes de Suiza; r} e é declarante esta autorizado ¥

por dicha Compaiiia pAta &Snferrr este poder; que el
sello estampado por €él de tal poder, en nombre
y en representacion de la sada Compaiiia, es el
sello oficial de ella; y que& jeto para el cual se
confiere este mstrumento e omprendido- dentro
del de la sociedad. \ \
El suscrito Notario ha " vrsto\lo Estatutos de
incorporacion firmados en Suiza, \ M?d de Basilea,
“;ca que de

conformidad con la legislacién de ¥idyo Pais, la
" anterior declaracién  juramentada ?i prueba
suficiente de que los hechos sobre que e \yirsa son
ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.
o *‘\5\5;
Notary Public (Notario Publico). ‘ \\\ ‘

~ purpose - for. Which . this-- instrument - s granted is

Basel, this 17—08—2004 (seventeenth day of .
T ’two thousand and four) '

- [ ftiens
N %

Y
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- NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Switzerland
Basel {ss
On this 17th day of August . 2004 |

personally . ‘Fridolin Klausrer and Denise Strebel';

came both Swiss citizens and Swiss resuients,r
to me Khnown, and known to me to be the person who b

fsrgned the*foregorng instrument, who being by me
\duly sworn did depose and say that he is the Holder of
Procuratlon/Manda+ory of F.HOFFMANN-LA
"ROCHE 'AG, the company named within, a
Corporation organlzed and. existing under the laws of
wihe, Swrtzerland “domiciled at the City of Basel,
“Iegally constltuted for .a period of tenure not yet
“expired, . which = exercises its. corporate - purposes §
“according. to.the’ laws of&SwrtzerIand that the
deponent “is” authorized by said Company to confer i
this power of attorney; that the seal affixed hereunto :
by. the, deponent in the name ‘and on behalf of said
-Corporation is the corporate seal thereof; and that the :

s “included within the corporate purposes of the: i
Company. - = '
The undersigned Notary Publrc has'seen the artlcles .
of Incorporation: of :said - Corporation” executed at Z
Suiza, ciudad de Basel, under date of 19th day of

June 1997 ° = ,-and hereby certifies that under
the Iaws of :said Country the. -. foregoing
acknowledgment is sufficient proof that:the facts
therein contained are true, which he attests.

. Dr. Péter Kuster
_Advokat und Notar
- . Peterskirchplatz 12
" Postfach
CH-4001 Basel




2. s signed by il

OFFICIAL AUTHENTICATION
(Hague Convention of Octoher 51, 1961)

1. Country: Switzeland (Schweiz / Suisse)
e i (

This official document = ot
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3. in his/her funciien:as ..

4, and certifigd by theseal of the

5. in Basel (Bidle) .
7. by the State Chaticsry 6f i'f}»ei_jc"zinté’h of Basel-Stadt ..
o REEEL )23 |
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

EXTRACTO PARA PUBLICACION

SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

(21) N° de solicitud:

(22) Fecha de solicitud: 08-03-2010

(51)Int CI;

(71)Solicitante(s)

CO7K 16/30

F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

(30) Prioridad  (31)  No. Prioridad (32) Fecha (33)  Pais |(72) Inventor(es) YOUNG, David, S. F.; FINDLAY, Helen, P.;
60/965,165 17-08-07 us HANN, Susan, E.; CECHETTO, Lisa, M. y
61/026,584 06-02-08 us FERRY, Alison L.
61/124,019 11-04-08 us

(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fecha limite inicio fase nacional:  17-03-2010 (87)  Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 26/02/09
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 13/08/08 N° publicacién: WO 2009/023955 A1

No. de solicitud PCT/CA2008/001452

(54) Titulo:

“MEDIACION DE CITOTOXICIDAD DE CELULAS QUE EVIDENCIAN LA EXPRESION SUPERFICIAL DE CD$”

Resumen - Reivindicacion(es):

Reivindicacion nimero 1:

El anticuerpo monoclonal aislado caracterizado porque es producido por el hibridoma depositado en la IDAC con

el nimero de registro 141204-01.

{JLLCCO: 211659.00C v.1}




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS )
SUPERINTENDENCIA PATENTE DE INVENCION ___ PCT _X__ MODELO DE UTILIDAD ____ DISENO INDUSTRIAL __
(21} N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 08/03/2010

(51) Clasificacion Internacional : CO7K 16/30

(71)Solicitante(s) F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

(72) Inventor(es) YOUNG, David, S. F.; FINDLAY, Helen, P.; HANN, Susan, E.; CECHETTO, Lisa, M. y FERRY, Alison L.

(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Prioridad (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
60/965,165 17-08-07 us
61/026,584 06-02-08 us
61/124,019 11-04-08 Us
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 17-03-2010 (87) Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 26/02/09
Fecha de presentacion de la solicitud: 13/08/08 N° publicacion: WO 2009/023955 A1
No. de solicitud PCT/CA2008/001452

(54) Titulo: “MEDIACION DE CITOTOXICIDAD DE CELULAS QUE EVIDENCIAN LA EXPRESION SUPERFICIAL DE CcD9”




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO )
SUPERINTENDENCIA PATENTEDEINVENCION __ PCT X MODELQ DE UTILIDAD ____ DISENO INDUSTRIAL
(21} N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 08/03/2010

(51) Clasificacion Internacional : C07K 16/30

(71) Solicitante(s) F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

(72) Inventor(es) YOUNG, David, S. F., FINDLAY, Helen, P, HANN, Susan, E.; CECHETTO, Lisa, M.
y FERRY, Alison L.

{74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Prioridad (31) No. Prioridad (32) Fecha  (33) Pais FIGURA CARACTERISTICA
60/965,165 17/08/07 us Ex6cm
61/026,584 06/02/08 us
61/124,019 11/04/08 us
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 17-03-2010 (87) Publicacién internacional:
(86) Datos relativos a la presentacion de la solic. PCT Fecha: 26/02/09
Fecha de presentacion de la solicitud: 13/08/08 No. Publicacion : WO 2009023955 A1

No. De solicitud PCT/CA2008/001452

(54) Titulo: “MEDIACION DE CITOTOXICIDAD DE CELULAS QUE EVIDENCIAN LA EXPRESION SUPERFICIAL DE CD9”

(57) Resumen:
Reivindicacion nimero 1:

El anticuerpo monoclonal aislado caracterizado porque es producido por el hibridoma depositado en la IDAC con el nimero de registro
141204-01.
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No.

PCT/CA2008/001452

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

IPC:CO7K 16/30, A61K 39/395, A61K 47/48, A61K 51/10, AG1P 35/00, A61P 37/04, CO7K 16/28, CO7K 16/46, C12N 5/16,

CI2P 21/08, GOIN 33/566, GOIN 33/574, GOIN 33/577, CO7K 14/705, CO7K 19/00 (all, 2006.01)
According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

IPC:CO7K 16/30, AGIK 39/395, A61K 47/48, AG1K 51/10, A61P 35/00, A61P 37/04, CO7K 16/28, CO7K 16/46, C12N 5/16,

CI2P 21/08, GOIN 33/566, GOIN 33/574, GOIN 33/577, CO7K 14/705, CO7K 19/00 (all, 2006.01)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic database(s) consulted during the international search (name of database(s) and, where practicable, search terms used)

Canadian Patent Database, Delphion, Pubmed, GQPAT, Swiss-Prot, TTEMBL, RefSeq Protein, NCBI GenPept, IPI, ENSEMBL, PDB Prot.
Terms: CD9, cancer, tumour, antibody, CDMAB, 141204-01, AR40A746.2.3, prostate, breast, pancreatic, ovarian, colon, immunotherapy.

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* |Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

Y OVALLE, S. et al. The tetraspanin CD9 inhibits the proliferation and 1to063

whole document

Y US 6180357 Bl
YOUNG, D. S. F. & TAKAHASHI, M.
30 January 2001
whole document

Y RIECHMANN, L. et al. Reshaping human antibodies for therapy. Nature, 24

March 1988, Vol. 332, pages 323-327,
whole document

tumorigenicity of human colon carcinoma cells. Int. J. Cancer., published online
20 June 2007 in Wiley Interscience, Vol. 121, pages 2140-2152,

1t063

37,43, 44, 47 to 50, 55 and 57 to 62

2,3,5,7109, 15, 16, 22,23, 29, 30, 36,

{X] Further documents are listed in the continuation of Box C.

[X] See patent family annex.

* Special categories of cited documents :
“A” document defining the general state of the art which is not considered
to be of particular relevance
“E” carlicr application or patent but published on or after the international
filing date
“L” document which may throw doubts on priority claim(s) or which is

cited to establish the publication date of another citation or other
special reason (as specified)

“o” document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other means

“Pr document published prior to the intemational filing date but later than
the priority date claimed

“T” later document published after the intemational ﬁluag date or priority
date and not in conflict with the application but cited to understand
the principle or theory underlying the invention

“X” document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered novel or cannot be considered to involve an inventive
step when the document is taken alone

“Y”  document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered to involve an inventive step when the document is
combined with one or more other such documents, such combination
being obvious to a person skilled in the art

“&”"  document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

10 October 2008 (10-10-2008)
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[ ] BoxNo. V¥ Certain documents cited ) .

[X] BoxNo, VI Certain defects in the international application

{X] BoxNo. Vil Certain observations on the inlen}aliomi application

2. RFURTHER ACTION

IFa demand for intemational preliminary examination is made, this opinion will be considered to be a witten opinion of flw Interuational Preliminary
Examining Authority (JPEA") axvept that this doss not apply whens the applicant chooscs an Authority other than this one to be the IFEA end the chosen IPEA
bas notified the Infemationat Bureau under Rule 66.15/5(b) that written opinions of this Intemational Searchi

g Authority will not be so considered.

Ifthis opinion js, as pravided above, considered fo by a writen oplifon of the JPEA, the applicant is Invited {o submit fo the IPBA a written eply together,
whera approgriate, with antendiments, before the explration of 3 months from the date of inaifing of Form PCT/ISAZ220 or before the expiration of 22 months

front the priority date, whichever sxpires fater,
For furthee options, s Formt PCT/1SA220.

3. For further details, sed notes to Fonu PCT/ASA220,

Name and mailing address of the ISA/CA
Canadian ntellectual Properly Office

Place du Portage I, C114 « 1st Floor, Box PCT
50 Vicloria Street

Galineau, Quebec K1A 0C2

Facsimile No.: 001-819-953-2476

Dale of campletion of this opinien

17 Ootoker 2008 (17~10-2008)

Authorized ofticer

Mimi Yurack 819-994-5077

Pormt PCT/ASA/237 (cover sheet) (April 2007) -
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: . WR™ "EN OPINION OF THE V b International application No.
e INTERNAT}\ .+AL SEARCHING AUTHORITY PCT/CA2008/001452
Box No, I Basls of this opinion

‘1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:

{X] the international application in the language in which i was filed

[ 1 atanslation of tlic international application nto ' , which is the languagc of a
translation furnished for the purposes of international search (Rules 12.3(g) and 23.1¢b)).

2, [ 1 This opinion has been established taking into account the rectification of an obvicus mistake authorized by or notified
to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a}) '

3. With regard to any nucleofide and/or amino acld sequence disclosed in the international application and necessaty (o (he claimed
invention, this opinion has been established on the basis of : )

a, type of material
[X] asequence listing )
L1 table(s) refated to the sequence listing .
b, format of material
[X] onpaper
[X] inelectronic form
¢. time of filing/furnishing
[ ] contained in the intemational appl}cation as filed.
[ ] filed together with the intemational application in electronic form

[X] fueished subsequently to this Authority for the purposes of search.

4, [ 1 Inaddition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table(s) relating thereto has

been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional copies is idenfical to that in
the application as filed or does not go beyond (e application as filed, as appropriate, were furnished,

5. Additional comments :

Form PCT/ISA/237 (Box No. 1) (April 2007) Page 2 of 7
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. WR” 'EN OPINION OF THE : Intemational application No.
' . INTERNATI..«AL SEARCHING AUTHORITY PCT/CA2008/001452
Box No. IIT Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrlal applicability

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to invelve an inventive step (fo ba non obvious), or to be industrially
applicable have not been examined in respeet of :

[ ] theentireinfernational application

[X] claim Nos, Sand 10 to 46

because:

[X] the said intemational application, or the satd claim Nos, Sand 101046 relate to the following
subject matter which does not require an international search {specifi

Claims 5 and 10 10 46 which encompass a method of treatment of the human or animel body by surgery or therapy, arc not
required to be searched nor is a written opinion required by this Authority under Rule 67.1(iv) of the PCT. Regardless, this
Authority hias cstablished a written aplnton based on the alleged effects or purposesfuses of the antibody defined in claims 5
and 10 10 46.

[ 1 thedescription, claims or drawings (ndleate particular elements below) or satd claim Nos,
ave so unclear that no meaningfil opinion could be formed (specifi} ©

[ 1 theclaims, orsaid claims Nos. are so Inadequately supported
by the description that no meaningful opinion could be formed (specify):

{ 1 nointernational search report has been cstablished for said claims Nos.
[ 1 ameaningful opinion could not be farmed without the sequence listing; the applicant did not, within the prescribed time limit:
[ ] furnishasequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the Administrative
 Instructions, and such listing was not available 1o the Intematlonal Scarching Anthority in a form and manner acceptable
to it
[ 1 funishasequence listing in electronic form complying with the standard provided for in Annex C of the Admlalstrative

Instructions, and such Iisting was not available to the International Searching Authorty in a form and manner acceptable
to it, ’

[ 1 pay therequired late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing In response to an inyitation under
Rule 13ter.1(a) or {b). ' ]

[ ] ameaningful opinion could not be formed without the tables related {o tho sequence fistings; the applicant did not, within the

prescribed time limit, fumish such tables in electronic form complying with the technical requirements provided for in Annex
C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not available to the Intemational Searching Authority in a form
and manner acceptable to it

[ ] thetablesrelated to the nucleotide and/or amino acld sequence listing, if in electronic form only, do not comply with the

technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

{ 1 SeeSupplemental Box for further details,

Form PCTASA/237 (Box No. HI) (Apxil 2007) ’ Page3 of 7
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WRIT  {OPINION OF THE ’ Intemational application No,
INTERNATION. .. SEARCHING AUTHORITY PCT/CA2008/001452

Box No. V Reasoned statement under Rule 43545, 1(a)(§) with regard te novelty, inveniive step or industrial applicabillty;
citations and explanations supporting such statement :

1. Statement

Novelty (N) Claims [i063 ’ YES
Claims  none NO

Inventive step (IS) Claims none YES
Claims | to 63 NO

Industrial applicability (JA) Claims 1t063 R YES
Claims none NO

2, Citations and explanations

Di: OVALLE, S, ET AL, The tefraspanin CD9 inhibits the proliferation and tumorigenicity of human colon carcinonia cells. Int. J. Cancer,
published onling 20 June 2007 in Wiley Inferscience, Vol. 121, pages 2140-2152,

D2; US 6180357 B1, YOUNG, D. 8. F, & TAKAHASHI, M., 30 January 2001,
D3: RIBECHMANN, L. ET AL, Reshaping human antibodies for therapy. Naturs, 24 March 1988, Vol, 332, pages 323-327,

D4: HUANG, H. ET AL, Abermant ,cxprcssfon of novel and previously described cell membrane markers in human breast cancer cell lines
and tumors, Clin. Cancer Res., 15 June 2005, Vol. 11, No, 12, pages 4357-4364.

D5: GRONBORG, M. ET AL. Biomarker discovery from pancreatic cancer secretome using & diffezential proteomic approach. Mol Cell.
Proteomics, January 2006, Val. 5, No. 1, pages 157-171. .

D6; WANG, 1.-C. BT AL, Dowa-regulation of CDY expression during prostate carcinoma progression is associated with CD9 mRNA
nodifications. Clin, Cancer Res,, 15 April 2007, Vol. 13, No. 8, pages 2354-2361,

D7: PETERS, D, G. ET AL. Comparative genc expression analysls of ovarian carcinoma and normal ovarian epithelium by sevial analysis of
gene expression, Cancer Epidemlol. Blomarkers Prev., July 2005, Vol 14, No, 7, pages 1717-1723,

D1 discloses the effect of anti-CD9 monoclonat antibodies (mAbs) on the tumorigenic pracess in human colon carcinoma cell lines in vitre
and i vivo, Several anti-CD9 mAbs enhanced futegrin-mediated cell adhesion, induced fn vitro characteristic morphological changes and
Inhiblted ccll proliferation and in vivo tumorigenic capacities, )

D2 discloses the generation of several antl-cancer eyloloxic mAbs upon immunization of mice with single cell suspeasions of biopsy
specimens of human breast, melanoma and lung tumours. Antibudies produced are screened using cytotoxleity agalnst a variety of cancer
cells, Antibodies that ate cytotoxic to cancer cells but not to non-cancerous cells are used In binding assays and in methods of reducing

tumour burden in mammals.

D3 discloses methods for generating humanized and chimeric antibodles based on the amine acid sequences of the varable regions and the
antigen binding reglons of a non-human antibody.

D4 discloses thef CD9 expression was down-regulated in breast carcinoma tumours as determined by immunohistochemistry, confiming the
important role of CD9 as marker in mammary neoplasia,

D5 discloscs that CD$ antigen Is correlated with pancreatic cancer. In addition, overexpression of CD9 was confirmed by
immunohistochemical labelling using pancreatic cancer tissue microamays.

D6 discloses that CDY may play an important role in prostate cancer progression.
D7 discloses the identification of CD9 as a potential novel biomarker of ovarian cancer.

continued on Supplemental Box.

Form PCT/ISA/237 (Box No. V) (April 2007) . Page 4 of 7
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WRIT N OPINION OF THE International application No.
INTERNATIO..»L. SEARCHING AUTHORITY PCT/CA2008/001452
Box No. VI Certain defects In the international application

The following defects in the form oF contents of the international application have been noted :

The description does not comply with Rule 5.2(a) of the PCT. The description shall contain a sequence listing complying with the standacd
provided for in the Administrative Instructions and presented as a separate part of the description in accordence with that standard where the
international application contains disclosure of one or more nucleotide and/or anino acid sequences. In the instant application, the
description refers to SEQ 1D NO:7 and to SEQ ID NO:8 at page 74, line 25 however a sequence Hsting is not present.

Figure 3 does not comply with Rule 11,13(h) of the PCT. The height of the nunibers and letters shall not be less than 0.32 e, The numbers
and labels of the X and Y axes are oo small. .

Fonn PCT/ISA/237 (Box No, VII) (April 2007) Page S of 7
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WR[ %N OPINION OF THE . Tnternational application No.
INTERNATIG. AL SEARCHING AUTHORITY PCT/CA2008/001452

Box No. VIII Certatn observations on the internatlonal appiication

‘The following observations on the elarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully supported
by the description, are made

The descriplion does not comply with Auticle S of the PCT. The description on page 74, lines 25 and 26 makes reference to SEQ IPNO8 -
and SEQ ID NO:7 in Figure 31, However, Figure 31 does not contaix said sequences,

Claims 5 to 10, 17, 24, 31, 38 and 45 to 63 are broader I scope than the teaching of the description and do not comply with Article 6 of the
PCT. There is support in the description only for a moncclonal antibody (inAb) produced by the hybridoma deposited with IDAC as
accession number 141204-01 that is a cancerous disease modifying antibody ({CDMAB), and chimeric and humanized forms thereof, There
is a lack of suppart in the description for any other CDMARB, or for any other mAb that binds to he same epitope as that bound by the mAb
produced by the hybridoma deposited with IDAC as accession nunber 141204-01. Therefore, the CDMAB in clalms § to 10, 17, 24,31, 38,
4510 50, 52, 53 and 60 to 63; tho mAb in claiins 31, 38, 51 and 54 10 59, and the isolated mAb in claims 17, 24, 25, 45 t0 48, 52, 53, ave
broader in scope than the antibodies supported by the description,

Claims 5 to 10, [7, 24, 31, 38, 45 to 50, 52, 53 and 60 to 63 do not comply with Axticle 6 of the PCT. The use of the abbreviation
“CDMAB" Jacks clarity, and must be defined as “cancerous disease medifying antibody” at least on its first oceurrence in each indepeadent
claim. Also, the mAbs whose use is claimed in claims 31 and 38 are not defined; tho preamble of these claims only defines an epitope of an
antigen, but fatls to identify or define the mAbs whose use is sought. :

Claims S, 10, 17, 24, 31, 38, 52, 53 and 63 do not comply with Article 6 of the PCT. ‘The use of the expressions “an abilily to compctitively
inhibit binding” in clalms 5, 10, 17, 24, 31, 38, 52, 53 and 63, “reacts with” in claim 52 and “that recognizes” in claim 52 renders the scope
of the claims ambiguous. The inclusion of sald cxpressions does not ngcessarily mean that the antibady specifically binds to the epitope.

Ctaims L0 and 17 do not comply with Article 6 of the PCT because the inclusion of “encoded by the clone” ren‘ders the scope of the claim
ambiguous. The specification discloses that the deposited biological material is & hybridorna cell fine and the clalms should be amended to
fully define said clone gccordingly.

Claiimns 10, 17 and 24 do not comply with Article 6 of the PCT, The phrases “human tumor...in a mamumal” in claims 10, 17 and 24 cause a
lack of clarity, as it is not clear whether a xenograft of s human tumor in a non-human mammal, or a tomor in a human is intended,

Claims 31, 32, 34 to 39 and 41 to 44 are unclear and do not comply with Article 6 of the PCT. There are two different mAbs in independent
clatms 31 and 38, 1.e. “the monoclonal antibodies” in the preamble and “said monoclonal antibodies” produced by the hybridoma 141204-01
which causes a lack of clarity as to which of the two are subsequently referred to in the same independent claims and clalms dependent
thereon by the tenns “said isolated monoclona! antibody” and “said monoclonal antibody”, Moreover, the tenm “said monoclonal antibody”
tacks proper antecedent in claims 31 and 38 {line 7) if he antibody of this term refers to the “monoclonal antibodies” in the preamble of
these ¢lalins, as the term on line 7 is stated in the singular, while that In the preamble is in the plural.

Claims 54 to 59 do not comply with Artile 6 of the PCT because it is not clear that said “human CD9 binding fragment thereof” specifically
binds the same epitope of human CDY of the isolated mAb produced by the hybridoms deposited with the IDAC as accession number
141204-01. Furthermore, claims 54 to 59 refer to SEQ ID NO’s however there Is no Sequence Listing In the description.

Claiin 63 does not comply with Article 6 of the PCT because the use of the expression “at a particular cut-off” renders the scape of the ¢lalm
amblguous,

Claims 32 to 37 and 39 t0 44 do not comply with Rule 6.4(b) of the PCT as they are improperly dependent on claims 33 and 38,
respectively, Any dependent cleim shall be construcd as including ail the fimitations contained in the olaim to which it refers, Claims 32 to
37 and 39 to 44 are directed to a method, white clalms 33 and 38 from which they respectively depend are directed to a use.

The statement “spirit of the invention” found on page 37, line 18, of the description does not comply with Article 6 of the PCT. This isa
general statement which implies that the exient of protection may be expanded in some vague and ipreoise way.

Form PCT/ISA/237 (Box No. VIII) (April 2007} Page 6 of 7




WRIT "N OPINION OF THE . International application No.
INTERNATIO, ...L SEARCHING AUTHORITY " FPCT/CA2008/00145

Supplemental Box

In case the space in any of the preceding boxes fs not sufficlent.
Continuation of Box V

The problem to be solved by the present invention is the pravision of novel and inventive antl-CD9 mAbs which are cytotoxic to cancerous
tumour cells while simultancously being non-toxic to non-cancerous cells.

Novelty.

Clalms 1 to 63 are novel and comply with Article 33(2) of the PCT. D1 is considered the closest prior art and disoloses anti-CD9 mAbs
which inhibit proliferation of colon carcinoma cells i vitro and tumour growth in vivo, However, D1 does not disclose an anti-CD9 mAb
produced by the hybridoma cell tine AR40A746,2,3 havmg IDAC accession no, 141204-01, Therefore, the anti-CD9 mAb produced by the
hybridoma cell line AR40A746.2.3 havmg TDAC accession no, 141204-01, humanized and chimeric Abs derived therefrom, as well as
comugates and composlitions thereof as in claims 1 to 4, 6109 and 51 to 62 therapeatic methods and processes which make use thereof as
in claims 5 and 10 to 46, and binding assays and kits related thereto, as in claims 47 to 50 and 63, are novcl over the prior att,

Inventive Step

Claims 1, 4, 6, 51 to 54, 56 and 63 do not comply with Article 33(3) of the PCT. The sub,wct matter of these claims would have been
obvious to a person skilled in the art having regard to D1 in view of D2, D} discloses anti-CD9 mAbs which inhibit proliferation of colon
carcinoma cells I vitro and tumour growth in vivo. D2 discloses a method for the production of anti-cancer cytotoxic mAbs which is
identical to the method employed for the production of anti-CDY mAbs in the instant application. Thus, it would have been obvious to the
skilled person In view of D1 to use the method of D2 to obtain the cytotoxic anti-CD9 mAbs of claims I 6, 51 to 54 and 56, the hybridoma
of claim 4, as well as the kit of claim 63.

Claims 2, 3,7 t0 9, 47 to 50, 55 and 57 to 59 do not comply with Article 33(3) of the PCT. The subject matter of these claims would have
been obvious to a person skilled In the art having regard to D1 in view of D2 and further in view of D3. D1 and D2 are as above. D3
discloses a methad of producing humanized and chimerized Abs, Once in posesion of the cytotoxic anti-CD9 mAbs of the instant appication
which are obvious with regard to D1 in view of D2, as discussed abovo, it would have been obvlous to the skilled person to then use the
method of D3 to obtain a humanized Ab thercof as in'claims 2,7, 55 and 57 to 59 as well as chimeric Abs thercof as in clalms 3 and 8, and
conjugates thereof in claim 9, and to use them in a binding assay as in claims 47 to 50.

Claims 5, 15, 16, 22, 23, 29, 30, 36, 37, 43, 44, 61 and 62 do not comply with Ariicle 33(3) of the PCT, The subject matter of these claims
would have been obvious to a person skilled in.the art having regard io D1 fn view of D2 and D3 and further in view of D4 or DS or D6, D1,
D2 and D3 are as above. D4, D5 and D6 disclose an association of CD9 with breast, pancreatic and prosiate cancer, respectively, The
cytotoxic anti-CD9 mAbs, and humanized and chimerlc forms thereof, of the instant application are obvious with regard to D1 in view of D2
and further in view of D3, as discussed above, It would have been obvious to the skilled person to use said cytotoxic anti-CD9 mAbs, and
humanized and chimeric fonms thereof, in a method for iniliating Ab induced cytotoxicity of cancerous cells in a tissue sample selected from
human breast, pancreatic or prostate tumour as in claitn 5 and in a method of reduction of human breast, pancreatic or prostate tumour as in
claims [5, 16, 22, 23,29, 30, 36, 37, 43, 44 In view of D4, D5 or D6, It would also have been obvious to the skilled person to oblain a
composition effective for treating human breast, pancreatic or prostate tumour as in claims 61 and 62 i view of D4, DS or D6.

Claims 10 to 14, 17 to 21, 24 to 28, 31 to 35, 38 10 42, 45 end 46 do not comply with Article 33¢3) of the PCT. The subject matter of these
claims would have been obvious to a person skilted in the art having regard to Dt in view of D2 and further in view of D4 or DS or D6. D1,
D2, D4, DS and D6 are as above. Once in posession of (he cytotoxic anti-CD9 mAbs of the instant application which are obvious with regard
to D1 in view of D2, as discussed above, it would have been obvious to the skilled person to use said cytotoxic anti-CD9 mAbs in a method
of reduction of luman breast, pancreatic or prostate tumour s in claims 10 to 14, 17 to 21, 24 10 28, 31 to 35 and 38 to 42 and In a process
for reduction of human breast, pancreatic or prostate turour as In claims 45 and 46

Claim 60 does not comply with Article 33(3) of the PCT. The subjoct maticr of this clainmt would have béen obvious to a person skilled in the -

art having regard to D1 in view of D2 and D3 and further in view of D4 or D5 or D6 or D7, D1, D2, D3, D4, D5 and 6 arc as above. D7
discloses an association of CD9 with ovarlan cancer. Once in posession of the cytotoxio anti-CD9 mAbs, and humanized and chimerio forms
thereof, of the instant application which are obvious with regard to DI in view of D2 and further in view of D3, as discussed above, it would
have been obvious to the skifled person, in view of D4, DS, D6 or D7, to prepare a composition thereof effective for treating 8 human colon,
breast, pancreatic, prostate, or ovarian tumour as in claim 60.

-| Industrial Appleability

The subject matier of claims I {0 63 is considered to be industrially applicable and thus complics with the requirements of Article 33(4) of
the PCT., Although claims 5 and 10 to 46 encompass methods of treatment for which this Authority Is not required to esiablish a weitten
opinion, the use of the products referred to therein for cancer freatment appears to represent subject matter that has industrial applicabitity.

Form PCT/ISA/237 (Supplemental Box) (April 2007) Page 7 of 7
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MEDIACION DE CITOTOXICIDAD DE CELULAS QUE EVIDENCIAN LA

EXPRESION SUPERFICIAL DE CD9

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La invencidén se refiere a la <clasificacién,
diagnéstico y tratamiento de enfermedades cancerosas (tanto
tumores primarios como metdstasis tumorales), particularmente
a la mediacién de citotoxicidad de células tumorales que
evidencian expresién superficial de CD9, Y mas
particularmente al wuso de anticuerpos modificadores de
enfermedades cancerosas (CDMAB), opcionalmente en combinacién
con uno o mas CDMAB/agentes quimioterapéuticos, como un medio
para iniciar la respuesta citotédxica. La invencién se refiere
ademés a ensayos de unién, los cuales utilizan el CDMAB de la
presente invencién. Los anticuerpos anticdncer pueden ser
conjugados a toxinas, enzimas, compuestos radioactivos,
citocinas, interferones, porciones objetivo o reporteras vy

células hematdgenas.

{JLLCCO: 214621.D0C v.1}
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MEDIACION DE CITOTOXICIDAD DE CELULAS QUE EVIDENCIAN LA

EXPRESION SUPERFICIAL DE CD9

Campo de la invencién

Esta invencién se refiere al diagnéstico vy
tratamiento de enfermedades cancerosas, particularmente a la
mediacidén de citotoxicidad de células tumorales; vy méas
particularmente al uso de anticuerpos modificadores de
enfermedad cancerosa (CDMAB, por sus siglas en inglés),
opcionalmente en combinacién con uno o mas CDMAB/agentes
quimioterapéuticos, como un medio para iniciar la respuesta
citotdéxica. La invencién se refiere ademas a ensayos de

unién, los cuales utilizan el CDMAB de la presente invencién.

Antecedentes de la invencién

La membrana celular contiene muchas proteinas de
superficie celular diferentes, algunas en movimiento Y
algunas ancladas al citoesqueleto. Este amplio repertorioc de
proteinas de superficie celular es capaz de ejecutar
funciones diferentes tales como sefalizacién y adhesidén. Se
sabe también que ciertos tipos de proteinas de membrana son
responsables de la organizacién de estas proteinas de
superficie celular en complejos capaces de funciones
unificadas que no podrian llevar a cabo como moléculas

individuales. Esta familia emergente de proteinas, 1las

{JLLCCO: 214621.00C v.1}
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tetraspaninas o la familia de transmembrana 4 (TM4) de
proteinas de membrana integral, sirve como un facilitador
molecular u organizador de complejos multi-moleculares.

Las tetraspaninas han estado implicadas en una
amplia variedad de procesos fiéiolégicos tales como
activacion de células inmunes, migracién celular, fusién
célula-célula (incluyendo fertilizacién) y varios aspectos de
diferenciacién celular. Estas moléculas también han mostrado
jugar un papel en enfermedades infecciosas (por ejemplo,
paludismo, hepatitis C y virus de inmunodeficiencia humana) vy
varios trastornos genéticos estan ligados a mutaciones en
estas moléculas (por ejemplo, retraso mental ligado a X,
degeneracidén retinal y ensamble incorrecto de membranas de
basamento humano en el rifién y piel) (Boucheix y Rubinstein.

Cell. Mol. Life Sci. 58(9):1189-1205 2001). La capacidad de

las tetraspaninas para interactuar con muchas otras moléculas

de sefalizacién vy participar en activacién, adhesién 3%
diferenciacién celular se refieren todas a su papel como
“facilitadores moleculares” que agrupan grandes complejos
moleculares y les permiten, a través de estabilizacién,
funcionar mas eficientemente. La interaccién de las
tetraspaninas con otras moléculas de sefializacidén es algunas
veces referida como el alma de tetraspanina.

Esta superfamilia (TM4SF) fué reconocida primero en

1990, cuando una comparacién de las secuencias de 1los genes

{JLLCCO: 214621.00C v.1}
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CD37, CD81 (TAPA-1) y sm23 recién clonados con el gen
asociado a tumor CD63 (ME491) (Hotta et al., Cancer Res.
48(11):2955-2962 1988) reveld homologia de secuencia y una
estructura predicha conservada (Wright et al., J Immunol
144 (8):3195-3200 1990; Oren et al., Mol. Cell. Biol
10(8):4007-4015 1990). La familia ha crecido ahora hasta
aproximadamente 32 miembros en humanos (Le Naour et al.,
Proteomics. 6(24):6447-54 2006).

CDY9 es un miembro de 24 kDa de esta familia que es
expresado en células tanto hematopoyéticas como no
hematopoyéticas. Concentraciones especialmente altas de CD9

son expresadas sobre la superficie de plaquetas y células

endoteliales (Forsyth KD, Immunology 72(2):292-296 1991; .

Jenings et al., Blood 88(10):624a 1996). También se descubrid
recientemente que CD9 era un miembro de la familia de
complejos moleculares de superficie celular que incluyen las
integrinas, otros receptores de superficie celular y otras
tetraspaninas. Varios miembros de la familia TM4, incluyendo
CD9, se han encontrado que se asocian con integrinas Bl asi
como con integrinas 2, B3 y B7 (Rubinstein et al, Eur. J.
Immunol. 24(12):3005-3013 1994; Nakamura et al., J. Cell
Biol. 12(6):1691-170 1995; Berditchevski et al., Mol. Biol.
Cell 7(2):13-207 1996; Radford et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun. 222(1):13-28 1996; Hadjiargyrou et al., Neurochem

67(6):20-2513 196; Slupsky et al., Eur J Biochem 244(1):168-

{JLLCCO: 214621.D0C v.1}
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175 1997).

Con base en analisis de secuencias de ADNc, se
predice que los miembros de TM4SF son cadenas de un solo
polipéptido con cuatro regiones de transmembrana (TM)
putativas altamente hidréfobas y dos asas extracelulares (EC)
con ambos términos amino y carboxi ubicados
intracelularmente. La alineacién de todas las secuencias de
aminoacidos de tetraspanina reveldé que gran parte de la
homologia entre tetraspaninas estid confinada a los dominios
de transmembrana, los cuales contienen pocos aminoacidos
polares altamente conservados (una asparagina en TM1 y un
glutamato o glutamina en TM3 y TM4). Estos residuos cargados
dentro de la membrana pueden interactuar unos con otros %
pueden ser importantes para la estabilidad del ensamble de
proteina, como se ha demostrado para el receptor de células T
(Cosson et al. Nature 351(6325):414-416 1991).

También hay residuos hidréfobos conservados en los
cuatro dominios de transmembrana; algunos en TM2 se
encuentran en 17/18 secuencias de tetraspanina. La regién
corta entre TM2 y TM3 contiene dos a tres residuos cargados,
incluyendo un &cido glutémico conservado. Estas homologias no

son compartidas con otras familias de proteinas que también

tienen cuatro dominios de transmembrana, tales como 1los
canales idénicos regulados por ligandos, conexinas o]
CD20/FcERII3.
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La conservacién entre residuos observada en los
dominios de transmembrana putativa y ciertos residuos en las

asas EC, suglere que esas proteinas llevan a cabo funciones

estrechamente relacionadas (Maecker et al. FASEB J 11
(6):428-442 1997). Hay una mayor divergencia de secuencia en
las asas extracelulares de tetraspanina, aungue tres

cisteinas en EC2 se ubican en diferentes distancias de las
regiones T™ vy 16/18 miembros de la familia. Dos de estas
cisteinas ocurren en el motivo CCG conservado ubicado a
aproximadamente 50 aminodcidos més alld de TM3. La tercera
cisteina comunmente es precedida por una glicina y estéa
fijada a 11 aminocacidos hacia el extremo 5’ de TM4. Una
cuarta cisteina conservada, encontrada frecuentemente en un
motivo PXSC, es colocada variablemente en EC2. Para algunos
miembros de esta familia el uso de agentes reductores afecta
su reconocimiento por anticuerpos indicando gue ocurre enlace
por disulfuro. Cuando estan implicadas cisteinas se desconoce
pero por lo menos dos de los residuos conservados en la EC2
estan implicados en la unidén por disulfuro (Tomlinson et al.
Eur J Immunol 23(1): 136~ 140 1993).

La mayoria de las tetraspaninas son modificadas por
N-glicosilacién; algunas son variablemente glicosiladas o
aciladas, tales como CD9 (Seehafer et al. Biochim Biophys
Acta 957(3):399- 410 1988). Los patrones de glicosilacién

entre diferentes tetraspaninas varian ampliamente. CDS
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contiene un sitio de glicosilacidén en ECI (Boucheix et al. J
Biol Chem 266(1): 117-122 1991), mientras que la mayoria de
las otras tetraspaninas glicosiladas contienen sitios en EC2
(Classon et al. J Exp Med 169(4): 1497- 1502). Dentro de
miembros individuales, sin embargo, la mayoria de los sitios
de glicosilacién se conservan entre especies. Por ejemplo,
CD9 de ratdn, rata, primates y vaca tienen todas sitios de
glicosilacién individuales idénticos, mientras que la
molécula felina ha perdido este sitio completamente.

El patrdén de expresidn de algunas de esas proteinas
tiene distribucién tisular casi ubicua (CD9, CD63, CD81,
CD82) mientras que otras son altamente restringidas, por
ejemplo, a células linfoides y mieloides (CD53) o células B
maduras (CD37). Algunos miembros parecen ser altamente
expresados en el sistema inmunitario; més recientemente, su
expresién en el sistema nervioso también ha sido apreciada.
CD9 es expresada transitoriamente en mononeuronas espinales
en desarrollo y otros sitios del sistema nervioso central vy
periférico fetal (Tole y Patterson. Dev Dyn 197(2):94-106
1993). Esta actualmente en tejidos hematopoyéticos
embrionarios y fetales (Abe et al. Nippon Ketsueki Gakkai
Zasshi. 1989 52(4):712-20 1989; Abe J. Clin Immunol
Immunopathol. 1989 51(1): 13-21 1989) y también es expresada
durante el desarrollo de células B (Boucheix et al. J Biol

Chem 266(1): 117~122 1991).

{JLLCCO: 214621.D0C v.1}
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La interaccién de CD9 con integrinas Bl asi como
con integrinas B2, B3 y B7 en particular, sugiere que la
expresién de CD9 pueda influenciar muchas de las mismas
funciones celulares que han sido asignadas a las integrinas.
CD9 y otras tetrasparinas se ha reportado que participan en
la activacién, adhesidén y motilidad de células asi como en
crecimiento celular normal y tumoral (Maecker et al. FASEB J
11(6):428-442 1997). Aunque se ha sugerido que los miembros
de la familia de TM4 sirven como facilitadores moleculares
(Maecker et al. FASEB J 11(6):428- 442 1997), su modo de
influencia puede variar entre células. La transfeccién de CD9
en células pre-B CDS9-negativas deficientemente motiles (Raji)
sobre-regulé la motilidad de estas células a través de
fibronectina y laminina (Shaw et al. 270(41):24092-24099
1995), mientras que la transfeccién de CD9 en lineas de
células motiles y no linfoides sub-reguldé su motilidad a
estos componentes de matriz extracelular (Ikeyama et al. J.
Exp. Med. 177, 1231-1237 1993).

La fibronectina se identificé como wun ligando
potencial para CD9 al demostrar unién directa de fibronectina
a CD9 plaquetaria inmovilizada y a CD9 recombinante
(Wilkinson et al. FASEB J. 9:A1500. 23 1995). Mediante el uso
de células CHO transfectadas en falso y con CD9, Cook et al.,
compararon la adhesién y dispersidén de estas células

transfectadas a componentes de matriz extracelular
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inmovilizados, particularmente fibronectina. Mostraron gque:
(i) la expresién superficial de CD9 modifica la adhesién de
células CHO y dispersa la morfologia en fibronectina, (ii) la
inactivacién de fibronectina con células CHO CD9 incluye
principalmente el segmento de fibronectina compuesto del
dominio de unidén HEP2/IIICS y (iii) la expresién de CD9 sub-
regula la produccién de una matriz de fibronectina
pericelular. Estos datos claramente sugieren que la expresién
de CD9 ectéopica puede regular interacciones células-
fibronectina a través de la wunién de CD9 a regiones
especificas en fibronectina y a través de la modulacién de
otras moléculas de unidén a fibronectina tales como a5bl (Cook
et al. Exp Cell Res. 251(2):356-371).

Aunque un nuamero de las asociaciones de
tetraspaninas estdn ahora razonablemente bien caracterizadas
en términos de asociacién fisica y funcional, otras siguen
siendo controversiales, particularmente la asociacién de
tetraspaninas y receptores de Fc (FcR). Después de la
demostracién de que anticuerpos anti-CD9 desencadenan la
agregacién plaquetaria, se reportd que los anticuerpos
inducen asociacién de CD9 con la integrina aIIb/RIII
GPIIb/IIIa: CD4I/CD61) en plaquetas Y que el
desencadenamiento de la agregacién plaquetaria es mediado por
GPIIb/IIIa (Slupsky et al., J Biol Chem. 264(21):12289-1223

1989). De hecho, la inyeccién de anti-CD9 en monos causa
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trombocitopenia letal a los 5 minutos de inyeccidén, lo cual
se previene mediante el pre-tratamiento de los monos con
anticuerpos anti-allIb/B (Kawakatsu et al. Thromb Res.
70(3):245-254 1993). La activacién plaquetaria mediada por
CD9, al igual que la activacién inducida por anticuerpos
anti-aIIb/RIII, puede ser blogueada por anticuerpos contra
FcyRII sugiriendo que la activacidén es mediada por FcyRII. De
hecho, los anticuerpos contra varias proteinas plaquetarias,
incluyendo la tetraspanina PETA-3, inducen agregaciédn
plaquetaria que es inhibida por el bloque del receptor Fc.
Sin embargo, la vasta mayoria de estos datos
describen una relacién indirecta debido a que eventos de
activacién celular resultan de la co-ligacién de
tetraspaninas con FcR por medio de la regién Fc de
anticuerpos anti-tetraspanina intactos. Este evento es poco
probable que sea de cualquier significado en fisiologia
normal. El hecho de que las tetraspaninas han sido
identificadas tan frecuentemente como los objetivos de
anticuerpos que co-ligan FcR es sugestivo de una relacién
espacial entre estas moléculas. La plétora de reportes de co-
ligacidén tetraspanina-FcR ha tal vez atraido la atencién a
reportes méas fisioldégicamente relevantes que soportan esta
relacidén, que muestra especificamente la co-localizacién
proximal de tetraspaninas con FcR mediante

inmunofluorescencia y co-inmunoprecipitacién (Higginbottom et
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al. 99(4):546-552 2000; Kaji et al. J Immunol 166(5):3256-
3265 2001). Esta interaccidén facilitaria la diafonia entre
FcR y moléculas de adhesién/sefalizacién en el alma de
tetraspanina que tendria un significado fisiolébgico claro con
la biologia de plaquetas y células inmunes. Que la asociacién
de FcR con tetraspaninas tiene efectos funcionales
importantes es implicado por la demostracién de la modulacidn
dependiente de tetraspanina de sefializacién de FcR, tanto en
complejos de co-ligacidén como independientemente de eventos
de co-ligaciédn.

En céancer, estudios «clinicos han reportado un
enlace entre los niveles de expresién de Itetraspanina \%
prognosis y/o metdstasis. CD9 se describié inicialmente sobre
la superficie de células de leucemia linfoblastica aguda de
linaje B (Kersey et al., J Exp Med. 153(3):726-31 1981). Es
expresada en 90 por ciento de las leucemias agudas de linaje
B, y en 050 por ciento de leucemias mieloides agudas vy
leucemias linfoides crénicas de linaje B (Boucheix et al.,
Leuk Res. 9(5):597-604 1985). En particular, CD9 es un
marcador constante de leucemia promielocitica aguda. La
presencia en superficie de CD9 puede servir como un indicador
pronéstico del potencial metastadsico de algunos canceres
(Ikeyama et al. J Exp Med. 177(5): 1231-1237 1993; Miyake et
al. Cancer Res. 55(18):4127-4131 1995).De hecho un alto nivel

de las tetraspaninas CD9 y CD82/KAI-1 en células tumorales
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estd asociado con un prondéstico favorable en canceres de
seno, pulmén, colon, préstata y pancredtico. Ademas, un nivel
de expresidén reducido de estas moléculas estd correlacionado
con metéastasis en estos cénceres Boucheix y Rubinstein. Cell
MoI Life Sci. 58(9):1189-1205 2001). Los niveles de CD9
comunmente fueron mds bajos en células obtenidas de
metastasis de nédulos linfaticos que en células de tumor de
céncer de seno primario (Miyake et al. Cancer Res.
55(18):4127~4131 1995). Ademas, usando modelos experimentales
in vitro e in vivo, CD9 y CD82 también han mostrado actuar
como “supresores de metdstasis” en tanto que CD151 mostré
incrementar el potencial metastisico (Boucheix y Rubinstein.
Cell MoI Life Sci. 58(9): 1189- 1205 2001).

Dos estudios protedmicos recientes de la
composicién del alma de tetraspanina en tumor y metdstasis
han sido reportados (Andre et al. Proteomics 6(5): 1437- 1449
2006; Le Naour et al. Mol Cell Proteomics 5(5):845-857 2006).
Estos dos reportes se enfocaron ambos en céancer de colon
usando dos modelos celulares diferentes. Los modelos
estuvieron constituidos de lineas de células derivadas de
tumores de <colon primario y metistasis de los mismos
pacientes. El primer modelo estaba constituido por las lineas
de células SW480 (tumor primario) y SW620 (metastasis de
nédulos linfaticos) Leibovitz et al. Cancer Res 36(12):4562-

4569 1976), disponible de la Coleccién Americana de Tipos de
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Cultivos (ATCC) . Los complejos de tetraspanina fueron
aislados después de la purificacién por inmunocafinidad y las
proteinas se identificaron mediante MS usando LC-ESI-MS/MS vy
MALDI-FTICR.

El segundo modelo estaba constituido por las tres
lineas de células Isrecol (IS1, tumor primario), Isreco?2
(IS2, metédstasis hepéatica) e Isreco3 (IS3, metastasis
peritoneal) (Cajot et al. J Biol Chem. 274(45):31903-31908
1997), establecido en el ISREC (Institut Suisse d'Etudes
Experimentales sur Ie Cancer, Suiza). En este estudio, las
células fueron lisadas con el detergente suave Brij o7
seguidas por experimentos de inmunoprecipitacién de 1los
complejos que contenian CD9. Las proteinas asociadas fueron
eluidas més usando el detergente mas severo Triton X-100, el
cual disocia asociaciones tetraspanina-tetraspanina. Para
descartar unidén no especifica, se llevaron a cabo también
experimentos de inmunoprecipitacién usando IgGl no
relacionada que fue tratada de manera idéntica a los mAbs
CD9. La identificacién de proteinas se llevé a cabo mediante

espectrometria de masas.

Un anédlisis comparativo de 1las células tumorales

primarias y metdstasis en los dos modelos celulares mostrd

que algunas proteinas eran detectadas diferencialmente. Para
la mayoria de estas proteinas, la expresién diferencial se

confirmé mediante métodos cuantitativos tales como citometria
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de flujo. Variaciones importantes en 1los niveles de expresidn
de varias moléculas de adhesién fueron observadas, en
particular, receptores de la matriz extracelular tales como
receptores de laminina. En forma interesante, la integrina
atb4 fue detectada por MS Unicamente en complejos que
contenian CD9 de metastasis. Experimentos de
inmunoprecipitacién y Western Blotting confirmaron gque una
cantidad mas alta de integrina a6b4 fue co-inmunoprecipitada
con CDY9 en metastasis de ambos modelos, a pesar de un nivel
de expresién similar o més bajo en la superficie celular. Por
lo tanto, esto sugiere un reclutamiento especifico de la
integrina a6b4 en microdominios enriquecidos con tetraspanina
durante progresién de tumor. En contraste, una reducciédn
significativa en otros receptores de laminina, tales como
integrina a3bl y la proteina Ig Lu/B-CAM (molécula de
adhesién de 1luterano/células B), se observd en lineas de
células metastidsicas de los dos modelos celulares usados asi
como en varias otras lineas de células metastédsicas (Andre et
al., Proteomics 6(5):1437-1449 2006).

Otra molécula de adhesidén identificada por MS fue
la molécula de adhesidén a células epiteliales (EpCAM). Esta
proteina es expresada en muchos tejidos epiteliales humanos y
sobre-expresada en la mayoria de los carcinomas epiteliales
(Armstrong y Eck. Cancer Biol Ther. 2(4):320-326 2003).

Interesantemente, se ha demostrado que EpCAM puede asociarse
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directamente con la tetraspanina CD9. Asi, una co-
localizacidén sustancial de estas dos moléculas en el colon
normal ha sido observada, mientras que el nivel de co-
localizacién fue més bajo en tumores primarios y metdstasis
(Le Naour et al. Mol Cell Proteomics 5(5):845-857 2006). La
protedémica también ha revelado la presencia de diferentes
proteasas de membrana (es decir, CD26/dipeptidil peptidasa 4
(DPPIV) expresada sélo en algunas células metastdsicas) asi
como varias moléculas de sefializacién en microdominios
enriquecidos con tetraspanina. Estos descubrimientos pueden
emitir una nueva luz sobre la funcién de las tetraspaninas,
sugiriendo que los microdominios pueden jugar un papel como
una plataforma para actividades enzimdticas y transduccién de
senales.

En otro estudio protedémico Grenborg et al.,
demostraron el uso de método de marcado de isbétopos estables
con aminoacidos en cultivo de células (SILAC) para comparar
las proteinas secretadas (secretoma) de células derivadas de
cancer pancredtico con aquél de células del ducto pancreatico
no neoplasticas. Identificaron varias proteinas que no han
sido correlacionadas previamente con céncer pancreatico
incluyendo perlecan (HSPG2), antigeno CD9, receptor de
fibronectina (integrina PBl) y una citocina nueva designada
como proteina osteoblastica predicha (FAM3C). Particularmente

CD9 se identificdé como estando elevada en cancer contra
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normal por una relacién de 8. Debido a que CD9 no se
describidé previamente como elevado en céncer pancreético
llevaron a cabo estudios de validacién mediante
inmunohistoquimica (IHC) usando microdisposiciones de tejido
de cdncer pancreatico (TMAs) . CD9 fue expresada en
distribucién membranosa robusta en 7 de 18 (39 por ciento)
canceres pancredticos en la TMA sin expresién observada en
parénquima pancredtica normal adyacente (Gregnborg et al. Mol
Cell Proteomics. 5(1): 157-171). El1 marcado de CD9 demostréd
un patrén de acentuacién luminal apical similar al patrén que
han reportado previamente para otras proteinas secretadas en
canceres pancredticos tales como antigeno de células madre de
préstata y mesotelina (Argani et al. Clin Cancer Res
7(12):3862-3868 2001; Argani et al. Cancer Res. 61(11):4320-
4324 2001). Ademés, el marcado de contenidos intraluminales
se observéd comunmente con estructuras glandulares
neoplédsicas, consistente con secrecidén de CD9.

Los datos de cuantificacién a nivel proteina
obtenidos por el método SILAC fueron comparados con los datos
de ARNm obtenidos por un experimento de microdisposicién de
ADN. Antigeno CD9, el cual se demostré por SILAC que era
sobre-expresado diferencialmente en el secretoma de cancer
pancreatico y se confirmdé como siendo sobre-expresado a nivel
proteina, fue sub-regulado dos veces en células Pancl contra

HPDE con base en datos de microdisposicién de ADN. Estos
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datos refuerzan la importancia de evaluar tanto el
transcriptoma como el proteoma de canceres humanos (Grgnborg
et al. Mol Cell Proteomics. 5(1):157-171).

En otro estudio, la expresién de CD9 se examind en
tejidos de carcinoma gastrico primario y metastédsico. En
total, especimenes de 78 pacientes fueron usados para tincién
inmunohistoquimica vy especimenes de 57 pacientes fueron
sometidos a Northern blotting. La expresién de CD9 se observd
tanto a nivel mensaje como a nivel proteina en tejidos de
carcinoma gastrico primario, tejidos metastasicos de nédulo
linfatico y tejidos de diseminacién peritoneal. La expresién
de CD9 fue intensificada en A4reas cancerosas de canceres
gastricos en comparacidén con areas no cancerosas en el mismo
paciente. Cuando se analizdé por el estado de malignidad con
base en el diagnéstico clinico patoldgico, hubo una tendencia
de gque la expresién de CD9 se observdé en severa invasién de
vasos, metéstasis activa de nddulos linfaticos y etapa
avanzada. Estos autores concluyen que la expresién de CD9 se
identificdé Dbastante en tejido de cancer Ggastrico en
comparacién con tejidos normales. La expresidén de CD9 fue més
prominente en cancer gastrico avanzado (Haruko et al. J Surg
Res. 117(2):208-215 2004).

El papel de CD9 en la progresidén de carcinoma de
prostata también fue estudiado (Wang et al. Clin Cancer Res.

13(8):2354-2361 2007). Reduccidén o pérdida de la expresién de
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CD9 en células neoplésicas de préstata se observd en 24 por
ciento de 107 adenocarcinomas primarios localizados
clinicamente, 85 por ciento de 60 adenocarcinomas primarios
avanzados clinicamente, 85 por ciento de 65 metdstasis en
nédulos linfaticos y 65 por ciento de metistasis de hueso.
Esta reduccidén en la expresién de CD9 estuvo asociada con
alteraciones de ADNc de CD9 no observadas en tejidos
normales. Encontraron que todas las lineas de células
derivadas de PC-3, una PIN y cuatro adenocarcinomas
prostaticos portaban supresiones en sus moléculas de ADNc de
CD9. Estas supresiones eliminaron los nucledétidos 115 a 487,
190 a 585 6 120 a 619 de la secuencia de codificacién de CD9
de 684 pb. Asi, de la proteina CD9 de 228 aminodcidos, los
aminoacidos 39 a 163, 64 a 195 & 40 a 207 fueron eliminados
por estas supresiones. Estas supresiones afectaron los
grandes dominios extracelulares e intracelulares de la
proteina. La presencia de la supresién PC-3M-LN4 (supresién
64-195) fue confirmada después de la secuenciaciédn directa
del producto de amplificacién de ARNm (sin clonacién). Estas
supresiones no fueron detectadas en ADNm gendémico derivado de
algunas de estas muestras, argumentando para la existencia de
modificaciones de ARNm de CD9 transcripcionales. Otra
supresidn se detectd en la linea de células DU145, mientras
que una insercidén en cuadro estuvo presente en ARNm derivado

de PC-3M-Pro4.
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Finalmente, mutaciones ©por puntos sin sentido
comunes fueron observadas en una linea de células de
carcinoma prostatico (PC-3M-LN4), un espécimen de PIN y siete
especimenes de adenocarcinoma prostatico. Algunos especimenes
portaban mas de una mutacidén sin sentido. De manera
interesante, la expresidén de la proteina CD9 no fue detectada
en la mayoria de estos casos (excepto en un espécimen de
adenocarcinoma prostédtico). Una sustitucién de pares de bases
que dio como resultado un nuevo coddén de paro, ubicado en el
segundo dominio citoplésmico (aminoédcido 83), también estuvo
presente en un PIN y en dos pacientes de cancer de prdstata
en donde no se detectd la proteina CD9. Aunque la expresidn
reducida de la proteina CD9 ha estado asociada con progresién
de cancer en diferentes tipos de tumor, este es el primer
reporte que implica las alteraciones en ARNm de CD9 en la
inactivacién de proteinas CD9.

El papel de CD9 en varias lineas de células también
ha sido investigado usando anticuerpos monoclonales anti-CDJ.
Estos experimentos demostraron efectos en adhesién vy
proliferacidén dependiendo del tipo de célula y el anticuerpo
usado. Anticuerpos anti-CD9 estimularon 1la retraccién de
coagulos de fibrina por fibroblastos (Azzarone et al. J Cell
Physiol. 125(3):420- 426 1985), indujeron adhesién homotipica
en linfocitos pre-B (Masellis-Smith et al. J Immunol.

144(5):1607~1613 1990), inhibieron la motilidad de células de
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adenocarcinoma pulmonar s (Miyake et al. J Exp Med. 174 (6):
1347-1354 1991), aumentaron adherencia de neutréfilos a
células endoteliales (Forsyth KD. Immunology 72(2):292-296
1991), \% desarrollaron cambio de fosfatidilinositol,
biosintesis de fosfatidilinositol 3% fosforilacidn de
proteina-tirosina en plaquetas humanas (Yatomi et al. FEBS
Lett. 322(3):285-290 1993). Un anticuerpo monoclonal anti-
CD9, B2Cl1l, promovidé la adhesidén de un numero de lineas de
ceélulas de Schwann, células PCl2 y células de Schwann de rata
primarias (Hadjiargyrou y Patterson. J Neurosci. 15(1 Pt
2):574-583 1995). Ademds, este anticuerpo también estimuld la
proliferacidén de una de las lineas de células de Schwann. En
otro articulo el mismo grupo demostré ademds que Otro
anticuerpo monoclonal anti-CD9, SMRA1, incrementd la
motilidad de migracién en células de Schwann primarias lo
cual esta correlacionado con un incremento en calcio vy
fosfoproteinas citosdélicos (Anton et al. J Neurosci. 15(1 Pt
2):584-95 1994). Sin embargo, ninguno de estos anticuerpos se
ha reportado que haya sido probado en un modelo in vivo de
cancer humano.

Finalmente, un reporte reciente mostré que la
expresién ectdépica de CD9 en células de carcinoma de colon
dio como resultado adhesién dependiente de integrina
incrementada e inhibicién de crecimiento celular. De acuerdo

con estos efectos, el tratamiento de estas células con
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anticuerpos especificos anti-CD9 dio como resultado (i)
adhesién de células mediada por integrina B1 incrementada a
través de un mecanismo que incluia el agrupamiento de
moléculas de integrina mé&s que afinidad alterada; (ii)
induccién de cambios morfoldégicos caracterizada por la
adquisicién de un fenotipo celular alargado; (iii) inhibicién
de proliferacidén celular sin efectos significativos en
supervivencia celular; (iv) expresién incrementada de TNF-a
de membrana y finalmente (v) inhibicién de 1la capacidad
tumorigénica in vivo en ratones desnudos. Ademas, a través
del uso de bloqueadores selectivos de TNF-a, han demostrado
que esta citocina media parcialmente los efectos anti-
proliferativos de CD9 (Ovalle et al., Int J Cancer.
[publicado después de impresidén] 2007). Los dos anticuerpos
anti-CD9 probados in vivo, VJ1/20 y PAINS-13, se probaron en
un modelo de xenoinjerto tipo profiladctico mientras que los
anticuerpos anti-CD9 descritos en la presente han demostrado
eficacia en modelos de xenoinjerto tanto profilacticos como,
més clinicamente relevante, modelos de xenoinjerto
establecidos de ca&ncer humano. Ademéds, a diferencia de VJ1/20
o PAINS-13, los anticuerpos anti-CD9 descritos en la presente
han demostrado eficacia in vivo en mads de un modelo de
xenoinjerto de céncer.

Anticuerpos Monoclonales como Terapia de Cancer:

cada individuo que se presenta con cancer es uUnico y tiene un
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cancer que es diferente de los demas canceres al igual que la
identidad de esa persona. A pesar de esto, la terapia actual
trata a todos los pacientes con el mismo tipo de céncer, en
la misma etapa, de la misma manera. Por lo menos 30 por
ciento de estos pacientes fallaran en la terapia de primera
linea, llevando entonces a rondas adicionales de tratamiento
y a la probabilidad incrementada de falla del tratamiento,
metastasis y finalmente, la muerte. Un enfoque superior al
tratamiento seria la personalizacién de la terapia para el
individuo particular. La uUnica terapia actual que lleva en si
misma a personalizacién es la cirugia. La quimioterapia y el
tratamiento con radiacién no pueden ser disefiados para el
paciente, y la cirugia en si misma, en la mayoria de los
casos es inadecuada para producir curas.

Con la llegada de los anticuerpos monoclonales, la
posibilidad de desarrollar métodos para la terapia
personalizada se hizo mds realista toda vez que cada
anticuerpo puede ser dirigido a un solo epitopo. Ademés, es
posible producir una combinacién de anticuerpos que sean
dirigidos a la constelacién de epitopos que definen
unicamente el tumor de un individuo particular.

Habiendo reconocido que una diferencia
significativa entre células cancerosas y normales es que las
células cancerosas contienen antigenos que son especificos

para células transformadas, la comunidad cientifica ha
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sostenido por mucho tiempo que anticuerpos monoclonales
pueden ser diseriados para dirigirse especificamente a células
transformadas al unirse especificamente a estos antigenos
cancerosos; dando entonces origen a la creencia de que los
anticuerpos monoclonales pueden servir como “balas magicas”
para eliminar células cancerosas. Sin embargo, se reconoce
ahora ampliamente que ni un solo anticuerpo monoclonal puede
servir en todos los casos de cancer, y que los anticuerpos
monoclonales pueden ser desplegados, como una clase, como
tratamientos contra céncer dirigidos. Los agentes de bloqueo
aislados de acuerdo con las ensefianzas de la invencién
actualmente descrita han mostrado modificar el proceso de
enfermedad cancerosa de una manera que es benéfica para el
paciente, por ejemplo, al reducir 1la carga tumoral, vy
variadamente serédn referidos en la presente como anticuerpos
modificadores de enfermedades cancerosas (CDMAB) o
anticuerpos “anticéncer”.

Actualmente, el paciente de cancer normalmente
tiene pocas opciones de tratamiento. El enfoque de regimenes
para terapia de céancer ha producido mejoras en los indices
globales de supervivencia y morbidez. Sin embargo, para el
individuo particular, estas estadisticas mejoradas no
necesariamente se correlacionan «con una mejora en su

situacidén personal.

Asi, si se pusiera en practica una metodologia que
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hiciera posible al practicante tratar cada tumor
independientemente de los demas pacientes en la misma
cohorte, esto podria permitir el enfoque Unico de disefar una
terapia sdlo para esa persona en particular. Este curso de
terapia, idealmente, incrementaria el indice de curas vy
produciria mejores resultados, satisfaciendo de esta manera
una necesidad sentida por mucho tiempo.

Histdéricamente, el uso de anticuerpos monoclonales
ha sido wusado con éxito limitado en el tratamiento de
canceres humanos. Linfomas y leucemias han sido tratados con
plasma humano, pero hubo pocas remisiones o respuestas
prolongadas. Méas aun, hubo una falta de reproducibilidad y no
hubo beneficio adicional en comparacién con quimioterapia.
Tumores sélidos tales como canceres de seno, melanomas vy
carcinomas de células renales también han sido tratados con
sangre humana, suero de chimpancé, plasma humano y suero de
caballo con resultados impredecibles e inefectivos
correspondientemente.

Ha habido muchas pruebas clinicas de anticuerpos
monoclonales para tumores sélidos. En los 80 hubo por lo
menos cuatro pruebas clinicas de cancer de seno humano que
produjeron sélo una persona que respondidé de por lo menos 47
pacientes usando anticuerpos contra antigenos especificos o
con base en selectividad tisular. No fue sino hasta 1998 que

hubo una prueba clinica exitosa usando ‘un anticuerpo anti-
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Her2/neu humanizado (Herceptin®) en combinacidn con
cisplatino. En esta prueba 37 pacientes fueron evaluados para
respuestas de los cuales aproximadamente un cuarto ﬁuvieron
un indice de respuesta parcial y un cuarto adicional tuvo
progresién de enfermedad menor o estable. El tiempo a
progresidén medio entre los que respondieron fue de 8.4 meses
con una duracién de respuesta media de 5.3 meses.

Herceptin® fue aprobado en 1998 para uso de primera
linea en combinacién con Taxol®. Los resultados de estudios
clinicos mostraron un incremento en el tiempo medio a
progresién de enfermedad para aquellos que recibieron terapia
con anticuerpo mis Taxol® (6.9 meses) en comparacidén con el
grupo que recibidé solamente Taxol® (3.0 meses). Hubo también
un ligero incremento en supervivencia media; 22 contra 18
meses para el brazo de tratamiento de Herceptin® mas Taxol®
contra el brazo de Unicamente tratamiento con Taxol®. Ademas,
hubo un incremento en el numero de los que respondieron tanto
completamente (8 contra 2 por ciento) como parcialmente (34
contra 15 por «ciento) en el grupo de combinacién de
anticuerpo mas Taxol® en comparacién con Taxol® solo. Sin
embargo, el tratamiento con Herceptin® y Taxol® llevé a una
incidencia mé&s alta de cardiotoxicidad en comparacién con el
tratamiento con Taxol® solo (13 contra lpor ciento
respectivamente). Asimismo, la terapia con Herceptin® solo

fue efectiva para pacientes quienes sobre expresaban (segun
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se determinaba mediante andlisis de inmunohistoquimica (IHC))
al receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano
(Her2/neu), un receptor que actualmente no tiene funcién
conocida o ligando bioldégicamente importante; aproximadamente
25 por ciento de los pacientes que tienen cancer de seno
metastasico. Por lo tanto, sigue existiendo una gran
necesidad no satisfecha para los pacientes con céncer de
seno. Incluso aquellos que pudieran Dbeneficiarse del
tratamiento con Herceptin® atn requeririan de guimioterapia y
en consecuencia aun tendrian que manejar, al menos hasta
cierto grado, los efectos secundarios de este tipo de
tratamiento.

Las pruebas clinicas que investigan cancer
colorrectal incluyen anticuerpos contra objetivos tanto de
glicoproteina como glicolipidos. Anticuerpos tales como 17-
1A, el cual tiene cierta especificidad para neocarcinomas, ha
sufrido pruebas clinicas Fase II en més de 60 pacientes sélo
con 1 paciente habiendo tenido una respuesta parcial. En
otras pruebas, el uso de 17-1A produjo solo una respuesta
completa y dos respuestas menores entre 52 pacientes en
protocolos usando ciclofosfamida adicional. Hasta la fecha,
pruebas clinicas Fase III de 17-1A no han demostrado eficacia
mejorada como terapia adyuvante para cancer de colon en etapa
III. El uso de un anticuerpo monoclonal murino humanizado

aprobado inicialmente para formacién de imégenes tampoco
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produjo regresidédn de tumor.

Solo recientemente ha habido resultados positivos a
partir de estudios clinicos en cancer colorrectal con el uso
de anticuerpos monoclonales. En 2004, ERBITUX® fue aprobado
para el tratamiento de segunda linea de pacientes con céancer
colorrectal metastdsico que expresaba EGFR quienes eran
refractarios a quimioterapia a base de irinotecano.
Resultados tanto de un estudio clinico Fase II de dos brazos
como de un estudio de un solo brazo mostraron que ERBITUX® en
combinacién con el irinotecano tuvo un indice de respuesta de
23 a 15 por ciento respectivamente con un tiempo a progresién
de enfermedad medio de 4.1 a 6.5 meses respectivamente. Los
resultados del mismo estudio clinico Fase II de dos brazos vy
otro estudio de un solo brazo mostraron que el tratamiento
con ERBITUX® s6lo dio como resultado un indice de respuesta
del 11 a 9 por ciento respectivamente con un tiempo a
progresidén de enfermedad medio de 1.5 3% 4.2 meses
respectivamente.

En consecuencia, tanto en Suiza como en los Estados
Unidos, el tratamiento con ERBITUX® en combinacién con
irinotecano, y en los Estados Unidos, el tratamiento con
ERBITUX® solo, ha sido aprobado como un tratamiento de
segunda linea para pacientes con céncer de colon quienes han
fallado en la terapia de primera linea con irinotecano. Por

lo tanto, al igual que Herceptin®, el tratamiento en Suiza
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sb6lo estd aprobado como una combinacién de anticuerpos
monoclonales y quimioterapia. Ademéds, el tratamiento tanto en
Suiza como en Estados Unidos sdélo fue aprobado para pacientes
como una terapia de segunda linea. Asimismo, en 2004,
AVASTIN® fue aprobado para usarse en combinacién con
quimioterapia a base de 5-fluorurocacilo intravenoso como un
tratamiento de primera linea de cancer colorrectal
metastasico. Los resultados de estudios clinicos Fase 1III
mostraron una prolongacién en la supervivencia media de
pacientes tratados con AVASTIN® mas 5-fluoruroacilo en
comparacidén con pacientes tratados con 5-fluorurocacilo solo
(20 meses contra 16 meses respectivamente). Sin embargo, de
nuevo al igual que el tratamiento con Herceptin® y ERBITUX®
s6lo es aprobado como una combinacién de anticuerpos
monoclonales y quimioterapia.

También sigue habiendo resultados deficientes para
cancer de pulmén, cerebro, ovarios, pancreatico, prbéstata vy
estémago. Los resultados recientes mas promisorios para
cancer pulmonar no microcitico de una prueba clinica Fase II
en donde el tratamiento implicdé un anticuerpo monoclonal
(SGN-15; dox-BR96, anti-Sialil-LeX) conjugado al farmaco
eliminador de células doxorrubicina en combinacién con el
agente quimioterapéutico TAXOTERE®. TAXOTERE® es la dunica
quimioterapia aprobada por la FDA para el tratamiento de

segunda linea de céncer pulmonar. Los datos iniciales indican
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una supervivencia general mejorada en comparaciéni con
TAXOTERE® solo. De 1los 62 pacientes que fueron reclutados
para el estudio, dos tercios recibieron SGN-15 en combinacién
con TAXOTERE® mientras que el tercio restante recibid
TAXOTERE® solo. Para los pacientes que recibieron SGN-15 en
combinacién con TAXOTERE®, 1la supervivencia total media fue
de 7.3 meses en comparacidén con 5.9 meses para pacientes que
recibieron TAXOTERE® solo. La supervivencia total después de
1 afo y 18 meses fue de 29 y 18 por ciento respectivamente
para pacientes que recibieron SNG-15 mas TAXOTERE® comparada
con 24 y 8 por ciento respectivamente para pacientes que
recibieron TAXOTERE® solo. Se planean pruebas clinicas
adicionales.

Pre-clinicamente, ha habido cierto éxito limitado
en el uso de anticuerpos monoclonales para melanoma. Muy
pocos de estos anticuerpos han alcanzado pruebas clinicas vy
hasta la fecha ninguno ha sido aprobado o demostrado
resultados favorables en pruebas clinicas Fase III.

El descubrimiento de féArmacos nuevos para tratar
enfermedades es obstaculizado por la falta de identificacién
de objetivos relevantes entre los productos de 30,000 genes
conocidos que contribuirian a la patogénesis de la
enfermedad. En investigacidén oncolégica, los objetivos de
farmaco potenciales se seleccionan comunmente simplemente

debido al hecho de que son sobre-expresados en células

{JLLCCO: 214621.00C v.1}



10

15

20

25

30

tumorales. Los objetivos identificados de esta manera son
después tamizados para su interacciédn con una multitud de
compuestos. En el caso de terapias con anticuerpos
potenciales, estos compuestos candidatos normalmente se
derivan de métodos tradicionales de generacién de anticuerpos
monoclonales de acuerdo con los principios fundamentales
exXpuestos por Kohler y Milstein (1975, Nature, 256, 495-497,
Kohler y Milstein). Células esplénicas son tomadas de ratones
inmunizados con antigeno (por ejemplo, células enteras,
fracciones de células, antigeno purificado) y fusionadas con
socios de hibridoma inmortalizados. Los hibridomas
resultantes son tamizados y seleccionados para secrecién de
anticuerpos que se unen mas &avidamente al objetivo. Muchos
anticuerpos terapéuticos y de diagnéstico dirigidos contra
células cancerosas, incluyendo Herceptin® y RITUXIMAB, se han
producido usando estos métodos y seleccionado con base en su
afinidad. Las fallas en esta estrategia son dobles. Primero,
la eleccién de los objetivos adecuados para unién a
anticuerpos terapéuticos o de diagnéstico es limitada por la
escasez de conocimiento que rodea los procesos en
carcindgenos especificos de tejido y los métodos simplistas
resultantes, tales como seleccién por sobre expresioén,
mediante los cuales estos objetivos son identificados.
Segundo, la suposicién de que la molécula de farmaco que se

une al receptor con la afinidad m&s grande normalmente tiene
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la probabilidad més alta de iniciar o inhibir una sefial
podria no siempre ser el caso.

A pesar de cierto progreso con el tratamiento de
cancer de seno y colon, la identificacién y desarrollo de
terapias de anticuerpo eficaces, ya sea como agentes
individuales o co-tratamientos, han sido inadecuados para
todos los tipos de céncer.

Patentes anteriores:

La patente de E.U.A. No. 5,858,358 y solicitud de
E.U.A. No. 09/183,055 describen ambas el anticuerpo
monoclonal ES5.2D8 y que reconoce CD9.

La solicitud de E.U.A. No. 10/619,323 describe el
papel de CD9 en adhesién y proliferacién y la regién de CD9
que es reconocida por el anticuerpo monoclonal mAb7. La
solicitud describe también que el tratamiento de mAb7 a
células de musculo liso coronarias reduce la proliferacién
celular in vitro.

La patente de E.U.A. No. 5,750,102 describe un
proceso en el que células del tumor de un paciente son
transfectadas con genes MHC que pueden ser clonados de
células o tejido del paciente. Estas células transfectadas
son después usadas para vacunar al paciente.

La patente de E.U.A. No. 4,861,581 describe un
proceso que comprende las etapas de obtener anticuerpos

monoclonales que sean especificos para el componente celular
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interno de células neoplésicas y normales del mamifero pero
no componentes externos, marcar el anticuerpo monoclonal,
poner en contacto el anticuerpo marcado con el tejido de un
mamifero que haya recibido terapia para matar células
neopléasicas y determinar la efectividad de la terapia al
medir la unién del anticuerpo marcado al componente celular
interno de 1las células neoplésicas degenerantes. En la
preparacién de anticuerpos dirigidos contra antigenos
intracelulares humanos, el cesionario de la patente reconoce
que las células malignas representan una fuente conveniente
de estos antigenos.

La patente de E.U.A. No. 5,171,665 proporciona un
anticuerpo nuevo Y método para su produccién.
Especificamente, la patente ensefia la formacién de un
anticuerpo monoclonal que tiene la propiedad de unirse
fuertemente a wun antigeno proteico asociado con tumores
humanocs, por ejemplo, aquéllos del colon y pulmén, mientras
que se une a células normales a un grado mucho menor.

La patente de E.U.A. No. 5,484,596 proporciona un
método de terapia para cancer que comprende remover
quirurgicamente tejido tumoral de un paciente de cancer
humano, tratar el tejido tumoral para obtener células
tumorales, irradiar 1las células tumorales para que sean
viables pero no tumorigénicas y usar estas células para

preparar una vacuna para el paciente capaz de inhibir 1la
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recurrencia del tumor primario mientras se inhiben
simultédneamente las metéastasis. La patente ensefia el
desarrollo de anticuerpos monoclonales que son reactivos con
antigenos superficiales de células tumorales. Como se muestra
en la columna 4, renglones 45 en adelante, los cesionarios de
la patente wutilizan células tumorales autéctonas en el
desarrollo de anticuerpos monoclonales que expresan
inmunoterapia especifica activa en neoplasia humana.

La patente de E.U.A. No. 5,693,763 ensefia un
antigeno de glicoproteina caracteristico de carcinomas
humanos y que no depende del tejido de origen epitelial.

La patente de E.U.A. No. 5,783,186 estd dirigida a
anticuerpos anti-Her2 que inducen apoptosis en células que
expresan HerZ, lineas de células de hibridoma que producen
los anticuerpos, métodos para tratar cancer usando 1los
anticuerpos y composiciones farmacéuticas que 1incluyen estos
anticuerpos.

La patente de E.U.A. No. 5,849,876 describe nuevas
lineas de <células de hibridoma para la produccidén de
anticuerpos monoclonales contra antigenos de mucina
purificados a partir de fuentes de tejido tumoral y no
tumoral.

La patente de E.U.A. No. 5,869,268 estd dirigida a
un método para generar un linfocito humano gue produce un

anticuerpo especifico para un antigeno deseado, un método
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para producir un anticuerpo monoclonal, asi como anticuerpos
monoclonales producidos mediante el método. La patente esta
dirigida particularmente a la produccién de un anticuerpo
monoclonal humano anti-HD Util para el diagnéstico vy
tratamiento de cénceres.

La patente de E.U.A. No. 5,869,045 se refiere a
anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, conjugados de
anticuerpo e inmunotoxinas de cadena individual reactivos con
células de carcinoma humano. El mecanismo mediante el cual
estos anticuerpos funcionan es doble, toda vez que las
moléculas son reactivas con los antigenos de membrana celular
presentes sobre la superficie de carcinomas humanos, y ademéas
porque los anticuerpos tienen 1la capacidad de internarse
dentro de 1las células de carcinoma, después de 1la unién,
haciéndolos especialmente Uutiles para formar conjugados
anticuerpo-férmaco y anticuerpo-toxina. En su forma no
modificada los anticuerpos también manifiestan propiedades
citotdxicas a concentraciones especificas.

La patente de E.U.A. No. 5,780,033 describe el uso
de autoanticuerpos para terapia y profilaxis de tumores. Sin
embargo, este anticuerpo es un autoanticuerpo antinuclear de
un mamifero envejecido. En este caso, se dice que el
autoanticuerpo es un tipo de anticuerpo natural encontrado en
el sistema inmunitario. Debido a que el autoanticuerpo

proviene de un “mamifero envejecido”, no existe la necesidad
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de que el autoanticuerpo en realidad provenga del paciente
que esté siendo tratado. Ademds, la patente describe un
autoanticuerpo antinuclear natural y monoclonal de un
mamifero envejecido, y una linea de células de hibridoma que

produce un autoanticuerpo antinuclear monoclonal.

Breve descripcién de la invencién

Esta solicitud utiliza metodologia para producir
anticuerpos anticancer especificos de pacientes mostrados en
la patente de E.U.A. 6,180,357 para aislar lineas de células
de hibridoma que codifican para anticuerpos monoclonales
modificadores de enfermedad cancerosa. Estos anticuerpos
pueden elaborarse especificamente para un tumor y de esta
manera hacer posible la personalizacién de terapia de céancer.
Dentro del contexto de esta solicitud, anticuerpos anticancer
que tienen ya sea propiedades de eliminacién de células
(citotdxicas) o de inhibicién de crecimiento celular
(citostéticas) serdn en adelante referidos como citotéxicos.
Estos anticuerpos se pueden usar para ayudar en la formacidén
de etapas y diagnéstico de un céancer, y se pueden usar para
tratar metastasis tumorales. Estos anticuerpos también se
pueden usar para la prevencién de cancer por medio de
tratamiento profilactico. A diferencia de anticuerpos
generados de acuerdo con paradigmas de descubrimiento de

farmacos tradicionales, los anticuerpos generados de esta
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manera pueden dirigirse a moléculas y vias que previamente no
mostraron ser integrales para el crecimiento y/o
supervivencia de tejido maligno. Ademds, las afinidades de
unién de estos anticuerpos son adecuadas a los requerimientos
para el inicio de los eventos citotéxicos que podrian no ser
viables para interacciones de afinidad mé&s fuerte. También,
esté dentro del alcance de esta invencién conjugar
modalidades quimioterapéuticas estandares, por ejemplo,
radiontclidos, con el CDMAB de la presente invencién,
enfocandose de esta  manera en el uso de estos
quimioterapéuticos. E1 CDMAB también se puede conjugar a
toxinas, porciones citotéxicas, enzimas, por ejemplo, enzimas
conjugadas a biotina, citocinas, interferones, porciones
objetivo o reporteras o células hematdégenas, formando de esta
manera un conjugado de anticuerpos. El1 CDMAB se puede usar
solo o en combinacién con uno o mas CDMAB/agentes
quimioterapéuticos.

El prospecto de tratamiento anticancer
individualizado traerd consigo un cambio en la manera en que
un paciente es manejado. Un escenario clinico probable es que
una muestra de tumor se obtenga en el momento de la
presentacién, y se embanque. A partir de esta muestra, el
tumor puede ;er tipificado de un panel de anticuerpos
modificadores de enfermedad cancerosa preexistentes. E1

paciente sera clasificado convencionalmente pero los
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anticuerpos disponibles pueden ser de uso en clasificaciones
adicionales del paciente. El paciente puede ser tratado
inmediatamente con los anticuerpos existentes, y un panel de
anticuerpos especificos para el tumor puede producirse ya sea
usando los métodos delineados en la presente o a través del
uso de bibliotecas de despliegue de fagos en conjunto con los
métodos de tamizado descritos en la presente. Todos los
anticuerpos generados seran afladidos a la biblioteca de
anticuerpos anticéncer ya que existe una posibilidad de que
otros tumores puedan portar algunos de los mismos epitopos
que uno que esté siendo tratado. Los anticuerpos producidos
de acuerdo con este método pueden ser utiles para tratar
enfermedades cancerosas en cualquier numero de pacientes que
tengan canceres que se unan a estos anticuerpos.

Ademas de anticuerpos anticancer, el paciente puede
seleccionar recibir las terapias actualmente recomendadas
comoc parte de un régimen multimodal de tratamiento. El hecho
de que los anticuerpos aislados mediante 1la presente
metodologia sean relativamente no téxicos para células no
cancerosas permite que se usen combinaciones de anticuerpos a
altas dosis, ya sea solas, o en conjunto con terapia
convencional. El alto indice terapéutico también permitira el
retratamiento en una escala de tiempo corta que debe reducir

la probabilidad de emergencia de células resistentes a

tratamiento.
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Si el paciente es refractario al curso inicial de
terapia o se desarrollan metédstasis, el proceso de generar
anticuerpos especificos para el tumor puede repetirse para el
retratamiento. Ademds, los anticuerpos anticédncer pueden ser
conjugados a glébulos rojos obtenidos de ese paciente vy
reinfundidos para el tratamiento de metastasis. Ha habido
pocos tratamientos efectivos para céncer metastéasico y las
metastasis normalmente presagian un resultado deficiente
dando como resultado la muerte. Sin embargo, los canceres
metastasicos normalmente estdn bien vascularizados vy el
suministro de anticuerpos anticéncer por glébulos rojos puede
tener el efecto de concentrar los anticuerpos en el sitio del
tumor. Incluso antes de las metastasis, la mayoria de 1las
células cancerosas dependen del suministro de sangre del
huésped para su supervivencia y un anticuerpo anticancer
conjugado a gldébulos rojos puede ser efectivo contra tumores
in situ también. Como alternativa, los anticuerpos pueden ser
conjugados a otras células hematdgenas, por ejemplo,
linfocitos, macrdfagos, monocitos, células asesinas
naturales, etc.

Existen cinco clases de anticuerpos y cada uno esta
asociado con una funcién que es conferida por su cadena
pesada. Se cree generalmente que la eliminacién de células
cancerosas por anticuerpos desnudos es mediada ya sea a

través de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
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(ADCC) o citotoxicidad dependiente de complemento (CDC). Por
ejemplo anticuerpos IgM e IgG2a de murino pueden activar
complemento humano al unirse al componente C-1 del sistema de
complemento activando de esta manera la via cléasica de
activacién de complemento que puede llevar a lisis de tumor.
Para anticuerpos humanos los anticuerpos de activacién de
complemento mas efectivos son generalmente IgM e IgGl.
Anticuerpos de murino del isotipo IgG2a e IgG3 son efectivos
para reclutar células citotdxicas que tengan receptores Fc
las cuales 1lleven a eliminacién celular por monocitos,
macréfagos, granulocitos y ciertos linfocitos. Los
anticuerpos humanos del isotipo tanto IgGl como IgG3 median
ADCC.,

La citotoxicidad mediada a través de la regidén Fc
requiere la presencia de células efectoras, sus receptores
correspondientes, 0 proteinas por ejemplo, células NK,
células T y complemento. En ausencia de estos mecanismos
efectores, la porcién Fc de un anticuerpo es inerte. La
porcidén Fc de un anticuerpo puede conferir propiedades que
afecten la farmacocinética de un anticuerpo in vivo, pero in
vitro, esto no es operativo.

Los ensayos de citotoxicidad bajo los cuales se
prueban los anticuerpos no tienen ninguno de los mecanismos
efectores presentes, y se llevan a cabo in vitro. Estos

ensayos no tienen células efectoras (células NK, macréfagos o
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células T) o complemento presente. Ya que estos ensayos son
definidos completamente por lo que se aflade Ijunto, cada
componente puede ser caracterizado. Los ensayos usados en la
presente contienen sélo células objetivo, medios y sueros.
Las células objetivo no tienen funciones efectoras toda vez
que son <células cancerosas o fibroblastos. Sin células
exbgenas que tengan propiedades de funcién efectora no hay
elementos celulares que tengan esta funcién. El medio no
contiene complemento o ninguna célula. Los sueros usados para
soportar el crecimiento de las células objetivo no tienen
actividad de complemento como se describe por los vendedores.
Mas aun, en nuestros propios laboratorios hemos verificado la
ausencia de la actividad de complemento en los sueros usados.
Por lo tanto, nuestro trabajo evidencia el hecho de que los
efectos de los anticuerpos se deben completamente a 1los
efectos de la unidén a antigeno que es mediada a través del
Fab. Efectivamente, las células objetivo estdn buscando e
interactuando sélo con el Fab, ya que no tienen receptores
para el Fc. No obstante, el hibridoma estd secretando
inmunoglobulina completa la cual se probd con las células
objetivo, la Unica parte de la inmunoglobulina que interactua
con las células son el Fab, el cual actua como fragmentos de
unidén a antigeno.

Con respecto a los anticuerpos y fragmentos de

unidén a antigeno actualmente reclamados, la solicitud,
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presentada originalmente, ha demostrado citotoxicidad celular
evidenciada por los datos de la figura 1. Como se indicd
arriba, y como se confirma en la presente mediante evidencia
objetiva, este efecto se debidé completamente a la unidén por
el Fab a las células tumorales.,

Existe amplia evidencia en la técnica de
anticuerpos que median <citotoxicidad debido a la unién
directa del anticuerpo al antigeno objetivo
independientemente de los mecanismos efectores reclutados por
el Fc. La mejor evidencia de esto es experimentos in vitro
los cuales no tienen células complementarias, o complemento
(para excluir formalmente esos mecanismos). Estos tipos de
experimentos han sido llevados a cabo con inmunoglobulina
completa, o con fragmentos de unién a antigeno tales como
fragmentos F(ab’),. En estos tipos de experimentos, 1los
anticuerpos o fragmentos de unidén a antigeno pueden inducir
directamente apoptosis de células objetivo tal como en el
caso de anticuerpos anti-Her2 vy anti-EGFR, ambos de los
cuales tienen anticuerpos que son aprobados por la FDA de
Estados Unidos para comercializacidén en terapia de céancer.

Otro mecanismo posible de eliminacién de céancer
mediado por anticuerpos puede ser a través del uso de
anticuerpos que funcionen para catalizar la hidrélisis de
varios enlaces quimicos en la membrana celular y sus

glicoproteinas o glicolipidos asociados, llamados anticuerpos
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cataliticos.

Existen tres mecanismos adicionales de eliminacién
de células cancerosas mediada por anticuerpos. El primero es
el uso de anticuerpos como una vacuna para inducir a que el
cuerpo produzca una respuesta 1nmune contra el antigeno
putativo que resida en la célula cancerosa. El segundo es el
uso de anticuerpos para dirigirse a receptores de crecimiento
e interferir con su funcidén o para subregular ese receptor de
tal manera que su funcién se pierda efectivamente. El tercero
es el efecto de estos anticuerpos en la ligacidén directa de
porciones de superficie celular que podria llevar a muerte
celular directa, tal como la ligacién de receptores de muerte
tales como TRAIL R1 o TRAIL R2, o moléculas de integrina
tales como alfa V beta 3 y similares.

La utilidad clinica de un fédrmaco para cancer se
basa en el beneficio del farmaco bajo un perfil de riesgo
aceptable para el paciente. En terapia para el céancer la
supervivencia ha sido generalmente el beneficio mas buscado,
sin embargo existe un numero de otros beneficios bien
reconocidos ademds de prolongar la vida. Estos otros
beneficios, cuando el tratamiento no afecta adversamente la
supervivencia, incluyen paliacién de sintomas, proteccién
contra eventos adversos, prolongacidén en tiempo a recurrencia
o0 supervivencia libre de enfermedad, y prolongacién en tiempo

a progresidén. Estos «criterios son aceptados generalmente
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cuerpos reguladores tales como la administracidén de férmacos
y alimentos de Estados Unidos (FDA) aprueban fArmacos que
producen estos beneficios (Hirschfeld et al. Critical Reviews
in Oncology/Hematology 42:137-143 2002). Ademés de estos
criterios se reconoce bien gque existen otros criterios que
pueden presagiar estos tipos de beneficios. En parte, el
procesc de aprobacidédn acelerado concedido por la U.S. F.D.A.
reconoce que existen sustitutos que es muy probable gue
predigan beneficios para el paciente. A partir de finales del
203, ha habido dieciséis farmacos aprobados bajo este
proceso, y de estos, cuatro han obtenido aprobacidén completa,
es decir, estudios de seguimiento han demostrado beneficios
directos para pacientes como se predice por los criterios de
sustitutos. Un criterio importante para determinar efectos de
fdrmaco en tumores sdélidos es la evaluacidén de 1la carga
tumoral al medir la respuesta al tratamiento (Therasse et al.
Journal of the National Cancer Institute 92(3):205-216 2000).
Los criterios clinicos (criterios RECIST) para esta
evaluacién han sido promulgados por 1los criterios de
evaluacién de respuesta en el grupo de trabajo de tumores
s6lidos, un grupo de expertos internacionales en cancer. Los
farmacos con un efecto demostrado en carga tumoral, como se
muestra por respuestas objetivas de acuerdo con los criterios
RECIST, en comparacién con el grupo de control adecuado

tienden a, finalmente, producir beneficio directo para el
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paciente. En escenario preclinico la carga tumoral
generalmente es mas directa de evaluar y documentar. Ya que
estudios preclinicos pueden ser trasladados al escenario
clinico, los fé&rmacos que producen supervivencia prolongada
en modelos preclinicos tienen la utilidad clinica anticipada
mas grande. En forma andloga a producir respuestas positivas
a tratamiento clinico, féarmacos que reducen carga tumoral en
el escenario preclinico también puede tener impacto directo
significativo en la enfermedad. Aunque la prolongacién de
supervivencia es el resultado clinico m&s buscado a partir de
tratamiento con fadrmacos para cancer, existen otros
beneficios que tienen utilidad clinica y es claro que la
reduccidén de la carga tumoral, lo cual puede correlacionarse
con una reduccién en la progresidén de la enfermedad, extiende

la supervivencia o ambos, también puede llevar a beneficios

directos Yy tener impacto clinico (Eckhardt et al.
Developmental Therapeutics: Successes and Failures of
Clinical Trial Designs of Targeted Compounds; ASCO

Educational Book, 39% Annual Meeting, 2003, paginas 209-219).

La presente invencién describe el desarrollo y uso
de AR40A746.2.3 identificado por su efecto en un ensayo
citotdéxico en un modelo animal de cancer humano. Esta
invencién describe reactivos que se unen especificamente a un
epitopo o epitopos presentes en la molécula objetivo, y que

tienen también propiedades citotéxicas in vitro, como un
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anticuerpo desnudo, contra células tumorales malignas pero no
células normales, y los cuales también median directamente,
como un anticuerpo desnudo, la inhibicién de crecimiento de
tumores. Un avance més es el uso de anticuerpos anticéncer
tales como este para dirigirse a tumores gque expresan
marcadores de antigenos cognados para lograr inhibicién de
crecimiento tumoral, \% otros criterios positivos de
tratamiento para céancer.

En general, esta invencidén se refiere al uso del
antigeno AR40A746.2.3 como un objetivo para un agente
terapéutico, gque cuando se administra puede reducir la carga
tumoral de un cancer que expresa el antigeno en un mamifero.
Esta invencién ensefia también el uso de CDMAB (AR40A746.2.3),
y fragmentos de unién a antigeno de los mismos, y ligandos
inductores de citotoxicidad de los mismos, para dirigirse a
su antigeno y reducir la carga tumoral de un céncer que
exprese el antigenoc en un mamifero. Ademéds, esta invencién
enseria también el uso de detectar el antigeno AR40A746.2.3 en
células cancerosas que pueden ser Utiles para el diagnéstico,
prediccién de terapia y prondstico de mamiferos que porten
tumores que expresen este antigeno.

En consecuencia, un objetivo de la invencién es
utilizar un método para producir anticuerpos modificadores de
enfermedad cancerosa (CDMAB) desarrollados contra células

cancerosas derivadas de un individuo particular, o una o mas
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lineas de células cancerosas particulares, CDMAB que son
citotdéxicos con respecto a células cancerosas pero que
simultédneamente son relativamente no téxicos para células no
cancerosas, para de esta manera aislar lineas de células de
hibridoma y los anticuerpos monoclonales aislados
correspondientes y fragmentos de unién a antigeno de los
mismos para los cuales estas lineas de células de hibridoma
sean codificadas.

Un objetivo adicional de 1la invencidén es ensefar
anticuerpos modificadores de enfermedad cancerosa, ligandos y
fragmentos de unién a antigeno de los mismos.

Un objetivo adicional de la presente invencidén es
producir anticuerpos modificadores de enfermedad cancerosa
cuya citotoxicidad sea mediada a través de toxicidad celular
dependiente de anticuerpos.

Un objetivo més de la presente invencidén es
producir anticuerpos modificadores de enfermedad cancerosa
cuya citotoxicidad sea mediada a través de citotoxicidad
celular dependiente de complemento.

Un objetivo més de la presente invencidédn es
producir anticuerpos modificadores de enfermedad cancerosa
cuya citotoxicidad sea wuna funcién de su capacidad para
catalizar hidrélisis de enlaces quimicos celulares.

Un objetivo adicional de la presente invencidén es

producir anticuerpos modificadores de enfermedad cancerosa
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que sean utiles para un ensayo de unién para diagnéstico,
prondéstico y monitoreo de céancer.

Otros objetivos y ventajas de esta invencién se
haradn aparentes a partir de la siguiente descripcién en la
que se muestran, a manera de ilustracidén y ejemplo, ciertas

modalidades de esta invencién.

Breve descripcidén de las figuras

El archivo de patente o solicitud contiene por lo
menos un dibujo ejecutado a color. Copias de esta patente o
publicaciéﬁ de solicitud de patente'con dibujos a color seréan
proporcionadas por la oficina luego de una solicitud y pago
de la tarifa necesaria.

La figura 1 compara los niveles porcentuales de
citotoxicidad de unién de 1los sobrenadantes de hibridoma
contra lineas de células PC-3, LnCap y CCD-27sk.

La figura 2 representa la unidén de AR4%A746.2.3 a
lineas de <células cancerosas y normales. Los datos son
tabulados para presentar la intensidad de fluorescencia media
como un incremento por veces sobre el control de isotipo.

La figura 3 incluye histogramas FACS
representativos de AR40A746.2.3 y anticuerpos anti-EGFR
dirigidos contra varias lineas de células cancerosas y no

cancerosas.,

La figura 4 demuestra el efecto de AR40A746.2.3 en

{JLLCCO: 214621.00C v.1}



10

15

20

25

48

el crecimiento de tumores en un modelo de cancer pancreatico
BXPC-3 profildctico. Las lineas punteadas verticales indican
el periodo durante el cual el anticuerpo fue administrado.
Los puntos de datos representan la media +/- SEM.

La figura 5 demuestra el efecto de AR40A746.2.3 en
el peso corporal en un modelo de céancer pancredtico BxPC-3
profilactico. Los puntos de datos representan la media +/-
SEM.

La figura 6 demuestra el efecto de AR40A746.2.3 en
el crecimiento de tumores en un modelo de cancer pancredtico
BxPC-3 establecido. Las lineas punteadas verticales indican
el periodo durante el cual el anticuerpo fue administrado.
Los puntos de datos representan la media +/- SEM.

La figura 7 demuestra el efecto de AR40A746.2.3 en
el peso corporal en un modelo de céncer pancreatico BxPC-3
establecido. Los puntos de datos representan la media +/-
SEM.

La figura 8 demuestra el efecto de AR40A746.2.3 en
el crecimiento de tumor en un modelo de céncer de seno MDA-
MB-231 establecido. Las lineas punteadas verticales indican
el periodo durante el cual el anticuerpo fue administrado.
Los puntos de datos representan la media +/- SEM.

La figura 9 demuestra el efecto de AR40A746.2.3 en
el peso corporal en un modelo de cancer de seno MDA-MB-231

establecido. Los puntos de datos representan la media +/-

{JLLCCO: 214621.00C v.1}

s



10

15

20

25

49

SEM.

La figura 10 demuestra el efecto de AR40A746.2.3 en
el crecimiento de tumor de una manera dependiente de dosis en
un modelo de cancer pancreadtico BxPC-3. Las lineas punteadas
verticales indican el periodo durante el cual el anticuerpo
fue administrado. Los puntos de datos representan la media
+/- SEM.

La figura 11 demuestra el efecto de varias dosis de
AR40A746.2.3 en el peso corporal en un modelo de cancer
pancreatico BxPC-3. Los puntos de datos representan la media
+/- SEM.

La figura 12 demuestra el efecto de AR40A746.2.3 vy
F(ab’), de AR40A746.2.3 en crecimiento de tumor en un modelo
de céncer pancredtico BxPC-3 humano establecido. Las lineas
punteadas verticales indican el periodo durante el cual el
anticuerpo fue administrado intraperitonealmente. Los puntos
de datos representan la media +/- SEM.

La figura 13 demuestra el fecto de AR40A746.2.3 vy
F(ab’"), de AR40A746.2.3 en el peso corporal de ratones en un
modelo de cancer pancredtico BxPC-3 establecido. Los puntos
de datos representan la media +/- SEM.

La figura 14 demuestra el efecto de AR40A746.2.3 vy
80 mg/kg de gemcitabina solos y en combinacién en el
crecimiento de tumor medio en un modelo de cancer (BxPC-3)

pancredtico humano establecido.
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La figura 15 demuestra el efecto de AR40A746.2.3 vy
160 mg/kg de gemcitabina solos y en combinacién en el
crecimiento tumoral promedio en un modelo de cancer (BxPC-3)
pancreatico humano establecido.

La figura 16 demuestra el efecto de AR40A746.2.3 y
80 mg/kg de gemcitabina solos y en combinacién en la
supervivencia de ratones en un modelo de cancer pancreatico
(BxPC-3) humano establecido.

La figura 17 demuestra el efecto de AR40A746.2.3 y
160 mg/kg de gemcitabina solos y en combinacién en la
supervivencia de ratones en un modelo de cé&ncer pancredtico
(BXxPC-3) humano establecido.

La figura 18 demuestra el efecto de AR40A746.2.3 y
80 mg/kg de gemcitabina solos y en combinacién en el peso
corporal de ratones en un modeloc de cancer pancredtico BxPC-3
establecido.

La figura 19 demuestra el efecto de AR40A746.2.3 vy
160 mg/kg de gemcitabina solos y en combinacién en el peso
corporal de ratones en un modelo de céncer pancredtico BxPC-3
establecido.

La figura 20 demuestra el efecto de AR40A746.2.3 en
el crecimiento de tumores en un modelo de adenocarcinoma de
seno humano MDA-MB-231 profilactico. Las lineas punteadas
verticales indican el periodo durante el cual el anticuerpo

fue administrado intraperitonealmente. Los puntos de datos

{JLLCCO: 214621.D0C v.1}



10

15

20

25

51

representan la media +/- SEM.

La figura 21 demuestra el efecto de AR40A746.2.3 en
el peso corporal de ratones en un modelo de adenocarcinoma de
seno MDA-MB-231. Los puntos de datos representan la media +/-
SEM.

Las figuras 22A-22B tabulan una comparacidén IHC de
AR40A746.2.3 en varias secciones de tejido normal humano de
una microdisposicién de tejidos.

Las figuras 23A-23C tabulan una comparacién IHC de
AR40A746.2.3 en varias secciones de tejido normales vy
tumorales humanas de dos microdisposiciones de tejido
humanas.

La figura 24 son micrografias representativas que
muestran el patrdén de unién obtenido con AR40A746.2.3 en
tejido tumoral de carcinoma de células transicionales de
rifién humano (A) o tejido de rifién humano normal (B) y en
tejido de tumor de carcinoma de células escamosas esofdgico
humano (C) o tejido esofdgico humano normal (D) a partir de
microdisposiciones de tejido normal y tumoral humano. La
ampliacién es 200X.

La figura 25 tabula wuna comparacién IHC de
AR40A746.2.3 en varias secciones de tejido de tumor
pancredtico humano a partir de wuna microdisposicién de
tejidos.

La figura 26 son micrografias representativas que
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muestran el patrdén de unién obtenido con AR40A746.2.3 en
adenocarcinoma pancredtico (A) o tejido pancreadtico humano
normal (B) de wuna microdisposicién de tejido de tumor
pancreatico y normal humano. La ampliacidén es 200X.

La figura 27 tabula una comparacién IHC de
AR40A746.2.3 en varias especies de secciones de tejido normal
de varias microdisposiciones de tejido.

La figura 28 son micrografias representativas que
muestran el patrén de unibén obtenido con AR40A746.2.3 en
tejido de bazo normal a partir de humano (A), macaco (B),
mono rhesus (C) o conejo (D) de varias microdisposiciones de
especies. AR40A746.2.3 se unidé a linfocitos y endotelio de
sinusoides esplénicos de humano, macaco, rhesus y conejo. La
ampliacién es 200X.

La figura 29 es wuna SDS-PAGE de productos de
inmunoprecipitacién. E1 carril 1 contiene el material
inmunoprecipitado por AR40A746.2.3, el carril 2 contiene el
material inmunoprecipitado por control de isotipo IgGl (clon
1B7.11) y el carril 3 contiene estandar de peso molecular. La
banda de 25 kDa inmunoprecipitada por AR40A746.2.3 se indica
por la flecha.

La figura 30 es una perspectiva general de 1los
espectros calibrados de digestiones tripticas del
inmunoprecipitado de AR40A746.2.3 e IgGl (clon 1B7.11). Los

picos especificos para la digestién del inmunoprecipitado de

{JLLCCO: 214621.D0C v.1}

82



10

15

20

25

53

AR40A746.2.3 son marcados con pesos moleculares.

La figura 31 son Western Blots de ©proteinas
sondeadas con AR40A746.2.3 (Panel A), anti-CD9 (clon MEM-61;
Panel B) y control de isotipo IgGl (clon 1B7.11; Panel C).
Carril 1: inmunoprecipitado de AR40A746.2.3, carril 3:
inmunoprecipitado de anti-CD9 (clon MEM-61), carril 4:
inmunoprecipitado de control de isotipo IgGl (clon 1B7.11,
carril 5: lisado de BxPC-3 (20 microgramos) y carril 6:
marcador de peso molecular (pesos moleculares en ‘kDa se
listan aparte de cada banda).

La figura 32 muestra una lista de cebadores usados
para la amplificacién por PCR de las cadenas pesada y ligera
de AR40A746.2.3.

La figura 33 es la secuencia de proteinas de las
cadenas pesada y ligera de AR40A746.2.3. Las regiones CDR
estan subrayadas y resaltadas en azul.

La figura 34 es una lista de cinasas cuya
fosforilacién es afectada por tratamiento de células BxPC-3
tratadas con AR40A746.2.3 seguidas por estimulacidén de suero
complemento.

La figura 35 es una lista de RTKs cuya
fosforilacién es afectada pof tratamiento de células BxPC-3
tratadas con AR40A746.2.3 seguidas por estimulacidén con suero

y complemento.

La figura 36 representa los efectos apoptdsicos
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totales del anticuerpo AR40A746.2.3 de murino en la linea de
células pancredticas BxPC-3 24 y 40 horas después obtenidas

por experimentos de tincidén con Anexina-V.

Descripcién detallada de la invencidn

En general, las siguientes palabras o frases tienen
la definicidn indicada cuando se usa en la breve descripciédn,
descripcidn, ejemplos y reivindicaciones.

El término “anticuerpo” se usa en el sentido méas
amplio y cubre especificamente, por ejemplo, anticuerpos
monoclonales individuales {(incluyendo anticuerpos agonistas,
antagonistas y neutralizantes, anticuerpos desinmunizados,
murinos, quiméricos 0 humanizados), composiciones de
anticuerpos con especificidad poliepitdépica, anticuerpos de
cadena individual, dicuerpos, tricuerpos, inmunoconjugados y
fragmentos de anticuerpo (véase abajo).

El término “anticuerpo monoclonal” seguin se usa en
la presente se refiere a un anticuerpo obtenido de una
poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es
decir, los anticuerpos individuales gque comprenden la
poblacién son idénticos excepto por posibles mutaciones que
ocurren naturalmente que pudieran estar presentes en
cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son
altamente especificos, siendo dirigidos contra un solo sitio

antigénico. Mas aun, en contraste con la preparacién de
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anticuerpos policlonales que incluyen diferentes anticuerpos
dirigidos contra determinantes diferentes (epitopos), cada
anticuerpo monoclonal es dirigido contra un sélo determinante
en el antigeno. Ademds de su especificidad, los anticuerpos
monoclonales son adecuados toda vez que  pueden ser
sintetizados sin contaminar por otros anticuerpos. El
modificador "“monoclonal” indica el caracter del anticuerpo
como se estd obteniendo a partir de una poblacién de
anticuerpos sustancialmente homogénea, y no se debe
considerar como requiriendo la produccién del anticuerpo
mediante ningun método particular. Por ejemplo, los
anticuerpos monoclonales que se usardn de acuerdo con la
presente invencidén pueden elaborarse mediante el método de
hibridoma (murino o humano) descrito primero por Kohler et
al., Nature, 256:495 (1975) o pueden elaborarse por medio de
métodos de ADN recombinante (véase, por ejemplo, patente de
E.U.A. No 4,816,567). Los “anticuerpos monoclonales” también
pueden ser aislados de bibliotecas de anticuerpos de fagos
usando las técnicas descritas en Clackson et al., Nature,
352:624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597
(1991), por ejemplo.

“Fragmentos de anticuerpo” comprenden una porcidn
de un anticuerpo intacto, de preferencia que comprende la
regién de unidén a antigeno o variable del mismo. Ejemplos de

fragmentos de anticuerpo incluyen menos que anticuerpos de
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longitud completa, fragmentos Fab, Fab’, F(ab’), y Fv;
dicuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo de
una sola cadena; anticuerpos de cadena individual, moléculas
de anticuerpo de un solo dominio, proteinas de fusién,
proteinas recombinantes 3% anticuerpos multiespecificos
formados a partir de fragmentos de anticuerpo.

Un anticuerpo Y“intacto” es uno que comprende una
regién variable de wunién a antigeno asi como un dominio
constante de la cadena ligera (Cp) y dominios constantes de
la cadena pesada, Cyl, Cy2 y Cy3. Los dominios constantes
pueden ser dominios constantes de secuencia nativa (por
ejemplo, dominios constantes de secuencia nativa humanos) o
variante de secuencia de aminodcidos de los mismos. De
preferencia, el anticuerpo intacto tiene una o mas funciones
efectoras.

Dependiendo de 1la secuencia de aminocdcidos del
dominio constante de sus cadenas pesadas, anticuerpos
intactos pueden ser asignados a diferentes “clases”. Existen
cinco clases principales de anticuerpos intactos: IgA, IgD,
IgE, IgG e IgM, y varios de éstos pueden dividirse mas en
“subclases” (isotipos), por ejemplo, IgGl, IgG2, IgG3, IgG4,
IgA e IgA2. Los dominios constantes de la cadena pesada que
corresponden a las diferentes clases de anticuerpos son
llamados o, 8, € ¥y y WU, respectivamente. Las estructuras de

subunidad y configuraciones tridimensionales de diferentes
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clases de inmunoglobulinas se conocen bien.

Las “funciones efectoras” de un anticuerpo se
refieren a aquellas actividades bioldégicas atribuibles a 1la
regidén Fc (una secuencia de amincdcidos o regidén Fc de
secuencia nativa o regidén Fc variante) de un anticuerpo.
Ejemplos de funciones efectoras de anticuerpo incluyen unién
a Clg; citotoxicidad dependiente de complemento; unidén al
receptor Fc; citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpos (ADCC); fagocitosis; subregulacién de receptores
de superficie celular (por ejemplo, receptor de células B;
BCR), etc.

“Citotoxicidad mediada por células dependientes de
anticuerpo” y “ADCC” se refiere a una reaccidén mediada por
células en la cual células citotdéxicas no especificas que
expresan receptores Fc (FcRs) (por ejemplo, células Asesinas
Naturales (NK) , neutréfilos y macréfagos) reconocen
anticuerpo unido sobre una <célula objetivo 'y causan
subsecuentemente la lisis de la célula objetivo. Las células
primarias para mediar ADCC, células NK, expresan FcyRIII
Unicamente, en tanto que los monocitos expresan FcyRI, FcyRII
y FcyRIII. La expresién de FcR en células hematopoyéticas se
resume en la tabla 3 de la pagina 464 de Ravetch y Kinet,
Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991). Para evaluar la actividad
ADCC de una molécula de interés, un ensayo ADCC in vitro, tal

como aquél descrito en la patente de E.U.A. No. 5,500,362 6
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5,821,337 puede ser llevado a cabo. Las células efectoras
Utiles para estos ensayos incluyen células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) y células Asesinas Naturales (NK).
Como alternativa, o adicionalmente, la actividad ADCC de la
molécula de interés puede evaluarse in vivo, por ejemplo, en
un modelo animal tal como aquél descrito en Clynes et al,
PNAS (E.U.A.) 95:652-656 (1998).

Las “células efectoras” son leucocitos gque expresan
uno o més FcRs y 1llevan a cabo funciones efectoras. De
preferencia, las células expresan al menos FcyRIII y llevan a
cabo funcidén efectora de ADCC. Ejemplos de leucocitos humanos
que median ADCC incluyen células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) , células Asesinas Naturales (NK) ,
monocitos, células T citotébébxicas y neutrdfilos; con PBMCs y
células NK siendo preferidas. Las células efectoras pueden
ser aisladas a partir de una fuente nativa de las mismas, por
ejemplo, de sangre o PBMCs como se describe en la presente.

Los términos “receptor de Fc” o “FcR” se usan para
describir un receptor gque se une a la regién Fc de un
anticuerpo. E1 FcR que se prefiere es un FcR humano de
secuencia nativa. Mas aun, un FcR que se prefiere es uno que
se une a un anticuerpo IgG (un receptor gamma) e incluye
receptores de las subclases FcyRI, FcyRII y FcyRIII,
incluyendo variantes alélicas y como alternativa formas

empalmadas de estos receptores. Los receptores de FcyRII
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incluyen FcyRIIA (un “receptor activador”) vy FcyRIIB (un
“receptor inhibidor”), 1los cuales tienen secuencias de
aminoacido similares que difieren principalmente en 1los
dominios citopldsmicos de las mismas. E1 FcyRIIA receptor de
activacién contiene un motivo de activacién a base de
tirosina inmunorreceptor (ITAM) en su dominio citopléasmico.
El FcyRIIB receptor de inhibicién contiene un motivo de
inhibicién a base de tirosina inmunorreceptor (ITIM) en su
dominio citoplésmico. (Véase revisién M. en Daéron, Annu.
Rev. Immunol. 15:203-234 (1997)). Los FcRs son revisados en
Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9:457-92 (1991); Capel
et al., Immunomethods 4:25-34 (1994); y de Haas et al., J.
Lab. Clin. Med. 126:330-41 (1995). Otros FcRs, incluyendo
aquellos que se identificaron en el futuro, son abarcados por
el término “FcR” en la presente. El término incluye también
el receptor neonato, FcRn, el cual es responsable por la
transferencia de IgGs maternas al feto (Guyer et al., J.
Immunol. 117:587 (1976) vy Kim et al., Eur. J. Immunol.
24:2429 (199%4)).

“Citotoxicidad dependiente de complemento” o “CDC”
se refiere a la capacidad de una molécula para lisar un
objetivo en presencia de un complemento. La via de activacidn
de complemento es iniciada por la unién del primer componente
del sistema de complemento (Clg) a una molécula (por ejemplo,

un anticuerpo) complejada con un antigeno cognado. Para
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evaluar la activacidédn del complemento, se puede llevar a cabo
un ensayo CDC, por ejemplo como el descrito en Gazzano-
Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (199¢6).

El término “variable” se refiere al hecho de que
ciertas ©porciones de los dominios variables difieren
extensamente en secuencia entre anticuerpos y se usan en la
unién y especificidad de cada anticuerpo particular para su
antigeno particular. Sin embargo, la variabilidad no es
distribuida uniformemente a lo largo de 1los dominios
variables de anticuerpo. Se concentra en tres segmentos
llamados regiones hipervariables tanto en los dominios
variables de la cadena ligera como la cadena pesada. Las
porciones mas altamente conservadas de dominios variables son
llamadas las regiones estructurales (FRs). Los dominios
variables de cadenas pesadas y ligeras nativas comprende cada
uno cuatro Frs, adoptando ampliamente una configuracidén de
laminas [, conectada por tres regiones hipervariables, las
cuales forman asas que conectan, y en algunos casos forman
parte de, la estructura de laminas B. Las regiones
hipervariables en cada cadena se unen Jjuntas en cercana
proximidad por las FRs y, con las regiones hipervariables de
la otra cadena, contribuyen a la formacidén del sitio de unidn
a antigeno de los anticuerpos (véase Kabat et al., Sequences
of Proteins of Immunological Interest. 5% Edicidn, Public

Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md.
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(1991)). Los dominios constantes no estan implicados
directamente en la unién de un anticuerpo a un antigeno, pero
exhiben varias funciones efectoras, tales como la
participacidén del anticuerpo en citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC).

El término “regidén hipervariable” cuando se usa en
la pfesente se refiere a los residuos de aminoacido de un
anticuerpo que son responsables por la unidén a antigenos. La
regién hipervariable generalmente comprende los residuos de
aminoacido de una “regidn de determinacién de
complementariedad” o “CDR” (por ejemplo, residuos 24-34 (L1),
50-56 (L2) y 89-97 (L3) en el dominio variable de la cadena
ligera y 31-35 (H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3) en el dominio
variable de 1la cadena pesada; Kabat et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest. 52 Edicién, Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)
y/o0 aquellos residuos de un “asa hipervariable” (por ejemplo
los residuos 2632 (L1l), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) en el dominio
variable de la cadena ligera y 26-32 (Hl1), 53-55 (H2) y 96-
101 (H3) en el dominio variable de la cadena pesada; Chothia
y Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)). Los residuos de
“regidén estructural” o “FR” son aquellos residuos de dominio
variable que no son los residuos de la regidédn hipervariable
como la definida en la presente. La digestidén con papaina de

anticuerpos produce dos fragmentos de wunién a antigeno
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idénticos, llamados fragmentos “Fab”, cada uno con un solo
sitio de unidén a antigeno, y un fragmento “Fc” residual, cuyo
nombre refleja su capacidad para cristalizarse féacilmente. E1
tratamiento con pepsina produce un fragmento F(ab’'); que
tiene dos sitios de unidén a antigeno y aun es capaz de
reticular antigenos.

“Fv” es el fragmento de anticuerpc minimo que
contiene un sitio de reconocimiento de antigeno y de unidén a
antigeno completo. Esta regién consiste en un dimero de un
dominio de cadena pesada y uno de cadena ligera en asociacidn
estrecha y no covalente. Es en esta configuracidén dque las
tres regiones  Thipervariables de cada dominio variable
interactuan para definir un sitio de unidén a antigeno sobre
la superficie del dimero Vyg-Vy. Colectivamente, las seis
regiones hipervariables confieren especificidad de unidén a
antigenos al anticuerpo. Sin embargo, incluso un solo dominio
variable (o la mitad de un Fv que comprende sbélo tres
regiones hipervariables especificas para un antigeno) tiene
la capacidad de reconocer y unirse a antigenos, aungue a una
afinidad més Dbaja que el sitio de wunidén completo. El
fragmento Fab también contiene el dominio constante de 1la
cadena ligera y el primer dominio constante (CH 1) de 1la
cadena pesada. Los fragmentos Fab’ difieren de los fragmentos
Fab por la adicién de pocos residuos en el término carboxi

del dominio CHl1 de la cadena pesada incluyendo una o mas
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cisteinas de la regidén de pivote del anticuerpo. Fab’-SH es
la designacién en la presente para Fab’ en la cual 1los
residuos de cisteina de los dominios constantes portan al
menos un grupo tiol 1libre. Los fragmentos de anticuerpo
F(ab’"), originalmente fueron ©producidos como pares de
fragmentos Fab’ los cuales tienen cisteinas de pivote entre
ellos. Otros acoplamientos quimicos de  fragmentos de
anticuerpo se conocen también.

Las “cadenas ligeras” de anticuerpos se forman de
cualquier especie vertebrada pueden ser asignadas a uno de
dos tipos distintos claramente, llamados kappa (x) y lambda
(A), con base en las secuencias de aminocdcidos de estos
dominios constantes.

Los fragmentos de anticuerpo “Fv de cadena
individual” o “scFv” comprenden los dominios Vg y Vy del
anticuerpo, en donde estos dominios estan presentes en una
sola cadena de polipéptidos. De preferencia, el polipéptido
Fv comprende ademds un enlazador de polipéptidos entre los
dominios Vy y Vi que hace posible que el scFv forme la
estructura deseada para unidén a antigenos. Para una revisiodn
de scFv véase Pliickthun in The Pharmacology of Monoclonal
Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Morre eds., Springer-—
Verlag, Nueva York, pag. 269-315 (1994).

El término “dicuerpos” se refiere a fragmentos de

anticuerpo pequefios con dos sitios de unidén a antigeno,
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fragmentos que comprenden un dominio pesado variable (Vg)
conectado a un dominio ligero variable (Vy) en la misma
cadena de polipéptidos (Vyg-Vy). Usando un enlazador que es
demasiado corto para permitir el apareo entre los dos
dominios en la misma cadena, los dominios son forzados a
aparearse con los dominios complementarios de otra cadena y
crean dos sitios de unién a antigeno. Los dicuerpos se
describen mas completamente, por ejemplo, en EP 404,097; WO
93/11161; y Hollinger et al., Proc Natl. Acad. Sci. E.U.A
90:6444-6448 (1993).

El término “tricuerpos” o “trimeros trivalentes” se
refiere a la combinacidén de tres anticuerpos de cadena
individual. Los tricuerpos estan construidos con el término
de aminodcido de un dominio V;, o Vy, es decir, sin una
secuencia enlazadora. Un tricuerpo tiene tres cabezas Fv con
los polipéptidos dispuestos en una forma ciclica y de cabeza
a cola. Una conformacidén posible del tricuerpo es plana con
los tres sitios de unién ubicados en un plano a un éangulo de
120 grados uno de otro. Los tricuerpos pueden ser
monoespecificos, biespecificos o triespecificos.

Un anticuerpo “aislado” es uno que ha sido
identificado y separado y/o recuperado de un componente de su
ambiente natural. Los componentes contaminantes de este
ambiente natural son materiales que interferirian con usos de

diagndéstico terapéuticos para el anticuerpo, y pueden incluir
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enzimas, hormonas 'y otros solutos proteinaceos o no
proteindceos. Anticuerpo aislado incluye el anticuerpo 1in
situ con células recombinantes toda vez gque al menos un
componente del ambiente natural del anticuerpo no estaré
presente. Ordinariamente, sin embargo, anticuerpo aislado se
preparard mediante al menos una etapa de purificacidn.

Un anticuerpo “que se une” a wun antigeno de
interés, por ejemplo, antigeno CD59, es uno capaz de unirse a
ese antigeno con afinidad suficiente de tal manera que el
anticuerpo sea util como un agente terapéutico o de
diagnéstico para dirigirse a una célula que exprese el
antigeno. Cuando el anticuerpo es uno que se une a CD59,
normalmente se unird de preferencia a CD59 a diferencia de
otros receptores, y no incluye unién accidental tal como
contacto Fc no especifico, o unién a modificaciones después
de traduccidén comin a otros antigenos y puede ser uno gque no
reaccione en forma cruzada significativamente con otras
proteinas. Los métodos para la deteccidén de un anticuerpo que
se une a un antigeno de interés se conocen bien en la técnica
y pueden incluir pero no estan limitados a ensayos tales como

FACS, ELISA de células y Western Blot.

Segin se wusa en la presente, las expresiones
“célula”, “linea celular” y “cultivo de células” se usan
indistintamente, y todas estas designaciones incluyen

progenie. Se entiende también que toda la progenie no puede
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ser precisamente idéntica en contenido de ADN, debido a las
mutaciones deliberadas o inadvertidas. La progenie mutante
que tiene la misma funcidén o actividad bioldgica que 1la
tamizada en la célula transformada originalmente también se
incluye. Serd claro del contexto cuando se intenten
designaciones diferentes.

“Tratamiento o tratar” se refiere tanto a
tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas o
preventivas, en donde el objetivo es prevenir o hacer mas
lenta (reducir) la afeccidn o) trastorno patoldégico
seleccionado. Aquellos en necesidad de tratamiento incluyen
gquienes ya tienen el trastorno asi como agquellos propensos a
tener el trastorno o aquellos en quienes el trastorno vaya a
prevenirse. Por consiguiente, el mamifero que sera tratado en
la presente puede haber sido diagnosticado como teniendo el
trastorno o puede estar predispuesto o ser susceptible al
trastorno.

Los términos “cancer” y “canceroso” se refieren a o
describen la condicidén fisioldgica en mamiferos que se
caracteriza tipicamente por crecimiento celular desregulado o
muerte. Ejemplos de céncer incluyen, pero no estéan limitados
a, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia vy
malignidades 1linfoides. Ejemplos mé&s particulares de estos
canceres incluyen cancer de células escamosas (por ejemplo,

céancer epitelial de células escamosas), cancer pulmonar
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incluyendo cancer pulmonar microcitico, céncer pulmonar no

microcitico, adenocarcinoma del pulmén y carcinoma escamoso

del pulmén, céncer del peritoneo, céancer hepatocelular,
cancer gastrico o] de estdmago incluyendo cancer
gastrointestinal, cancer pancreatico, glioblastoma, cancer

cervical, céncer ovarico, cancer de higado, céncer de vejiga,
hepatoma, céancer de seno, céancer de colon, cancer rectal,
cancer colorrectal, carcinoma endometrial '} uterino,
carcinoma de gléandulas salivales, cédncer de rindén o renal,
cancer de proéstata, cancer vulvar, cancer de tiroides,
carcinoma hepético, carcinoma anal, carcinoma penil, asi como
cédncer de cabeza y cuello.

Un “agente quimioterapéutico” es un compuesto
guimico Util en el tratamiento de cancer. Ejemplos de agentes
quimioterapéuticos incluyen agentes alquilantes tales como
tiotepa y ciclofosfamida (CYTOXAN™); alquilsulfonatos tales
como busulfan, improsulfan y piposufan; aziridinas tales como

benzodopa, carbocuona, meturedopa y uredopa; etileniminas vy

metilamelaminas incluyendo altretamina, trietilenmelamina,
trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida y
trimetilolomelamina; mostazas nitrogenadas tales como
clorambucilo, clornafazina, clorfosfamid, estramustina,
ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de 6xido de
mecloretamina, melfalan, novembicina, fenesterina,

prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosureas
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tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina,

nimustina, ranimustina; antibidticos tales como
aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina,
bleomicinas, cactinomicina, caliqueamicina, carabicina,
carnomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina,
daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina,
doxorrubicina, epirrubicina, esorrubicina, idarrubicina,
marcellomicina, mitomicinas, acido micofendlico,
nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina,
puromicina, quetamicina, rodorrubicina, estroptonigrina,
estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina,

zorrubicina; antimetabolitos tales como metotrexato y O5-
fluorouracilo (5-FU); anélogos de é&cido félico tales como
denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato;
andlogos de purina tales como fludarabina, 6-mercaptopurina,
tiamiprina, tioguanina; andlogos de pirimidina tales como
ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina,

didesociuridina, doxifluiridina, enocitabina, floxuridina, 5-

FU; andrdbdgenos tales como calusterona, propionato de
dromostanolona, epitiostanocl, mepitiostano, testolactona;
anti-adrenales tales Como aminoglutetimida, mitotano,
trilostano; reactivador de &cido félico tal como acido
frolinico; aceglatona; glicésido de aldofosfamida; acido
aminolevulinico; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno;

edatraxato; defofamina; demecolcina; diazicuona; elformitina;
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b
acetato de eliptinio; etoglucid; nitrato de galio;

hidroxiurea; lentinano; lonidamina; mitoguazona;
motoxantrona; mopidamol; nitracrina; pentostatin; fenamet;
pirarrubicina; acido podofilinico; 2-etilhidrazida;
procarbazina; PSK®; razoxano; sizofiran; espirogermanio;

dcido tenuazénico; triazicuona; 2,2',2”-triclorotrietilamina;

‘uretano, vindesina; dacarbazina; manomustina; motobronitol;

mitolactol; pipobroman; gacitosina; arabindésido (“Ara C");
ciclofosfamida; tiotepa; taxanos, por' ejemplo, paclitaxel
(TAXOL®, Bristol Myers Squibb Oncology, Princeton, N. J.) vy
docetaxel (TAXOTERE®, Aventis, Rhone-Poulenc Rorer, Antony,
Francia); clorambucilo; gemcitabina; 6-tioguanina;
mercaptopurina; metotrexato; andlogos de platino tales como
cisplatino y carboplatino; vinblastina; platino; etopdsido
(VP-16); ifosfamida; mitomicina C; motoxantrona; vincristina;
vinorelbina; navelbina; novantrona; tenipdsido; daunomicina;
aminopterina; xeloda; ibandronato; CPT-11; inhibidor de
topoisomerasa RFS 2000; difluorometilornitina (DMFO); acido
retinoico; esperamicinas; capecitabina; y sales, acidos o©
derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los
anteriores. También se incluyen en esta definicidn los
agentes anti-hormonales que actuan para regular o inhibir la
accién de hormonas en tumores tales como anti-estrdégenos
incluyendo por ejemplo tamoxifen, raloxifen, 4(5)-imidazoles

inhibidores de aromatasa, 4-hidroxitamoxifen, trioxifen,
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queoxifen, LY117018, onapristona y toremifen (Fareston); vy
anti-andrégenocs tales Ccomo flutamida, nilutamida,
bicalutamida, leuprolida y goserelina; y sales, A&cidos o
derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los
anteriores.

“Mamifero” para los propdsitos de tratamiento se
refiere a cualquier animal clasificado como un mamifero,
incluyendo humanos, ratones, SCID o ratones desnudos o cepas
de ratones, animales domésticos y de granja y animales de
zooldbgico, deportivos o de compafila tales como borregos,
perros, caballos, gatos, vacas, etc. De preferencia, el
mamifero en la presente es humano.

Los “oligonucledétidos” son polidesoxinucledtidos de
cadena larga, de una sola o doble hebra que son sintetizados
quimicamente mediante métodos conocidos (tales como gquimica
de fosfotriéster, fosfito o} fosforamidita, incluyendo
técnicas en fase sb6lida tales como las descritas en EP
266,032, publicada el 4 de mayo de 1988, o por medio de
intermediarios de H-fosfonato de desoxinuclebdsido como los
descritos por Froehler et al., Nucl. Acids. Res., 14:5399-
5407, 1986. Son después purificados en geles de
poliacrilamida.

De acuerdo con la presente invencién, las formas
“humanizada” y/o “guimérica” de inmunoglobulinas no humanas

(por ejemplo, murinas) se refieren a anticuerpos que
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contienen inmunoglobulinas quiméricas especificas, cadenas de
inmunoglobulina y fragmentos de los mismas (tales como Fv,
Fab, Fab’, F(ab’), u otras subsecuencias de unidén a antigenos
de anticuerpo) lo cual da como resultado la reduccién de un
anticuerpo anti-ratén humano (HAMA) , anticuerpo anti-
quimérico humano (HACA) o una respuesta de anticuerpo anti-
humano humano (HAHA), en comparacién con el anticuerpo
original, y contienen las porciones necesarias (por ejemplo,
CDRs, regiones de unidén a antigeno, dominios variables y asi
sucesivamente) derivadas de 1la inmunoglobulina no humana,
necesarias para reproducir el efecto deseado, mientras
conservan simultineamente caracteristicas de unidén gque son
comparables con las de la inmunoglobulina no humana. Por la
mayor parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas
humanas (anticuerpo receptor) en los cuales los residuos de
las regiones de determinacidén de complementariedad (CDRs) del
anticuerpo receptor son reemplazados por residuos de las CDRs
en una especie no humana (anticuerpo donador) tal como ratédn,
rata o conejo gque tiene la especificidad, afinidad vy
capacidad deseadas. En algunos casos, residuos de la regidn
estructural Fv (FR) de la inmunoglobulina humana son
reemplazadas por residuos FR no humanos correspondientes.
Ademéas, el anticuerpo humanizado puede comprender residuos
que se encuentran ni en el anticuerpo receptor ni en las

secuencias CDR o FR importadas. Estas modificaciones se hacen
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para refinar y optimizar mas el rendimiento dél anticuerpo.
En general, el anticuerpo humanizado comprenderé
sustancialmente todo de al menos uno, y tipicamente dos,
dominios variables, en los cuales todas o sustancialmente
todas las regiones CDR corresponden a aquellos de
inmunoglobulina no humana y todos o sustancialmente todos los
residuos FR son aquellos de una secuencia de consenso de
inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado oéptimamente
también comprenderd al menos una porcién de una regidn
constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente aquella de una
inmunoglobulina humana.

Los anticuerpos “des-inmunizados” son
inmunoglobulinas que son no inmundégenas, o menos inmundgenas,
para una especie dada. La des-inmunizacidén puede lograrse a
través de alteraciones estructurales al anticuerpo. Cualquier
técnica de des-inmunizacidén conocida por aquellos expertos en
la técnica puede emplearse. Una técnica adecuada para des-
inmunizar anticuerpos se describe, por ejemplo, en WO
00/34317 publicada el 15 de junio de 2000.

Un anticuerpo que induce “apoptosis” es unc gue
induce muerte celular programada mediante cualquier medio,
ilustrado pero no limitado a unidén de anexina V, actividad
caspasa, fragmentacién de ADN, encogimiento celular,
dilatacién de reticulo endoplésmico, fragmentacidén celular

y/o formacidén de vesiculas de membrana (llamadas cuerpos
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apoptdsicos).

Segin se usa en la presente “citotoxicidad inducida
por anticuerpo” se entiende que significa el efecto
citotédxico derivado del sobrenadante de hibridoma o
anticuerpo producido por el hibridoma depositado en la IDAC
con el numero de registro 141204-01, un anticuerpo humanizado
del anticuerpo monoclonal aislado producido por el hibridoma
depositado en la IDAC con el numero de registro 141204-01, un
anticuerpo quimérico del anticuerpo monoclonal aislado
producido por el hibridoma depositado en 1la IDAC con el
numero de registro 141204-01, fragmentos de unidén a antigeno
o ligandos de anticuerpo de los mismos, efecto que no
necesariamente estd relacionado con el grado de unién.

A lo largo de la presente descripcién, lineas de
células de hibridoma, asi como los anticuerpos monoclonales
aislados que se producen de las mismas, se refieren
alternativamente por su designacidén interna, AR40A746.2.3 o
Designacién del Depositario, IDAC 141204-01.

Segin se usa en la presente “anticuerpo-ligando”
incluye una porcidén que exhibe especificidad de unién para al
menos un epitopo del antigeno objetivo, y la cual puede tener
una molécula de anticuerpo intacta, fragmentos de anticuerpo
y cualquier molécula que tenga al menos una regidn de unidn a
antigeno o porcién de la misma (es decir, la porcidn variable

de una molécula de anticuerpo), por ejemplo, una molécula Fv,
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molécula Fab, molécula Fab’, molécula F(ab’);, un anticuerpo
biespecifico, una proteina de fusidén o cualquier molécula
genéticamente manipulada que reconozca Yy se una
especificamente al menos a un epitopo del antigeno unido por
el anticuerpo monoclonal aislado producideo por la linea de
células de hibridoma designada como IDAC 141204-01 (el
antigeno IDAC 141204-01), un anticuerpo humanizado del
anticuerpo monoclonal aislado producido por el hibridoma
depositado en la IDAC con el numero de registro 141204-01, un
anticuerpo quimérico del anticuerpo monoclonal aislado
producido por el hibridoma depositado en la IDAC con el
numero de registro 141204-01 vy fragmentos de unidén a
antigeno.

Segtn se usa en la presente “anticuerpos
modificadores de enfermedades cancerosas” (CDMAB) se refiere
a anticuerpos monoclonales gque modifican el proceso de
enfermedad cancerosa de una manera que sea benéfica para el
paciente, por ejemplo al reducir carga tumoral o prolongar
supervivencia de individuos portadores de tumor, Y
anticuerpos-ligandos de los mismos.

Un “agente de unidén relacionado con CDMAB”, en su
sentido més amplio, se entiende que incluye, pero no esta
limitado a, cualgquier forma de anticuerpos humanos © no
humanos, fragmentos de anticuerpo, ligandos de anticuerpo o

similares, gque se unan competitivamente a por lo menos un
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epitopo objetivo CDMAB.

Un Taglutinante competitivo” se entiende que
incluye cualquier forma de anticuerpos humanos o no humanos,
fragmentos de anticuerpo, ligandos de anticuerpo o similares
que tienen la afinidad de unién para al menos un epitopo
objetivo de CDMAB.

Los tumores que se trataran incluyen tumores
primarios \% tumores metastésicos, asi como tumores
refractarios. Los tumores refractarios incluyen tumores que
no responden o son resistentes a tratamiento con agentes
quimioterapéuticos solos, anticuerpos solos, radiacidén sola o
combinaciones de los mismos. Los tumores refractarios abarcan
también tumores que parecen ser divididos por el tratamiento
con estos agentes pero que recurren hasta cinco ancs, algunas
veces hasta diez afios o mas después de que se descontinuta el
tratamiento.

Los tumores que pueden ser tratados incluyen

tumores que no son vascularizados, O que aun no son
sustancialmente vascularizados, asi como tumores
vascularizados. Ejemplos de tumores sbélidos, los cuales

pueden tratarse en consecuencia, incluyen carcinoma de seno,
carcinoma pulmonar, carcinoma colorrectal, carcinoma
pancreatico, glioma y linfoma. Algunos ejemplos de estos
tumores incluyen tumores epidermoides, tumores escamosos,

tales como tumores de cabeza y cuello, tumores colorrectales,

{JLLCCO: 214621.00C v.1}

‘70@«



10

15

20

25

76

tumores de préstata, tumores de seno, tumores de pulmén,
incluyendo tumores de pulmdén no microciticos o microciticos,
tumores pancredticos, tumores de tiroides, tumores ovaricos y
tumores hepaticos. Otros ejemplos incluyen sarcoma de Kaposi,
neoplasmas del SNC, neuroblastomas, hemangioblastomas
capilares, meningiomas y metastasis cerebrales, melanoma,
carcinomas gastrointestinales Y renales y sarcomas,
rabdomiosarcoma, glioblastoma, de preferencia glioblastoma
multiforme, y leiomiosarcoma.

Segin se usa en la presente “regidén de unidén a
antigeno” significa una porcidén de la molécula gue reconoce
el antigeno objetivo.

Segun se usa en la presente “inhibe
competitivamente” significa dque es <capaz de reconocer Yy
unirse a un sitio determinante al «cual el anticuerpo
monoclonal producido por la linea de células de hibridoma
designada como IDAC 141204-01 (el anticuerpo IDAC 141204-01),
un anticuerpo humanizado del anticuerpo monoclonal aislado
producido por el hibridoma depositado en la IDAC con el
numero de registro 141204-01, un anticuerpo guimérico del
anticuerpo monoclonal aislado producido por el hibridoma
depositado en la IDAC con el numero de registro 141204-01,
fragmentos de unién a antigeno o ligandos de anticuerpo de
los mismos, se dirige wusando ensayos de competencia de

anticuerpos reciprocos convencionales. (Belanger L.,
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Sylvestre C. y Dufour D. (1973), Enzyme Linked immunoassay
for alpha fetoprotein by competitive and sandwich procedures,
Clinica Chimica Acta 48, 15).

Segun se usa en la presente “antigeno objetivo” es
el antigeno IDAC 141204-01 o porciones del mismo.

Segun se usa en la presente, un “inmunoconjugado”
significa cualquier molécula o CDMAB tal como un anticuerpo
enlazado gquimica o bioldgicamente a citotoxinas, agentes
radioactivos, citocinas, interferones, porciones objetivo
reporteras, enzimas, toxinas, fé&rmacos antitumor o agentes
terapéuticos. El anticuerpo o CDMAB puede ser enlazado a la
citotoxina, agente radioactivo, citosina, interferdn, porcidn
objetivo reportera, enzima, toxina, farmaco antitumor o
agente terapéutico en cualquier lugar a lo largo de la
molécula siempre y cuando sea capaz de unirse a su objetivo.
Ejemplos inmunoconijugados incluyen conjugados quimicos
anticuerpos-toxina y proteinas de fusién anticuerpo-toxina.

Los agentes radiocactivos adecuados para usarse CcOmo
agentes antitumor se conocen por aquellos expertos en la
técnica. Por ejemplo, se usa 1311 o 211At. Estos isdtopos son
unidos al anticuerpo usando técnicas convencionales (por
ejemplo, Pedley et al., Br. J. Cancer 68, 69.73 /1993)). Como
alternativa, el agente antitumor que se une al anticuerpo es
una enzima que activa un profdrmaco. Un profarmaco puede

administrarse el cual permanezca en su forma inactiva hasta
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gue alcance el sitio de tumor en donde se convierta en su
forma de citotoxina una vez que el complejo de anticuerpo se
administre. En la préctica, el conjugado anticuerpo-enzima se
administra al paciente y se le deja ubicarse en la regidn del
tejido que sera tratado. El profarmaco es luego administrado
al paciente de tal manera que la conversién en el farmaco
citotdéxico ocurra en la regién del tejido que serd tratado.
Como alternativa, el agente antitumor conjugado al anticuerpo
es una citosina tal como interleucina-2 (IL2), interleucina-4
(IL-4) o factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). E1
anticuerpo se dirige la citosina al tumor de tal forma que la
citosina medie dafio o destruccidén del tumor sin afectar otros
tejidos. La citosina es fusionada al anticuerpo a nivel de
ADN usando técnicas de ADN recombinante convencionales.
También se pueden usar interferones.

Segin se usa en la presente, una “proteina de
fusién” significa cualquier proteina quimérica en la que se
conecta una regién de unién a antigeno a una molécula
biolégicamente activa, por ejemplo, toxina, enzima, proteinas
fluorescentes, marcador luminiscente, marcador polipéptido,
citocina, interferén, porcién objetivo o reportera o farmaco
de proteinas.

La invencidén contempla ademds CDMAB de la presente
invencién al cual se enlazan porciones objetivo o reporteras.

Las porciones objetivo son los primeros miembros de pares de
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unién. Los agentes antitumor, por ejemplo, son conjugados a
segundos miembros de estos pares y son de esta manera
dirigidos al sitio en donde la proteina de unién a antigeno
es unida. Un ejemplo comin de este par de unidén es avidina vy
biotina. En una modalidad preferida, biotina se conjuga al
antigeno objetivo del CDMAB de la presente invencidén, y de
esta manera proporciona un objetivo para un agente antitumor
u otra porcidén que sea conjugada a avidina o estreptavidina.
Como alternativa, biotina u otra de estas porciones es
enlazada al antigeno objetivo‘ del CDMAB de la presente
invencién vy wusada como un reportero, por ejemplo en un
sistema de diagndéstico en donde un agente productor de sefial
detectable se conjuga a avidina o estreptavidina.

Los agentes productores de sefial detectable son
Utiles in vivo e in vitro para propdsitos de diagnédstico. El
agente productor de sefial produce una seflal mesurable que
puede detectarse por medios externos, normalmente en la
medicién de radiacién electromagnética. En la mayor parte, el
agente productor de seflal es una enzima o croméforo, o emite
luz por fluorescencia, fosforescencia o quimioluminiscencia.
Los cromdéforos incluyen colorantes que absorben luz en la
regién ultravioleta o visible, y pueden ser substratos o
productos de degradacién de reacciones catalizadas por
enzimas.

Ademas, dentro del alcance de la presente invencidn
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se incluye el uso de presente CDMAB in vivo y in vitro para
métodos de investigacidén a diagndéstico, los cuales se conocen
bien en la técnica. Para 1llevar a cabo los métodos de
diagnostico contemplados en la presente, la presente
invencién puede incluir ademds kits, los cuales contengan
CDMAB de la presente invencidén. Estos kits seréan utiles para
la identificacién de individuos en riesgo de cierto tipo de
canceres al detectar la sobre-expresién del antigeno objetivo
del CDMAB sobre células de estos individuos.

Kits para ensayos de diagndstico

Se contempla wutilizar el CDMAB de la presente
invencién en forma de un kit para ensayos de diagndéstico para
determinar la presencia de un tumor. El tumor generalmente
serd detectado en un paciente con base en la presencia de uno
o mas antigenos especificos de tumor, por ejemplo proteinas
y/o0 polinucleétidos que codifiquen para estas proteinas en
una muestra biolégica, tal como sangre, suero, orina y/o
biopsias de tumor, muestras que habran sido obtenidas del
paciente.

Las proteinas funcionan como marcadores que indican
la presencia o ausencia de un tumor particular, por ejemplo
un tumor de colon, seno, pulmén o prostata. Se contempla
ademds que el antigeno tendra utilidad para la deteccidn de
otros tumores cancerosos. La inclusién en los Kkits para

ensayos de diagnéstico de agentes de unién comprendidos de
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CDMAB de la ©presente invenciédn, o agentes de unidén
relacionados con CDMAB, hace posible la deteccién del nivel
de antigeno que se une al agente en la muestra bioldgica.
Cebadores y sondas de polinucledtidos pueden usarse para
detectar el nivel de ARNm que codifique para una proteina de
tumor, lo cual también es indicador de la presencia o
ausencia de un cancer. Para gue el ensayo de unién sea
diagnéstico, se habrédn generado datos que correlacionen
niveles estadisticamente significativos de antigeno, en
relacién con aquéllos presentes en tejido normal, para de
esta manera hacer el reconocimiento de unién definitivamente
diagnéstico para la presencia de un tumor canceroso. Se
contempla que una pluralidad de formatos serd Util para el
ensayo y diagnéstico de la presente invencién, como se conoce
por aquellos de capacidad ordinaria en la técnica, usando un
agente de unidén para detectar marcadores polipéptidos en una
muestra. Por ejemplo, como se ilustra en Harlow y Lane,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, 1988. Se contemplan ademé&s cualquiera y todas las
combinaciones, permutaciones o modificaciones de los formatos
de ensayo y diagnéstico descritos arriba.

La presencia o ausencia de un cancer en un paciente
serd determinada tipicamente al (a) poner en contacto una
muestra bioldégica obtenida de un paciente con un agente de

unidén; (b) detectar en la muestra un nivel de polipéptido que
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se una al agente de unidén y (c) comparar el nivel de
polipéptidos con un valor limite predeterminado.

En una modalidad ilustrativa, se contempla que el
ensayo incluird el uso de un CDMAB y un agente de unidn a
base de CDMAB inmovilizado sobre un soporte sélido para
unirse a y remover el polipéptido del resto de la muestra. El
polipéptido unido puede ser después detectado wusando un
reactivo de deteccidén que contenga un grupo reportero y se
una especificamente al complejo agente de unién/polipeéptido.
Los reactivos de deteccién ilustrativos pueden incluir un
agente de unién a base de CDMAB que se una especificamente al
polipéptido o un anticuerpo u otro agente gque se una
especificamente al agente de unidén, tal como una anti-
iﬁmunoglobulina, proteina g, proteina A o una lectinas. En
una modalidad alternativa se contempla que se puede utilizar
un ensayo competitivo en el cual un polipéptido sea marcado
con un grupo reportero y se le deje unirse al agente de unidn
inmovilizado después de la incubacién del agente de unidén con
la muestra. Indicador de la reactividad de la muestra con el
agente de unién inmovilizado, es el grado al cual 1los
componentes de la muestra inhiben la unién del polipéptido
marcado al agente de unién. Los polipéptidos adecuados para
usarse dentro de estos ensayos incluyen proteinas especificas
de tumor de longitud completa y/o porciones de las mismas, a

las cuales tiene afinidad el agente de uniodn.
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El kit de diagnéstico serd provisto con un soporte
sélido que puede estar en forma de cualquier material por
aquellos de capacidad ordinaria en la técnica a la cual puede
fijarse la proteina. Ejemplos adecuados pueden incluir un
pocillo de prueba en una placa de microtitulacién o una
membrana de nitrocelulosa u otra membrana adecuada. Como
alternativa, el soporte puede ser una esfera o disco tal como
un material de vidrio, fibra de vidrio, latex o plastico tal
como poliestireno o cloruro de polivinilo. El soporte también
puede ser una particula magnética o un sensor de fibra
bptica, tal como aquellos descritos, por ejemplo, en patente
de E.U.A. No. 5,539,681.

Se contempla que el agente de unién sera
inmovilizado sobre el soporte sdlido usando una variedad de
técnicas conocidas por aquellos de capacidad en la técnica,
los cuales se describen ampliamente en la literatura de
patente y cientifica. El término “inmovilizacién” se refiere
tanto a asociacién no covalente, tal como adsorcidén como a
fijacién covalente, la cual, en el contexto de la presente
invencién, puede ser un enlace directo entre el agente vy
grupos funcionales sobre el soporte, o puede ser un enlace
por medio de un agente de reticulacién. En una modalidad
preferida aunque no limitativa, se prefiere la inmovilizacion
por adsorcién a un pocillo en una placa de microtitulacidén o

a una membrana. La adsorcidén puede lograrse al poner en
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contacto el agente de unidén, en un regulador de pH adecuado,
con el soporte sbélido durante una cantidad de tiempo
adecuada. El tiempo de contacto puede variar con temperatura,
y generalmente estard dentro de una escala de entre alrededor
de 1 hora y aproximadamente 1 dia.

La fijacién covalente del agente de wunidén al
soporte sélido normalmente se logrard al hacer reaccionar
primero el soporte con un reactivo bifuncional que
reaccionard tanto con el soporte como con un grupo funcional,
tal como un grupo hidroxilo o amino, en el agente de unidn.
Por ejemplo, el agente de unidén puede fijarse covalentemente
a soportes que tengan un recubrimiento polimérico adecuado
usando benzoquinona o mediante condensacién de un grupo
aldehido sobre el soporte con una amina y un hidrégeno activo
en el socio de unién (véase, por ejemplo, Pierce
Immunotechnology Catalog and Handbook, 1991, en Al2 Al3).

Se contempla ademads que el kit para ensayos de
diagnéstico tendrd la forma de un ensayo de emparedado de dos
anticuerpos. Este ensayo se puede llevar a cabo al poner en
contacto primero un anticuerpo, por ejemplo, el CDMAB
actualmente descrito que haya sido inmovilizado sobre un
soporte sélido, comUnmente el pocillo de wuna placa de
microtitulacién, con la muestra, de tal forma que a 1los
polipéptidos dentro de la muestra se les deje unirse al

anticuerpo inmovilizado. La muestra no unida se remueve
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después de los complejos polipéptido-anticuerpo inmovilizados
y se afade un reactivo de deteccién (de preferencia un
segundo anticuerpo capaz de unirse a un sitio diferente en el
polipéptido) que contiene un grupo reportero. La cantidad de
reactivo de deteccién que permanece unida al soporte sélido
se determina después usando un método adecuado para el grupo
reportero especifico.

En una modalidad especifica, se contempla gque una
vez que el anticuerpo sea inmovilizado sobre el soporte como
se describidé arriba, los sitios de unidén a proteina restantes
en el soporte seran bloqueados, mediante el uso de cualquier
agente de Dbloqueo adecuado conocidos por aquellos de
capacidad ordinaria en la técnica, tal como albumina de suero
bovino o Tween 20™ (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.). El
anticuerpo inmovilizado seria después incubado con la
muestra, y el polipéptido se dejaria unirse al anticuerpo. La
muestra puede ser diluida con un diluyente adecuado, tal como
solucién salina de pH regulado con fosfato (PBS) antes de su
incubacién. En general, un tiempo de contacto adecuado (es
decir, tiempo de incubaciédn) se seleccionaria para
corresponder un periodo suficiente para detectar la presencia
de polipéptido dentro de una muestra obtenida de un individuo
con el tumor especificamente seleccionado. De preferencia, el
tiempo de contacto es suficiente para lograr un nivel de

unién que es de al menos aproximadamente 95% de aquél logrado
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a equilibrio entre polipéptido unido y no unido. Aquellos de
capacidad ordinaria en la técnica reconocerdn que el tiempo
necesario para lograr el equilibrio puede determinarse
facilmente al ensayar el nivel de unién que ocurre durante un
periodo de tiempo.

Se contempla ademds que la muestra no unida seria
después removida al lavar el soporte sdélido con un regulador
de pH adecuado. El segundo anticuerpo, el cual contiene un
grupo reportero, seria entonces afnadido al soporte sélido. La
incubacién del reactivo de deteccién con el complejo
anticuerpo-polipéptido inmovilizado seria entonces llevada a
cabo durante una cantidad de tiempo suficiente como para
detectar el polipéptido unido. Subsecuentemente, el reactivo
de deteccién no unido seria entonces removido y el reactivo
de deteccidn unido seria detectado usando el grupo reportero.
El método empleado para detectar el grupo reportero es
necesariamente especifico para el tipo de grupo reportero
seleccionado, por ejemplo para grupos radioactivos, 1los

métodos de conteo por centelleo o autorradiograficos son

generalmente adecuados. Se pueden usar métodos
espectroscoépicos para detectar colorantes, grupos
luminiscentes y grupos fluorescentes. La biotina puede

detectarse wusando avidina, acoplada a un grupo reportero
diferente (comtnmente un grupo radioactivo o fluorescente o

una enzima). Los grupos reporteros de enzimas pueden
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detectarse generalmente mediante la adicién de substrato
(generalmente durante un periodo de tiempo especifico),
seguido por el analisis espectroscépico u otro de 1los
productos de reaccién.

Para utilizar el kit para ensayos de diagndstico de
la presente invencién para determinar la presencia o ausencia
de un céancer, tal como cancer de prbstata, la sefial detectada
del grupo reportero gque sigue unido al soporte sdélido
generalmente seria comparada con una sefial que correspondiera
a un valor limite predeterminado. Por ejemplo, un valor
limite ilustrativo para la deteccidén de un céancer puede ser
la seflal promedio media obtenida «cuando el anticuerpo
inmovilizado es incubado con muestras de pacientes sin el
cancer. En general, una muestra que genere una sefial que sea
aproximadamente tres desviaciones esténdares por arriba del
valor limite predeterminado se consideraria positiva para el
cédncer. En una modalidad alternativa, el valor limite puede
determinarse usando una Curva Operadora Receptora, de acuerdo
con el método de Sackett et al., Clinical Epidemiology. A
Basic Science for Clinical Medicine, Little Brown and Co.,
1985, p. 106-7. En esta modalidad, el valor limite podria
determinarse a partir de una grafica de pares de indices
verdaderos ©positivos (es decir, sensibilidad) e indices
falsos positivos (especificidad del 100 por ciento) que

corresponden a cada valor limite posible para el resultado de
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la prueba de diagnéstico. El valor limite en la grafica que
es el més cercano a la esquina izquierda superior (es decir,
el valor que encierra el Area mds grande) es el valor limite
més preciso, y una muestra gque genere una seflal que sea mas
alta que el valor limite determinada mediante este método
puede considerarse positiva. Como alternativa, el wvalor
limite puede desplazarse a la izquierda a lo largo de la
grafica, para minimizar el indice falso positivo, o a la
derecha, para minimizar el indice falso negativo. En general,
una muestra que genere una sefial que sea mas alta que el
valor 1limite determinado por este método se considera
positiva para un cancer.

Se contempla que el ensayo de diagnéstico hecho
posible por el kit se llevard a cabo ya sea en un formato de
paso de flujo o de tira de prueba, en donde el agente de
unién es inmovilizado sobre una membrana, tal como
nitrocelulosa. En la prueba de paso de flujo, los
polipéptidos dentro de la muestra se unen al agente de unidn
inmovilizado al pasar la muestra a través de la membrana. Un
segundo agente de unidén marcado se une después al polipéptido
de agente de wunién y al complejo de agente de unidn-
polipéptido como una solucidn que contiene el segundo agente
de unién que fluye a través de la membrana. La deteccidén del
segundo agente de unién unido puede llevarse a cabo después

como se describid arriba. En el formato de tira de prueba, un
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extremo de la membrana a la cual se une el agente de unidn se
sumergird en una solucidén que contenga la muestra. La muestra
migra a lo largo de la membrana a través de una regidén que
contiene segundo agente de unidén y al area de agente de unidn
inmovilizado. La concentracién del segundo agente de unidn en
el 4rea de anticuerpo inmovilizado indica la presencia de un
cancer. La generacién de un patrdn, tal como una linea, en el
sitio de unién, que puede verse visualmente, seréa indicadora
de una prueba positiva. La ausencia de este patrédn indica un
resultado negativo. En general, la cantidad de agente de
unién inmovilizado sobre la membrana se selecciona para
generar un patrén visualmente discernible cuando la muestra
bioldégica contenga un nivel de polipéptido que seria
insuficiente para generar una seflal positiva en el ensayo de
emparedado de dos anticuerpos, en el formato descrito arriba.
Los agentes de unién preferidos para usarse en el presente
ensayo de diagnéstico son los anticuerpos actualmente
descritos, fragmentos de unidén a antigeno de los mismos Yy
cualquier agente de unién relacionado con CDMAB como el
descrito en la presente. La cantidad de anticuerpo
inmovilizado sobre la membrana serd cualquier cantidad
efectiva para producir el ensayo de diagnéstico, y cualquier
escala de aproximadamente 25 nanogramos a alrededor de 1
microgramo. Tipicamente estas pruebas pueden llevarse a cabo

con una cantidad muy pequefia de muestra bioldgica.
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Ademas, el CDMAB de 1la presente invencidén puede
usarse en el laboratorioc para investigacidn gracias a su
capacidad para identificar su antigeno objetivo.

Para que la invencién descrita en la presente pueda
entenderse méas completamente, se muestra la siguiente
descripcién.

La presente invencién proporciona CDMAB (es decir,
IDAC 141204-01 CDMAB, un anticuerpo humanizado del anticuerpo
monoclonal aislado producido por el hibridoma depositado en
la IDAC con el numero de registro 141204-01, un anticuerpo
gquimérico del anticuerpo monoclonal aislado producido por el
hibridoma depositado en la IDAC con el numero de registro
141204-01, fragmentos de wunién a antigeno o ligandos de
anticuerpo de los mismos) que reconocen especificamente y se
unen al antigeno IDAC 141204-01.

El CDMAB del anticuerpo monoclonal aislado
producido por el hibridoma depositado en la IDAC con el
numero de registro 141204-01 puede estar en cualquier forma
siempre y cuando tenga una regién de unidén a antigeno que
inhiba competitivamente la unién inmunoespecifica del
anticuerpo monoclonal aislado producido por el hibridoma IDAC
141204-01 a su antigeno objetivo. De esta manera, cualquier
proteina recombinante (por ejemplo, proteinas de fusidén en
las que el anticuerpo se combine con una segunda proteina tal

como una linfocina o un factor de crecimiento inhibidor de
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tumor) que tenga la misma especificidad de unién que el
anticuerpo IDAC 141204-01 estad dentro del alcance de esta
invencién.

En una modalidad de la invencién, el CDMAB es el
anticuerpo IDAC 141204-01.

En otras modalidades, el CDMAB es un fragmento de
unién a antigeno que puede ser una molécula Fv (tal como una
molécula Fv de cadena individual), una molécula Fab, una
molécula Fab’, una molécula F(ab’)2, una proteina de fusiédn,
un anticuerpo biespecifico, un hetercanticuerpo o cualquier
molécula recombinante que tenga la regidén de unidén a antigeno
del anticuerpo IDAC 141204-01. E1 CDMAB de la invencidén estéa
dirigido al epitopo al <cual se dirige el anticuerpo
monoclonal IDAC 141204-01.

El CDMAB de la invencién puede modificarse, es
decir, mediante modificaciones de amino&cido dentro de 1la
molécula, para producir asi moléculas derivadas. También
puede ser posible la modificacidén quimica. La modificacidn
por mutacién directa, métodos de maduracidén por afinidad,
despliegue de fagos o reclasificacién de cadena también puede
ser posible.

La afinidad y especificidad pueden modificarse o
mejorarse al mutar residuos de CDR y/o de fenilalanina
triptéfano (FW) vy tamizando para los sitios de unidén a

antigeno que tengan las <caracteristicas deseadas (por
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ejemplo, Yang et al., J. Mol. Biol., (1995) 254392-403). Una
forma es la de aleatorizar residuos o combinaciones de
residuos individuales de tal manera que en una poblacién de
sitios de wunién a antigeno de otra manera idénticos,
subconjuntos de dos a veinte aminoacidos se encuentren en
posiciones particulares. Como alternativa, las mutaciones
pueden ser inducidas sobre una gama de residuos mediante
métodos de PCR propensos a error (por ejemplo, Hawkins et
al., J. Mol. Biol. (1992) 226 889-96). En otro ejemplo,
vectores de desplieque de fagos que contengan genes de la
regién variable de la cadena pesada y ligera pueden
propagarse en cepas mutantes de E. coli (por ejemplo, Low et
al, J Mol. Biol., (1996) 250:359-68). Estos métodos de
mutagénesis son ilustrativos de los muchos métodos conocidos
por alguien de capacidad en la técnica.

Otra manera de incrementar la afinidad de 1los
anticuerpos de la presente invencidén es la de llevar a cabo
depuracién de cadena, en donde las cadenas pesada o ligera
son apareadas aleatoriamente con otras cadenas pesadas ©O
ligeras para preparar un anticuerpo con afinidad mas alta.
Las diferentes CDRs de los anticuerpos también pueden ser
depuradas con las CDRs correspondientes en otros anticuerpos.

Las moléculas derivadas pueden conservar la
propiedad funcional del ©polipéptido, en particular, la

molécula que tenga estas sustituciones permitird ain la unidn
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del polipéptido al antigenc IDAC 141204-01 o porciones del
mismo.

Estas sustituciones de amincacido incluyen, pero no
necesariamente esté&n limitadas a, sustituciones de aminoécido
conocidas en la técnica como “conservadoras”.

Por ejemplo, un principio bien establecido de
quimica de ©proteinas es que cilertas sustituciones de
aminocacido, tituladas “sustituciones de aminoacido
conservadoras’”, frecuentemente pueden hacerse en una proteina
sin alterar ya sea la conformacién o 1la funcién de la
proteina.

Estos cambios incluyen sustituir cualquiera de
isoleucina (I), valina (V) y leucina (L) por cualquiera otros
de estos aminoacidos hidréfobos; 4&cido aspéartico (D) por
acido glutamico (E) y Vviceversa; glutamina (Q) para
asparagina (N) y viceversa y serina (S) por treonina (T) vy
viceversa. Otras sustituciones también pueden considerarse
conservadoras, dependiendo del ambiente del aminodcido
particular y su papel en la estructura tridimensional de la
proteina. Por ejemplo, glicina (G) y alanina {RA)
frecuentemente pueden ser intercambiables, al igual que
alanina y valina (V). Metionina (M), la cual es relativamente
hidréfoba, frecuentemente puede intercambiarse con leucina e
isoleucina, y algunas veces con valina. Lisina (K) y arginina

(R} frecuentemente son intercambiables en ubicaciones en las
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cuales la caracteristica significativa del residuo de
aminodcido es su carga y los pKs diferentes de estos dos

residuos de aminoadcido no son significativos. Otros cambios

mas pueden considerarse “conservadores” en ambientes
particulares.
Ejemplo 1

Produccién de hibridoma — Linea de células de hibridoma

AR40A746.2.3

La linea de células de hibridoma AR40A746.2.3 se
deposité, de acuerdo con el tratado de Budapest, ante la
Autoridad Depositaria Internacional de Canada (IDAC), Bureau
of Microbiology, Health Canada, 1015 Arlington Street,
Winnipeg, Manitoba, Canada, R3E 3R2, el 14 de diciembre de
2004, con el numero de registro 141204-01. De acuerdo con 37
CFR 1.808, los depositantes aseguran gue todas las
restricciones impuestas en la disponibilidad al publico de
los materiales depositados serdn retiradas irrevocablemente
después de la concesién de la patente. El depdsito sera
reemplazado si el depositario no puede ofrecer muestras
viables.

Para producir el hibridoma gue produzca el
anticuerpo anticancer BAR40A746.2.3, una sola suspension
celular de tejido de tumor de adenocarcinoma de proéstata

congelado (Genomics Collaborative, Cambridge, MA) se prepard
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en PBS. El adyuvante IMMUNEASY™ (Qiagen, Venlo, Netherlands)
se prepard para usarse por mezcla suave. Ratones BALB/c de
cinco a siete semanas fueron inmunizados al 1inyectar
subcutdneamente 2 millones de células en 50 microlitros del
antigeno-adyuvante. Antigeno-adyuvante recién preparado se
usod para reforzar los ratones inmunizados
intraperitonealmente, dos y tres semanas después de la
inmunizacién inicial, con 2 millones de células en 50
microlitros. Se usdé un bazo para fusidén de tres dias después
de la ultima inmunizacién. Los hibridomas se prepararon al
fusionar los esplenocitos aislados con socios de mieloma NSO-
1. Los sobrenadantes de las fusiones se probaron a partir de
subclones de los hibridomas.

Para determinar si los anticuerpos secretados por
las células de hibridoma son del isotipo IgG o IgM, se emplea
un ensayo ELISA. 100 microlitros/pocillo de anti-ratdn IgG +
IgM (H+L) de cabra bajo una concentracién de 2.4
microgramos/mL en regulador de pH de recubrimiento (regulador
de pH de carbonato/bicarbonato 0.1 M, pH 9.2-9.6) a 4°C se
afladié a las placas de ELISA durante la noche. Las placas se
lavaron tres veces en regulador de pH de lavado (PBS + 0.05%
de Tween). 100 microlitros/pocillo de regulador de pH de
bloqueo (5% de leche en regulador de pH de lavado) se
afiadieron a la placa durante 1 hora a temperatura ambiente vy

después se lavaron tres veces en regulador de pH de lavado.
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Se afadieron 100 microlitros/pocillo de sobrenadante de
hibridoma y la placa se incubd durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las placas se lavaron 3 veces con regulador de pH
de lavado y una dilucidén 1/100,000 ya sea de conjugado de IgG
o IgM de anti-ratén de cabra de peroxidasa de rébano (diluido
en PBS que contenia 1% de leche), 100 microlitros/pocillo,
fueron afadidos. Después de incubar la placa durante 1 hora a
temperatura ambiente la placa se lavé 3 veces con regulador
de pH de lavado. Se incubaron 100 microlitros/pocillo de
solucién TMB durante 3 minutos a temperatura ambiente. La
reaccién de color se terminé al afiadir 50 microlitos/pocillo
de H,S04 2M y la placa se leyd a 450 nm con un lector de placa
Perkin-Elmer HTS7000. Como se indica en la figura 1, el
hibridoma AR40A746.2.3 secretd principalmente anticuerpos del
iéotipo IgG.

Para determinar la subclase de anticuerpo secretada
por las células de hibridoma, se llevdé a cabo un experimento
de isotipificacién usando un Equipo de Isotipificacién de
Anticuerpos Monoclonales de Ratdén (HyCult Biotechnology,
Frontstraat, Los Paises Bajos). Se afiadieron 500 microlitros
de solucién reguladora de pH a la tira de prueba que contenia
anticuerpos especificos de subclase anti-ratdén de rata. Se
afiadieron 500 microlitros de sobrenadante de hibridoma a tubo
de ensayo, y se sumergieron mediante agitacidén suave. Las

inmunoglobulinas de ratdn capturadas se detectaron
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directamente por un segundo anticuerpo monoclonal de rata que
es acoplado a particulas coloides. La combinacién de estas
dos proteinas crea una sefial visual usada para analizar el
isotipo. El anticuerpo anticédncer AR40A746.2.3 es del isotipo
kappa de IgGl.

Después de una ronda de dilucién 1limitante,
sobrenadantes de hibridoma se probaron para anticuerpos que
se unieron a células objetivo en un ensayo de ELISA celular.
Dos lineas de células de cancer de prdéstata humano y 1 linea
de células de piel no cancerosas humanas fueron probadas: PC-
3, LnCap y CCD-27sk respectivamente. Todas las 1lineas de
células se obtuvieron de la Coleccidn Americana de Equipos de
Tejidos (ATCC, Manassas, VA). Las células plaqueadas fueron
fijadas antes de usar. Las placas se lavaron tres veces con
PBS que contenia MgCl, y CaCl, a temperatura ambiente. Se
afiadieron 100 microlitros paraformaldehido al 2% diluido en
PBS a cada pocillo durante 10 minutos a temperatura ambiente
y luego se descartaron. Las placas se lavaron de nuevo con
PBS que contenia MgCl, y CaCl, tres veces a temperatura
ambiente. El bloqueo se llevd a cabo con 100
microlitros/pocillo de 5% de leche en regulador de pH de
lavado (PBS + 0.05% de Tween) durantevl hora a temperatura
ambiente. Las placas se lavaron tres veces con regulador de
pH de lavado y el sobrenadante de hibridomas se anadié a 100

microlitros/pocillo durante 1 ahora a temperatura ambiente.
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Las placas se lavaron 3 veces con regulador de pH de lavado y
se anadieron 100 microlitros/pocillo de una dilucién 1/25,000
de anticuerpo IgG anti-ratdén de cabra conjugado a peroxidasa
de rédbano (diluido en PBS que contenia 1% de leche). Después
de una hora de incubacidén a temperatura ambiente las placas
fueron lavadas 3 veces con regulador de pH de lavado y 100
microlitros/pocillo de substrato TMB se incubaron durante 1-3
minutos a temperatura ambiente. La reacciédn se concluyd con
100 microlitros/pocillo de H;SO4 2M y la placa se leyd a 450
nm con un lector de placa Perkin-Elmer HTS7000. Los
resultados tabulados en la figura 1 se expresaron como el
numero de veces sobre el fondo en comparacidn con un control
de isotipo de IgG en casa que habia mostrado previamente no
unirse a las lineas de células probadas. Los anticuerpos para
el hibridoma AR40A746.2.3 mostraron unién a las lineas de
células cancerosas de proéstata PC-3 y LnCap sin unidn
detectable a la linea de células dérmicas no cancerosas CCD-
27sk.

En conjunto con pruebas para unidén a anticuerpos,
el efecto citotdxico de los sobrenadantes de hibridomas
(citotoxicidad inducida por anticuerpos) se probd en las
lineas de células: PC-3, LnCap y CCD-27sk. Calceina AM se
obtuvo de Molecular Probes (Eugene, OR) y el ensayo se llevd
a cabo como se detalla abajo. Las células fueron plagueadas

antes del ensayo a la densidad adecuada predeterminada.
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Después de dos dias, 100 microlitros de sobrenadante de las
placas de microtitulacidén de hibridoma se transfirieron a las
placas de células y se incubaron en una incubadora de CO; al
5% durante 5 dias. Los pocillos que sirvieron como los
controles positivos fueron aspirados hasta que fueran
vaciados y 100 microlitros de azida de sodio (NaN3, .01%,
Sigma, Oakville, ON) o cicloheximida (CHX, 0.5 micromolar,
Sigma, Oakville, ON) disueltos en medio de cultivo, fueron
afiadidos. Después de 5 dias de tratamiento, las placas fueron
vaciadas entonces en invertirlas y secarlas por golpeteo.
DPBS a temperatura ambiente (solucidén salina de pH regulado
con fosfato de Dulbecco) que contenia MgCl, y CaCl, se colocd
en cada pocillo de una botella de opresién de canales
maltiples, se incliné 3 veces, se vacidé mediante inversidn y
luego se secd por golpeteo. 50 microlitros del colorante de
calceina fluorescente diluido en DPBS que contenia MgCl; vy
CaCl, se afladieron a cada pocillo y se incubaron a 37°C en
una incubadora de CO, al 5% durante 30 minutos. Las placas se
leyeron en un lector de placa de fluorescencia Perkin-Elmer
HTS7000 y los datos se analizaron en Microsoft Excel. Los
resultados se tabulan en 1la figura 1. Sobrenadante del
hibridoma AR40A746.2.3 produjo citotoxicidad especifica de 8%
en las células cancerosas de prdéstata LnCap. Esto fue 12 vy
14% de la citotoxicidad obtenida con los controles positivos

azida de sodio y cicloheximida en las células de cancer de
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préstata LnCap, respectivamente.

Resultados de 1la figura 1 demuestran gque 1los
efectos citotdéxicos de AR40A746.2.3 se correlacionan con los
niveles de unién de los tipos de células cancerosas. La unidn
detectable mds fuerte fue a las células de cancer de préstata
LnCap y similarmente la citotoxicidad més alta detectable fue
también en las células de cancer de prbéstata LnCap. Comoc se
tabula en la figura 1, AR40A746.2.3 no produjo citotoxicidad
en la linea de células dérmicas humanas no cancerosas CCD-
27sk. Los agentes citotéxicos no especificos conocidos
cicloheximida y NaN3 produjeron generalmente citotoxicidad

como se esperaba .

Ejemplo 2

Unién in vitro

Anticuerpo monoclonal AR40A746.2.3 se produjo al
cultivar el hibridoma en matraces CL-1000 (BD Biosciences,
Oakville, ON) con recolecciones y resiembra ocurriendo dos
veces/semana. Los procedimientos de purificacién de
anticuerpos estandares con Protein G Sepharose 4 Fast Flow
(Amersham Biosciences, Baie d'Urfe, QC) fueron seguidos. Esta
dentro del alcance de esta invencidén wutilizar anticuerpo
monoclonales que son desinmunizados, humanizados, quiméricos

O murinos.

La unién de AR40A746.2.3 a lineas de células de
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cancer de colon (DLD-I, HT-29, Lovo y SW1l1ll6), péancreas
(BxPC-3), seno (MDA-MB-231 y MCF-7), prdéstata (PC-3and DU-
145), ovario (OVCAR-3) y melanoma (A2058, A375, WM9, WM35,
WwM164, WM451, WM537, WMB852, WM983, WM1205 y WM1232), y no
cancerosas de piel (CCD-27sk) y pulmén (Hs888.Lu) se evalud
mediante <citometria de flujo (FACS). Todas las lineas
celulares se obtuvieron de la Coleccidén Americana de Tipos de
Tejidos (ATCC, Manassas, VA) excepto las lineas de células de
melanoma WM9, WM35, WM 164, WwWM451, WM537, WM852, WMO983, WM
1205 y WM 1232 que se obtuvieron de Dr. David Hogg
(University of Toronto, Toronto, Canada).

Se prepararon células para FACS al lavar
inicialmente la monocapa de células con DPBS (sin Ca™ vy
Mg**). Regulador de pH de disociacién de células (Invitrogen,
Burlington, ON) se usdé después para desprender las células de
sus placas de cultivo de <células a 37°C. Después de
centrifugacién y coleccidén, las células fueron resuspendidas
en DPBS que contenia MgCl,, CaCl,; y 2% de suero bovino fetal a
4°C (medio de tincidén) y se Juntaron, se alicuotas hasta
densidad celular adecuada, se centrifugaron para sedimentar
las células y resuspender en medio de tincién a 4°C en
presencia del anticuerpo de prueba (AR40A746.2.3) o
anticuerpos de control (control de isotipo, anti-EGFR). El
control de isotipo y anticuerpo de prueba se evaluaron a 20

microgramos/mL mientras que anti-EGFR se evaludé a 5
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microgramos/mlL. en hielo durante 30 minutos. Antes de 1la
adicién de anticuerpo secundario conjugado a Alexa Fluor 546
las células fueron lavadas una vez con medio de tincidn. El
anticuerpo conjugado a Alexa Fluor 546 en medio de tincidn se
afiadié después durante 30 minutos a 4°C. Las células se
lavaron después durante el tiempo final y se resuspendieron
en medio de fijacidén (medio de tincidén que contenia 1.5% de
paraformaldehido). La adquisicién citométrica de flujo de las
células se evalud al ejecutar las muestras en un FACSarray™
usando el FACSarray™ System Software (BD Biosciences,
Oakville, ON). La dispersidén hacia adelante (FSC) y lateral
(SSC) de 1las <células se establecieron al ajustar las
ganancias de voltaje y amplitud en los detectores FSC y SSC.
Los detectores para el canal de fluorescencia (Alexa-546) se
ajustaron al ejecutar las células no tefiidas de tal manera
que las células tuvieran un pico uniforme con una intensidad
de fluorescente media de aproximadamente 1-5 unidades. Para
cada muestra, aproximadamente 10,000 eventos regulados
(células fijas tefiidas) se adquirieron para el analisis y los
resultados se presentan en la figura 2.

La figura 2 presenta el incremento en veces Dpor
intensidad de fluorescencia media sobre el <control de
isotipo. Histogramas representativos de anticuerpos
AR40A746.2.3 fueron compilados para la figura 3. AR40A746.2.3

demostré fuerte unién a las lineas de células de cancer de
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colon DLD-I (50.5 veces), HT-29 (80.5 veces) y Lovo (31.6
veces), seno MCF-7 (107.4 veces), préostata PC-3 (37.8 veces)
y DU-145 (30.4 veces) y ovario OVCAR-3 (64.9 veces). También
hubo unidén a 1lineas de células de cancer humanc de colon
SW1llle (13.3 veces), pancreas BxPC-3 (18.4 veces), seno MDA-
MB- 231 (19.8 veces) y melanoma A2058 (2.7 veces), A375 (4.7
veces), WM9 (4.8 veces), WM35 (13.8 veces), WM164 (3.3
veces), WM451 (7.0 veces), WMb37 (2.6 veces), WM852 (4.2
veces), WM983 (3.9 veces) y WM 1232 (3.4 veces). Hubo una
unién detectable a células de piel no cancerosas humanas CCD-
27sk (8.7 veces) y pulmdén Hs888.Lu (20.5 veces). Tampoco hubo
unién detectable a la linea de células de cancer de melanoma
WM1205. Estos datos demuestran que AR40A746.2.3 se unid a
varias lineas de células cancerosas diferentes con niveles

variables de expresién de antigenos.

Ejemplo 3

Experimento de tumor in vivo con células de cancer

pancredtico BxPC-3 humano

En el ejemplo 1, AR40A746.2.3 demostrd
citotoxicidad contra células cancerosas humanas 1in vitro.
Para extender este descubrimiento a un modelo 1in vVivo,
AR40A746.2.3 se probd en un modelo de xenoinjerto de céancer
pancreatico BxPC-3 humanc. Con referencia a las figuras 4 y

5, ratones SCID hembra de 8 a 10 semanas de edad fueron
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implantados con 5 millones de células de céancer pancreatico
humano (BxPC-3) en 100 microlitros de solucién PBS inyectada
subcutdneamente en el pescuezo. Los ratones fueron divididos
aleatoriamente en 2 grupos de tratamiento de 5. El dia
después del implante, 20 mg/kg de anticuerpo de prueba
AR40A746.2.3 o control regulador de pH se administraron
intraperitonealmente a cada cohorte en un volumen de 300
microlitros después de una dilucién a partir de 1la
concentracién de abastecimiento con un diluyente que contenia
2.7 mM de KCl, 1 mM de KH,PO4, 137 mM de NaCl y 20 mM de
Na,HPO;. Las muestras de anticuerpo y de control fueron
después administradas una vez por semana durante la duracidn
del estudio. Se midié el crecimiento del tumor casi cada 7
dias con calibres. El estudio se completd después de 8 dosis
de anticuerpo. Se registraron ‘los pesos corporales de los
animales una vez por semana durante la duracién del estudio.
Al final de estudio todos los animales fueron sometidos a
eutanasia de acuerdo con los lineamientos de la CCAC.
AR40A746.2.3 redujo el crecimiento de tumor en el
modelo profiladctico in vivo BxPC-3 de cancer pancreatico
humano. El tratamiento con el anticuerpo Arius AR40A746.2.3
redujo significativamente el crecimiento de tumores BxPC-3 en
99.56 por ciento (p=<0.0001, prueba t), en comparacidédn con el
grupo tratado con regulador de pH, seguin se determindé el dia

55, 5 dias después de la uUltima dosis del anticuerpo (figura
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No hubo sefiales clinicas de toxicidad a lo largo
del estudio. El peso corporal medido a intervalos semanales
fue un sustituto para bienestar e incapacidad de desarrollo.
El peso corporal medio se incrementdé en todos los grupos
durante la duracién del estudio (figura 5). La ganancia de
peso media entre el dia 0 y dia 55 fue de 2.8 g (9.9 por
ciento) en el grupo de control y 3.0 g (15.3 por ciento) en
el grupo tratado con AR40A746.2.3. No hubo diferencias
significativas entre los grupos al final del periodo de
tratamiento.

En resumen, AR40A746.2.3 fue bien tolerado y redujo
la carga tumoral en este modelo de =xenoinjerto de cancer

pancreatico humano.

Ejemglo 4

Experimento de tumor in vivo con células de cancer

pancreatico BxPC-3 humano

En el ejemplo 3, AR40A746.2.3 demostré eficacia
contra modelo de céncer de xenoinjerto pancreatico
profildctico humano. Para extender este descubrimiento a un
modelo establecido, AR40A746.2.3 se probd en un modelo de
xenoinjerto de céncer pancreatico BxPC-3 humano establecido.
Con referencia a las figuras 6 y 7, ratones SCID hembra de 8

a 10 semanas de edad fueron implantados con 5 millones de
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células de <céncer pancreadtico humano (BxPC-3) en 100
microlitros de solucién PBS inyectada subcutdneamente en el
pescuezo de cada ratén. Los ratones fueron divididos
aleatoriamente en 2 grupos de tratamiento de 8 cuando el
volumen de tumor de ratdn promedio alcanzd aproximadamente 83
mm®. E1 dia 31 después de la implantacién, 20 mg/kg de
anticuerpo de prueba AR40A746.2.3 o control regulador de pH
se administraron intraperitonealmente a cada cohorte en un
volumen de 300 microlitros después de una dilucién a partir
de la concentracién de abastecimiento con un diluyente que
contenia 2.7 mM de KCl, 1 mM de KH;PO4, 137 mM de NaCl y 20 mM
de Na;HPO,. Las muestras de anticuerpo y de control fueron
después administradas tres veces a la semana durante
alrededor de tres semanas. Se mididé el crecimiento del tumor
1 vez a la semana con calibres. El tratamiento se completd
después de 10 dosis de anticuerpo. Se registraron los pesos
corporales de los animales al mismo tiempo que la medicidn
del tumor. Todos los animales fueron sometidos a eutanasia de
acuerdo con los lineamientos de la CCAC al final de estudio
una vez que hubleron alcanzado el parametro.

AR40A746.2.3 demostrd inhibicién significativamente
de crecimiento de tumor en el modelo establecido in vivo
BxPC-3 de cancer pancredtico humano. El1 tratamiento con
anticuerpo Arius AR40A746.2.3 redujo el <crecimiento de

tumores BxPC-3 en 70.14 por ciento (p=0.00001, prueba t), en
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comparacién con el grupo tratado con regulador de pH, segun
se determind el dia 58, 6 dias después de la ultima dosis del
anticuerpo t(figura 6).

No hubo sefiales clinicas de toxicidad a lo largo
del estudio. El peso corporal medido a intervalos semanales
fue un sustituto para bienestar e incapacidad de desarrocllo.
El peso corporal medio permanecidé casi 1igual en todos 1los
grupos durante la duracidén del estudiov(figura 7). No hubo
diferencias significativas entre los grupos durante el
periodo de tratamiento.

En resumen, AR40A746.2.3 fue bien tolerado e
inhibié significativamente el crecimiento de tumor enAmodelo

de xenoinjerto de cancer pancredtico humano establecido.

Ejemplo 5

Experimento de tumor in vivo con células de cancer de seno

MDA-~MB-231 humano

En los ejemplos 3 vy 4, AR40A746.2.3 demostrd
eficacia contra modelos de céancer de xenoinjerto pancreatico
humano. Para extender este descubrimiento a un modelo de
cancer de seno, se probd AR40A746.2.3 en un modelo de
xenoinjerto de cancer de seno MDA-MB-31 humano establecido.
Con referencia a las figuras 8 y 9, ratones SCID hembra de 8
a 10 semanas de edad, fueron implantados con 5 millones de

células <cancerosas de seno humano (MDA-MB-231) en 100
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microlitros de solucidén PBS inyectados subcuténeamente en el
pescuezo de <cada ratdn. Los ratones fueron divididos
aleatoriamente en 2 grupos de tratamiento de 10 cuando el
volumen de tumor de ratdn promedio alcanzd aproximadamente
100 mm®. El dia 59 después de la implantacién, 20 mg/kg de
anticuerpo de prueba AR40A746.2.3 o control de regulador de
pH se administraron intraperitonealmente a cada cohorte en un
volumen de 300 microlitros después de dilucidédn a partir de la
concentracién de abastecimiento con un diluyente que contenia
2.7 mM de KCl, 1 mM de KHyPO4, 137 mM de NaCl y 20 mM de
Na,HPO;. Las muestras de anticuerpo y control fueron después
administradas tres veces por semana durante alrededor de 3
semanas. Se mididé el crecimiento del tumor una vez por semana
con calibres. El tratamiento se completd después de 10 dosis
de anticuerpo. Los pesos corporales de los animales fueron
registrados al mismo tiempo que las mediciones de tumor.
Todos los animales fueron sometidos a eutanasia de acuerdo
con los lineamientos del Consejo Canadiense sobre el Cuidado
de Animales (CCAC) al final del estudio una vez que habian
alcanzado el parémetro.

AR40A746.2.3 demostrd inhibicidén de crecimiento de
tumor en el modelo establecido in vivo MDA-MB-231 de cancer
de seno humano. El tratamiento con anticuerpo ARIUS
AR40A746.2.3 redujo el crecimiento de tumores MDA-MB-231 en

42.67 por ciento (p<0.08, prueba t), en comparacién con el
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grupo tratado con regulador de pH, segun se determind el dia
90, 10 dias después de la ultima dosis de anticuerpo. (figura
8) .

No hubo sefiales clinicas de toxicidad obvias a 1lo
largo del estudio. El peso corporal medido a intervalos
semanales fue un sustituto para bienestar e incapacidad de
desarrollo. El peso corporal medio se incrementd en todos los
grupos durante la duracidén del estudio (figura 9). La
ganancia de peso promedio entre el dia 59 y dia 90 fue 1.64 g
(7.0 por ciento) en el grupo de control y 0.17 g (0.8 por
ciento) en el grupo tratado con AR40A746.2.3. No hubo
diferencias significativas entre los grupos durante el
periodo de tratamiento.

En resumen, AR40A746.2.3 fue bien tolerado e
inhibidé el crecimiento de tumor en este modelo de xenoinjerto
de cancer de seno humano. AR40A746.2.3 ha demostrado eficacia
contra tres indicaciones ded4d céncer humano diferentes:
prostata, pancredtico y seno. Beneficios del tratamiento se
observaron en varios modelos bien reconocidos de enfermedad
de céancer humana sugiriendo Dbeneficios farmacoldgicos vy
farmacéuticos de este anticuerpo para terapia en otros
mamiferos, incluyendo el hombre. En total, estos datos
demuestran que el antigeno AR40A746.2.3 es un antigeno
asociado a cancer y es expresado en células de cancer humano,

Yy es un objetivo para cancer patoldégicamente relevante.
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Ejemplo 6

Experimento de tumor in vivo con células de cancer

pancreatico BxPC-3 humano

En los ejemplos 3 vy 4, AR40A746.2.3 demostrd
eficacia en un modelo de =xenoinjerto de céncer pancreatico
humano BxPC-3 tanto profilactico como establecido. Para
determinar los niveles de dosis efectivos, AR40A746.2.3 se
probdé en un modelo BxPC-3 establecido a varias dosis. Con
referencia a las figuras 10 y 11, ratones SCID hembra de 8 a
10 semanas de edad, fueron implantados con 5 millones de
células de <céncer pancreatico humano (BxPC-3) en 100
microlitros de solucidén PBS inyectada subcutdneamente en el
pescuezo de cada ratédn. Los ratones fueron divididos
aleatoriamente en 5 grupos de tratamiento de 9 cuando el
volumen de tumor de ratdén promedio alcanzd aproximadamente 83
mm®. El dia 30 después de la implantacién, 20, 10, 5 6 2
mg/kg de anticuerpo de prueba AR40A746.2.3 o control de
regulador de pH se administraron intraperitonealmente a cada
cohorte en un volumen de 300 microlitros después de una
dilucién a partir de la concentracidén de abastecimiento con
un diluyente que contenia 2.7 mM de KCl, 1 mM de KH,PO,, 137
mM de NaCl y 20 mM de NaHPO,. Las muestras de anticuerpo y
control fueron después administradas tres veces por semana

durante alrededor de 3 semanas. Se mididé el crecimiento del

tumor una vez cada semana con calibres. El tratamiento se
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completd después de 10 dosis de anticuerpo. Los pesos
corporales de los animales se registraron al mismo tiempo que
la medicidén del tumor. Todos los animales fueron sometidos a
eutanasia de acuerdo con los lineamientos de la CCAC al final
del estudio una vez que habian alcanzado el parametro.

AR40A746.2.3 demostrdé inhibicidén dependiente de
dosis de crecimiento de tumor en el modelo establecido in
vivo de céancer pancredtico humano. El1 tratamiento con
anticuerpo ARIUS AR40A746.2.3 a dosis de 20, 10, 5 6 2 mg/kg
redujo el crecimiento de tumores BxPC-3 en 64.7 por ciento
(p<0.0003, prueba t), 69.9 por ciento (p<0.0001, prueba t),
63.7 por ciento (p<0.0003, prueba t) o 42.0 por ciento
(p<0.0074, prueba t), en comparacidn con el grupo tratado con
regulador de pH, segin se determindé el dia 61, 10 dias
después de la ultima dosis de anticuerpo (Figura 10).
Inhibicién méxima se obtuvo a las dosis de 20, 10 y 5 mg/kg.

No hubo sefiales clinicas de toxicidad obvias a 1o
largo del estudio. El peso corporal medido a intervalos
semanales fue un sustituto para bienestar e incapacidad de
desarrollo. El peso corporal medio permanecid igual en todos
los grupos durante la duracidén del estudio (figura 11). No
hubo diferencias significativas entre los grupos durante el
periodo de tratamiento.

En resumen, AR40A746.2.3 fue Dbien tolerado e

inhibié significativamente, a todas las dosis probadas, el
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crecimiento de tumor de una manera dependiente de dosis en
este modelo de xenoinjerto de céancer de pancredtico humano
establecido. En total, estos datos demuestran qgue
AR40A746.2.3 es efectivo en el tratamiento de cancer humano

de una manera dependiente de dosis.

Ejemplo 7

Experimento de tumor in vivo con células de cancer

pancreatico BxPC-3 humanas

En los ejemplos 3, 4, 5 y 6, AR40A746.2.3 demostrd
eficacia como un anticuerpo entero. Para determinar si la
eficacia podria mantenerse como un fragmento de anticuerpo,
AR40A746.2.3 y F(ab’), de AR40A746.2.3 se probaron en un
modelo de  xenoinjerto pancredtico  BxPC-3 establecido.
AR40A746.2.3 se produjo y se purificdé como se delinea en el
ejemplo 2. AR40A746.2.3 purificado se cortd subsecuentemente
por digestidén <con pepsina y/o ficina para producir la
molécula F(ab’),. La separacién de los fragmentos se llevd a
cabo wusando unidades centrifugas Amicon de exclusién de
tamario (50,000 kDa de 1limite de ©peso molecular) vy/o
cromatografia de proteina A.

Con referencia a las figuras 12 y 13, ratones SCID
hembra de 8 a 10 semanas de edad fueron implantados con cinco
millones de células de cancer pancreatico humano (BxPC-3) en

100 microlitros de solucién PBS inyectada subcuténeamente en
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el pescuezo. Los ratones fueron divididos aleatoriamente en
tres grupos de tratamiento de nueve cuando el volumen tumoral
de ratén promedio alcanzé aproximadamente 100 mm’. E1l dia 43
después de la implantacién, 0 mg/kg de anticuerpo de prueba
AR40A746.2.3 o control con regulador de pH se administraron
intraperitonealmente a cada cohorte en un volumen de 300 pl
después de una dilucién a partir de la concentracidn de
abastecimiento con un diluyente que contenia 2.7 mM de KC1l, 1
mM de KH;PO4, 137 mM de NaCl y 20 mM de NayHPO4, tres veces
por semana para un total de 10 dosis. 13.3 mg/kg de F{(ab’);
de AR40A746.2.3 se administraron diariamente
intraperitonealmente para un total de 19 dosis. Se midié el
crecimiento de tumor aproximadamente <cada 7 dias con
calibres. Los pesos corporales de los animales se registraron
al mismo tiempo que la medicién del tumor. Todos los animales
fueron sometidos a eutanasia de acuerdo con los lineamientos
de CCAC al final del estudio una vez gque hubieron alcanzado
el parémetro.

Tanto AR40A746.2.3 como F{(ab’), de AR40A746.2.3
redujeron crecimiento de tumor en el modelo establecido in
vivo de BxPC-3 de céncer pancredtico humano. Los tratamientos
con el anticuerpo Arius AR40A746.2.3 y F(ab'); de
AR40A746.2.3 redujeron significativamente el crecimiento de
tumores BxPC-3 en 67.6 por ciento (p<0.0011, prueba t) y 51.7

por ciliento (p<0.0098, prueba t), respectivamente, en
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comparacidén con el grupo tratado con regulador de pH, como se
determina el dia 69, 5 dias después de la ultima dosis de
anticuerpo (figura 12).

No hubo sefiales clinicas de toxicidad a lo largo
del estudio. El peso corporal medido a intervalos semanales
fue un sustituto para bienestar y falla de desarrollo. El
peso corporal medio permanecid aproximadamente igual en todos
los grupos durante la duracién del estudio (figura 3). No
hubo diferencias significativas entre los grupos al final del
periodo de tratamiento.

En resumen, tanto AR40A746.2.3 como F(ab’), de
AR40A746.2.3 fueron bien tolerados \% redujeron
significativamente la carga tumoral en este modelo de

xenoinjerto de céancer pancredtico humano.

Ejemplo 8

Experimento de tumor in vivo con células de cancer

pancreatico BxPC-~3 humano

En los ejemplos 3, 4, 6 y 7, AR40A746.2.3 demostrd
actividad in vivo contra modelos de xenoinjerto de cancer
pancreatico humano. Para comparar esta actividad con el
agente quimioterapéutico quimicamente relevante, gemcitabina
y para determinar si la actividad del anticuerpo podria ser
incrementada en combinaciones de anticuerpo

quimioterapéuticos, AR40A746.2.3 vy gemcitabina se usaron
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solos y en combinacién en un modelo de xenoinjerto de cancer
pancredtico BxPC-3 humano establecido. Con referencia a las
figuras 14, 15, 16, 17 18 y 19, ratones atimicos hembra de 7
a 8 semanas de edad fueron implantados subcuténeamente con un
fragmento de tumor BxPC-3 (1 mm®; la linea de células de
cédncer pancredtico BxPC-3 se mantuvo en ratones desnudos
atimicos mediante pasaje en serie) en el flanco derecho. Los
tumores fueron monitoreados dos veces por semana y después
diariamente al acercarse sus volumenes a 80-120 mm’. El dia 1
del estudio, los animales fueron clasificados en 6 grupos de
tratamiento de 9-0 con tamafios de tumor de 62.5-126.0 mm’ y
con tamafios de tumor promedio de 86-87.3 mm?®. Todos los
agentes fueron administrados intraperitonealmente. El
anticuerpo de prueba AR40A746.2.3 a 20 mg/kg o control de
regulador de pH se administrd tres veces por semana durante
tres semanas y se administré a cada cohorte en un volumen de
200 microlitros después de la dilucidén a partir de la
concentracién de abastecimiento con un diluyente que contenia
2.7 mM de KCl, 1 mM de KHy;PO,, 137 mM de NaCl y 20 mM de
Na,HPO,;. Se dio gemcitabina una vez al dia los dias 1, 4, 7 y
10. Los ratones del grupo de control recibieron el regulador
de pH PBS, 3x/semana durante 3 semanas. Los grupos 2 y 3
recibieron monoterapias con gemcitabina a 160 y 80 mg/kg,
respectivamente. El grupo 4 recibié monoterapia con

AR40A746.2.3. E1l grupo 5 y 6 recibidé gemcitabina a 160 y 80
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mg/kg, respectivamente, en combinacién con AR40A746.2.3. El
crecimiento del tumor se midié una vez cada 3-4 dias con
calibres. El tratamiento se completd después de 9 dosis de
anticuerpo y 4 dosis de gemcitabina. El1 volumen de criterio
para el crecimiento de tumor fue 1000 mm®. Los resultados de
tratamiento de 1los grupos tratados con anticuerpo contra
tratados con vehiculo se presentaron como (i) retraso de
crecimiento de tumor porcentual (TGD), el cual se identifica
como el incremento porcentual en el tiempo medio para el
criterio (TTE), y (ii) dinhibicién de crecimiento de tumor
porcentual (TGI), que se define como la reduccidn en el
volumen de tumor medio. Los pesos corporales de los animales
se registraron al mismo tiempo que la medicidén del tumor.
Todos los animales fueron sometidos a eutanasia de acuerdo
con los lineamientos de CCAC al final del estudio una vez que
hubieron alcanzado el parametro.

La monoterapia con AR40A746.2.3 demostrdé cero por
ciento de TGD, pero produjo un sobreviviente de 72 dias con
un tumor de 80 mm’. La gemcitabina produjo 9 por ciento y
cero por ciento de TGD a 160 y 80 mg/kg, respectivamente, vy
no produjo sobrevivientes a 72 dias. Las combinaciones de
AR40A746.2.3 con 160 y 80 mg/kg de gemcitabina produjeron 9
por ciento y 22 por ciento de TGD, respectivamente. La
combinacién de alta dosis, sin embargo, produjo dos

sobrevivientes de 72 dias con un volumen de tumor medio de
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612 mm’. Asi como dos animales con valores TTE de mas de 58
dias. La combinacién de bajas dosis produjo un sobreviviente
con un volumen de tumor medio de 550 mm®, asi como un animal
con un TTE de 69.5 dias. Ningun tratamiento, de combinacidn
logrdé una actividad estadisticamente significativa debido, en
parte, a la velocidad de crecimiento de tumor variable en el
control de tumor tratado con vehiculo (figuras 14 y 15).

Ambas combinaciones inhibieron el crecimiento de
tumor medio a partir del dia 1 hasta el dia 13. El andlisis de
los volumenes de tumor el dia 13 indica que 160 y 80 mg/kg de
monoterapias de gemcitabina produjo un 27 por ciento y 56 por
ciento significativos de TGI (p<0.05, prueba U de Mann-
Whitney), en tanto que la monoterapia con AR40A746.2.3 demostrd
un insignificante 16 por ciento de TGI. AR40A746.2.3 a 20 mg/kg
en combinacién con 160 u 80 mg/kg de gemcitabina produjeron un
altamente significativo 53 por ciento y 56 por ciento de TGI
(p<0.001, prueba U de Mann-Whitney) (figuras 14 y 15).

No hubo seflales clinicas obvias de toxicidad a 1lo
largo del estudio. El1 peso corporal medido a intervalos
semanales fue un sustituto para bienestar e incapacidad de
desarrollo. Pérdidas de peso corporal medias de grupo maximo
insignificantes (<1 por ciento) ocurrieron en el grupo 2
(monoterapia con gemcitabina a 160 mg/kg) y grupo 5
(AR40A746.2.3 en combinacién con gemcitabina a 160 mg/kg). No

hubo diferencias significativas entre los grupos durante el
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periocdo de tratamiento (figuras 18 y 19).

En resumen, andlisis de clasificacidén logaritmica
de valores TTE indican que la monoterapia con AR40A746.2.3 o
gemcitabina o sus combinaciones produjeron actividades contra
xenoinjertos de cancer pancredtico BxPC-3. El1 dia 13, cada
anticuerpo o) quimioterapia o su combinacidn excepto
monoterapia con AR40A746.2.3, produjeron TGI estadisticamente
significativo. Los resultados demuestran una tendencia
dependiente de dosis hacia actividad terapéutica: 40 por
ciento y 20 por ciento de 1los animales tratados con las
combinaciones de 160 y 80 mg/kg de gemcitabina/ AR40A746.2.3,
respectivamente, experimentaron supervivencia prolongada
sustancialmente, mientras gque el porcentaje de los ratones
tratados con monoterapia que experimentaron supervivencia
prolongada sustancialmente fue de 11-12.5 por ciento (figuras

17 y 18).

Ejemplo 9

Experimento de tumor in vivo con células de cancer MDA-MB-231

humano
Con referencia a las figuras 20 y 21, ratones SCID
hembra de 8 a 10 semanas de edad fueron implantados con 5
millones de células de adenocarcinoma de seno humano (MDA-MB-
231) en 100 microlitros de solucidén  PBS, inyectadas

subcutédneamente en el flanco derecho de <cada ratédn. Los
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ratones fueron divididos aleatoriamente en dos grupos de
tratamiento de 10. Un dia después de la implantacién, 20
mg/kg de anticuerpo de prueba AR40A746.2.3 o control de
regulador de pH se administraron intraperitonealmente a cada
cohorte en un volumen de 300 microlitros, después de dilucidn
a partir de la concentracién de abastecimiento con una
solucién de regulador de pH PBS. Las muestras de anticuerpo
de control fueron después administradas una vez por semana
durante 7 semanas. Se midié el crecimiento de tumor una vez a
la semana con calibres. El tratamiento se completd después de
8 dosis de anticuerpo. Los pesos corporales de los animales
se registraron cuando los tumores se midieron durante la
duracién del estudio. Al final del estudio todos los animales
fueron sometidos a eutanasia de acuerdo con los lineamientos
de CCAC cuando alcanzaron el criterio.

AR40A746.2.3 inhibié significativamente crecimiento
de ‘tumor en el modelo profildctico in vivo MDA-MB-231 de
adenocarcinoma de seno humano. El tratamiento con el
anticuerpo ARIUS AR40A746.2.3 redujo el crecimiento de
tumores MDA-MB-231 en 80.6 por ciento (p<0.00001, prueba t)
en comparacién con el grupo tratado con regulador de pH, como
se determiné el dia 56, 6 dias después de que se administrd
la Gltima dosis de anticuerpo (figura 20).

No hubo sefiales clinicas obvias de toxicidad a 1lo

largo del estudio. El1 peso corporal medido a intervalos
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semanales fue sustituto para bienestar e insuficiencia de
desarrollo. El peso corporal promedio se incrementd en todos
los grupos durante la duracidédn del estudio (figura 21). E1
incremento de peso promedio entre el dia 0 y dia 56 fue +2.76
g (+13.6 por ciento) en el grupo de control y +2.59 (+12.6
por ciento) en el grupo tratado con AR40A746.2.3. No hubo
diferencias significativas entre grupos durante el periodo de
tratamiento.

En resumen, AR40A746.2.3 fue bien tolerado e
inhibié significativamente el crecimiento de tumor en este

modelo de xenoinjerto de adenocarcinoma de seno humano el dia

56.

Ejemplo 10

Tejidos normales humanos

Estudios de IHC se llevaron a cabo para
caracterizar la distribucién del antigeno AR40A746.2.3 en
tejidos normales humanos. Cincuenta y nueve tejidos normales
humanos representados en una disposicién de tejido (Imagenex,
San Diego, CA) fueron probados. Experimentos previos se
llevaron a cabo para optimizar las condiciones de unidén IHC
del anticuerpo. Secciones de tejido fueron desparafinizadas
por secar en un horno a 58°C durante 1 hora y se
desparafinizadon al sumergir en xileno 5 veces durante 4

minutos cada uno en frascos Coplin. Después del tratamiento a

través de una serie de lavados con etanol graduados (100 a 75.
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por ciento) las secciones fueron rehidratadas en agua. Los
portaobjetos fueron sumergidos en 10 mM de regulador de pH
citrato a pH 6 (Dako, Toronto, Ontario) después sometidos a
microondas a ajustes de potencia alta, media y baja durante 5
minutos cada uno y finalmente se sumergieron en PBS frio. Los
portaobjetos fueron después sumergidos en 3 por ciento de
solucién de peréxido de hidrdgeno durante 6 minutos, lavados
con PBS tres veces durante 5 minutos cada una, secados e
incubados con solucién de blogueo universal (Dako, Toronto,
Ontario) durante 5 minutos a temperatura ambiente.
AR40A746.2.3 o anticuerpo de control de isotipo (dirigido
hacia glucosa oxidasa de Asperillus niger, una enzima que ni
estd presente ni es inducida en tejidos de mamifero; Dako,
Toronto, Ontario) se diluyd en regulador de pH de dilucién de
anticuerpos (Dako, Toronto, Ontario) hasta su concentracidn
de trabajo 5 microgramos/mL por cada anticuerpo) y se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente en una camara
humidificada. Anti-actina de ratdén monoclonal (Dako, Toronto,
Ontario) se diluydé hasta su concentracién de trabajo de 2
microgramos/mL. Los portaobjetos se lavaron con PBS 3 veces
durante 5 minutos cada una. La inmunorreactividad de los
anticuerpos primarios se detecté/visualizd con anticuerpos
secundarios conjugados a HRP proporcionados por (Dako,
Envision System, Toronto, Ontario) durante 30 minutos a

temperatura ambiente. Después de esta etapa los portaobjetos
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fueron lavados con PBS 3 veces durante 5 minutos cada una y
una reaccidén de color se reveld al afiadir solucién de
substrato de <cromdégenc DAB (tetraclorhidrato de 3,3'-
diaminobencidina, Dako, Toronto, Ontario) para tincién con
inmunoperoxidasa durante 10 minutos a temperatura ambiente.
El lavado de los portaobjetos en agua de la llave terminé la
reaccién cromogénica. Después de la contratincidén con
hematoxilina de Meyer (Sigma Diagnostics, Oakville, Ontario),
los portaobjetos fueron deshidratados con etanoles graduados

(75 a 100 por ciento) y limpiados con xileno. Usando medio de

montaje (Dako Faramount, Toronto, Ontario), los portaobjetos
fueron tapados. Los portaobjetos fueron examinados
microscépicamente wusando un Axiovert 200 (Zeiss Canada,

Toronto, Ontario) e imdgenes digitales fueron adquiridas vy
almacenadas usando Northern Eclipse Imaging Software
(Mississaug, Ontario). Los resultados fueron leidos,
calificados e interpretados por un histopatdlogo.

La unién de AR40A746.2.3 a 59 muestras de tejido
normal humano se 1llevdé a cabo usando una disposicidén de
tejido normal humano (Imgenex, San Diego, CA). Las figuras
22A-22B resumen los resultados de la tincidén de AR40A746.2.3
de varios tejidos normales humanos. El anticuerpo
AR40A746.2.3 mostrd unién predominantemente a tejidos
epiteliales (figura 24, Panel B y D). Ademéds, se observd la

unién a tejidos de nervio conectivo, muscular y periférico.

{JLLCCO: 214621.00C v.1}

12



10

15

20

25

123

La localizacidn celular fue predominantemente membranosa. Se
observd tincidn citoplasmica en las células de algunos de los
tejidos. El anticuerpo de control positivo anti-actina mostrod
unidén especifica a tejidos musculares. El control negativo de
isotipo IgG no mostrd unidén a ninguno de los tejidos

probados.

Ejemplo 11

Tejidos de tumor humano

Se llevaron a cabo estudios IHC para caracterizar
la prevalencia del antigeno AR40A746.2.3 en canceres humanos.
Cincuenta y nueve tejidos de tumor humano de una disposicién
(Imgenex, San Diego, CA) y otros 12 tejidos de tumor y
tejidos normales representativos de otra disposicidén (Tri
Star, Rockville, MD) fueron probados. Se 1llevaron a cabo
experimentos previos para optimizar las condiciones de unidn
IHC del anticuerpo. Secciones de tejido fueron
desparafinizadas al secar en un horno a 85°C durante 1 hora y
se desparafinizaron al sumergir en xileno 5 veces durante 4
minutos cada uno en frascos Coplin. Después del tratamiento a
través de una serie de lavados con etanol graduado (100 a 75
por ciento), las secciones fueron rehidratadas en agua. Los
portaobjetos fueron sumergidos en 10 mM de regulador de pH de
citrato a pH 6 (Dako, Toronto, Ontario) después sometidos a

microondas en ajustes de potencia alto, medio y bajo durante
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5 minutos cada uno y finalmente sumergidos en PBS frio. Los
portaobjetos fueron después sumergidos en solucidén de
perdéxido de hidrdégeno al 3 por ciento durante 6 minutos,
lavados con PBS tres veces durante 5 minutos cada una,
secados e incubados con solucién de blogqueo Universal (Dako,
Toronto, Ontario) durante 5 minutos a temperatura ambiente.
AR40A746.2.3 o anticuerpo de control de isotipo (dirigido
hacia glucosa oxidasa de Aspergillus niger, una enzima gque ni
estd en presente ni es inducible en tejidos de mamifero;
Dako, Toronto, Ontario) fueron diluidos en regulador de pH de
dilucidén de anticuerpo (Dako, Toronto, Ontario) hasta su
concentracién de trabajo (5 microgramos/mL para cada
anticuerpo) e incubados durante 1 hora a temperatura ambiente
en una camara humidificada. La anti-accién se diluyd hasta
con su concentracién de trabajo de 2 microgramos/mL. Los
portaobjetos fueron lavados con PBS 3 veces durante 5 minutos
cada una. La inmunorreactividad de los anticuerpos primarios
se detectd/visualizd con anticuerpos secundarios conjugados
HRP suministrados ©por (Dako Envision System, Toronto,
Ontario) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después
de esta etapa los portaobjetos fueron lavados con PBS 3 veces
durante 5 minutos cada una y una reaccidén de color se
desarrolld al afiadir wuna solucidén de substrato cromdgeno
tetraclorhidrato de (3,3’ -diaminobencidina DAR, Dako,

Toronto, Ontario) para tincidén con inmunoperoxidasa durante
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10 minutos a temperatura ambiente. El1 lavado de los
portaobjetos en agua de la llave concluyd con la reaccidn
cromogénica. Después de la contratinciédn con hematoxilina de
Meyer (Sigma Diagnostics, Oakville, Ontario), los
portaobijetos fueron deshidratados con etanoles graduados (75
a 100 por ciento) y limpiados con xileno. Usando medios de
montaje (Dako Faramount, Toronto, Ontario) los portaobjetos
fueron tapados. Los portaobjetos fueron examinados
microscdpicamente usando un Axiovert 200 (Zeiss Canada,
Toronto, Ontario) vy las imagenes digitales adquiridas vy
almacenadas usando Northern Eclipse Imaging Software
(Mississauga, Ontario). Los resultados fueron leidos,
calificados e interpretados por un histopatélogo.

Las figuras 23A-23C resumen los resultados de 1la
unién del anticuerpo a varios tejidos tumorales humanos de
dos disposiciones de tejidos diferentes. Sesenta y seis
muestras de tumor fueron interpretables. Hubo una tincidn
moderada a fuerte de las células tumorales en 25/66 (38 por
ciento) de los tumores probados incluyendo; melanoma maligno,
carcinoma de células escamosas de varios dérganos (incluyendo
el esdfago), carcinoma de células transitorias del rindén vy
vejiga, carcinoma de células renales de rifién, adenocarcioma
de préstata,” glioblastoma multiforme de cerebro, carcinoma
folicular de tircides, <carcinoma endometrial vy carcinoma

gastrico metastasico a higado (figura 24, Panel A y C). La
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tincidén débil y equivoca se observd en 23/66 (35 por ciento)
de muestras de tejido de tumor probadas. La localizacidn
celular fue predominantemente nmembranosa, tinciédén
citoplésmica se observdé también en las células tumorales de
algunos de los tejidos. En los tejidos normales, el aticuerpo
mostrd unidén predominantemente tejidos epiteliales lo cual
coincide con los datos delineados en el ejemplo 9. No se
observd ninguna unidén a musculo esquelético o cerebro. No
hubo sobre-expresién del epitopo AR40A746.2.3 en tejidos de
tumor contra normales incluyendo el pulmbén y cerebro. EI1
aticuerpo de control ©positivo anti-actina mostrdé unidn
especifica a tejidos musculares. El control negativo de
isotipo IgG no mostrd unidn a niguno de los tejidos probados.
Estos resultados demuestran que el epitopo AR40A746.2.3 se
encuentra en células cancerosas y es sobre-expresado en

algunos tejidos de tumor.

Ejemplo 12

Tejido d tumor humano pancreatico

Se llevaron a cabo estudios IHC para caracterizar
mas la prevalencia del antigeno AR40A746.2.3 en canceres
pancreadticos humanos. Treinta vy tres tejidos de cancer
pancreatico % 4 tejidos pancreédticos no neopléasicos
representativos fueron probados de una microdisposicidén de

tejido humano (Petagen, ISU ABXIS Co, Seul, Corea del Sur).
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Las muestras de tejido canceroso estuvieron por duplicado
para cada caso. La puntuacidén final representa la intensidad
de tincién predominante mas alta de ambas muestras de tumor.
Se llevaron a cabo experimentos previos para optimizar las
condiciones de unidén IHC del anticuerpo. Secciones de tejido
fueron desparafinizadas al secar en un horno a 58°C durante 1
hora y desparafinizadas al sumergir en xileno 5 veces durante
4 minutos cada una en frascos Coplin. Después de tratamiento
a través de una serie de lavados con etanol graduado (10 a 75
por ciento), las secciones fueron rehidratadas en agua. Los
portaobjetos fueron sumergidos en 10 mM de regulador de pH de
citrato a pH 6 (Dako, Toronto, Ontario) después sometidas a
microondas a ajustes de potencia alto, medio y bajo durante 5
minutos cada uno y finalmente se sumergieron en PBS frio. Los
portaobjetos fueron después sumergidos en solucién de
perdéxido de hidrdégeno al 3 por ciento durante 6 minutos,
lavados con PBS tres veces durante 5 minutos cada una,
secados, incubados con solucidén de bloqueo Universal (Dako,
Toronto, Ontario) durante 5 minutos a temperatura ambiente.
AR40A746.2.3 o anticuerpo de control de isotipo (dirigido
hacia glucosa oxidasa de Aspergillus niger, una enzima que ni
estd presente ni es inducida en tejidos de mamifero; Dako,
Toronto, Ontario) se diluyd en regulador de pH de dilucién de
anticuerpo (Dako, Toronto, Ontario) hasta su concentracidn de

trabajo (5 microgramos/mlL para cada anticuerpo) y se incubd
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durante 1 hora a temperatura ambiente en una céamara
humidificada. Anti-actina se diluyd hasta su concentracién de
trabajo de 2 micromgramos/mL. Los portaobjetos fueron lavados
con PBS 3 veces durante 5 minutos cada una. La
inmunorreactividad de los anticuerpos primarios se
detectd/visualizd en anticuerpos secundarios conjugados a HRP
como fueron suministrados (Dako Envision System, Toronto,
Ontario) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después
de esta etapa los portaobjetos fueron lavados con PBS 3 veces
durante 5 minutos cada una y una reaccidén de color se reveld
al afadir una solucién de substrato crombégena de DAB
(tetraclorhidrato de 3,3’'-diaminobencidina, Dako, Toronto,
Ontario) para tincidén con inmunoperoxidasa durante 10 minutos
a temperatura ambiente. El lavado de los portaobjetos en agua
de la llave concluyd la reaccidédn cromogénica. Después de la
contratincién con hematoxilina de Meyer (Sigma Diagnostics,
Oakville, Ontario), los portaobjetos fueron deshidratados con
etanoles graduados (75 a 100 por ciento) y aclarados con
xileno. Usando medios de montaje (Dako Faramount, Toronto,
Ontario los portaobjetos fueron tapados. Los portaobjetos
fueron examinados microscépicamente usando un Axiovert 200
(Zeiss Canadé, Toronto, Ontario) e imégenes digitales se
adquirieron y almacenaron usando Northern Eclipse Imaging
Software (Mississauga, Ontario). Los resultados fueron

leidos, calificados e interpretados por un histopatélogo.
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La figura 25 resume los resultados de la unién del
anticuerpo a canceres pancredticos en una disposicidén de
tejido. Treinta y un muestras de tejido de tumor pancreatico
(incluyendo 29 adenocarcinomas y dos carcinomas endocrino) vy
4 muestras de tejido normal fueron interpretables. En total,
hubo una tincidén moderada fuerte de las células de tumor en
1131 (36 por ciento) y equivoca a débil en 12/31 (39 por
clento) de los tejidos de tumor probados. Para lo
adenocarcinomas, hubo una tincidén moderada a fuerte de las
células de tumor en 929 (31 por ciento) y equivoca a débil en
12/29 (41 por ciento) de los tejidos de tumor probados. Para
tumores endocrinos, hubo una tincién moderada a fuerte en
ambas muestras probadas (2/2). Hubo una tendencia hacia unidn
més alta con grados histoldgicos més altos (G2-3, G3 y G4. No
hubo correlacién obvia de la unidén de anticuerpo con etapas
de tumor TNM. La ubicacién celular fue predominantemente
membranosa, tincién citoplésmica también se observd en
células de tumor de algunos de los tejidos probados.

En los 4 tejidos pancredticos no neopléasicos
probados, hubo tincién moderada a fuerte en 1/4 (25 por
ciento) y equivoca a débil en 3/4 (75 por ciento de los
tejidos de tumor probados. La unién fue predominantemente a
tejidos epiteliales. El anticuerpo de control positivo anti-
actina mostré unién especifica a tejidos musculares. E1

control negativo de isotipo IgG no mostrd unidén a ninguno de
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los tejidos probados. Al comparar la intensidad de la unidn
de AR40A746.2.3 a canceres pancreaticos \Y% tejidos
pancreadticos no neoplasicos, hubo sobre-expresidn del epitopo
marcado por AR40A746.2.3 en tejidos pancreaticos humanos
neopléasicos (figura 26A) contra noc neoplédsicos (figura 26B).
Estos resultados demuestran que el epitopo reconocido por
AR40A746.2.3 es expresado en cénceres pancreaticos y es

sobre-expresado en tejido pancreatico de tumor contra normal.

Ejemplo 13

Reactividad cruzada a tejidos normales humanos y de otras

esEecies

Se llevaron a cabo estudios IHC para evaluar 1la
reactividad cruzada de AR40A746.2.3 a tejidos de especies no
humanas para de esta manera encontrar modelos de toxicologia
preclinica adecuados. Todos los teijidos usados fueron
incrustados en parafina fija en formalina. La unidén de
AR40A746.2.3 a 8 tejidos normales de macaco y rhesus
(Biochain, CA, E.U.A.) y 10 tejidos normales de conejo, rata,
ratén y borrego (Zymed laboratorios, Inc, CA, E.U.A.) se
llevdé a cabo usado microdisposiciones tisulares. Se llevaron
a cabo experimentos previos para optimizar las condiciones de
unién IHC del anticuerpo. Secciones de tejido fueron
desparafinizadas al secar en un horno a 58°C durante 1 hora y

desparafinizadas al sumergir en xileno 5 veces durante 4
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minutos cada uno en frascos Coplin. Después de tratamiento a
través de una serie de lavados con etanol graduado (100 a 75
por ciento) las secciones fueron rehidratadas en agua. Los
portaobjetos fueron sumergidos en 10 mM de regulador de pH de
citrato a pH 6 (Dako, Toronto, Ontario) después sometidos a
microondas a ajustes de potencia alto, medio y bajo durante 5
minutos cada uno y finalmente sumergidos en PBS frio. Los
portaobjetos fueron después sumergidos en solucién de
peréxido de hidrdégeno al 3 por ciento durante 6 minutos,
lavados con PBS tres veces durante 5 minutos cada una,
secados e incubados con solucidén de bloqueo universal (Dako,
Toroto, Ontario) durante 5 minutos a temperatura ambiente.
AR40A746.2.3, anti-actina de ratdédn monoclonal (Dako, Toronto,
Ontario) o aticuerpo de control de isotipo (dirigido hacia
glucosa oxidasa de Aspergillus niger, una enzima que ni esté
presente ni es inducible en tejidos de mamifero; Dako,
Toroto, Ontario) se diluyd en regulador de pH de dilucidn de
anticuerpo (Dako, Toroto, Ontario) hasta su concentracién de
trabajo (5 microgramos/mL) excepto anti-actina la cual se
diluyé a 2 microgramos/mL y se incubdé durante 1 hora a
temperatura ambiente en una camara humidificada. Los
portacbjetos fueron lavados con PBS 3 veces duranté 5 minutos
cada una. La inmunorreactividad de los anticuerpos primarios
se detectd/visualizd con anticuerpos secundarios conjugados a

HRP proporcionados (Dako Envision System, Toronto, Ontario)
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durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de esta
etapa los portaobjetos se lavaron con PBS tres veces durante
5 minutos cada una y una reaccién de color se reveld al
afiadir solucién de substrato crombégeno de DABA
(tetraclorhidrato de 3,3’-diaminobencidina, Dako, Toronto,
Ontario) para tincién con inmunoperoxidasa durante 10 minutos
a temperatura ambiente. El1 lavado de los portaobjetos en agua
de la llave concluydé la reaccidédn cromogénica. Después de la
contratincién con hematoxilina de Meyer (Sigma Diagnostics,
Oakville, Ontario), los portaobjetos fueron deshidratados con
etanoles graduados (75 a 100 por ciento) y aclarados con
xileno. Usando medios de montaje (Dakb Faramount, Toronto,
Ontario) los portaobjetos fueron tapados. Los portaobjetos se
examinaron microscédpicamente usando un Axiovert 200 (Zeiss
Canadé, Toronto, Ontario) y las imédgenes digitales se
adquirieron y almacenaron usando Northern Eclipse Imaging
software (Mississauga, Ontario). Los resultados fueron
leidos, calificados e interpretados por un histopatédlogo.
Algunos de los tejidos no fueron representativos y
en consecuencia no estuvieron incluidos en la interpretacién
final. La figura 27 presenta un resumen de los resultados de
la unién de AR40A746.2.3 a tejidos normales de macaco,
rhesus, conejo, ratdén, rata y borrego en comparacién con la
unién del anticuerpo a tejidos normales humanos probados

previamente (ejemplo 9). El anticuerpo AR40A746.2.3 mostrd
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unidén predominantemente a los tejidos epiteliales, células
inflamatorias y tejidos neurales de humano (figura 28Aa),
macaco {28B), mono rhesus (28C) y conejo (28D). No se observd
unién a los tejidos de ratdn, rata o borrego. El anticuerpo
de control positivo ati-ctina mostrdé unidén especifica a
tejidos musculares. El1 control negativo de isotipo IgG no
mostrd unidén a ninguno de los tejidos interpretados.
AR40A746.2.3 por lo tanto reacciona en forma cruzada con los
tejidos normales de macaco, mono rhesus y conejo de una

manera similar a los tejidos normales humanos.

EjemElo 14

Identificacién de antigeno unido por AR40A746.2.3

1. Inmunoprecipitacién

La identificacidén del antigeno para AR40A746.2.3 se
llevé a cabo al aislar el 1ligando cognado a través de
inmunoprecipitacién de lisado solubilizado a partir de
células BxPC-3. Cien microlitros de Protein G Dynabeads
(Invitrogen, Burlington, Ontario) se lavaron 3 veces con 1 mL
de regulador de pH de fosfato de sodio 0.1 M pH 6.0. Cien
microgramos de AR40A746.2.3 en un volumen total de 100
microlitros de fosfato de sodio 0.1 M pH 6.0 se afiadieron a
las esferas lavadas. La mezcla se incubd durante 1 hora con
mezclado de extremo a extremo. El anticuerpo no unido se

removidé y las esferas recubiertas con AR40A746.2.3 se lavaron
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tres veces con 0.5 mL de fosfato de sodio 0.1 M pH 7.4 que
contenia 0.1 por ciento de Tween 20. Las esferas recubiertas
con AR40A746.2.3 se lavaron 2 veces con 1 mL de
trietanolamina 0.2 M, pH 8.2. AR40A746.2.3 se reticuld
gquimicamente a las esferas al afiadir 1 mL de
dimetilpimelimidato 0.2 M recién preparado en trietanolamina
0.2 M, pH 8.2 y se incubdé con mezclado de extremo a extremo
durante 30 minutos. La reaccidén se detuvo al incubar las
esferas con 1 mL de Tris 0.05 M, pH 7.5 durante 15 minutos
con mezclado giratorio. Las esferas - reticuladas a
AR40A746.2.3 fueron pre-eluidas mediante incubacién con
citrato 0.1 M, pH 3.0 durante 3 minutos seguido por 3 lavados
en PBS 0.1 M que contenia 0.1 por ciento de Tween 20. Un
segundo conjunto de esferas reticuladas a anticuerpo se
prepard de la misma manera que la descrita usando un
anticuerpo IgGl de ratdén (clon 1B7.11, purificado en casa) a
trinitrofenol, el cual se usd como un control de isotipo de
IgGl negativo.

Las esferas reticuladas a AR40A746.2.3 fueron
bloqueadas al incubar en 0.1 por ciento de BSA en fosfato de
sodio 0.1 M, pH 7.4 con mezcla giratoria durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Las esferas se lavaron 3 veces con
fosfato de sodio 0.1 M, pH 7.4. Cinco miligramos de una
preparacidén de lisado de células BxPC-3 se incubdé con las

esferas reticuladas a AR40A746.2.3 con mezclado giratorio
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durante 2 horas a temperatura ambiente. Las esferas unidas a
inmunocomplejo se lavaron una vez con 1 mL de 1 mM de KH,PO4,
10 mM de Na,HPO4, 137 mM de NaCl y 2.7 mM de KCl que contenia
0.1 por ciento de Triton X-100 seguidos por un segundo lavado
con 1 mL de 1 mM de KH;PO4, 10 mM de NaHPO,;, 637 mM de NaCl y
2.7 mM de KCl que contenia 0.1 por ciento de Triton X-100
durante 5 minutos con mezclado de extremo a extremo, seguido
por un lavado final con 1 mL de 1 mM de KH,PO,, 10 mM de
NaHPO4, 137 mM de NaCl y 2.7 mM de KCl que contenia 0.1 por
ciento de Triton X-100. Catorce microlitros de regulador de
pH de muestra SDS-PAGE no reductor se afadieron a las esferas
unidas al inmunocomplejo lavadas y la muestra se hirvié durante
5 minutos. El sobrenadante que contenia los inmunocomplejos
disociados se retird y se colocd en un tubo microcentrifugo que
contenia 1 microlitro de 2-mercaptoetanol. Las esferas
reticuladas al control de isotipo IgGl (clon 1B7.11) fueron
incubadas con preparacién de lisado de BxPC-3 y se procesaron
de la misma manera que las esferas AR40A746.2.3.

La proteina inmunoprecipitada con AR40A746.2.3 se
cargd en un solo pocillo de un gel de poliacrilamida al 12
por ciento Jjunto con el inmunoprecipitado generado a partir
del control de isotipo IgGl (clon 1B7.11). Una muestra de
marcadores de peso molecular MagicMark (Invitrogen,
Burlington, Ontario) se cargdé en un carril de referencia. El

gel de poliacrilamida gue contenia las muestras de
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inmunoprecipitado se sometidé a electroforesis a 150 V durante
aproximadamente 70 minutos. El gel fue tefdido durante
alrededor de 17 horas con tincidén de proteina Coloidal Azul
(Invitrogen, Burlington, Ontario), de acuerdo <con las
direcciones del fabricante. En la figura 29 se presenta una
fotografia del gel tefiido. Hubo una banda presente en el
inmunoprecipitado de AR40A746.2.3 a aproximadamente 25 kDa
que no estuvo presente en el inmunoprecipitado del control de
isotipo IgGl. En consecuencia, el &rea del gel que contenia
la banda de 25 kDa del inmunoprecipitado de AR40A746.2.3 se
extirpé usando una pipeta Pasteur de vidrio, Jjunto con el
area correspondiente en el carril que contenia el
inmunoprecipitado de control de isotipo IgGl (clon 1B7.11).

2. Espectrometria de masas

Las piezas de gel extirpadas fueron sujetas a
digestién con tripsina. Brevemente, las piezas de gel fueron
destefiidas y deshidratadas en tubos microcentrifugos al
llevar a cabo 2 lavados usando 50 por ciento de metanol, 10
por ciento de &acido acético durante 30 minutos cada uno con
agitacidén, seguido por incubacién con 50 por ciento de
acetonitrilo, bicarbonato de amonio 0.1 M durante 1 hora con
agitacién. Cien por ciento de acetonitrilo se afiadidé a las
muestras y se 1incubd durante 15 minutos con agitacidén. Se
retir6 todo el liquido y las ©piezas de gel fueron

deshidratadas completamente por incubacién a 75°C durante 10
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minutos con las partes superiores de los tubos
microcentrifugos dejadas abiertas. Se llevd a cabo digestién
con tripsina al incubar las piezas de gel deshidratadas con
10 microlitros de 0.01 mg/mL de tripsina activada recién
preparada (Pierce, Rockford, IL) durante 15 minutos, seguida
por la adicién de bicarbonato de amonio 25 mM. Las muestras
fueron incubadas durante aproximadamente 13 horas a 37°C. Se
aplico un microlitro de cada muestra (que contenia péptidos
que resultaron de la digestidén con tripsina) a un punto en un
chip H4 (Ciphergen Biosystems, Fremont, CA) y se dejaron
secar. La mitad de un microlitro de 20 por ciento de alfa-
ciano-4-hidroxi-cindmico saturado en 0.5 por ciento de &cido
trifluoroacético, 50 por ciento de acetonitrilo se aplicdé dos
veces a cada punto. Los espectros para cada muestra se
obtuvieron en un espectrémetro de masas PBS-IIc (Ciphergen
Biosystems, Fremont, CA). Una perspectiva general de los
espectros obtenidos para cada muestra se muestra en la figura
30. Los espectros fueron escaneados visualmente y los picos
especificos para la digestién de AR40A746.2.3 comparados con
la digestidén del control de isotipo IgGl (clon 1B7.11) fueron
marcados. Diez picos distintos fueron identificados en la
digestidén del inmunoprecipitado de AR40A746.2.3 que no
estuvieron presentes en la digestién del control de isotipo
IgGl. Para identificar de manera precisa la proteina

inmunoprecipitada por AR40A746.2.3, se llevd a cabo
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espectrometria de masas en téndem en uno de los péptidos
presentes en la digestidédn de triptico de AR40A746.2.3. Un
segundo chip H4 se prepard de la misma manera que la descrita
arriba y un péptido de 1570 Da presente en la digestién de
AR40A746.2.3 se analizé mediante disociacién inducida por
colisién usando un espectrdémetro de masas en tandem Q-ToF
para generar asi la secuencia de aminodcido de ese péptido.
La secuencia de aminodcidos determinada para el péptido de
1570 Da se escruté usando una base de datos de mapeo de
péptidos Mascot (Matrix Science Ltd, Londres, Reino Unido).
Una concidencia de alta confianza con CD9 humana se regresd
de la base de datos.

3. Confirmacién de identidad del antigeno

La confirmacién de CD9 como el antigeno objetivo de
AR40A746.2.3 se llevd a cabo al llevar a cabo
inmunoprecipitaciones cruzadas para determinar si un
anticuerpo anti-CDS9 conocido reaccionaria con la proteina
inmunoprecipitada por AR40A746.2.3 y viceversa. Esferas
reticuladas a anticuerpos e inmunoprecipitados se prepararon
de la misma manera que la descrita usando los anticuerpos
AR40A746.2.3, control de isotipo de IgGl (clon 1B7.11) 3%
anti-CD9 (clon MEM-61; Abcam, Cambridge, MA) . E1l
inmunoprecipitado de AR40A746.2.3, inmunoprecipitado de anti-
CDS (clon MEM-61), inmunoprecipitado de control de isotipo de

IgGl (clon 1B7.11) y 1lisado de BxPC-3 fueron separados
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mediante SDS-PAGE en trece geles de poliacrilamida al 12 por
ciento replicados. Se 1llevdé a cabo electroforesis como se
describidé arriba. Las proteinas fueron transferidas del gel a
membranas de PVDF {(Millipore, Billerica, MA) mediante
electroblotting durante 16 horas a 40 V. Después de la
transferencia, las membranas fueron bloqueadas con 5 por
ciento de leche en polvo descremada en TBST durante 2 horas.
Las membranas fueron sondeadas ya sea con AR40A746.2.3,
control de isotipo IgGl (clon 1B7.11) o anti-CD9 (clon MEM-
61) diluido en 3 por ciento de leche en polvo descremada en
TBST a una concentracién de 5 microgramos/mL durante 2 horas.
Después de lavar 3 veces con TBST durante 10 minutos cada
una, las membranas se incubaron con IgG anti-ratén de cabra
(Fc) conjugado HRP durante 1 hora. Esta incubacién fue
seguida por lavado 3 veces con TBST durante 10 minutos cada
uno, seguido por incubacién con solucién ECL durante 5
minutos. Las membranas fueron expuestas a pelicula, vy la
pelicula se reveld. Los resultados de los Western Blots de
inmunoprecipitacién cruzada se muestran en la figura 31.
Cuando AR40A746.2.3 se usdé como anticuerpo primario en el
Western Blot (Panel A) reacciondé fuertemente a su auto-
inmunoprecipitado, asi como el inmunoprecipitado de anti-CD9
(clon MEM-61) y lisado de BxPC-3. También parece haber una
banda a aproximadamente 25 kDa en el inmunoprecipitado de

control de isotipo de IgGl (clon 1B7.11). Sin embargo, esto
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es muy probablemente no especifico dado que se observa a
través de todos los carriles, incluyendo los estandares de
peso molecular. Cuando se usdé anti-CD9 (clon MEM-61) como un
anticuerpo primario en el Western Blot (Panel B), reacciond
fuertemente con AR40A746.2.3, asi como se detectd una banda a
aproximadamente 25 kDa en su auto-inmunoprecipitado y en el
lisado BxPC-3. El Western Blot sondeado con control de
isotipo IgGl (clon 1B7.11; Panel C) tuvo reactividad en
regiones de alto peso molecular que correspondian a tamarios
de fragmentos de anticuerpo contaminantes en los
inmunoprecipitados, mientras que no hubo reactividad en la
regién de 25 kDa en ninguna muestra. Los resultados de los
Western Blots de inmunoprecipitacién cruzada demuestras que
la proteina inmunoprecipitada AR40A746.2.3 y reconocida por
anticuerpo anti-CD9 (clon MEM-61), y que el inmunoprecipitado
de anti-CD9 (clon MEM-61) se reconoce por AR40A746.2.3.

La identificaciédn espectroscédpica de masas
combinada con la confirmacién usando un anticuerpo comercial

conocido demuestra que el antigeno para AR40A746.2.3 es CD9.

Ejemplo 15

Secuencia de murino de AR40A746.2.3

1.0 Clonacién de genes de regibén variable en

vectores de secuenciacién

Los genes que codifican para las regiones variables
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de las cadenas tanto pesada como ligera fueron clonados por
separado en el vector de secuenciacidén comercial pCR2.1
(Invitrogen, Burlington, Ontario).

1.1 Aislamiento de ARNm

Acido ribonucleico total (ARN) fue aislado de un
vial de células de hibridoma AR40A746.2.3 de Banco de Células
Maestro congeladas wusando Absolutely RNA® Miniprep kit
(Stratagene, La Jolla, CA). El ARN se almacend a -80°C hasta
que se requirid para uso adicional.

1.2 RT-PCR y amplificacién de genes de regién

variablé

Reacciones separadas se llevaron a cabo para
amplificar las regiones variables de la cadena ligera vy
pesada. La reaccidédn en cadena de la polimerasa de
transfectasa inversa (RT-PCR) sintetizé acido desoxinucleico
complementario (ADNc) de la plantilla de ARN total, y luego
amplificd especificamente el gen seleccionado.

Para las cadenas tanto ligera como pesada, un
microgramo del ARN total se combindé con microlitro de
trifosfatos de desoxirribonucledétido 10 milimolar (dNTP), vy
0.2 microlitros de cebador 10 micromolar. Cebador RT ligero

(Arius CODE:01g-06-118; figura 32) se usé para la reaccién de

la cadena ligera y cebador nMulIgGVh3’-2 (Arius CODE:olg—O6?

98, figura 32) se usdé para la reaccién de la cadena pesada.

Las mezclas se incubaron a 65°C durante 5 minutos, y luego se
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enfriaron en hielo durante 1 minuto. Reacciones de ADNc de
primera hebra se prepararon usando SuperScript III™ FT-PCR
System (Invitrogen, Burlington, Ontario).

Para amplificar la regidén variable de 1la cadena
ligera o cadena pesada, cada reaccién de PCR contenia 2
microlitros de ADNc de primera hebra preparado a partir de la
reacciédn de RT-PCR, 5 microlitros de regulador de pH 10X HI-
FI PCR (Invitrogen, Burlington, Ontario), 1.0 microlitro de
dNTPs 25 micromolar (Bio Basic Inc., Markham, Ontario), 1
microlitro de cebador hacia adelante 10 micromolar, 1
microlitro de cebador hacia atrids 10 micromolar, 0.2
microlitros de ADN Polimerasa Taq Platinum HI-FI (Invitrogen,
Burlington, Ontario) y 39.6 microlitros de agua.

Para la PCR de cadena ligera, el cebador inverso
fue ya sea cebador de Luz RT (Arius CODE:0lg-06-118; Figura
32) o nMuIgKVL3’'-1 (Arius CODE:o0lg-06-115; figura 32) y el
cebador hacia adelante fue uno de los cebadores nMuIgKVL5’-F3
(Arius CODE:0lg-06-109, figura 32), 402746Vk-15F (Arius
CODE:01g-06-219; figura 32).

Para amplificar la regidén variable de 1la cadena
pesada, el cebador hacia atrds fue el cebador nMulgGVh3’-2
(Arius CDE:01g-06-98, figura 32) y el cebador hacia adelante
fue uno de los cebadores nMuIgVh5’-F3 (Arius CODE:0lg-06-95,
figura 32), 402746Vh-26F (Arius CODE:0lg-06-217; figura 32) o

40%746Vh-8F (Arius CODE:0lg-06-218; figura 32).
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Todas 1las reacciones de PCR se incubaron en un
termociclizador durante 2 minutos a 95°C, seguido por 30
ciclos de 95°C durante 30 segundos, 55°C durante 2 minutos y
68°C durante 1 minuto y 1 incubacién final de 68°C durante 7
minutos. Las reacciones se almacenaron a 4°C hasta que se
requirieran. Diez microlitros de cada reaccién se corrieron
en un gel de agarosa al 1.2 por ciento y s visualizaron con
bromuro de etidio bajo luz ultravioleta.

Los productos de PCR de las reacciones de la cadena
ligera y pesada amplificadas se purificaron usando el kit de
Purificacidén de PCR QiAquick (QIAGEN, Mississauga, Ontario).

1.3 Clonacidén en vectores de secuenciacién

Productos de PCR purificados de cadena ligera vy
pesada fueron clonados por separado en el vector pCR2.1
usando el kit TOPO TA Cloning® (Invitrogen, Burlington,
Ontario). Las reacciones contenian 4 microlitros de producto
de PCR purificado. Después de la ligacién, 3 microlitros se
transformaron en One Shot® MACH-1™-TI® E. coli (Invitrogen,
Burlington, Ontario). Cincuenta microlitros de las células
transformadas se plaquearon sobre placas de agar de caldo L
(LB) Lennox precalentadas (Sigma, Oakville, Ontario) que
contenian 50 microgramos/mL de ampicilina (Sigma, Oakville,
Ontario) y 40 microlitros de 40 mg/mL de 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-beta-D-galactopiranosida (X-gal, Caledon

Laboratories, Georgetown, Ontario) en N,N-dimetilformamida
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(Caledon Laboratories, Georgetown, Ontario). Las placas
fueron invertidas e incubadas a 37°C durante la noche.

Cuatro o mas colonias blancas individuales con ADN
recombinante de cada placa transformada se usaron para
inocular cultivos de 4 mililitros de caldo LB que contenian
50 microgramos por mililitro de ampicilina durante la noche a
37°C mientras se agitaba. Los pléasmidos se aislaron de estos
cultivos nocturnos usando el kit QIAprep Spin Microprep
(QIAGEN, Mississauga, Ontario). Los pléasmidos con cadena
ligera (MBPP 953, 954, 956, 960, 961, 963, 965-973) o
insertos de cadena pesada (MBPP 991-1002) fueron secuenciados
en Quintara (Berkeley, CA, E.U.A.). Los datos de
secuenciacién se analizaron wusando software Vector NTI
(Invitrogen, Burlington, Ontario) para obtener secuencias de
ADN y proteinas. Las secuencias de proteinas de las cadenas
ligera y pesada se dan como SEQ ID NO:8 y SEQ ID NO:7
respectivamente (figura 31). Las regiones de CDR vy la

numeracidédn de las secuencias se dan de acuerdo con Kabat.

Ejemplo 16

Aislamiento de aglutinantes competitivos

Dado un anticuerpo, alguien capacitado
ordinariamente en la técnica puede generar un CDMAB de
inhibicién competitiva, por ejemplo un anticuerpo

competente, el cual es uno que reconoce el mismo epitopo
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(Belanger L et al., Clinica Chimica Acta 48:15-18 (1973)).
Un método implica inmunizar con un inmundégeno que exprese el
antigeno reconocido por el anticuerpo. La muestra puede
incluir pero no estd limitada a tejidos, proteinas aisladas
o lineas de células. Los hibridomas resultantes pueden ser
tamizados usando un ensayo de competencia, el cual es uno
que identifique anticuerpos que inhiben la wunién del
anticuerpo de prueba, tal como ELISA, FACS o Western
Blotting. Otro método podria hacer uso de bibliotecas de
anticuerpos de despliegue de fagos y paneo pafa anticuerpos
dque reconozcan al menos un epitopo del antigeno (Rubinstein
JL et al Anal Biochem 314:294-300 (2003)). En cualquier
caso, se seleccionan anticuerpos con base en su capacidad
para desplazar la unién del anticuerpo marcado original a
por 1lo menos un epitopo de su antigeno objetivo. Estos
anticuerpos podrian poseer por lo tanto la caracteristica de
reconocer al menos un epitopo del antigeno como el

anticuerpo original.

Ejemplo 17

Clonacién de las regiones variables del anticuerpo monoclonal

AR40A746.2.3

Las secuencias de las regiones variables de las
cadenas pesada (Vy) y ligera (Vy) del anticuerpo monoclonal

producido por la linea de células de hibridoma AR40A746.2.3
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se determinaron previamente (como se describe en el ejemplo
14). Para generar IgG quimérica y humanizada, los dominios de
la cadena pesada variable y ligera variable pueden ser
subclonados en un vector adecuado para expresidn.

En otra modalidad, AR40A746.2.3 o su versién des-
inmunizada, quimérica o humanizada se produce al expresar un
dcido nucleico que codifique para el anticuerpo en un animal
transgénico, de tal forma que el anticuerpo sea expresado vy
pueda ser recuperado. Por ejemplo, el anticuerpo puede ser
expresado de una manera especifica de tejido que facilite la
recuperacién y purificacién. En una de estas modalidades, un
anticuerpo de la invencidén es expresado en las gléndulas
mamarias para secrecidn durante lactancia. Animales
transgénicos incluyen pero no estédn limitados a ratones,
cabras y conejos.

(1) Anticuerpo Monoclonal

ADN codificado para el anticuerpo monoclonal (como
el descrito en S.N. 11/709,676) es facilmente aislado vy
secuenciado usando procedimientos convencionales (por
ejemplo, usando sondas de oligonucledtidos que son capaces de
unirse especificamente a genes que codifican para las cadenas
pesada y ligera de los anticuerpos monoclonales). La célula
de hibridoma sirve como una fuente preferida de este ADN. Una
vez aislado, el ADN puede ser puesto en vectores de

expresién, los cuales son después transfectados en células
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hospederas tales como células de E. coli, células COS de
simio, células de ovario de hamster chino (CHO) o células de
mieloma gue de otra manera no producen proteina
inmunoglobulina, para obtener la sintesis de anticuerpos
monoclonales en las células hospederas recombinantes. E1 ADN
también puede ser modificado, por ejemplo, al sustituir la
secuencia de codificacién por los dominios constantes de las
cadenas pesada y ligera humanas en lugar de las secuencias de
murino homélogas. Los anticuerpos quiméricos o hibridos
también pueden prepararse in vitro usando métodos conocidos
en quimica de proteinas sintéticas, incluyendo aquellos que
incluyen agentes de reticulacién. Por ejemplo, se pueden
construir inmunotoxinas usando una reaccién de intercambio
disulfuro o al formar un enlace de tioéter. Ejemplos de
reactivos adecuados para este propdsito incluyen iminotiolato
de metil-4-mercaptobutirimidato.

(11) Anticuerpo Humanizado

Un anticuerpo humanizado tiene uno o més residuos
de aminoadcido introducidos en éste desde una ~fuente no
humana. Estos residuos de aminodcido no humanos comunmente
son conocidos como residuos de “importacién”, los cuales se
toman tipicamente de un dominio variable de “importacién”. La
humanizacién se puede llevar a cabo usando el método de
Winter y colaboradores al sustituir CDRs de roedor o

secuencias de CDR por las secuencias correspondientes de un
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anticuerpo humano (Jones et al., Nature 321:522-525 (1986);
Riechmann et al., Nature 332:323-327 (1988); Verhoeyen et al,
Science 239:1534-1536 (1988); revisado en Clark, Immunol,
Today 21:397-402 (2000)).

Un anticuerpo humanizado puede prepararse mediante
un proceso de anadlisis de las secuencias progenitoras vy
varios productos humanizados conceptuales wusando modelos
tridimensionales de las secuencias progenitoras 3%
humanizadas. Modelos de inmunoglobulina tridimensionales
estan disponibles comercialmente y son familiares para los
expertos en la técnica. Los programas de computadora estéan
disponibles e ilustran y presentan visualmente estructuras de
conformacién tridimensional ©probables de secuencias de
inmunoglobulina candidatas seleccionadas. La inspeccién de
estas presentaciones visuales ©permite el andlisis del
probable papel de los residuos en el funcionamiento de 1la
secuencia de inmunoglobulina candidata, es decir, el analisis
de residuos que influencian la capacidad de la
inmunoglobulina candidata para unirse a su antigeno. De esta
manera, se pueden seleccionar residuos FR y combinarse a
partir de la secuencia de consenso e importacién de tal forma
que se logre la caracteristica de anticuerpo deseada, tal
como afinidad incrementada por los antigenos objetivo. En
general, los residuos CDR son directa y muy sustancialmente

implicados en influenciar la unién a antigeno.
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s



10

15

20

25

149

(iii) Fragmentos de Anticuerpo

Se han desarrollado varias técnicas ©para la
produccién de fragmentos de anticuerpo. Estos fragmentos
pueden producirse mediante células hospederas recombinantes
(revisado en Hudson, Curr. Opin. Immunol. 11:548-557 (1999);
Little et al., Immunol Today 21364-370 (2000)). Por ejemplo,
fragmentos Fab’-SH pueden recuperarse directamente de E. coli
y acoplarse quimicamente para formar fragmentos F(ab’),
(Carter et al., Biotechnology 10:163-167 (1992)). En otra
modalidad, el F(ab'), se forma usando 1la cremallera de
leucina GCN4 para promover el ensamble de la molécula
F(ab’),. De acuerdo con otro enfoque, fragmentos Fv, Fab o
F(ab’),; pueden también aislarse directamente del cultivo de

células hospederas recombinantes.

Ejemglo 18

Blots de perfilador de proteomas de cinasa intracelular

Para identificar moléculas de sefializacidén
intracelular afectadas por tratamiento con AR40A746.2.3,
lisados de células tratadas con AR40A746.2.3 se tamizaron
usando una disposicién de anticuerpos fosfo-MAPK humanos de
perfilador de proteomas (ARY002, R&D Systems Inc.
Minneapolis, MN).

Tratamiento y preparacién de células

Trabajo previo demostré eficacia in vivo de

{JLLCCO: 214621.DOC v.1}

13



10

15

20

25

150

AR40A746.2.3 en un modelo de xenoinjerto de cancer
pancredtico usando células BxPC-3 que crecieron en ratones
inmunodeficientes combinados severos (SCID). En consecuencia,
el tamizado para la activacién de moléculas de sefializacién
intracelular se llevd a cabo usando lineas de células BxPC-3.
Células BxPC-3 fueron cultivadas hasta casi confluencia,
lavadas con solucién salina de pH regulado con fosfato (PBS)
Yy luego ayunadas en suero y medio deficiente de suplemento
durante la noche a 37°C. Después de esto, se anadid
AR40A746.2.3 (20 microgramos/ml) o) 1B7.11 {IgG1l) (20
microgramos/ml) a las células y se dejé unir durante 20
minutos a 4°C. Las células fueron después estimuladas al
afadir suero bovino fetal (FBS, L-glutamina y piruvato de
sodio a las células para dar una concentracién final de 10
por ciento de FBS, 1 por ciento de L-glutamina y 1 por ciento
de piruvato de sodio. Las células fueron puestas en una
incubadora a 37°C y el lisado de células se recogidé 1 hora
después de la estimulacién. Los lisados fueron recogidos al
lavar las células dos veces con PBS y cosechar en regulador
de pH de 1lisis 6 (Parte No. 895561: disposicién de
anticuerpos ARY002 de R&D Systems). Las células fueron
resuspendidas por pipeteo, transferidas a un tubo
microcentrifugo de 1.5 ml y mezcladas por rotacién a 4°C
durante 30 minutos. Los lisados fueron después centrifugados

a 14,000 xg durante cinco minutos y el sobrenadante se
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transfirié a un tubo limpio. La concentracién de proteina se
determindé mediante ensayo de proteina de é&cido bicinconinico

(BCA) (Pierce, Rockford, IL).

Disposicidn de anticuerpos fosfo-MAPK humanos

Una disposicién de anticuerpos fosfo-MAPK humanos
se tamizé con lisados de células BxPC-3 de acuerdo con el
progocolo descrito por el fabricante (cuarta revisidn, mayo
de 2006, disposicidén de anticuerpos ARY002 de R&D Systems).
Brevemente, cada membrana del perfilador fosfo-MAPK humano se
prepararon al incubar en 1.5 ml de reglador de pH de ensayo 1
(Parte No. 895477: disposicién de anticuerpos ARY002 de R&D
Systems) durante 1 hora en un agitador de plataforma
oscilatoria. Para cada tratamiento, 200 microgramos de
proteina total se diluyeron con regulador de pH de lisis 6
para dar un volumen final de 250 microlitros y se mezcld con
1.25 ml de regulador de pH de ensayo 1. Esta mezcla se afadié
a las membranas perfiladoras preparadas y se incubdé a 4°C
durante la noche en un agitador de plataforma oscilatoria.
Cada membrana se lavd después tres veces en regulador de pH
de lavado 1X (diluido en agua destilada purificada a prtir de
un abastecimieto de 25X, (Parte no. 895003: disposicién de
anticuerpos ARY002 de R&D Systems)) y se incubdé durante 2
horas con 1.5 ml de coctel de anticuerpo de deteccién anti-
fosfo-MAPK (que contenia anticuerpos fosfo-especificos

biotinilados) (Parte no. 893051: disposicién de anticuerpos
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ARY(002 de R&D Systems) preparado en 1X de regulador de pH de
disposicién 2/3 (regulador de pH de disposicién 5X 2, parte
no. 895478: disposicién de anticuerpos ARY002 de R&D Systems;
regulador de pH de disposicién 3, parte no. 895008:
disposicién de anticuerpos ARY002 de R&D Systems). Las
membranas se lavaron 3 veces en 1X de regulador de pH de
lavado y se incubaron durante 30 minutos con 1.5 ml de
Streptavidin-HRP (parte no. 890803: disposicién de
anticuerpos ARY002 de R&D Systems) diluido 1:2000 en 1X de
regulador de pH 2/3. Las membranas se lavaron 3 veces en 1X
de regulador de pH de lavado y se expusieron a reactivos de
deteccidén Western ECL plus (GE Healthcare; Life Sciences,
Piscataway, NJ) para revelado. Las membranas se expusieron a
pelicula quimioluminiscente (Kodak, Cedex, Francia) y se
revelaron ﬁsando un procesador médico de rayos X. Los datos
de la disposicién fosfo-MAPK en peliculas de rayos X
reveladas fueron cuantificados al escanear la pelicula en un
escaner en modo de transmisién y analizar el archivo de
imagen de disposicién usando software de analisis de imagen J
(Image J 1.37v, ©NIH). Para cada cinasa, la densidad de
pixeles promedio para puntos duplicados correspondientes se
calculd y se restd de la sefial de fondo usando la densidad de
pixeles de un 4&rea transparente sobre la membrana. La
densidad de pixeles normalizada promedio de muestras tratadas

con AR40A746.2.3 se dividié entre la densidad de pixeles
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normalizada promedio de muestras tratadas con 1B7.11 para
cada objetivo de fosfo-proteina correspondiente para obtener
una relacidén de cambio relativo. La reduccién porcentual de
la senial de fosfo-proteina se determindé al restar la relaciédn
de cambio relativo de 1 y multiplicar por 100.

Los resultados de 1las membranas de disposicidn
fosfo-MAPK que muestran cambios en la intensidad de puntos
como una reduccidén porcentual con AR40A746.2.3 se muestran en
la figura 34. En comparacién con 1B7.11, AR40A746.2.3
suprimidé la fosforilacién de cinasa S ribosdémica de O kDa
(Rsk) (46.2 por ciento), glicdgeno sintasa cinasa 3 alfabeta
(Gsk3o./p 20.6 por ciento; Gsk3p 51.0 por ciento)),
Akt/proteina cinasa B (PKB) (Akt total Akt pan 21.6 por
ciento), Aktl/PKBalfa (17.1 por ciento), Akt2/PKBbeta 43. Por
ciento y Akt3/PKBgamma 49.0 por ciento)) y proteina de choque
térmico (HSP) 27 (49.4 por ciento) en células BxPC-3
estimuladas con suero y suplementos. Estas cinasas estan
implicadas en vias de sefializacién intracelular gque pueden
afectar la proliferacién celular, crecimiento 3%
supervivencia. Que AR40A746.2.3 puede reducir la
fosforilacién de estas cinasas después de la estimulacién por
suero y complementos sugiere que AR40A746.2.3 podria bloquear
crecimiento y supervivencia de células a través de estas
cinasas y sus vias de sefializacidén intracelular relacionadas.

Por 1o tanto, estos datos proporcionan direcciones
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potenciales hacia mecanismos de entendimiento de la accién
para AR40A746.2.3 a través de seflalizaciédn intracelular vy
para lildentificar marcadores o indicadores nuevos para medir

la actividad de AR40A746.2.3 y para seleccidén de pacientes.

EjemElo 19

Blots perfiladores de proteoma de tirosina cinasa receptora

Para identificar moléculas de sefializacidn
intracelular afectadas por tratamiento con AR40A746.2.3,
lisados de células tratadas con AR40A746.2.3 se tamizaron
usando una disposicién de anticuerpos fosfo-RTK humanos
perfiladores protedmicos (ARY0O01, R&D Systems Inc.,
Minneapolis, MN).

Tratamiento y preparacidn de células

Trabajo previo demostrdé eficacia in vivo de
AR40A746.2.3 en un modelo de xenoinjerto de cancer
pancreadtico usando células BxPC-3 cultivadas en ratones
inmunodeficiente combinados severos (SCID). En consecuencia,
el tamizado para la activacidén de moléculas de sefializacidn
intracelular se llevdé a cabo usando lineas de células BxPC-3.
Células BxPC-3 fueron cultivadas hasta casi confluencia,
lavadas con solucidén salina de pH regulado con fosfato (PBS)
y luego ayunadas en suero en medios deficientes de
complemento durante la noche a 37°C. Después de esto,

AR40A746.2.3 (20 microgramos/mL) o 1B7.11 (IgGl) (20
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microgramos/mL) se afiadieron a las células y se dejaron unir
durante 20 minutos a 4°C. Las células fueron después
estimuladas al afiadir suero bobino fetal (FBS), L-glutamina y
purivato de sodio a las células para dar una concentracidn
final de FBS, 1 por ciento de L-glutamina y 1 por ciento de
piruvato de sodio. Las células se pusieron en una incubadora
a 37°C y el lisado de células se recogié 15 minutos después
de la estimulacién. Los lisados se recogieron al lavar las
células dos veces con PBS y cosechar en regulador de pH de
lisis NP-40 (1 por ciento de NP-40, 20 mM de Tris-HCl (pH
8.0), 137 mM de NaCl, 10 por ciento de glicerol, 2 mM de
EDTA, 1 mM de ortovanadato de sodio, 10 microgramos/mL de
Aprotinina, 10 microgramos/mL de Leupeptina). Las células
fueron resuspendidas por pipeteo, transferidas a un tubo
microcentrifugo de 1.5 mL y mezcladas por rotacidén a 4°C
durante 30 minutos. Los lisados se centrifugaron a 14,000 xg
durante cinco minutos y el sobrenadante se transfiridé a un
tubo limpio. La concentracién de proteina se determind
mediante ensayo de proteinas de &cido bicinconinico (BCA)
(Pierce, Rockford, IL).

Disposicién de anticuerpos fosfo-RTK humanos

Una disposicién de anticuerpos fosfo-RTK humanos se
tamizé con lisados de células BxPC-3 de acuerdo con el
protocolo descrito por el fabricante (disposicidén de

anticuerpos ARY001 de R&D Systems). Brevemente, cada membrana
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de perfiladora fosfo-RTK humana se prepard al incubar en 1.5
mL de regulador de pH de ensayo 1 (Parte No. 895477:
disposicién de anticuerpos ARY00l1 de R&D Systems) durante 1
hora en un agitador de plataforma oscilatoria. Para cada
tratamiento, un volumen gque contenia 200 microgramos de
proteina total se diluydé hasta 1.5 mL con regulador de pH de
ensayo 1. Esta mezcla se afiadié a las membranas perfiladoras
preparadas e incubadas a 4°C durante la noche en un agitador
de plataforma oscilatoria. Cada membrana se lavd después 3
veces en regulador de pH de lavado 1X (diluido en agua
destilada purificada a partir de una solucién de
abastecimiento 25%, (Parte no. 895003 disposicién de
anticuerpos ARY001 de R&D Systems)) y se incubdé durante 2
horas con 1.5 mL de un anticuerpo de deteccidén anti-fosfo-
tirosina-HRP (Parte no. 841403: disposicién de anticuerpos
ARY001 de R&D Systems) preparado en 1X de regulador de pH de
disposicién 2 (5X de regulador de pH de disposicidén 2, parte
no. 895478: disposicién de anticuerpos ARY001l de Ré&D
Systems). Las membranas se lavaron 3 veces en 1X de regulador
de pH de lavado y se expusieron..a reactivos de deteccidn
Western ECL plus (GE Healthcare, Life Sciences, Piscataway,
NJ) para revelado. Las membranas se exXpusieron a pelicula
quimioluminiscente (Kodak, Cedex, Francia) y se revelaron
usando un procesador médico de rayos X. Los datos de la

disposicién fosfo-RTK en peliculas de rayos X reveladas
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fueron cuantificados al escanear la pelicula en un escéner en
modo de transmisidén y analizar el archivo de imagenes de
disposicién usando software de andlisis de imagen J (Image J
1.37v, NIH). Para cada RTK, la densidad de pixeles promedio
para puntos duplicados correspondientes se calculd y se restd
de la sefial de fondo usando la densidad de pixeles de un éarea
transparente sobre 1la membrana. La densidad de pixeles
normalizada promedio de muestras tratadas con AR40A746.2.3 se
dividié entre la densidad de pixeles normalizada promedio de
muestras tratadas con 1B7.11 para cada objetivo de fosfo-
proteina correspondiente para obtener una relacidén de cambio
relativo. La reduccién porcentual de la sefial de fosfo-
proteina se determindé al restar la relacién de cambio
relativo de 1 y multiplicar por 100.

Los resultados de las membranas de ensayo fosfo-RTK
que muestran cambios en ‘la intensidad de puntos como una
reduccién porcentual con AR40A746.2.3 se muestran en la
figura 35. En comparacién con 1B7.11, AR40A746.2.3 suprimid
la fosforilacién de ErbB3 (HER3) (28.3 por ciento), ErbB4
(HER4) (77.0 por ciento), receptores 1 y 3 de factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF) (FGF Rl (59.5 por ciento),
FGF R3 (84.7 por ciento)), receptor de factor de crecimiento
de hepatocitos (HGF) (MSP R) (39.5 por ciento), receptor del
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Flt 3)

(94.4 por ciento, c-RET (54.8 por ciento), Tie2/Tek (71.6
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por ciento) y receptor 3 de factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) (VEGF R3) (53.7 por ciento) en células BxPC-
3 estimuladas con suero y suplementos. Asimismo, el
tratamiento con AR40A746.2.3 incrementdé la fosforilacidn de
TrkA (31.6 por ciento) en relacidén al tratamiento con
isotipo solo. Estas RTKs estédn implicadas en vias de
seflalizacién intracelular que pueden afectar proliferacidn,
crecimiento y supervivencia de células. Que AR40A746.2.3
puede afectar la fosforilacién de estas RTKs después de la
estimulacién por suero \% complementos sugiere que
AR40A746.2.3 podria afectar el crecimiento de supervivencia
celular a través de estas RTKs y sus vias de sefializacidn
intracelular relacionadas. Por lo tanto, estos datos
proporcionan direcciones potenciales hacia el entendimiento
del mecanismo de accién para AR40A746.2.3 a traves de
sefializacién celular e identificacién de marcadores O
indicadores nuevos para medir la actividad de AR40A746.2.3 y

para seleccién de pacientes.

Ejemglo 20

Tincién con anexina-V de células BxPC-3 que fueron tratadas

con mAR40A746.2.3

La tincién con anexina-V se 1llevé a cabo para
determinar si el anticuerpo murino AR40A746.2.3 era capaz de

inducir apotposis en la linea de <células de «cancer
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pancredtico humano BxPC-3. Células BxPC-3 fueron
tratadas durante 24 y 40 horas con AR40A746.2.3 a 0.2, 2
y 20 microgramos/mL. Cada concentracidén de anticuerpos
se probd por triplicado Jjunto con control de isotipo
adecuado (1B7.11, anti-TNP, IgGl de murino, kappa,
producido en casa) probado a la concentracién idéntica.
Una muestra no tratada se 1incluyd como el control
negativo y se incluydé campotecina (Biovision; Exton, PA)
como el control positivo. El instrumento FACS se
compensd para salpicado bptico de los conjugados
fluorescentes usando esferas fluorométricas (BD
Bioscience, Oakville, ON). Las <céllas fueron después
tefiidas «con Anexina-V y 7AAD y adquiridas en una
disposicién FACS dentro de 1 hora. Los efectos
apoptdésicos espontédneos de las células tratadas con
control de isotipo se encontrdé que eran similares a
células tratadas con vehiculo uUnicamente. El1 anticuerpo
AR40A746.2.3 de murino se encontrdé que inducia apoptosis
en la linea de <células de céancer pancreatico de una
manera dependiente de dosis en cada experimento, con un
mayor efecto apoptdsico visto a una concentracidén de 20
ng/mL, en donde 61.3% de las células apoptdsicas totales
se obtuvieron contra 36.1% obtenido en células tratadas

con el control de isotipo (figura 36).
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Ejemplo 21

Una composicién que comprende el anticuerpo de la presente

invencidén
El anticuerpo de 1la presente invencidédn se puede
usar como una composicidén para prevenir/tratar céancer. La
composicién para prevenir/tratar céancer, la cual comprende el
anticuerpo de la presente invencidn, puede administrarse como
tal en forma de preparaciones liquidas, o composiciones
farmacéuticas de preparaciones adecuadas a humanos o)

mamiferos (por ejemplo, ratas, conejos, borregos, cerdos,

bovinos, felinos, caninos, simios, etc.) oral e}
parenteralmente (por ejemplo, intravascularmente,
intraperitonealmente, subcutaneamente, etc.). El anticuerpo

de la presente invencién puede administrarse por si solo, o
se puede administrar como una composicidén adecuada. La
composicién usada para la administracién puede contener un
vehiculo farmacoldgicamente aceptable con el anticuerpo de'la
presente invencién o su sal, un diluyente o excipiente. Esta
composicién se proporciona en forma de preparaciones
farmacéuticas adecuadas para administracién oral o
parenteral.

Ejemplos de 1la composicién para administracién
parenteral son preparaciones inyectables, supositorios, etc.
Las preparaciones inyectables pueden incluir formas de dosis

tales como inyecciones intravenosas, subcutaneas,
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intracutéaneas e intramusculares, infusiones de goteo,
inyecciones intra-articulares, etc. Estas preparaciones
inyectables pueden prepararse mediante métodos conocidos
publicamente. Por ejemplo, las preparaciones inyectables
pueden prepararse al disolver, suspender o emulsionar el
anticuerpo de la presente invencidén o su sal en un medio
acuoso estéril o un medio oleoso usado convencionalmente para
inyecciones. Como el medio acuoso para inyecciones, estan,
por ejemplo, solucién salina fisioldgica, una solucidn
isotdénica que contenga glucosa u otros agentes auxiliares,
etc., la cual se puede usar en combinacidén con un agente de
solubilizacién adecuado tal como un alcohol (por ejemplo
etanol), un polialcohol (por ejemplo, propilenglicol,
polietilenglicol), un agente tensiocactivo no idnico (por
ejemplo, polisorbato 80, HCO-50 (polioxietileno (50 moles)
aducto de aceite de ricino hidrogenado)), etc. Como el medio
oleoso, se emplea, por ejemplo, aceite de ajonjoli, aceite de
soya, etc., los cuales se pueden usar en combinacién con un
agente de solubilizacién tal como benzoato de Dbencilo,
alcohol bencilico, etc. La inyeccidén preparada de esta manera
se rellena normalmente en una ampolleta adecuada. El
supositorio usado para administracidén rectal puede prepararse
al mezclar el anticuerpo de la presente invencidén o su sal
con bases para supositorios convencionales. La composicién

para administracién oral incluye preparaciones sdélidas o
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liquidas, especificamente tabletas (incluyendo grageas vy
tabletas recubiertas «con pelicula), pildoras, granulos,
preparaciones en polvo, capsulas {incluyendo cépsulas
suaves), jarabe, emulsiones, suspensiones, etc. Esa
composicién se elabora mediante métodos conocidos

publicamente y puede contener un vehiculo, un diluyente o
excipiente usado cénvencionalmente en el campo de
preparaciones farmacéuticas. Ejemplos del vehiculo excipiente
para tabletas son lactosa, almiddén, sucrosa, estearato de
magnesio, etc.

Adecuadamente, las composiciones para uso oral o
parenteral descritas arriba se preparan en preparaciones
farmacéuticas con una dosis unica adecuada para ajustarse a
una dosis de los ingredientes activos. Estas preparaciones de
dosis unica incluyen, por ejemplo, tabletas, pildoras,
capsulas, inyecciones (ampolletas), supositorios, etc. La
cantidad de compuesto mencionado arriba contenida es
generalmente de 5 a 500 mg por forma de unidad de dosis; se
prefiere que el anticuerpo descrito arriba esté contenido en
aproximadamente 5 a alrededor de 100 mg especialmente en
forma de inyeccidén, y en 10 a 250 mg para otras formas.

La dosis del agente profilactico/terapéutico
mencionado arriba o regulador que comprende un anticuerpo de
la presente invencidén puede variar dependiendo del sujeto que

serd administrado, la enfermedad objetivo, condiciones, ruta
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de administracidén, etc. Por ejemplo, cuando se usa con el
propdésito de tratar/prevenir, por ejemplo, céancer de seno en
un adulto, es adecuado administrar el anticuerpo de la
presente invencién intravenosamente en una dosis de alrededor
de 0.01 a aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal, de
preferencia alrededor de 0.1 a aproximadamente 10 mg/kg de
peso corporal y muy preferiblemente alrededor de 0.1 a
aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 1 a
5 veces/dia, de preferencia alrededor de 1 a 3 veces/dia. En
otra administracién parenteral y oral, el agente puede
administrarse en una dosis que corresponda a la dosis arriba.
Cuando la afeccidén sea especialmente severa, la dosis puede
ser incrementada de acuerdo con la afeccidn.

El anticuerpo de la presente invencidén puede
administrarse como tal o en forma de una composicidn
adecuada. La composicién usada para la administracidén puede
contener un vehiculo farmacoldgicamente aceptable con el
anticuerpo mencionado arriba o sus sales, un diluyente o
excipiente. Esta composicién es provista en forma de
preparaciones farmacéuticas adecuadas para administraciodn
oral o parenteral (por ejemplo, inyeccidén intravascular,
inyeccién subcuténea, etc.). Cada composicidén descrita arriba
puede contener ademads otros ingredientes activos. Ademas, el
anticuerpo de la presente invencidén puede usarse en

combinacién con otros fdrmacos, por ejemplo, agentes
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algquilantes (por ejemplo, ciclofosfamida, ifosfamida, etc.),

antagonistas metabdlicos (por ejemplo, metotrexato, 5-
fluorouracilo, etc.), antibidéticos anti-tumorales (por
ejemplo, mitomicina, adriamicina, etc.), agentes

antitumorales derivados de plantas (por ejemplo, vincristina,
vindesina, taxol, etc.), cisplatino, carboplatino, etopdsido,
irinotecano, etc. El anticuerpo de la presente invencidn y
los farmacos descritos arriba pueden administrarse
simultaneamente o en momentos escalonados al paciente.

El método de tratamiento descrito en la presente,
particularmente para canceres, también se puede llevar a cabo
con la administracién de otros anticuerpos o agentes
gquimioterapéuticos. Por ejemplo, un anticuerpo contra EGFR,
tal como ERBITUX® (cetuximab), también se puede administrar,
particularmente cuando se trata céancer de colon. ERBITUX®
también ha mostrado ser efectivo para el tratamiento de
psoriasis. Otros anticuerpos para uso en combinacidén incluyen
Herceptin® (trastuzumab) particularmente cuando se trata
cancer de seno, AVASTIN® particularmente cuando se trata

cédncer de colon y S8SGN-15 particularmente cuando se trata

cancer pulmonar no microcitico. La administracién del
anticuerpo de la presente invencidén con otros
anticuerpos/agentes terapéuticos puede ocurrir
simultédneamente, o por separado, mediante la misma ©O

diferente ruta.
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El agente quimioterapéutico/otros regimenes de
anticuerpos utilizados incluyen cualquier régimen que se crea
sea Optimamente adecuado para el tratamiento de la afeccidn
del paciente. Las malignidades diferentes pueden requerir uso
de anticuerpos antitumor especificos % agentes
guimioterapéuticos especificos, los cuales se determinaran
sobre una base de paciente a paciente. En una modalidad
preferida de la invencidén, se administra quimioterapia junto
con, o, mas preferiblemente, después de la terapia con
anticuerpo. Sin embargo, se debe enfatizar que la presente
invencién no estéd limitada a ningin método o ruta de
administracidén particular.

La preponderancia de evidencia muestra que
AR40A746.2.3 media efectos anticéncer % prolonga la
supervivencia a través de la ligacién de epitopos presentes
en CD9. Se ha mostrado previamente (como se describe en el
ejemplo 13) que los anticuerpos AR40A746.2.3 pueden usarse
para inmunoprecipitar el antigeno cognado de células de
expresién tales como células MDA-MB-231. Ademas puede
mostrarse que BAR40A746.2.3, AR40A746.2.3 guimérico o)
variantes humanizadas pueden usarse en la deteccidn de
células y/o tejidos que expresen una porcién antigénica CD9
que se une especificamente a los mismos, utilizando técnicas
ilustradas por, pero no limitadas a FACS, ELISA de células o

IHC.
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Al igual que con el anticuerpo AR40A746.2.3, otros
anticuerpos anti-CD9 podrian usarse para inmunoprecipitar vy
alslar otras formas del antigeno CD9, y el antigeno puede
usarse también para inhibir la unién de esos anticuerpos a
las células o tejidos gque expresen el antigeno usando los
mismos tipos de ensayos.

Todas las patentes y publicaciones mencionadas en
esta descripcidén son indicadoras de los niveles de aquellos
capacitados en la técnica a la cual pertenece la invencién.
Todas las patentes y publicaciones se incorporan en la
presente a manera de referencia al mismo grado que si cada
publicacién individual estuviera especifica e individualmente
indicada como incorporada a manera de referencia.

Se debe entender que aungque cierta forma de la
invencidén se ilustre, no se debe limitar a la forma o
disposicidén especifica o partes en la presente descritas vy
mostradas. Serd aparente para aquellos expertos en la técnica
que pueden hacerse varios cambios sin alejarse del alcance de
la invencidén y que la invencidén no debe considerarse limitada
a lo gue se muestra y describe en la descripcién.

Alguien capacitado en la técnica apreciaré
fadcilmente gque la presente invencidén estd bien adaptada para
llevar a cabo los objetivos y obtener los fines y ventajas
mencionados, asi como aquellos inherentes a la misma.

Cualquier oligonucledétido, péptido, polipéptido, compuesto
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bicldégicamente relacionado, método, procedimiento y técnica
descrito en la presente es actualmente representativo de las
modalidades preferidas, se intenta que sea ejemplar y no se
intenta como limitacién del alcance. Los cambios en los
mismos y otros usos ocurrirdn para aquellos expertos en la
técnica que estén abarcados dentro del espiritu de la
invencidén vy sean definidos por el alcance de las
reivindicaciones anexas. Aungue la invencién ha sido descrita
en relacién con varias modalidades especificas preferidas,
debe entenderse que la invencién reclamada no debe limitarse
indebidamente a estas modalidades especificas. De hecho,
varias modificaciones a los modos descritos para llevar a
cabo la invencidn que sean obvias para aquellos expertos en
la técnica se intenta que estén dentro del alcance de las

siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. El anticuerpo monoclonal aislado caracterizado
porque es producido por el hibridoma depositado en la IDAC
con el numero de registro 141204-01.

2. Un anticuerpo humanizado del anticuerpo
monoclonal aislado, caracterizado porque es producido por el
hibridoma depositado en la IDAC con el numero de registro
141204-01 o un fragmento de unién a antigeno producido del
anticuerpo humanizado.

3. Un anticuerpo quimérico del anticuerpo
monoclonal aislado, caracterizado porque es producido por el
hibridoma depositado en la IDAC con el numero de registro
141204-01 o un fragmento de unién a antigeno producido del
anticuerpo quimérico.

4. La linea de <células de hibridoma aislado,
caracterizada porque es depositada en la IDAC con el numero
de registro 141204-01.

5. Un método para iniciar citotoxicidad inducida
por anticuerpos de células cancerosas en una muestra de
tejido seleccionada de un tumor humano de prdéstata, seno o
péncreas, caracterizado porque comprende:

proporcionar una muestra tisular del tumor humano
de préstata, seno o pancreas;

proporcionar el anticuerpo monoclonal aislado
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producido por el hibridoma depositado en la IDAC con el
numero de registro 141204-01, el anticuerpo humanizado del
anticuerpo monoclonal aislado producido por el hibridoma
depositado en la IDAC con el numero de registro 141204-01, el
anticuerpo quimérico del anticuerpo monoclonal aislado
producido por el hibridoma depositado en la IDAC con el
numero de registro 141204-01 o un CDMAB de los mismos, CDMAB
con una capacidad para inhibir competitivamente la unidén del
anticuerpo monoclonal aislado a su antigeno objetivo, vy

poner en contacto el anticuerpo monoclonal aislado,
el anticuerpo humanizado, el anticuerpo quimérico o CDMAB del
mismo con la muestra tisular;

en donde la unidén del anticuerpo monoclonal
aislado, el anticuerpo humanizado, el anticuerpo quimérico o
CDMAB de los mismos con la nmuestra ﬁisular induce
citotoxicidad.

6. Un CDMAB caracterizado porque es del anticuerpo
monoclonal aislado de conformidad con la reivindicacién 1.

7. Un CDMAB caracterizado porque es del anticuerpo
humanizado de conformidad con la reivindicacién 2.

8. Un CDMAB caracterizado porque es del anticuerpo
qguimérico de conformidad con la reivindicacidén 3.

9. El anticuerpo aislado o su CDMAB de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3, 6, 7 u 8,

caracterizado porque es conjugado con un miembro seleccionado
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del grupo que consiste en porciones citotdéxicas, enzimas,
compuestos radioactivos y células hematégenas.

10. Un método de reduccién de un tumor humano de
préstata, seno o pancreas en un mamifero, en donde el tumor
humano de préstata, seno o péancreas expresa al menos un
epitopo de un antigeno que se une especificamente al
anticuerpo monoclonal aislado <codificado por un clon
depositado en la IDAC con el numero de registro 141204-01 o
un CDMAB del mismo, CDMAB que tiene una capacidad para
inhibir competitivamente la unién del anticuerpo monoclonal
aislado a su antigeno objetivo, caracterizado porque
comprende administrar al mamifero el anticuerpo monoclonal o©
CDMAB del mismo en una cantidad efectiva para dar como
resultado una reduccidén de la carga tumoral de prdstata, seno
0 péncreas del mamifero.

11. El método de conformidad con la reivindicacidn
10, caracterizado porque el anticuerpo monoclonal aislado es
conjugado a una porcidn citotdxica.

12. El método de conformidad con la reivindicacién
11, caracterizado porque la porcidén citotdxica es un isdtopo
radioactivo.

13. El método de conformidad con la reivindicacidn
10, caracterizado porque el anticuerpo monoclonal aislado o
CDMAB del mismo activa complemento.

14. E1l método de conformidad con la reivindicacidn
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10, caracterizado porque el anticuerpo monoclonal aislado o
CDMAB del mismo media citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos.

15. El método de conformidad con la reivindicacidn
10, caracterizado porgue el anticuerpo monoclonal aislado es
un anticuerpo humanizado del anticuerpo monoclonal aislado
producido por el hibridoma depositado en la IDAC con el
numero de registro 141204-01 o un fragmento de unidn a
antigeno producido del anticuerpo humanizado.

16. El método de conformidad con la reivindicacién
10, caracterizado porgque el anticuerpo monoclonal aislado es
un anticuerpo quimérico del anticuerpo monoclonal aislado
producido por el hibridoma depositado en la IDAC con el
numero de registro 141204-01 o un fragmento de unidén a
antigeno producido del anticuerpo gquimérico.

17. Un método de reduccidén de un tumor humano de
préstata, seno o péancreas susceptible a citotoxicidad celular
inducida por anticuerpos en un mamifero, en donde el tumor
humano de préstata, seno o pancreas expresa al menos un
epitopo de un antigeno que se une especificamente al
anticuerpo monoclonal aislado <codificado por un clon
depositado en la IDAC con el numero de registro 141204-01 o
un CDMAB del mismo, el CDMAB tiene una capacidad para inhibir
competitivamente la unién del anticuerpo monoclonal aislado a

su antigeno objetivo, caracterizado porque comprende
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administrar al mamifero el anticuerpo monoclonal o el CDMAB
del mismo en una cantidad efectiva para dar como resultado
una reduccidén de la carga tumoral de préstata, seno o
padncreas del mamifero.

18. El método de conformidad con la reivindicacién
17, caracterizado porque el anticuerpo monoclonal aislado es
conjugado a una porcidén citotdxica.

19. El método de conformidad con la reivindicacidn
18, caracterizado porque la porcidén citotdxica es un isdtopo
radiocactivo.

20. El método de conformidad con la reivindicacién
17, caracterizado porque el anticuerpo monoclonal aislado o
CDMAB del mismo activa complemento.

21. El método de conformidad con la reivindicacidn
17, caracterizado porque el anticuerpo monoclonal aislado o
CDMAB del mismo media citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo.

22. El método de conformidad con la reivindicacidn
17, caracterizado porque el anticuerpo monoclonal aislado es
un anticuerpo humanizado del anticuerpo monoclonal aislado
producido por el hibridoma depositado en la IDAC con el
numero de registro 141204-01 o un fragmento de unidén a
antigeno producido del anticuerpo humanizado.

23. El método de conformidad con la reivindicacidn

17, caracterizado porque el anticuerpo monoclonal aislado es
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un anticuerpo quimérico del anticuerpo monoclonal aislado
producido por el hibridoma depositado en la IDAC con el
numero de registro 141204-01 o un fragmento de unidén a
antigeno producido a partir del anticuerpo quimérico.

24. Un método de reduccidén de un tumor humano de
prostata, seno o pancreas en un mamifero, en donde el tumor
humano de préstata, seno o pancreas expresa al mencs un
epitopo de un antigeno que se une especificamente al
anticuerpo monoclonal aislado producido por el hibridoma
depositado en la IDAC con el numero de registro 141204-01 o
un CDMAB del mismo, CDMAB gque tiene una capacidad para
inhibir competitivamente la unidén del anticuerpo monoclonal
aislado a su antigeno objetivo, caracterizado porque
comprende administrar al mamifero el anticuerpo monoclonal o
CDMAB del mismo en conjunto con al menos un agente
quimioterapéutico en una cantidad efectiva para dar como
resultado una reduccidén de la carga tumoral de prostata, seno
o0 péncreas del mamifero.

25. El método de conformidad con la reivindicacién
24, caracterizado porgque el anticuerpo monoclonal aislado
estd conjugado a una porcidén citotdxica.

26. El método de conformidad con la reivindicacién
25, caracterizado porque la porcidédn citotdxica es un isébtopo

radiocactivo.

27. El1 método de conformidad con la reivindicaciédén
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24, caracterizado porque el anticuerpo monoclonal aislado o
CDMAB del mismo activa complemento.

28. El método de conformidad con la reivindicacién
24, caracterizado porque el anticuerpo monoclonal aislado o
CDMAB del mismo media citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo.

29. El método de conformidad con la reivindicacién
24, caracterizado porque el anticuerpo monoclonal aislado es
un anticuerpo humanizado del anticuerpo monoclonal aislado
producido por el hibridoma depositado en la IDAC con el
nimero de registro 141204-01 o un fragmento de wunidén a
antigeno producido del anticuerpo humanizado.

30. E1 método de conformidad con la reivindicacién
24, caracterizado porgque el anticuerpo monoclonal aislado es
un anticuerpo quimérico del anticuerpo monoclonal aislado
producido por el hibridoma depositado en la IDAC con el
numero de registro 141204-01 o un fragmento de unién a
antigeno producido del anticuerpo quimérico.

31. Uso de anticuerpos monoclonales para la
reduccién de carga tumoral de préstata, seno o pancreas en
humanos, en donde el tumor humano de prébstata, seno o
pancreas expresa al menos un epitopo de un antigeno gque se
une especificamente al anticuerpo monoclonal aislado
producido por el hibridoma depositado en 1la IDAC con el

numero de registro 141204-01 o un CDMAB del mismo, el CDMAB
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tiene una capacidad para inhibir competitivamente la unidén
del anticuerpo monoclonal aislado a su antigeno objetivo, que
comprende administrar al mamifero el anticuerpo monoclonal o
CDMAB del mismo en una cantidad efectiva para dar como
resultado una reduccidén de la carga tumoral de préstata, seno
0 péncreas del mamifero.

32. El método de conformidad con la reivindicacién
31, en donde el anticuerpo monoclonal aislado es conjugado a
una porciédén citotdxica.

33. E1 método de conformidad con la reivindicacién
32, en donde la porcidén citotdxica es un isdtopo radioactivo.

34. E1 método de conformidad con la reivindicacién
31, en donde el anticuerpo monoclonal aislado o CDMAB del
mismo activa complemento.

35. El método de conformidad con la reivindicacién
31, en donde el anticuerpo monoclonal aislado o CDMAB del
mismo media citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo.

36. E1l método de conformidad con la reivindicacién
31, en donde el anticuerpo monoclonal aislado es un
anticuerpo humanizado del anticuerpo monoclonal aislado
producido por el hibridoma depositado en la IDAC con el
numero de registro 141204-01.

37. E1l método de conformidad con la reivindicacién
31, en donde el anticuerpo monoclonal aislado es un

anticuerpo quimérico del anticuerpo monoclonal aislado
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producido por el hibridoma depositado en la IDAC con el
numero de registro 141204-01.

38. Uso de anticuerpos monoclonales para 1la
reduccidén de carga tumoral de préstata, seno o pancreas en
humanos, en donde el tumor humano de prbdstata, seno o
pancreas expresa al menos un epitopo de un antigeno que se
une especificamente al anticuerpo monoclonal aislado
producido por el hibridoma depositado en 1la IDAC con el
numero de registro 141204-01 o un CDMAB del mismo, el CDMAB
tiene una capacidad para inhibir competitivamente la unidn
del anticuerpo monoclonal aislado a su antigeno objetivo, que
comprende administrar al mamifero el anticuerpo monoclonal o
CDMAB del mismo; en conjunto con al menos un agente
quimioterapéutico en una cantidad efectiva para dar como
resultado una reduccidén de la carga de tumor humano de
préstata, seno o pancreas del mamifero.

39. El método de conformidad con la reivindicacidn
38, en donde el anticuerpo monoclonal aislado es conjugado a
una porcidn citotédxica.

40. El método de conformidad con la reivindicacién
39, en donde la porcién citotdxica es un isdtopo radioactivo.

41. El método de conformidad con la reivindicacién
38, en donde el anticuerpo monoclonal aislado o CDMAB del
mismo activa complemento.

42. El1 método de conformidad con la reivindicacién
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38, en donde el anticuerpo monoclonal aislado o CDMAB del
mismo media citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo.

43. El método de conformidad con la reivindicacién
38, en donde el anticuerpo monoclonal aislado es un
anticuerpo humanizado del anticuerpo monoclonal aislado
producido por el hibridoma depositado en la IDAC con el
numero de registro 141204-01.

44. E1l método de conformidad con la reivindicacién
38, en donde el anticuerpo monoclonal aislado es un
anticuerpo quimérico del anticuerpo monoclonal aislado
producido por el hibridoma depositado en la IDAC con el
numero de registro 141204-01.

45. Un proceso para la reduccidén de un tumor humano
de préstata, seno o pancreas que expresa al menos un epitopo
de antigeno CD9 humano al gque se une especificamente el
anticuerpo monoclonal aislado producido por la linea de
células de hibridoma AR40A746.2.3 que tiene numero de
registro IDAC 141204-01, caracterizado porque comprende:

administrar a un individuo gque sufra del tumor
humano, al menos un anticuerpo monoclonal aislado o CDMAB del
mismo que se una al mismo epitopo o epitopos que aquellos a
los que se une el anticuerpo monoclonal aislado producido por
la linea de células de hibridoma AR40A746.2.3 que tiene el

numero de registro IDAC 141204-01;

en donde la unidén del epitopo o epitopos da como
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resultado una reduccién de la carga tumoral de préstata, seno
o pancreas.

46. Un proceso para la reduccidén de un tumor de
prdostata, seno o pancreas en un humano que exprese al menos
un epitopo de antigeno CD9 humano al gue se une
especificamente el anticuerpo monoclonal aislado producido
por la linea de células de hibridoma AR40A746.2.3 que tiene
el numero de registro IDAC 141204-01, caracterizado porque
comprende:

administrar a un individuo que sufra del tumor
humano, al menos un anticuerpo monoclonal aislado o CDMAB del
mismo, que se una al mismo epitopo o epitopos que aquellos a
los que se une el anticuerpo monoclonal aislado producido por
la linea de células de hibridoma AR40A746.2.3 gque tiene el
numero de registro IDAC 141204-01 en conjunto con al menos un
agente quimioterapéutico;

en donde la administracidén da como resultado una
reduccidén de la carga tumoral de prédstata, seno o pancreas.

47. Un ensayo de unién para determinar una
presencia de células cancerosas en una mnuestra de tejido
seleccionada de un tumor humano, a las que se une
especificamente el anticuerpo monoclonal aislado producido
por la linea de células de hibridoma AR40A746.2.3 gque tiene
el numero de registro IDAC 141204-01, el anticuerpo

humanizado del anticuerpo monoclonal aislado producido por el
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hibridoma depositado en la IDAC con el numero de registro
141204-01 o el anticuerpo quimérico del anticuerpo monoclonal
aislado producido por el hibridoma depositado en la IDAC con
el numero de registro 141204-01, caracterizado porque
comprende:

proporcionar una muestra de tejido del tumor
humano;

proporcionar al menos uno del anticuerpo monoclonal
aislado, el anticuerpo humanizado, el anticuerpo quimérico o
CDMAB de los mismos que reconozca el mismo epitopo o epitopos
gue aquellos reconocidos por el anticuerpo monoclonal aislado
producido por una linea de células de hibridoma AR40A746.2.3
que tiene el numero de registro IDAC 141204-01;

poner en contacto al menos uno de los anticuerpos
proporcionados o CDMAB del mismo con la muestra de tejido; y
determinar la unién del por lo menos un anticuerpo
proporcionado o CDMAB del mismo con la muestra de tejido;

con lo cual se indica la presencia de las células
cancerosas en la muestra de tejido.

48, Un ensayo de unidén para determinar la presencia
de células que expresan CD9 que es reconocido especificamente
por el anticuerpo monoclonal aislado producido por la linea
de células de hibridoma AR40A746.2.3 que tiene el numero de
registro IDAC 141204-01, el anticuerpo humanizado del

anticuerpo monoclonal aislado producido por el hibridoma
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depositado en la IDAC con el numero de registro 141204-01 o

el .anticuerpo quimérico del anticuerpo monoclonal aislado

producido por el hibridoma depositado en la IDAC con el

numero de registro 141204-01, caracterizado porgue comprende:
proporcionar una muestra de células;

proporcionar el anticuerpo monoclonal aislado
producido por la linea de células de hibridoma AR40A746.2.3
que tiene el numero de registro IDAC 141204-01, el anticuerpo
humanizado, el anticuerpo gquimérico o CDMAB de los mismes;

poner en contacto el anticuerpo monoclonal aislado
o el fragmento de unidén a antigeno con la muestra de células
Y

determinar la unién del anticuerpo monoclonal
aislado o CDMAB del mismo con la muestra de células;

con lo cual se determina la presencia de ceélulas
que expresan un antigeno de CD9 al gque se une especificamente
el anticuerpo monoclonal aislado o el CDMBA del mismo.

49, Un ensayo de unién para determinar la presencia
de células de primate que expresan CD9 que es reconocido
especificamente por el anticuerpo monoclonal aislado
producido por la linea de células de hibridoma AR40A746.2.3
que tiene el numero de registro IDAC 141204-01, el anticuerpo
humanizado del anticuerpo monoclonal aislado producido por el
hibridoma depositado en la IDAC con el numero de registro

141204-01 o el anticuerpo quimérico del anticuerpo monoclonal
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aislado producido por el hibridoma depositado en la IDAC con
el numero de registro 141204-01, caracterizado porque
comprende:

proporcionar una muestra de células de primate;

proporcionar el anticuerpo monoclonal aislado
producido por la linea de células de hibridoma AR40A746.2.3
que tiene el numero de registro IDAC 141204-01, el anticuerpo
humanizado, el anticuerpo quimérico o CDMAB de los mismos;

poner en contacto el anticuerpo monoclonal aislado
o el fragmento de unién a antigeno con la muestra de células
de primate, y

determinar la unidén del anticuerpo monoclonal
aislado o CDMAB del mismo con la muestra de células de
primate;

con lo cual se determina la presencia de células de
primate que expresan un antigeno de CD9 al que se une
especificamente el anticuerpo monoclonal aislado o el CDMA
del mismo.

50. Un ensayo de unidén para determinar la presencia
de células de conejo que expresan CD9 que es reconocido
especificamente por el anticuerpo monoclonal aislado
producido por la linea de células de hibridoma AR40A746.2.3
que tiene el numero de registro IDAC 141204-01, el anticuerpo
humanizado del anticuerpo monoclonal aislado producido por el

hibridoma depositado en la IDAC con el numero de registro

{JLLCCO: 214621.00C v.1}
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141204-01 o el anticuerpo quimérico del anticuerpo monoclonal
ailslado producido por el hibridoma depositado en la IDAC con
el numero de registro 141204-01, caracterizado porque
comprende:

proporcionar una muestra de células de conejo;

proporcionar el anticuerpo monoclonal aislado
producido por la linea de células de hibridoma AR40A746.2.3
que tiene el numero de registro IDAC 141204-01, el anticuerpo
humanizado, el anticuerpo quimérico o CDMAR de los mismos;

poner en contacto el anticuerpo monoclonal aislado
o el fragmento de unidén a antigeno con la muestra de células
de conejo, vy

determinar 1la unidén del anticuerpo monoclonal
aislado o CDMAB del mismo con la muestra de células de
conejo;

con lo cual se determina la presencia de células de
conejo que expresan un antigeno de CD9 al que se une
especificamente el anticuerpo monoclonal aislado o el CDMA
del mismo.

51. Un anticuerpo monoclonal caracterizado porque
se une especificamente al mismo epitopo o epitopos que el
anticuerpo monoclonal aislado producido por el hibridoma
depositado en la IDAC con el numero de registro 141204-01.

52. Un anticuerpo monoclonal aislado o CDMAB del

mismo, caracterizado porque se une especificamente a CD9

{JLLCCO: 214621.D0C v.1}
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humano, en el cual el anticuerpo monoclonal aislado o CDMAB
del mismo reacciona con el mismo epitopo © epitopos de CD9
humano que el anticuerpo‘monoclonal alslado producido por una
linea de células de hibridoma AR40A746.2.3 gue tiene el
numero de registro IDAC 141204-01; el anticuerpo monoclonal
aislado o CDMAB del mismo, tiene una capacidad para inhibir
competitivamente la unidén del anticuerpo monoclonal aislado a
su antigeno CD9 humano objetivo.

53. Un anticuerpo monoclonal aislado o CDMAB del
mismo, caracterizado porque reconoce el mismo epitopo o©
epitopos que aquellos reconocidos por el anticuerpo
monoclonal aislado producido por la 1linea de células de
hibridoma AR40A746.2.3 que tiene el numero de registro IDAC
141204-01; el anticuerpo monoclonal o CDMAB del mismo tiene
una capacidad para inhibir competitivamente 1la wunidén del
anticuerpo monoclonal aislado a su epitopo o epitopos
objetivo.

54. Un anticuerpo humanizado que se une
especificamente al mismo epitopo o epitopos de CD9 humano que
el anticuerpo monoclonal aislado producido por la linea de
células de hibridoma AR40A746.2.3 gque tiene el numero de
registro IDAC 141204-01, caracterizado porgque comprende:

una regién variable de la cadena pesada que
comprende las secuencias de aminodcidos de 1la regidén de

determinacién de complementariedad de SEQ ID NO: 1, SEQ ID

{JLLCCO: 214621.D0C v.1}
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NO: 2 y SEQ ID NO: 3; y una regidn variable de la cadena
ligera que comprende las secuencias de aminocacidos de 1la
regién de determinacién de complementariedad de SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6;

o un fragmento de unién a CD9 humano de los mismos.

55. Un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente al mismo epitopo o epitopos de CD9 humano que
el anticuerpo monoclonal aislado producido por la linea de
células de hibridoma AR40A746.2.3 que tiene el numerc de
registro IDAC 141204-01, caracterizado porque comprende:

una regidén variable de la cadena pesada que
comprende las secuencias de aminoidcidos de la regidn de
determinacién de complementariedad de SEQ ID NO: 1, SEQ 1ID
NO: 2 y SEQ ID NO: 3; y una regidén variable de la cadena
ligera que comprende las secuencias de aminoacidos de regidn
de determinacidén de complementariedad de SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5 o SEQ ID NO: 6; y regiones estructurales de dominio
variable de las cadenas pesada y ligera de un anticuerpo
humano o estructura de consenso de anticuerpo humano;

o un fragmento de unién a CD9 humano de los mismos.

56. Un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a CD9 humano, caracterizado ©porque el
anticuerpo monoclonal comprende una secuencia de aminodcidos
de la regidn variable de la cadena pesada de SEQ ID No: 7; y

una secuencla de aminoacidos de la regién variable de la

{JLLCCO: 214621.00C v.1}
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cadena ligera seleccionada de SEQ ID NO: 8;

o un fragmento de unidén a CD9 humano de los mismos.

57. Un anticuerpo humanizado que se une
especificamente al mismo epitopo o epitopos de CD9 humano que
el anticuerpo monoclonal aislado producido por la linea de
células de hibridoma AR40A746.2.3 que tiene el numero de
registro IDAC 141204-01, caracterizado porque comprende:

una regidén variable de la cadena pesada que
comprende las secuencias de aminodcidos de 1la regidn de
determinacién de complementariedad de SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 2 y SEQ ID NO: 3; y una regidédn variable de la cadena
ligera que comprende las secuencias de aminodcidos de regidn
de determinacidén de complementariedad de SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5 o SEQ ID NO: 6;

o un fragmento de unién a CD9 humano de los mismos.

58. Un anticuerpo humanizado que se une
especificamente al mismo epitobo 0 epitopos de CD9 humano que
el anticuerpo monoclonal aislado producido por la linea de
células de hibridoma AR40A746.2.3 que tiene el numero de
registro IDAC 141204-01, caracterizado porgque comprende:

una regidén variable de la cadena pesada que
comprende las secuencias de aminocdcidos de la regidédn de
determinacidén de complementariedad de SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 2 y SEQ ID NO: 3; y una regidén variable de la cadena

ligera que comprende las secuencias de aminodcidos de regién

{JLLCCO: 214621.00C v. 1}
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de determinacién de complementariedad de SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5 o SEQ ID NO: 6; y regiones estructurales de dominio
variable de las cadenas pesada y ligera de un anticuerpo
humano o estructura de consenso de anticuerpo humano;

o un fragmento de unién a CDY9 humano de los mismos.

59. Un anticuerpo humanizado gue se une
especificamente a CD9 humano, caracterizado porque el
anticuerpo monoclonal comprende una secuencia de aminodcidos
de la regidén variable de la cadena pesada de SEQ ID No: 7; y
una secuencia de aminodcidos de la regidn variable de la
cadena ligera seleccionada de SEQ ID NO: 8;

o un fragmento de unidén a CD9 humano del mismo.

60. Una composicidén efectiva para tratar un tumor
pancredtico, de préstata, ovarico, de seno o colon humano,
caracterizada porque comprende en combinacidn:

el anticuerpo o CDMAB de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1, 2( 3, 6, 7, 8, 17, 49, 50, 54, 55
6 56;

un conjugado de anticuerpo o un fragmento de unidn
a antigeno del mismo con un miembro seleccionado del grupo
que consiste en porciones citotdxicas, enzimas, compuestos
radioactivos, citocinas, interferones, porciones objetivo o
reporteras y células hematdgenas; vy

una cantidad necesaria de un vehiculo

farmacoldgicamente aceptable;

{JLLCCO: 214621.D0C v.1}
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en donde la composicidén es efectiva para tratar el
tumor humano de préstata, senc o pancreas.

61. Una composicidédn efectiva para tratar un tumor
humano de préstata, seno o péancreas, caracterizada porque
comprende en combinacién:

el anticuerpo o CDMAB de conformidad con cualguiera
de las reivindicaciones 1, 2, 3, 6, 7, 8, 17, 49, 50, 54, 55
6 56;

y una cantidad necesaria de un vehiculo
farmacoldégicamente aceptable;

en donde la composicién es efectiva para tratar el
tumor humano de préstata, seno o pancreas.

62. Una composicidn efectiva para tratar un tumor
humano de préstata, seno o pancreas, caracterizada porque
comprende en combinacién:

un conjugado del anticuerpo, fragmento de unidn a
antigeno o CDMAB de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1, 2, 3, 6, 7, 8, 17, 49, 50, 54, 55 6 b5e,
con un miembro seleccionado del grupo dgue consiste en
porciones citotdxicas, enzimas, compuestos radioactivos,
citocinas, interferones, porciones objetivo o reporteras vy
células hematdgenas; y

una cantidad necesaria de un vehiculo
farmacoldégicamente aceptable;

en donde la composicidédn es efectiva para tratar el

{JLLCCO: 214621.D0C v.1}
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tumor humano de préstata, senoc o péancreas.

63. Un kit de ensayo para detectar la presencia de
un tumor canceroso humano, en donde el tumor canceroso humano
expresa al menos un epitopo de un antigeno gue se une
especificamente al anticuerpo monoclonal aislado producido
por el hibridoma depositado en la IDAC como numero de
registro 141204-01 o un CDMAB del mismo, el CDMAB tiene una
capacidad para inhibir competitivamente la unién del
anticuerpo monoclonal aislado a su antigeno objetivo, el kit
se caracteriza porque comprende el anticuerpo monoclonal
aislado producido por el hibridoma depositado en la IDAC con
el nuimero de registro 141204-01 o un CDMAB del mismo, Yy
medios para detectar si el anticuerpo monoclonal, o un CDMAB
del mismo, se une a un polipéptido cuya presencia, a un nivel
limite particular, es diagnéstico de la presencia del tumor

canceroso humano.

{JLLCCO: 214621.D0C v. 1}
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" O Control de regulador de pH
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FIGURA 21
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FIGURA 22A

Ubleaclén  [Porcentaje De| .
Sac. No. Organo Punt de Especicidad Tisular CelularPatron | Célules | "0or@/030 de
Secclén L . tinclén
. de tincion Tefiidas
1 Piel +++ Queratinocitos epidérmicos y vasos sanguineos MD >50% Mt;cl!;r:cejo-
. . . - . Moderado-
2 Piel ++ Epidermis y glandulas sebaceas MD >50% Fuerte
3 Grasa subcutdnea - - - - Nepativo
. 4 Seno +/- Epitelio lobular y fibroblasto intersticial SF <50% Erréneo
S5 Seno + Epitelio lobulsr y mioepitelic MD >50% Débil
6 Bazo - Linfocitos en buibo rojo, endetelio y fibras de misculo oMD >50%, Moderado-
suave Fuerte
Linfocitos, vasas sanguinecs, endotelic y fibras de SEAD .
7 Bazo + mUsculo sUsve CMD >50% Débil
8 Nodo linfético +- Endotelio de vasos sanguinecs SF <50% Erréneo
S Nodo linfético - - - - Negativo
10 Musculo Esquelético +- Vasos sanguineos SF <10% Erréneo
11 Mucosa Nasal + Mucosa; epitelic respiratorio CMD <50% Débil
12 Pulmon +-  |Endolelio de vasos sangulneos y célulss intersticiales SF <10% Erréneo
13 Pulmén +- Endolelio de vasos sanguineos y células intersticiales SF <10% Erréneo
. ) Epitelio de mucosal y myoepitelio de glandulas
14 Bronquios ++ Mucosas ) CMD 50% Moderado
15 Corazén -+ Endotelio de vasos sanguineos, fibras de masculo CMD >50% Débil-
__suave y vasos sanguineos Moderado
16 Gléndula Salival +++ Eptelio acinar y ductal, mioepitalio y naurdfibras CMD >5)% Mcl;:ieerz:o-
5 - ] " I Débil
17 Higado ++ Sinusoidal y endotelio de vasos sanguineos CMD >50% Moderado
18 Higado +- Sinuscidal y endatelio de vasos sanguineos SF <10% Erréneo
19 Hligado - - - - Negativo
20 Vesicula Biliar + Fibroblastos de musculo suave y endotelio de vasos SF <50% Erréneo
sanguinecs
B < Isletas de celulas de Langerhans, fibroblasto .
. 21 Pancreas N intersticial y fibras nerviosas SF <50% Erraneo
- Isletas de celulas de Langerhans, fibroblasto .
2 Pancreas - intersticial y fibras nerviosas SF <50% Erroneo
" Eptelic escamoso CMD >50% Débil
23 Armigdal +
migdata Linfocitos SF <10% | Eméneo
24 Esdfago ++ Capas basales de epitelio escamoso MD <50% Moderado
25 Esdfago ++ Capss basales de epitelio escamoso MD <50% Moderado
26 Cuerpa del estomago o Fibras de mulsculo spl::;:r?a linfocitos en lamina sF <10% Erréneo
27 Cuerpo del estomago " Fibras de muscuic spl::::r?la linfocitos en lamina sF <10% Erréneo
28 Cavidad estomacal + Epitelio de _gléndu!a bgsal, endotelio de vasos MD <50% Débil
sanguineos, fibras de misculo suave y neurcfibras
- < % Ebil
29 Musz‘;‘,%s‘:;:e del ++ Fibras de musculo suave y fibras nervicsas CMD S0 Mo?:li?;do
Células inflamatorias an lamina proprig, fibras de .
30 Duodeno + musculo suave y andotelio de vases sangulnecs CMD >50% Débil
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FIGURA 22B

Fibras nervioses y célulag variables en lamina Moderado
31 Intestino delgado e propria® CMD >50% Fuerte
Fibras de musculo suave CMD <50% Débil
32 Intestino delgado + célula variable en lamina propria® CMD >50% Débil
. ) ) . D 509% Moderado
33 Apéndice - célula variable en lamina propria CM Fuerte
Epitelio glandular SF <50% Errdneo
célula variable an lamina propria®, epitelio glandulsr,
34 Colon + fibrss de mUsculo suave y fibras nervicsas CMD <50% Débit
periféricas
35 Colon ++ |Fibras nerviosas y célula variable en lamina propria® CMD <50% Moderado
38 Recto - Epitelio gler?dular de mucosa, célules en lamina CMD <50% Moderado
propria y fibras de misculo suave
37 Corteza de Rifén + epitelio tubular CMD <50% Débil
38 Corteza de Rif6n + apitelio tubular CMD <50% Débil
38 Médula de Rifion +- epitslio tubular SF <50% Erréneo
40 Vejiga Urinaria +++ Epitelio transicional de mucosa MD >50% Fuerte
41 Prosteta e+ Epitelio glandular y miospitelio CMD >50% Fuerte
42 Préstata +++ Epitelio glandular y mioepitelio CMD >50% Fuerte
43 Vasicula sgminal + epitelio de mucosa CMD >50% Débil
44 Testiculos +- Células de Laydig SF <10% Erréneo
45 Erdometio + Epitslio glandular de endometrio MD >50% Débil
proliferativo
46 Endometric ++ Epitslic glandular de endometric MD >50% Dabil
47 Miometrio - - - - Negstivo
48 Cervix uterino +/- epitelio de mucosa 8F <10% Erronao
49 Trompe NR NR NR NR NR
50 Ousrio ++ |Endotelic e vasos sanguineos y fibras de musculo cMD <50% Débil-
suave Moderado
51 Vellosidad de placenta +/- células intersticiales SF <10% Erréneo
52 Vellogidad de placenta +/- células intersticiales SF <10% Erréneoc
53 Cordén umbilical - . - - Negativo
54 Gléndula adrenal + Células endécrinas en corteza y medula MD >50% Débil
55 Tiroide +- Vasos sanguinecs SF <10% Erréneo
56 Timo ++ Gldbulos de Hassals y vasos sanguinecs MD >50% Moderado
57 Materia cerebral blanca - - - - Negativo
58 Materia cersbral gris - - - - Negative
59 Cerebelo - - B - Negativo
60 Carbono
Leyenda: Tincién negativa: -, Tincion errénea: +/-, Tincién débil: +, Tincion

moderada: ++, Tincién fuerte: +++, M: tincién membranosa, C: tincion citoplasmica, D:
Patron de tincion difusa, G: Patron de tincion granular, SF: Tincion focal esporadica,
N/A: No aplica, *: Células en lamina propria incluyen fibroblastos, macréfagos,
linfocitos y otros globulos blancos sanguineos.




ay ] q
FIGURA 23A

Sec. No. EdadlSexo Organo Dlagnéstico :::::.igs Especifictdad isular
1 59 [ M Pial Melanoma maligno ++ Células tumorsles
2 25 F Piel Carcinoma de células escamosas ++ Células tumorales
3 50 | F Seno Carcinoma ductal infiltrado - -

4 57 | F Seno Carcinoma papilar invasivo ++ Células tumorales

5 35 F Seno Carcinorna lobular infiltrado ++ Células tumorales

6 40 | M Nodo linfatico Linfoma maligno, inmunopléstico +- Células tumorsles

7 |s8|mM Nodo linfatico Me““am";‘;;‘;;':é?stés"m del - F.b:j:::s:r:::l:
83| F ‘'Hueso Osteosarcoma +- Células tumorsles
2| M Hueso Tumor de célula giganie - N/A

10 40| M Huseso Condrosarcoma - N/A

11 51| F Tejido suave Liposarcoma - N/A

12 47 F Tejido suave Neurcfibromatasis ++ Células tumorales

13 |74 M Cavidad nessl Papiloma invertido ++ Células tumorales

14 57 I M Laringe Carcinoma de células escamosas Ly Células tumorales

15 A 60| M Pulmon Adenocarcinoma + Células tumorales

18 51| F Pulmén Carcinoma de célules sscamosss + Células tumorsles

17 68 | F Pulmoén Adenocarcinoma - N/A

18 60 | M Pulmén Carcinoma de célula pequefia +- Células tumorsles

19 88| F Lengua Carcinoma da células escamosas ++ Células tumoralas

20 k23 F Tumor paratircide Adenoma pleomoérfico F F

21 50| F Tumor paratircide Tumor de Warthin +4++ Células de epitelio

22 40 F Tumor paratircide Adenoma pleomoifico ++ Células tumorales

23 56 | M [Glandula submandibuiar, Carclnoma de ducto salival NR NR

24 69 | F Higado Colanglocarcinoma + Células tumoreles

Estroma

25 51 | M Higado Carcinoma géstrico metsstésico ++ Tumor y 4rea necrética

26 64 | M Higado Carcinoma hepatocelular + Tumor y estroma

27 62| F Vesicula biliar Adenocarcinoma - -

28 64 | F Péncraas Adenocarcinoma + Células tumorales

29 68 | M Esdfago Carcinoma de células escamosas +++ Células tumorales

30 M Estémago [Adenocarcinoma pobremente diferenciado + Célutas tumorales
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FIGURA 23B

31

63

Estémago

Adenccarcinoma moderadamente

M diferenciado + Células tumorales
32 59 | F Estémago Carcinoma de célula de anillo de Signet +- Células tumorales
33 62| M Estémago Linfoma maligno - N/A
34 51 | M Estémago Tumor de estroma l{mite + Célulgs tumorales
35 |42 (M Intestino delgado Tumor de estroma maligno - NfA
36 52| F Apéndice Pseuomixoma peritonia - N/A
37 53| M Colon Adsnocarcinoma + Células tumorsles
38 67 | M Recto Adenccarcinoma NR NR
39 5| F Rifign Carcinoma celular transitorio +++ Ceélulas tumorales
40 54 | F Rifién Carcinoma celular ranal + Células tumorales
41 75 | F Riion Carcinoma celular renal ++ Células tumorales
42 85 M Vejiga urinaria Carcinoma diferenciado pobremante + Células tumorsles

Area necrética

43 67 | M Vejiga urinaria Carcinoma celular transitorio, grado Alto ++4+ Células tumorales
44 82| M Préstata Adenocarcinoma +++ Célulss tumorsles
45 30 M Testiculos Seminoma ++ Células tumorales
46 68 | F Utero Adenccarcinoma endometrial + Células tumorales
47 |87\ F Utero Lalmiocsgcoma + Células tumorales
48 45| F Utero Leiomioma - R
49 63| F Cervix utsrino Carcinoma de células escamosas +++ Células tumoralss
50 12| F Ovario Tumor de seno endodérmico NR NR
51 33| F Ovario Adenocarcinoma de mucosidad +/- Células tumorales
52 70 F Qvario Fibrotecoma +- Células tumorales
53 &7 | F Glandula adrenal Carcinoma cortical - N/A
54 61| F Glandula adrenal Fecohromcitoma - N/A
55 54 | M Tircide Carcinoma papilar + Células tumorales
58 58| F Tirolde Carcinoma fc:lnli‘?:;ah:ominimamente - Células tumorales
57 74| M Timo Timoma +- Células tumorales
58 66 | F Cerebro Meningioma + Ceélulas tumorales
58 |62 | M Cerabro Glioblastoma multiforme ++ Células tumorales
80 84 | F Nodo linfético Malanoma maligno

Tumor pigmentado
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FIGURA 23C

Queratinocitos
1 3B|F Piel Normal ++
Enotelio de vasos sanguineos
Fibroblasto de estroma y
2 37| F Seno Normal + endctelio de vesos sangulnecs
Epitelio ductal
Endotelio sinuscidal y células
3 63 | M Bazo Normal ++ .
reficulares
4 67 [ M Musculo esquelético Normal - -
células intersticiales y
5 60 | M Pulmén Normal +
macréfagos
(] 42 | F Higade Normal + Endotelio de vasos sanguineos
Endotelio de vasos sanguinecs
7 41| ™ Cuerpo sstomacal Normal ++ _
Epitelio glandular
Fibras nerviosas periféricas
8 53 1 M Colon Normal ++ - .
Fibroblasto en lamina properia
g B M Rifion Normal ++ Epitelio tubular
10 70 | M Prostata Normal et Epitelio glandular y mioepitelio|
1 3 | F Placenta Normal +. Vasos sanguinecs
12 0 |F Cerebro Normal - -
13 26 | F Seno Carcinoma ductal infiltrado - -
14 89 | M Pulmén Carcinoma de células escamosas +++ Células tumorales
15 54 | M Higado Carcinoms hepatocelular - -
16 52 | M Esdéfago Carcinoma de célules escamosas ++ Célulss tumorales
17 49 | M Estémago Adeanocarcinomsa - -
18 3| M Intestino delgado Tumor estromal maligno - -
19 57 | F Recio Adenocarcinoma +/. Céiulas tumorales
20 4| F Rifién Carcinoma celular rensl - -
21 56 | F Vegija urinaria Carcinomsa celular transitorio +++ Células tumorales
22 67 | F Utero Carcinoma endometrial ++ Célulgs tumoralas
23 M| F Ovario Cistadenocarcinoma mucoso + Células tumorales
24 64| F Nodo linfatico Melanoma maligno metastasico

Tumoar pigmentado

Leyenda: Tincién negativa: -, Tincién errénea: +/-, Tincion débil: +, Tincién moderada:

++, Tincion fuerte: +++, N/A: No aplicable, NF: No representativo, F: seccion doblada.
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FIGURA 33

AR40A746.2.3 Cadena Ligera
SEQID NO:8

1 10 20
DI QM TQTTS S LS AS UL GDURVTYVTTI S
26 30 34 a0
S 06 I $ N Y L N W &Y QOTZEKT ®PDGEGENTYVZ RTLL
CDR1
51 56 €0 70
T S S L H 8 GV P 5 R T S G S GG S5 G TTD Y §
CDR2Z
76 80 89 97
S N L EP EDTIA AT VYJVYCOGQ QY S RKILGEP YT
CDR3
101
6 T K LETITE KT R A
AR40A746.2.3 Cadena Pesada
SEQ ID NO:7
1 10 20
DV QL QESG6ZPGTLUYZ KT PS5O0SUL S LT C
26 30 31 35 354 40
G Y S I T $ D Y AWNJUWSETITPRIGOQTFTUPGUNTIKL E
CDR1
50 60 65 70
Y I s Y S GF TNJZYUNUDSTILZKSURKTZI1ISTITR
CDR2
828
75 80 82A B2C 20
K N Q F F L QLSS VTITTETDTA ATTYTFECE
100B
97 100a 102 110
Y R Y S W F P Y WG QG TLJVTV S A

50

100

v T
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Hoja No. 6

Casilla No. VIll (ii) DECLARACION: DERECHO A SOLICITAR Y QUE SE OTORGUE UNA
PATENTE

La declaracion debe ajustarse a la redaccién estandarizada suministrada en la Seccién 212; ver las
Notas a las Casillas Nos. VIII, VIll(i) a (v) (en general) y a las Notas especificas a la Casilla No. Vill (ii).
Si no se usa esta casilla, esta hoja no debe incluirse en Ia solicitud.

Declaracién en cuanto al derecho del solicitante, en la fecha de presentacién internacional, a solicitar y
que se le otorgue una patente (Reglas 4.17(ii) y 51bis.1(a)(ii), en un caso donde la declaracién bajo la
Regla 4.17(iv) no es apropiada:

en relacién con esta solicitud internacional:

ARIUS RESEARCH INC. tiene autorizacion para solicitar y que se le otorgue una patente en virtud de
lo siguiente:

un traspaso de

YOUNG, David S. F., 33 University Avenue, Suite 2407, Toronto, Ontario M5J 257 CANADA;

FINDLAY, Helen P., 205 Glendonwynne Road, Toronto, Ontario M6P 3E9 CANADA;

HAHN, Susan E., 9 Innisfree Court, Toronto, Ontario M6S 3N7 CANADA;

CECHETTO, Lisa M., Unit 303 de JSD Ville Il, 653-31 Hannam-dong, Yongsan-gu, Seul 140-210 Corea
del Sur;y

FERRY, Alison L., 143 Grenadier Crescent, Thornhill, Ontario L4J 7V6 CANADA.

a ARIUS RESEARCH INC., fechado el 16 de Noviembre de 2007, 28 de Noviembre de 2007, 15 de
Septiembre de 2007, 27 de Noviembre de 2007, y 22 de Noviembre de 2007, respectivamente.

(] Esta declaracién continta en la pagina siguiente, “Continuacién de la Casilla No. VIII(ii)".
Formato PCT/R0O/101 (hoja de declaracion(ii)) (Enero de 2004) Ver Notas al formato de la solicitud

{JLLCCO: 214777.DOC v.1}
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PCT/CA2008/001452

Box No. VIII (il DECLARATION: ENTITLEMENT TO APPLY FOR AND BE GRANTED A PATENT

The declaration must conform to the standardized wording provided for in Section 212, see Notes 1o Boxes Nos. VIII, VIII (i) to (v) (in general)
and the specific Notes to Box No.VIII (ii). If this Box is not used, this sheet should not be included in the request.

Declaration as to the applicant’s entitlement, as at the international filing date, to apply for and be granted a patent (Rules 4.17(if)
and 51his. 1(a)(ii)), in a case where the declaration under Rule 4.17(iv) is not appropriate:

in relation to this international application:

ARIUS RESEARCH INC. is entitled to apply for and be granted a patent by virtue of the
following:

an assignment from:

YOUNG, David S. F., 33 University Avenue, Suite 2407, Toronto, Ontario M5J 257
CANADA;

‘FINDLAY, Helen P:, 205 Glendonwynne Road, Toronto, Ontario M6P 3ES CANADA;
HAHN, Susan E., 9 Innisfree Court, Toronto, Ontario M6S 3N7 CANADA;
CECHETTO, Lisa M., Unit 303 of JSD Ville I, 653-31 Hannam-dong, Yongsan-gu, Seoul
140-210 SOUTH KOREA; and

FERRY, Alison L., 143 Grenadier Crescent, Thornhill, Ontario L4J 7V6 CANADA.

to ARIUS RESEARCH INC., dated 16 November 2007, 28 November 2007,
15 September 2007, 27 November 2007, and 22 November 2007, respectively.

D This declaration is continued on the following sheet, “Continuation of Box No. VIII (ii)".

Form PCT/RO/101 (declaration sheet (ii)) (January 2004) See Notes to the request form
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antg o de la persona tue presenta fa solicity
i6n de la invencisn

I:I Desaripe
]

Dibujos de ser estos pertinentas
Comprah

L]

anle de pago de jas lasas estahleci

Z,[q ILI Dibujos de ser 8sl0s pertinentes

| | , Incompleta I:|

DISENO INDUSTRIAL [ ]

ldas (De ser el caso formato de descuenta)
Campleta [:l - Ihcompleta . l:l
\\_\M ) . A T
PATENTE DE INVENCION pPCT lZl MODELO DE UTILIDAD pCT- D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica
v \ \\‘
A IZI Indicacian que se solicita una PC T

Capia de |a solicitud en espanal, tal como fus Prese
24 | | o |

seéntada inicialmente {capituln descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

2/'3 l i Comprabante e pago de |

I, . 4 :
2 1as tasas ‘establecidas (de ser sl caso formato e descuanlto)
Completa I)e '

i

i

(Art. 119 Decislén 486/00)

Indicacidn que se solicita Dissiin indusuial ' -
|:] Datos de identificacion del ‘:Ullultant’e a de la persona que presenta la solicityg
[:I Representacion grafica y fOl‘Oglaflua del Disefio Industrial o muestrg del maleria que incorpora e
disafia
I:l Comprobante da Pago de las tasas establecidas
Complata [:l Incompleta E:I
. —_— \\__
ESQUEMA DE TRAzapo [ ] |

(Art. 92 Decisién 486/00)
. —_—
Indicacian Qque se solicita un asquema de lrazado

Datos de identificacion del solic

]
L]

| I—:J Representacian g
]

ltante o de Ia RErsona que presenta la solicityd

rafica de un esquema de trazgdo

Camprohante de Pago de las tasas establocidas

Complsta I:‘ lneompleta D
_—




* SUPERINTENDENCIHA

A
BICENTENARIO M
Bogota,
2020

Doctor (a)

LLOREDA RICAURTE ALICIA
Apoderado(a) y/o Representante de
F. HOFFMANN - LA ROCHE AG

REFERENCIA Radicacidén No. 10 27142
Solicitud internacional PCT/CA2008/001452
Fecha inicic fase nacional 17/03/2010
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 430 .
Oficio No. BT 43‘3 {

Teniendo en cuenta gque el capitulo reivindicatorio presentado excede de diez
reivindicaciones, es necesario que cancele la tasa establecida por cada
reivindicacidén adicional presentada, de conformidad con 1lo dispuesto en la
resolucidén de tasas vigente para la fecha de presentacidén de la solicitud, so pena
de gue no sean tenidas en cuenta dentro del presente tramite administrativo.

En consecuencia, con fundamento en lo previsto por el articulo 12 del Cédigo
Contencioso Administrativo, se le requiere para que dentro del término de dos (2)
meses siguientes a la fecha de notificacidén del presente oficio atienda el
requerimiento aqui seflalado. Lo anterior, con el alcance que para tal efecto
establece el articulo 13 de la misma codificacidn, respecto de las reivindicaciones
adicionales.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

El an requerimiento fue notificado por fijacidén en lista de
Fecha 2.6 MAR. 2010

St Me
adpall —
Al contestar favor indique el namero Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
de radicacidn consignado en el rétulo Sede CAN: Av. Carrera 50 No. 26 - 55 int.2. Tel 5880070

Call Center 6513240, Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogotd D.C. Colombia
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BICENTENARIO 41
SR TENLIO

Bogota,
2020

Doctor (a) »

LLOREDA RICAURTE ALICIA
Apoderado(a) y/o Representante de
F. HOFFMANN - LA ROCHE AG

REFERENCIA Radicacién No. 10 27142
Solicitud internacional PCT/CA2008/001452
Fecha inicio fase nacional 17/03/2010
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 430

Oficio No. o w4308

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidén 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacidén en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesidén del
derecho a la patente  del inventor al solicitante o a su causante, conforme a lo
establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisidén 486 de la Comisidn de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos
deberan legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
Cédigo de Procedimiento Civil. Cuando se trate de las declaraciones a que hace
referencia la Regla 4.17 1ii) del Tratado de Cooperacidén en Materia de Patentes
PCT., el alcance de 1las tales declaraciones se determinara segin indiquen
claramente una cesidén de derechos del inventor al solicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de 1lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidén 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacidén del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, 1la solicitud se
considerard abandonada y perdera su prelacién.

Notifiquese el presente ¢
e), del capitulo quinto

io conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
1 titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Directora Nuevas Creaciones (c)

El antérior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de

fecha DB MR o

adpall
Al contestar favor indique el naGmero Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
de radicacidén consignado en el rbétulo Sede CAN: Av. Carrera 50 No. 26 - 55 int.2. Tel 5880070

Call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogotd D.C. Colombia



