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CRECIMIENTO DE TUMOR, ANGIOGENESIS Y METASTASIS”

RESUMEN:

Una linea celular de hibridoma depositada como No. de Acceso ATCC PTA-9387.

Un anticuerpo producido por la linea celular de hibridoma de la reivindicacion 1.

Una linea celular de hibridoma depositada como No. de Acceso ATCC PTA-9388.

Un anticuerpo producido por la linea celular de hibridoma de conformidad con la reivindicacion 4.

Un anticuerpo o su fragmento capaz de figar a dominios 1-3 de N-cadherina, el mismo determinante antigénico de N-cadherina, in
vivo 0 in vitro, que e! anticuerpo monoclonal producido por la linea celular de hibridoma depositada en la American Type Culture
Collection que tiene No. de Acceso ATCC PTA-9387.
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Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones

Copia de la publicacién PCT

Copia informe biisqueda internacional.

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

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion,
reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad
Internacional de Examen Preliminar (IPEA).

Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.

Copia de las modificaciones efectuadas de acuerdo con el Articulo 36.2.b PCT
en Fase Nacional.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de
conocimientos tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depoésito del material biologico.

Arte final 12 x 12 _
De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos
en el extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o
totalmente con la invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.
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Box No. 11 Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international scarch report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. D Claims Nos.:

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. D Claims Nos.

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. D Claims Nos.:

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. III  Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

This application contains the following inventions or groups of inventions which are not so linked as to form a single general inventive
concept under PCT Rule 13.1. In order for all inventions to be examined, the appropriate additional examination fees must be paid.

Group |: claims 1, 2, directed to a first hybridoma cell line, ATCC Accession No. PTA-9387, and antibodies produced by the celi line.
Group |l: claims 3, 4, directed to a second hybridoma celi line, ATCC Accession No. PTA-9388, and antibodies produced by the cell line.
Group lil: claims 5-7 and 11-32, directed to an antibody that binds to domains 1-3 of N-cadherin.

Group IV: claims 8-32 directed to an antibody that binds to domain 4 of N-cadherin.

Group V: claim 33, directed to a method of identifying an anti-N-cadherin antibody or a compound that inhibits the growth of cancer cells
in a patient.

- Please see extra sheet for continuation -

l. D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
* claims,

2. D As all searchable claims could be searched without effort justifying additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. & No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is

restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:
1and 2

Remark on Protest I___l The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

[:l No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (April 2007)
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Continuation of Box IIl: Lack of Unity of Invention

The inventions listed as Groups | - V do not relate to a single general inventive concept under PCT Rule 13.1 because, under PCT Rule
13.2, they lack the same or corresponding special technical features for the following reasons:

The special technical feature of the claims of the claims of Groups | and Il are particular, but different hybridoma cell lines, and
antibodies produced by those cell lines. The special technical feature of the claims of Groups Ill and IV is an antibody that binds to
domains 1-3 of N-cadherin, or domain 4 of N-cadherin, respectively. The special technical feature of the Group V claims is a method of
identifying an anti-N-cadherin antibody or a compound that inhibits the growth of cancer cells in a patient.

The only common technical element shared by the above groups is that they are related to antibodies to N-cadherin. Groups { and lit
share a further common technica! element of antibodies directed to binding domains 1-3 of N-cadherin. Groups Il and IV share a further
technical commonality of antibodies being directed to binding to domain 4 of N-cadherin. Note that, based on claims 5 and 8,
respectively, the antibodies or fragments thereof which are claimed under Groups Il and IV are not necessarily the same antibodies as
those produced by the indicated cell lines (associated with Groups | and I, respectively), nor do the antibodies of Groups Il and IV
specifically bind to the same epitopes as the antibodies produced by the indicated cell iines, but only bind to the same domains of the
target protein as the antibodies produced by the indicated cell lines. Therefore, these common technical elements do not represent a
same or corresponding special technical feature. Further, common technical elements of the above Groups do not represent an
improvement over the prior art of the article entitied "N-Cadherin Extracellular Repeat 4 Mediates Epithelial to Mesenchymal Transition
and Increased Motility" by Kim et al. which teaches antibodies which bind to either domain 1, or domain 4 of N-cadherin. (see pg. 1194;
col 1 "The binding sites for most mAbs that block the adhesive function of E-, P-, and N-cadherin have been mapped to EC-1%; wherein
EC-1is applicants’ domain 1; pg. 1203, col 2 "we produced a mAb that binds EC-4 of N-cadherin™; wherein EC-4 is applicants’ domain
4; and pg. 1195, col 2, para 4 "A 300-.mu.| aliquot of cell extract was incubated with 300 .mu.) hybridoma supematant for 30 min at
4.degree.C). Therefore, the inventions of Groups I-V lack unity of invention under PCT Rule 13 because they do not share a same or
corresponding special technical feature.

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (Aprit 2007)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
PCT/US 09/39526
Box No. | Basis of this opinion
1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
the international application in the language in which it was filed.
D a translation of the international application into which is the language of a

transiation furnished for the purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1(b)).

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

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, this opinion has been
established on the basis of:

a. type of material
D a sequence listing
D table(s) related to the sequence listing

b. format of material

D on paper

D in electronic form

¢. time of filing/furnishing
l:] contained in the international application as filed
D filed together with the international application in electronic form

D furnished subsequently to this Authority for the purposes of search

4, D In addition, 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 identical to that
in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

5. Additional comments:

Form PCT/ISA/237 (Box No. 1) (April 2007)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US 09/39526

Box No. IV Lack of unity of invention

1. E In response to the invitation (Form PCT/ISA/206) to pay additional fees the applicant has, within the appicable time limit;
D paid additional fees
D paid additional fees under protest and, where applicable, the protest fee
D paid additional fees under protest but the applicable protest fee was not paid
& not paid additional fees

2. D This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose not to invite the applicant to
pay additional fees.

3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rule 13.1, 13.2 and 13.3 is

D complied with

E not complied with for the following reasons:

This application contains the following inventions or groups of inventions which are not so linked as to form a single general inventive
concept under PCT Rule 13.1. In order for all inventions to be examined, the appropriate additional examination fees must be paid.

Group L: ¢laims 1, 2, directed 1o a first hybridoma cell line, ATCC Accession No. PTA-9387, and antibodies produced by the cell line.
Group {I: claims 3, 4, directed to a second hybridoma cell line, ATCC Accession No. PTA-9388, and antibodies produced by the cell line.
Group IlI: claims 5-7 and 11-32, directed to an antibody that binds to domains 1-3 of N-cadherin.

Group V: claims 8-32 directed to an antibody that binds to domain 4 of N-cadherin.

Group V: claim 33, directed to a method of identifying an anti-N-cadherin antibody or a compound that inhibits the growth of cancer cells
in a patient.

The inventions listed as Groups | - V do not relate to a single general inventive concept urider PCT Rule 13.1 because, under PCT Rule
13.2, they lack the same or corresponding special technical features for the following reasons:

The special technical feature of the claims of the claims of Groups | and Il are particular, but different hybridoma cell lines, and antibodies
produced by those cell lines. The special technical feature of the claims of Groups Il and IV is an antibody that binds to domains 1-3 of N
-cadherin, or domain 4 of N-cadherin, respectively. The special technical feature of the Group V claims is a method of identifying an anti-
N-cadherin antibody or a compound that inhibits the growth of cancer cells in a patient.

The only common technical element shared by the above groups is that they are related to antibodies to N-cadherin. Groups | and It
share a further common technical element of antibodies directed to binding domains 1-3 of N-cadherin. Groups Il and IV share a further
technical commonality of antibodies being directed to binding to domain 4 of N-cadherin. Note that, based on claims 5 and 8,
respectively, the antibodies or fragments thereof which are claimed under Groups Il and IV are not necessarily the same antibodies as
those produced by the indicated cell lines (associated with Groups i and i, respectively), nor do the antibudies of Groups it and IV
specifically bind to the same epitopes as the antibodies produced by the indicated cell lines, but only bind to the same domains of the
target protein as the antibodies produced by the indicated cell lines. Therefore, these common technical elements do not represent a
same or corresponding special technical feature. Further, common technical elements of the above Groups do not represent an
improvement over the prior art of the article entitled "N-Cadherin Extracellular Repeat 4 Mediates Epithelial to Mesenchymal Transition
and Increased Motility” by Kim et al. which teaches antibodies which bind to either domain 1, or domain 4 of N-cadherin. (see pg. 1194;
col 1 "The binding sites for most mAbs that block the adhesive function of E-, P-, and N-cadherin have been mapped to EC-1"; wherein
EC-1 s applicants’ domain 1; pg. 1203, col 2 "we produced a mAb that binds EC-4 of N-cadherin”; wherein EC-4 is applicants' domain 4;
and pg. 1195, col 2, para 4 "A 300-.mu.l aliquot of cell extract was incubated with 300 .mu.| hybridoma supernatant for 30 min at
4.degree.C). Therefore, the inventions of Groups I-V fack unity of invention under PCT Rule 13 because they do not share a same or
corresponding special technical feature.

4. Consequently, this opinion has been established in respect of the following parts of the international application:

D all parts

. . 1and 2
& the parts relating to claims Nos.

Form PCT/ISA/237 (Box No. 1V) (April 2007)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTIUS 09/39526

Box No. V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Claims 1and2 YES
Claims NONE NO
Inventive step (IS) Claims  13Md2 . YES
Claims NONE NO
Industrial applicability (1A) Claims 1and2 YES
- Claims NONE NO

2. Citations and explanations:
Claims 1 and 2 meet the criteria set out in PCT Article 33(2)-(3), because the prior art does not teach or fairly suggest the hybridoma cell
line deposited as ATCC Accession No. PTA-9387 and the antibody produced therefrom. )
The closest prior art, WO 2007/109347 A2 to REITER, discloses a hybridoma and antibody produced therefrom as they relate cadherin

(para [000S5], [0088]). However, Reiter does not teach or fairly suggest a hybridoma cell line deposited as ATCC Accession No. PTA-9387
and an antibody produced therefrom. .

Claims 1 and 2 have industrial applicability as defined by PCT Article 33(4) because the subject matter can be made or used in industry.

Form PCT/ISA/237 (Box No. V) (April 2007)
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NOVEDOSOS ANTICUERPOS CONTRA CANCER DIRIGIDOS A BLOQUEO DE

CRECIMIENTO DE TUMOR, ANGIOGENESIS Y METASTASIS

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reclama priéridad de 1la
solicitud de patente de los E.U.A. No. de Serie 61/042,604,
presentada en abril 4, 2008, y la solicitud de patente de los
E.U.A. No. de Serie 61/113,053, presentada en noviembre 10,
2008, los contenidos de las cuales aqui se incorporan por
referencia en su totalidad.
DECLARACION RESPECTO A DERECHOS DE INVENCIONES REALIZADAS BAJO

DESARROLLO O INVESTIGACION AUSPICIADOS FEDERALMENTE

La presente invencidén en parte fue soportada por
NIH/NCI SOMI Training Grant R25 CA 098010 y NIH/NCI UCLA
Prostate SPORE, P50 CA 092131. El gobierno tiene ciertos
derechos respecto a esta invencidn.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El céncer de préstata es la mas comin malignidad vy
la segunda causa principal de muerte relacionada a cancer en
hombres americanos. El cancer de prodstata es una enfermedad
biolégica y clinicamente heterogénea. Una mayoria de 1los
hombres con esta malignidad alojan tumores de lento
crecimiento que puedén no impactar en la extensidén debida
natural de un individuo, mientras que otros son impactados por
tumores metastédsicos réapidamente progresivos. La prueba de
deteccién de PSA estd limitada por una falta de especificidad
y una incapacidad por pronosticar que pacientes estan en
riesgo por desarrollar enfermedad metastasica refractaria de
hormonas. Recientes estudios que se avocan a un menor umbral
de PSA para diagnéstico, pueden incrementar el numero de

diagnéstico de cancer de prostata y complicar adicionalmente
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la identificacién de pacientes con canceres indolentes contra
agresivos (Punglia et al., N Engl J Med, 349: 335-342 (2003)).
Nuevos marcadores de suero y tejido que correlacionan con el
resultado clinico o identifican pacientes con enfermedad
agresiva potencialmente se requieren en forma urgente (Welsh
et al., Proc Natl Acad Sci U S A, 100: 3410-3415 (2003})).

Estudios de perfilado de expresidén recientes
sugieren que las firmas de expresidén para tumores metastasicos
contra no-metastdsicos pueden residir en el tumor primario
(Ramaswamy et al., Nat Genet, 33: 49-54 (2003); Sotiriou et
al., Proc Natl Acad Sci U S A, 100: 10393-10398 (2003)).
Caracteristicas adicionales que predisponen a tumores a
metistasis en o6rganos especificos también pueden estar
presentes con cierta frecuencia en el tumor primario (Kang et
al., Cancer Cell, 3: 537-549 (2003)). Estas observaciones
recientes sugieren que marcadores novedosos de cancer de
préstata refractario pre-hormona o pre-metastéasico pueden ser
identificados en la etapa temprana de la enfermedad. Estos
marcadores también juegan un papel en la biologia de avance dé
cdncer de proéstata refractario de hormona o metastasico.
Recientes ejemplos de genes presentes en tumores primarios que
se correlacionan con el resultado y Jjuegan un papel en la
biologia de progreso de cancer de préstata incluyen EZH2 y LIM
quinasa (Varambally et al., Nature, 419: 624-629 (2002) ;
Yoshioka et al., Proc Natl Acad Sci U S A, 100: 7247-7252
(2003) ). Sin embargo, ninguno de estos dos (genes es
secretado.

A fin de identificar nuevos marcadores de tejido o
suero candidato de céncer de préstata refractario de hormona,
comparamos perfiles de expresién de gen de xenoinjertos de

cancer de prbstata refractario de hormona y dependiente de
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hormona apareada. El xenoinjerto LAPC-9 se establecidé de una
metéstasis de hueso osteobldstico y progresa desde una
dependencia de andredbdgeno a independencia después de
castracidn en ratones inmuno deficientes (Craft et al., Cancer
Research, In Press (1999)). Se ha empleado previamente para
identificar blancos o dianas terapéuticas candidato en céncer
de prostata. Genes expresados diferencialmente se validaron y
después se examinaron para homologia de secuencia a proteinas
de superficie celular o secretadas. La identificaciédn,
caracterizaciédn y validacién inicial de N-cadherina, que se
expresa tanto en cancer de préstata refractario de hormona
como en cancer de vejiga, se ha reportado previamente
(WO/2007/109347) .

Previamente discutimos nuestra identificacidén de N-
cadherina como un blanco o diana terapéutico o de diagnédstico
putativo en canceres de prédstata y vejiga (WO/2007/109347).
Nuestra descripcidén previa demuestra expresidén significante
del objetivo en tumores de vejiga y prdstata de alto riesgo y
avanzados y mostrd que la expresiédn de la diana se asocia con
deficiente prondstico y avance a independencia de andrdgeno.
Aunque ha habido especulacidén previa de que N-cadherina puede
ser una diana de terapia Util, el uUnico farmaco existente era
un antagonista péptido, gue no muestra ninguna actividad
preclinica contra cancer de prostata. Para nuestro
conocimiento, nuestra invencidén proporciona los primeros
anticuerpos monoclonales que son activos contra céanceres que
expresan el objetivo o diana. Ademds, el antagonista N-
cadherina existente hace blanco solo al primer dominio
extracelular de la proteina. Describimos anticuerpos que
hacen blanco al primer y cuarto dominios extracelulares.

Todos tienen actividad antitumor significante. Hasta nuestro
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mejor conocimiento, esta es la primera descripcién del
concepto de hacer diana al cuarto dominio extracelular.
Nuestros anticuerpos pueden emplearse como agentes sencillos,
en combinacidén, y también conceptualmente como agentes que
pueden combinarse con antagonistas de rutas paralelas o
corriente abajo a N-cadherina.

La “invencién abarca multiples anticuerpos
monoclonales contra el primer y cuarto dominios extracelulares
de la proteina N-cadherina. Estos anticuerpos blogquean
crecimiento de tumor, angiogénesis y metdstasis en modelos in
vivo de préstata y otros céanceres. Funcionan al bloquear las
rutas de transduccién de seflal N-cadherina que son criticas
para crecimiento de tumor, invasién, angiogéﬁesis y
metastasis. Los anticuerpos también pueden ser utiles para
formacién de imagen in vivo de tumores positivos de N-
cadherina y/o para diagnéstico y/o prondstico de tejido.

La invencién puede practicarse sola como anticuerpos
sencillos para tratar o evitar crecimiento de tumor 'y
metastasis. Pueden emplearse como adyuvantes o como agentes
terapéuticos para tumores existentes. Pueden emplearse en
combinacién para bloquear miltiples dominios de la proteina N-
cadherina. También pueden emplearse en combinacién con
quimidterapia u otros agentes de cancer dirigidos,
particularmente aquellos que hacen blanco a rutas de
transduccién de seflal sinergisticas o aquellos que hacen
blanco en rutas corriente abajo o corriente arriba
involucradas en transduccién de sefial mediada por N-cadherina.

Actualmente no hay terapias o diagnésticos aprobados
gue hacen blanco en N-cadherina. El uUnico féarmaco que hace
blanco a estas rutas no ha sido altamente existoso en pruebas

Fase II y no ha mostrado actividad en los modelos preclinicos



10

15

20

25

30

o .- S o

en la que nuestra invencién es éé;}géﬂgéhtré%éaéﬁivéiéggiﬂ;f,
sugiriendo la clara superioridad de nuestro enfoque y nuestros
agentes.

De acuerdo con esto, la invencidén proporciona
composiciones y métodos que hacen blanco en N-Cadherina en el
diagnéstico, pronéstico y tratamiento de canceres que expresan
N-Cadherina incluyendo, pero no limitados a cancer de proéstata
y cancer de vejiga.

BREVE COMPENDIO DE LA INVENCION

En un aspecto, la presente invencidén proporciona una
linea celular de hibridoma depositada como No. de Acceso ATCC
PTA-9387 y un anticuerpo producido por esta linea celular de
hibridoma, asi como otra linea celular de hibridoma depositada
como No. de Acceso ATCC PTA-9388 y un anticuerpo producido por
esta linea celular de hibridoma. También se proporciona un
anticuerpo o su fragmento capaz de ligar a dominios 1-3 de N-
cadherina, el mismo determinante antigénico de N-cadherina, in
vivo o in vitro, que el anticuerpo monoclonal producido por la
linea celular de hibridoma depositada en la Coleccidén de
Cultivo Tipo Americano (ARmerican Type Culture Collection) que
tiene el No. de Acceso ATCC PTA-9387, o un anticuerpo o su
fragmento capaz de ligar al dominio 4 de N-cadherina, el mismo
determinante antigénico de N-cadherina, in vivo o 1n vVvitro,
que el anticuerpo monoclonal producido por la linea celular de
hibridoma depositada en la American Type Culture Collection
gque tiene el No. de Acceso ATCC PTA-9388. Este anticuerpo
puede ser humanizado o totalmente humano; O puede ser un
diacuerpo o un anticuerpo de cadena sencilla (scEv).

En un segundo aspecto, esta invencién proporciona un
método para inhibir el crecimiento de células de cancer en un

paciente. El método comprende la etapa de: administrar un

ZA
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anticuerpo (o su fragmento) de esta invencidén a un paciente
bajo condiciones suficientes para ligar el anticuerpo (o su
fragmento) a las células de cancer, que expresan © sobre-
expresan N-cadherina. El anticuerpo (o su fragmento) inhibe
el crecimiento de células de cancer por (a) activar o inhibir
sefializacidn y transcripcidén NF kappa-f; (b) activar o inhibir
internalizacién de N-cadherina; {(c) activar o inhibir PI3
quinasa o la ruta Akt; (d) activar o inhibir'seﬁalizacién de
B-catenina; (e) bloguear heterodimerizacidén de N-cadherina con
FGFR u otro receptor de tirosina quinasa; o (f) bloquear o
mejorar la ruptura por ADAMIO u otra metalopeptidasa. En
algunas modalidades, las células de céancer son células de
cancer urogenitales, células de cancer de préstata, o células
de cancer de vejiga.

En un tercer aspecto, la invencidén proporciona un
método para tratar a un paciente de cancer. El método
comprende las etapas de: (a) obtener una muestra de tejido de
prueba de un individuo con riesgo de tener un cancer que
expresa una proteina N-cadherina; (b) determinar la presencia
0 ausencia o cantidad de la proteina N-cadherina en la muestra
de tejido de prueba en comparacidén con una muestra de tejido
de control de un individuo que se conoce negativo para el
cadncer; de esta manera diagnosticando el cancer que expresa
una proteina N-cadherina, en donde la proteina N-cadherina se
expresa a niveles normales o bajos, 0 se expresa por un sub-
conjunto de células, o se sobre-expresa; y (c) administrar una
cantidad efectiva de anticuerpo de N-cadherina (o su
fragmento) de esta invencidén al individuo en riesgo de tener
un cancer que expresa una proteina N-cadherina.

‘ En algunas modalidades, la muestra de tejido es

tejido de préstata o de vejiga. En algunas modalidades, el
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cdncer es cancer de prbstata o céncer de vejiga, o puede ser
un cancer metastasico. En algunas modalidades, el anticuerpo
(o su fragmento) bloguea el cancer de préstata refractario de
hormona, o el anticuerpo bloquea células madre de cancer. El
anticuerpo en algunos casos es un anticuerpo monoclonal, un
scFv, o un diacuerpo. En otras modalidades, la muestra de
tejido es tejido de préstata o de vejiga.

Fn un cuarto aspecto, la presente invencién
proporciona un método para diagnosticar a un paciente de
cancer. El método comprende las etapas de: (a) obtener una
muestra de tejido de prueba de un individuo con riesgo de
tener un cancer dque expresa una proteina N-cadherina; (b)
determinar la presencia o ausencia o cantidad de la proteina
N-cadherina en la muestra de tejido de prueba en comparacidn
con una muestra de tejido control de un individuo que se
conoce es negativo para el cancer al contactar una muestra con
una cantidad efectiva del anticuerpo N-cadherina (o su
fragmento) de esta invencidn; de esta manera diagnosticando el
cdncer gque expresa una proteina N-cadherina, en donde 1la
proteina N-cadherina se expresa a niveles normales o bajos, o
se expresa por un sub-conjunto de células, o se sobre-expresa.

En un quinto aspecto, la presente invencidn
proporciona un método para identificar células madre de
cancer. El método comprende las etapas de: (a) obtener una
muestra de tejido de prueba de un individuo con riesgo de
tener un cancer gue expresa una proteina N-cadherina; (b)
determinar la presencia o ausencia de células madre de céancer
en la_ muestra de tejido de prueba en comparaciédn con una
muestra de tejido de control de un individuo que se conoce es
negativo para el cancer; en donde la proteina N-cadherina se

expresa a niveles normales o bajos, 0 se expresa por un sub-
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conjunto de células madre y no se sobre-expresa, utilizando el
anticuerpo (o su fragmento) de esta invencion. Enralgunas
modalidades, la muestra de tejido es tejido de préstata o de
vejiga. En algunas modalidades, el céancer es un cancer de
préstata, un cancer de vejiga, un cancer de proéstata
refractario de hormona o un cancer metastasico.

En un sexto aspecto, la invencidén proporciona un
método para identificar un anticuerpo anti-N-cadherina o un
compuesto que inhibe el crecimiento de células de cancer en un
paciente. El método comprende las etapas de: (i) poner en
contacto el compuesto candidato o anticuerpo con una ceélula
que expresa o sobre-expresa un polipéptido de N-cadherina; vy
(ii) determinar el efecto funcional del compuesto candidato o
anticuerpo sobre el polipéptido de N-cadherina al determinar

si el compuesto o anticuerpo: (a) activa o inhibe sefializacidn

y transcripcidn NF kappa-8; (b) activa o) inhibe
internalizacidén de N-cadherina; (c) activa o inhibe PI3
quinasa o ruta Akt; (d) activa o inhibe sefializacidén de B~

catenina; (e) bloquea la heterodimerizacién de N-cadherina con
FGFR u otro receptor de tirosina quinasa; o (f) Dbloquea o
mejora la ruptura por ADAMIO u otra metalopeptidasa. S5i el
compuesto candidato o anticuerpo muestra que exhibe actividad
en cualgquiera de (a)-(f), el anticuérpo o compuesto se
considera un anticuerpo anti-N-Cadherina o un compuesto que
inhibe el crecimiento de canceres que expresan N-Cadherina en
un pacilente. Por ejemplo, el anticuerpo o compuesto se
consideré un anticuerpo anti-N-Cadherina o un compuesto dque
inhibe el crecimiento de canceres que expresan N-Cadherina en
un paciente cuando el anticuerpo o compuesto inhibe la
seflalizacidén o transcripcién NF  kappa-8; o cuando el

anticuerpo o compuesto inhibe internalizacién de N-cadherina.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS -

Figura 1. Modelo de senalizacién de N-Cadherina en
cancer de proéstata.

Figura 2. N-Cadherina activa NF-yB.

Figura 3. N-Cadherina activa NF-yp.

Figura 4. N-Cadherina se expresa en la superficie
celular de células Cl.

Figura 5. NF-yB localiza al nucleo en células
positivas de N-Cadherina (Cl).

Figura 6. Expresién de N-Cadherina resulta en
induccién de IL-6, IL-8, TGFB2, y bcl-2.

Figura 7: Correlacién de genes inducidos con nivel
de N-cadherina.

Figura 8: Interferencia génica de N-Cadherina lleva
a regulacidén a la baja de IL-6 y IL-8.

Figura 9. Actividad NF-yB después de tratamiento
con anticuerpo de N-cadherina.

Figura 10. N-Cadherina en células PC3: incubacidn
de anticuerpo de 48-horas.

Figura 11. La interferencia génica de N-Cadherina
lleva a regulacién a la baja de Akt activado.

Figura 12. Anticuerpos especificos de N-Cadherina
activan, después regulan a la baja la activacidén de Akt.

Figura 13. Bndlisis FACS de clones de anticuerpo
que hacen blanco al primer dominio extracelular de la proteina
N-cadherina.

Figura 14. Bnadlisis FACS de clones de anticuerpo
que hacen blanco al cuarto dominio extracelular de la proteina
N-cadherina.

Figura 15. An&lisis FACS de clones de anticuerpo N-

Cadherina monoclonal purificados.
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Figura 16. Ensayo de invasidén in vitro de clones de
anticuerpo N-Cadherina monoclonal.

Figura 17. Curva de crecimiento de tumores nulos de
N-Cadherina bajo tratamiento por anticuerpos contra N-
cadherina, 1H7 y EC4, mostrando ningin efecto inhibitorio
significante (l17a). La curva de crecimiento de tumor de
células de cancer de prdéstata PC3 tratadas con los mismos
anticuerpos, demuestran efectividad en la inhibicién de
crecimiento (17b). La curva de crecimiento de tumores PC3
establecidos grandes bajo tratamiento por los anticuerpos 1H7
y EC4 (1l7c). Curva de crecimiento a largo plazo de tumores
PC3 bajo tratamiento por el anticuerpo EC4 (17d).

Figura 18. Experimento in vivo que muestra efecto
de anticuerpos contra N-cadherina.

Figura 19. (a) Tincidén inmunohistoquimica de céncer
de prdstata LAPCY9 independiente de andrégeno; (b) Tratamiento
de tumores LAPC-9 dependientes e independientes de andrdégeno
con anticuerpos de N-cadherina.

Figura 20. Curva de Crecimiento de Tumor de células
LAPCOAI clasificadas y no clasificadas.

Figuras 21 y 22, Resultados FACS en tumores
clasificados de N-Cadherina procesados.

Figura 23. Curvas de crecimiento de tumores LNCaP-
Cl, que muestran efectos inhibitorios de anticuerpos de N-
cadherina.

Figura 24. Anticuerpos de N-cadherina inhibe el
crecimiento de tumores independientes de andrégeno LAPC-9
establecidos (24a) y tumores independientes de andrégenb LAPC-
9 establecidos grandes.

Figura 25. Inhibicidén de crecimiento de tumor PC3

en ratones desnudos por anticuerpo EC4 en una forma
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correlacionada con dosis.

Figura 26. Anticuerpos de N-Cadherina 1H7 y EC4
muestran un efecto inhibitorio en el crecimiento de tumor
dependiente de andrégeno LAPC-9 en dos estudios en donde el
progreso en tumor fue seguido por hasta 45 dias (26a) y 70
dias (26b).

Figura 27. Células clasificadas N-Cadherina
muestran una ventaja de crecimiento en ratones SCID castrados.

Figura 28. Correlacidén entre expresién de N-
cadherina y nivel de receptor de andrdégeno en pasajes
sucesivos de células de tumor LAPCO.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Esta invencidén se refiere a anticuerpos monoclonales
novedosos que hacen blanco a la proteina de superficie celular
N-Cadherina para terapia de canceres que expresan N-cadherina.
Los céanceres pueden ser céncer de préstata, cancer de vejiga,
u otros canceres que expresan N-cadherina.

Esta invencidén también se refiere a métodos para
tratar canceres utilizando anticuerpos que hacen blanco en N-
cadherina. Los inventores han descubierto que los anticuerpos
pueden funcionar al activar o inhibir sefializacién vy
transcripcién de NF kappa-, o al activar o inhibir
internalizacién de N-cadherina, o al activar o inhibir la ruta
Akt o PI3 quinasa, o al activar o inhibir la sefializacién de
B-catenina, o al bloquear la heterodimerizacién de N-cadherina
con FGFR u otro receptor de tirosina quinasa; o al bloguear o
mejorar el rompimiento por ADAM10 u otra metalopeptidasa. La
Figura 1 es un resumen de transduccién de sefial mediada por N-
cadherina. La Figura 1 muestra la activacién de las rutas NF-
kappa P, Akt, y P-catenina. Los inventoresAreportan evidencia

que muestra dque los anticuerpos de N-Cadherina funcionan
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alterando una o mads de estas rutas.

Definiciones

"N-Cadherina y E-Caderina" se refieren a a&cidos
nucleicos, por ejemplo gen, pre-ARNm, ARNm y polipéptidos,
variantes polimérficas, alelos, mutantes \% homélogos
interespecies que: (1) tiene una secuencia de aminoacido que
es mayor que aproximadamente 60% de identidad de secuencia de
aminoacido, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, de preferencia 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% o mayor identidad de
secuencia de aminoacido, de preferencia sobre una regidén de al
menos aproximadamente 25, 50, 100, 200, 500, 1000, o mas
aminoadcido, a un polipéptido codificado por un &cido nucleico
de referencia respectiva o una secuencia de aminodcido aqui
descrita, por ejemplo como se ilustra con Nés. de Acceso
GenBank NM 001792 (ARNm N-cadherina), NP 001783 (proteina N-
cadherina), NM 004360 (ARNm E-Caderina), y NP 004351 (proteina
E-Caderina); (2) ligan especificamente a anticuerpos, por
ejemplo anticuerpos policlonales, desarrollados contra un
inmunégeno que comprende una secuencia de aminoacido de
referencia como se ilustra el No. de Acceso GenBank NP 001783
(proteina N-cadherina) o NP 004351 (proteina E-Caderina); sus
fragmentos respectivos inmunogénicos, y variantes modificadas
de manera conservadora respectivas de los mismos; (3)
hibridizar especificamente bajo severas condiciones de
hibridizacién a un &cido nucleico que codifica una secuencia
de aminodcido de referencia como se ilustra en el No. de
Acceso GenBank NP 001783 (proteina N-cadherina) o NP _004351
(proteina E-Caderina), respectivamente V% sus variantes
respectivas modificadas de manera conservadora; (4) tienen una
secuencia de acidos nucleicos que tiene mas de aproximadamente

95%, de preferencia mads de aproximadamente 96%, 97%, 98%, 99%

2\
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o superior identidad de secuencia de nucledtidos, de
preferencia sobre una regidén de al menos aproximadamente 25,
50, 100, 150, 200, 250, 500, 1000, o mas nucledbtidos, a una
secuencia de &acido nucleico de referencia como se muestra en
el No. de Acceso GenBank NM 001792 (ARNm N-cadherina) o
NM 004360 (ARNm E-Caderina). Una secuencia polipéptido o
polinucleétido tipicamente es de un mamifero incluyendo, pero
no limitados a primate, por ejemplo humano; roedor, e.g.,
rata, ratén, hamster; vaca, cerdo, caballo, oveja o cualquier
otro mamifero. Los &cidos nucleicos vy proteinas de 1la
invencidén incluyen tanto moléculas de origen natural como
recombinantes.

"Cancer" se refiere a cénceres humanos y carcinomas,
sarcomas, adenocarcinomas, linfomas, leucemias, etc.,
incluyendo tumores sdélidos y cénceres linfoides, de rifidn, de
mama, pulmén, rifdn, vejiga, colon, de ovarios, préstata,
pancreas, estdémago, cerebro, cabeza y cuello, piel, uterino,
testicular, eséfago y céncer de higado; linfoma, incluyendo
linfoma no Hodgkin y de Hodgkin, leucemia, y mieloma multiple.
"Cancer urogenital" se refiere a canceres humano de tejidos
genitales y de tracto urinario, incluyendo pero no limitados a
tejidos de rifidén, vejiga, tracto urinario, uretra, prostata,
pene, testiculos, vulva, vagina, cervicales y ovarios.

El céncer a tratar aqui puede ser uno caracterizado
por excesiva activacién de N-cadherina. En forma alterna, el
cédncer a tratarse aqui puede ser aquel en donde la proteina N-
cadherina se expresa a niveles normales o bajos, © uno en
donde la proteina N-cadherina se expresa por un sub-conjunto
de células, y en donde la proteina N-cadherina no se sobre-
expresa. En una modalidad de 1la invencidén, un ensayo de

diagnéstico o pronéstico se realizard para determinar si el

X4
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cdncer del paciente se caracteriza por expresién de N-
cadherina. Diversos ensayos para determinar esta
amplificacién/expresidn se contemplan e incluyen la
inmunohistoquimica, FISH y ensayos de antigeno circulante,
transferencia southern, o técnicas PCR. AGn méds, la expresién
o amplificacién de N-cadherina puede evaluarse utilizando un
ensayo de diagnéstico in vivo, por ejemplo al administrar una
molécula (tal como un anticuerpo) que liga la molécula a
detectarse y se etiqueta con una etiqueta detectable (por
ejemplo un 1isdétopo radioactivo) y exploracién externa del
paciente para localizacidén de la etiqueta. En algunas
modalidades, el cancer a tratar todavia no es invasivo, pero
expresa N-cadherina.

Canceres "resistentes a terapia", células de tumor,
y tumores se refieren a cénceres que se han vuelto resistentes
o refractarios a cualquiera o ambas terapias de céancer
mediadas por apoptosis (por ejemplo, a través de seflalizacidn
de <células receptoras de muerte, por ejemplo receptores
ligando Fas, receptores TRAIL, TNF-R1, farmacos
quimioterapéuticos, radiacién) y terapias de cancer sin mediar
apoptosis (por ejemplo, farmacos téxicos, productos quimicos),
incluyendo quimioterapia, terapia hormonal, radioterapia e
inmunoterapia.

"Sobre-expresidén" se refiere a ARN o expresién de
proteina de N-cadherina, LY6-E y E-Cadherina en una muestra de
tejido de prueba que es significativamente superior a
expresién de ARN o proteina de N-cadherina, LY6-E vy E-
Caderina, respectivamente, en una muestra de tejido de
control. En una modalidad, la muestra de tejido es autdloga.
Muestras de tejido de prueba canceroso (por ejemplo, vejiga,

prostata) asociadas con invasividad o capacidad invasora,
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metastasis, independiente de hormona (por ejemplo,
independencia de andrégeno), o resistencia a tratamiento o una
probabilidad incrementada de los mismos tipicamente tiene al
menos una expresién dos veces superior de N-Cadherina o ARNm
LY6-E o proteina, a menudo hasta tres, cuatro, cinco, ocho,
diez o ma&s expresiones superiores de N-Cadherina o LY6-E en
comparacién con tejidos de cancer de pacientes quienes son
menos probables que progresen a metastasis o a muestras de
tejido normales (es decir, sin-céncer). Estas diferencias
pueden ser facilmente aparentes cuando se ven las bandas de
geles con muestras de control \% prueba cargadas
aproximadamente en forma similar. Cénceres de préstata que
expresan cantidades incrementadas de N-Cadherina o Ly6-E son
més probable que se vuelvan invasivos, se sometan a metdstasis
0 avancen a cancer refractario de tratamiento o independiente
de andrdbgeno. Diversos cortes son pertinentes para
positividad de N-Cadherina o Ly6-E, ya que es posible que un
pequerio porcentaije de células positivas Ly6-E o N-Cadherina en
tumores primarios puedan identificar tumores con un alto
riesgo para recurrencia y metdstasis. Los términos "sobre-
expresa", "sobre-expresidén" o "sobre-expresado" en forma
intercambiable se refieren a un gen que se transcribe o
traduce a un nivel mayor detectable, como usualmente en una
célula de céncer, en comparacidén con una célula normal. La
sobre-expresién por lo tanto se refiere tanto a sobre-
expresién de proteina como ARN (debido a incrementada
transcripcidn, procesamiento post transcripcién, traducciédn,
procesamiento post traduccidn, estabilidad alterada, y
degradacidén de proteina alterada), asi como sobre-expresidn
local debida a patrones de trafico de proteinas alterados

(incrementada localizacidén nuclear), vy actividad funcional
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aumentada, por ejemplo, como en hidrélisis de enzima
incrementada del substrato. La sobre-expresién también puede
ser por 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o mas en comparacidén con una
célula normal o célula de comparacidén (por ejemplo una célula
BPH) .

Los términos "cancer que expresa N-cadherina" vy
"cancer asociado con la expresién de N-cadherina" en forma
intercambiable se refieren.a células de céancer o tejidos que
expresa N-Cadherina de acuerdo con la definicidn anterior.

Los términos "antigeno asociado con céancer" o
"marcador especifico de tumor" o "marcador de tumor" en forma
intercambiable se refieren a una molécula (tipicamente
proteina, carbohidrato o lipido) que de preferencia se expresa
en una célula de cancer en comparaciédn con una célula normal,
y que es Util para hacer blanco en forma preferencial de un
agente farmacoldgico a la célula de cancer. Un marcador o
antigeno puede expresarse en la superficie celular o en forma
intracelular. A menudo, un antigeno asociado con céncer es
una molécula que se expresa o estabiliza con minima
degradacién en una célula de céncer en comparacién con una
célula normal, por ejemplo expresién de 2 veces, expresiodn de
3 veces o mas en comparacién con una célula normal. A menudo,
un antigeno asociado con cancer es una molécula que se
sintetiza en forma inapropiada en la célula de cancer, por
ejemplo una molécula que contiene deleciones, adiciones o
mutaciones en comparacién con la molécula expresada en una
célula normal. A menudo, un antigeno asociado con cancer se
expresard en forma exclusiva en una célula de cancer y no
sintetizard o expresard en una célula normal. Marcadores de
tumor de superficie celular ejemplificados incluyen las

proteinas c-erbB-2 y el receptor de factor de crecimiento
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epidérmico humano (HER) para cancer de mama, PSMA para cancer
de préstata y carbohidrato mucinas en numerosos canceres,
incluyendo de mama, de ovarios y colorectal. Marcadores de
tumor intracelular ejemplares incluyen, por ejemplo, proteinas
de ciclo celular o supresor de tumor mutado tal como p53.

E-Cadherina por el contrario esta sub-expresada
tipicamente en muestras de tejido cancerosas en muestras de
tejido de cancer de paciente gue probablemente se volveran
invasivos, se someterdn a metdstasis, o avanzaran a cancer
refractario a tratamiento o independiente a andrdégeno. Esta
sobre expresidén puede ser de dos veces, tres veces, cuatro
veces o0 al menos cinco veces. Estas diferencias pueden ser
facilmente aparentes cuando se ven las bandas de geles con
muestras de control y de prueba cargadas en forma similar
aproximadamente. Los valores de N-cadherina/E-Cadherina
combinados en canceres que probablemente se vuelvan invasivos,
se sometan a metastasis, o avancen a cancer refractario de
tratamiento o independiente de andrégeno, por lo tanto son
incluso mayores y pueden ser de al menos mayores dos veces,
tres veces, cuatro veces, cinco veces, diez veces o veinte
veces. Diversos cortes son pertinentes para negatividad de e-
Caderina/ positividad de N-cadherina, ya que es posible que un
pequeric porcentaje de células positivas de N-Cadherina en
tumores primarios pueden identificar tumores con un alto
riesgo por recurrencia y metédstasis.

Un "agonista" se refiere a un agente que liga a un
polipéptido o polinucledétido de la invenciédén, estimula,
aumenta, activa, facilita, mejora la activacidén, sensibiliza,
expresa o favorece la expresidén de la actividad o expresidn
de un polipéptido o polinucledtido de la invencidn.

Un "antagonista”" se refiere a un agente que inhibe
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la expresidén de un polipéptido o polinucledétido de la
invencién o liga a, parcialmente o totalmente bloquea
estimulo, disminuye, evita, retraza la activacién, inactiva,
desensibiliza o »regula a la baja la actividad de un

polipéptido o polinucledétido de la invencién.

"Inhibidores", "activadores" 'y "moduladores" de
expresién o de actividad, se emplean para referirse a
moléculas inhibitorias, de activaciodn e} moduladoras,

respectivamente, identificadas utilizando ensayos in vitro e
in vivo para expresién o actividad, por ejemplo ligandos,
agonistas, antagonistas y sus homdélogos y miméticos. El
término "modulador" incluye inhibidores Yy activadores.
Inhibidores son agentes que, por ejemplo inhibe la expresién
de un polipéptido o polinucledétido de la invencién o ligan a,
parcial o totalmente Dblogquean el estimulo o actividad
enzimatica, disminuyen, evitan, retrasan la accién, inactivan,
desensibilizan o regulan a la baja 1la actividad de un
polipéptido o polinucledétido de la invencién, por ejemplo
antagonistas. Los activadores son agentes que, por ejemplo
inducen o activan la expresién de un ©polipéptido o
polinucledétido de la invencidén o ligan a, estimulan,
incrementan, abren, activan, facilitan, mejoran la activacién
0 actividad enzimatica, sensibilizan o expresan o favorecen la
expresidén de la actividad de un polipéptido o polinucledtido
de la invencidn, por ejemplo agonistas. Moduladores incluyen
ligandos de origen natural vy sintéticos, antagonistas,
agonistas, moléculas quimicas pequefias y semejantes. Ensayos
para identificar inhibidores y activadores incluyen, por
ejemplo aplicar compuestos moduladores putativos a células, en
la presencia o ausencia de un polipéptido o polinucledtido de

la invencidén y después determinar los efectos funcionales en
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un polipéptido o polinucledétido de 1la actividad de 1la
invencidén. Muestras o ensayos que comprende un polipéptido o
polinucledétido de 1la invencidédn que se tratan con activador
potencial, inhibidor o modulador, se comparan para controlar
muestras sin el inhibidor, activador o modulador para examinar
la extensidén del efecto. Muestras de control (sin tratar con
moduladores) se les asigna un valor de actividad relativa de
100%. La inhibicidén se logra cuando el valor de actividad de
un polipéptido o polinucleétido de la invencidn respecto al
control es de aproximadamente 80%, opcionalmente 50% o 25-1%.
La activacioéon se logra cuando el valor de actividad de un
polipéptido o polinucleétido de 1la invencidédn respecto al
control es 110%, opcionalmente 150%, opcionalmente 200-500% o
1000-3000% superior.

El término "compuesto de prueba" o "candidato de
farmaco" o "modulador" o sus equivalentes gramaticales como se
emplea aquil describen cualquier molécula, ya sea de origen
natural o sintética, por ejemplo proteina, oligopéptido (por
ejemplo, de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 aminodcido
de longitud, de preferencia de aproximadamente 10 a 20 6 12 a

P

18 aminodcido de longitud, de preferencia 12, 15 ¢ 18

aminoacido de longitud), molécula organica pequefiia,
polisacarido, lipido, acido graso, polinucledtido, 1iARN,
ARNpi, anticuerpo, oligonucledétido, etc. El compuesto de

prueba puede estar en la forma de una biblioteca de compuestos
de prueba, tales como una biblioteca combinatoria o al azar
dque proporciona un intervalo suficiente de diversidad. Los
compuestos de prueba opcionalmente estdn ligados a un socio de
fusidn, por ejemplo compuestos diana, compuestos dirigidos,
compuestos de rescate, compuestos de dimerizacidén, compuestos

estabilizantes, compuestos direccionales y otras porciones
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funcionales. Convencionalmente, nuevas entidades quimicas con
propiedades utiles se generan al identificar un compuesto de
prueba (denominado un "compuesto principal®) con alguna
propiedad o actividad deseable, por ejemplo actividad
inhibitoria, creando variantes del compuesto principal, ¥y

evaluando la ©propiedad y actividad de esos compuestos

variantes. A menudo, se emplean métodos de evaluacién de alto
rendimiento (HTS = high throughput screening) para este
analisis.

Una "molécula orgénica pequefia" se refiere a una
molécula organica, ya sea de origen natural o sintética, que
tiene un peso molecular mayor a aproximadamente 50 Daltons vy

menos de aproximadamente 2500 Daltons, de preferencia menos de

vaproximadamente 2000 Daltons, de preferencia entre

aproximadamente 100 a aproximadamente 1000 Daltons, mas
preferible entre aproximadamente 200 a aproximadamente 500
Daltons.

Agentes citotdéxicos, incluyen farmacos "especificos
de ciclo celular" o "antimitéticos" o "de interaccidn con
citoesqueleto". Estos términos se refieren en forma
intercambiable a cualquier agente farmacoldégico gque bloquea
células en mitosis. Estos agentes son utiles en
quimioterapia. En general, farmacos-especificos-del ciclo-
celular ligan a la proteina de citoesqueleto tubulina vy
bloguean la capacidad de la tubulina?? para polimerizarse en
microtibulos, resultando en el freno de divisidn celular en ila
metafase. Farmacos-especificos-de ciclo-celular
ejemplificados incluyen vinca alcaloides, taxanos, colchicina
y podofilotoxina. Vinca alcaloides ejemplificados incluyen
vinblastina, vincristina, vindesina y vinorelbina. Taxanos

ejemplificados incluyen paclitaxel y docetaxel. Otro ejemplo



10

15

20

25

30

21

de un farmaco que interactia con citoesqueleto incluye 2-
metoxiestradiol.

| Un "ARNpi (siRNA)" o "iARN (RNAi)" se refiere a un
acido nucleico que forma un ARN de doble hebra, este ARN de
doble hebra tiene 1la capacidad para reducir o inhibir 1la
expresidén de un gen o gen objetivo cuando el ARNpi expresado
en la misma célula que el gen © gen objetivo. "ARNpi" o
"iARN" de esta manera se refieren al ARN de doble hebra
formado por las hebras complementarias. Las porciones
complementarias del ARNpi que hibridizan para formar la
molécula de doble hebra tipicamente tienen identidad
substancial o completa. En una modalidad, un ARNpi se refiere
a un acido nucleico que tiene identidad substancial o completa
a un gen objetivo y forma un ARNpi de doble hebra.
Tipicamente, el ARNpi es al menos de aproximadamente 15-50
nucleétidos de longitud (por ejemplo, cada secuencia
complementaria del ARNpi de doble hebra tiene de 15-50
nucledtidos de longitud, y el ARNpi de doble hebra tiene
aproximadamente 15-50 pares base de longitud, de preferencia
aproximadamente 20-30 nucledtidos base preferibles, de
preferencia aproximadamente 20-25 o aproximadamente 24-29
nucleétidos de longitud, por ejemplo, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, o 30 nucledtidos de longitud.

El disefic y constitucién de moléculas de ARNpi vy
vectores son Dbien conocidos por aquellos con destreza
ordinaria en la especialidad. Por ejemplo, un proceso
eficiente para diserfiar un ARNpi conveniente es empezar en el
coddén de inicio AUG de 1la transcripcién ARNm (mRNA) (por
ejemplo, ver Figura 5) y explorar por secuencias dinucleétido
AA (ver, Elbashir et al. EMBO J 20: 6877-6888 (2001). Cada AA

y los nucledétidos adyacentes 3' son sitios dirigidos ARNpi

50
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potenciales. La longitud de la secuencia del sitio adyacente
determinara la longitud del ARNpi. Por ejemplo, 19 sitios
adyacentes daradn una ARNpi de 21 nucledétidos de longitud.
ARNpi con dinucledétidos UU 3’ salientes son a menudo los mas
efectivos. Este enfoque también es compatible con utilizar
ARN pol III para transcribir ARNpi de horquilla. ARN pol III
termina 1la transcripcién en tractos poli(T) de 4 a 6
polinucledétidos para crear moléculas ARN que tienen una cola
corta poli(U). Sin embargo, ARNpis con otras salientes
dinucledétidos 3! terminales también pueden inducir
efectivamente iARN y la secuencia puede seleccionarse en forma
empirica. Para selectividad, secuencias dirigidas con mas de
l6-17 pares base contiguos de homologia a otras secuencia de
codificacidén pueden evitarse al realizar una busqueda BLAST
(ver, National Center for Biotechnology Information (NCBI)
website: ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

El ARNpi puede ser administrado en forma directa o

vectores de expresién de ARNpi pueden emplearse para inducir

iARN pueden tener diferentes criterios de diserfio. Un vector

puede tener insertados dos repeticiones invertidas separadas
por una corta secuencia espaciadora y que terminan con una
sarta de T's que sirve para terminar la transcripcidén. La
transcripcidén de ARN expresado se pronostica que pliega en un
ARNpi de horquilla corto. La seleccién de la secuencia
dirigida de ARNpi, la longitud de las repeticiones invertidas
que codifican la raiz de una horquilla putativa, el orden de
las repeticiones invertidas, la longitud y composicién de 1la
secuencia espaciadora que codifica el bucle de la horquilla, vy
la presencia o ausencia de salientes 5', pueden variar. Un
orden preferido del cassette de expresidén ARNpi es hebra

sentido, corto espaciador y hebra anti-sentido. ARNpis de

AN
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horquilla con estas diversas longitudes de raiz??stem (por
ejemplo, 15 a 30) puede ser conveniente. La longitud de los
bucles gque ligan hebras sentido y antisentido del ARNpi de
horquilla puede tener longitudes variantes (por ejemplo, 3 a 9
nucledtidos, o mas largos). Los vectores pueden contener
promotores y mejoradores de expresidén u otros elementos
regulatorios que se enlazan en forma operativa con la
secuencia de nucledtidos que codifica el ARNpi. La expresién
"secuencias de control" se refiere a secuencias de ADN
necesarias para la expresidén de una secuencia de codificacién
enlazada en forma operativa en un organismo hospedero
particular. Las secuencias de control que son adecuadas para
procariotas, por ejemplo, incluyen un promotor, opcionalmente
una secuencia operadora, y un sitio de enlace de ribosoma.
Células eucaridticas se conoce que utiliza promotores seflales
de poliadenilacién y mejoradores. Estos elementos de control
pueden diseriarse para permitir al especialista desactivar o
activar la expresidén del gen al agregar o controlar factores
externos a los cuales responden los elementos regulatorios.

La construccién de vectores convenientes que
contienen la codificacién de gen terapéutico deseado vy
secuencias de control que emplean técnicas de restriccidén y
ligacién esténdar, que son bien comprendidas en la técnica
(ver Maniatis et al., in Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York (1982)).
Plasmidos aislados, secuencias de ADN u oligonucledtidos
sintetizados se rompen, ajustan a la medida vy vuelven a ligar
en la forma deseada.

Acido nucleico esta "enlazado operativamente" cuando
se coloca en una relacién funcional con otra secuencia de

acido nucleico. Por ejemplo, ADN para un lider secretorio o

AL
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presecuencia esta enlazado operativamente con ADN para un
polipéptido si se expresa como una pre-proteina que participa
en la secrecién del polipéptido; un promotor o estimulante se
enlaza operativamente con una secuencia de codificacidén si
afecta la transcripcién de la secuencia; o un sitio de enlace
de ribosoma se enlaza operativamente con una secuencia de
codificacién si se ubica para facilitar la traduccidén. En
general, "enlazado operativamente” significa que las
secuencias de ADN que se enlazan estdn cerca entre si, y en el
caso se un lider secretorio, contiguas y en fase de lectura.
Sin embargo, los estimulantes no tienen que ser contiguos. E1
enlace se logra al ligar en sitios de restriccidn
convenientes. Si estos sitios no existen, los enlazadores O
adaptadores oligonucledétidos sintéticos se emplean de acuerdo
con la préactica convencional.

"Determinar el efecto funcional" se refiere a
ensayar un compuesto que aumenta o disminuye un parametro que
esta ‘directa o indirectamente bajo la influencia de un
polinucleétido o polipéptido de la invencidén, por ejemplo,
medir efectos fisicos y quimicos o fenotipicos. Estos efectos
funcionales pueden medirse por cualquier medio conocido a
aquellos con destreza en la especialidad, por ejemplo cambios
en propiedades espectroscédpicas (por ejemplo, fluorescencia,
absorbancia, indice de refraccién), hidrodinamicos (por
ejemplo, forma), cromatograficos o de solubilidad para la
proteina; medir marcadores inducibles o activacién de

transcripcién de la proteina; medir ensayos de enlace o

_actividad de enlace, por ejemplo enlace a anticuerpos; medir

cambios en afinidad de enlace a ligando; medicién de influjo
de calcio; medicién de la acumulacién de un producto

enzimatico de un polipéptido de la invencién o agotamiento de

liYe)
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un substrato; cambios en actividad enzimd&tica, por ejemplo
actividad quinasa, medicidén de cambios en niveles de proteina
de un polipéptido de la invencién; medicidén de estabilidad de
ARN; enlace de proteina G; fosforilacidén o desfosforilacidn de
receptor acoplado a proteina G (GPCR = G-protein coupled
receptor); transduccidén de seflal, por ejemplo interacciones de
receptor-ligando, concentraciones de segundo mensajero (por
ejemplo, cAMP, IP3, o Ca2" intracelular); identificacién de
expresidén de gen reportero o corriente abajo (CAT, luciferasa,
p-gal, GFP vy semejantes), por ejemplo, mediante quimio-
luminiscencia, fluorescencia, reacciones colorimétricas,
enlace de anticuerpo, marcadores inducibles vy ensayos de
enlace de ligando.

Muestras o ensayos que comprende un acido nucleico o
proteina aqui descrito que se tratan con un activador
potencial, inhibidor o modulador, se comparan con muestras de
control sin el inhibidor, activador o modulador, para examinar
la extensidédn de inhibicién. Muestras de control (sin tratar
con inhibidores) se asignan un valor de actividad de proteina
relativo de 100%. La inhibicidén se logra cuando el valor de
actividad respecto al control es aproximadamente 80%, de
preferencia 50%, mé&s preferiblemente 25-0%. La activacidén se
logra cuando el valor de actividad respecto al control (sin
tratar con activadores) es 110%, més preferiblemente 150%, méas
preferiblemente 200-500% (es decir, dos a cinco veces superior
respecto al control), mas preferiblemente 1000-3000% superior.

"Muestra bioldgica" incluye secciones de tejidos
tales como muestras de biopsia y autopsia vy secciones
congeladas que se toman para propdsito histoldgicos. Estas
muestras incluyen fracciones de sangre y sangre o productos

(por ejemplo, suero, plasma, plaquetas, gldébulos rojos vy
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semejantes), esputo, tejido, células cultivadas, por ejemplo
cultivos primarios, explantes y células transformada, heces,
orina, etc. Una muestra biolégica tipicamente se obtiene de
un organismo eucaridético, més preferiblemente un mamifero, tal
como un primate pdr ejemplo, chimpancé o humano; vaca; perro;
gato; roedor, por ejemplo, conejillo de indias, rata, ratédn;
conejo; o un ave; reptil; o un pez.

Una "biopsia" se refiere al proceso de retirar una
muestra de tejido para evaluacién de pronostico o diagnostico,
y al propio espécimen de tejido. Cualquier técnica de biopsia
conocida en la especialidad puede aplicarse a los métodos de
diagnostico y pronostico de la presente invencién. La técnica
de biopsia aplicada dependerd del tipo de tejido a evaluar (es
decir, préstata, nodo linfdtico, higado, medula &ésea, célula
de sangre), el tamano y tipo del tumor (es decir, sdé6lido o
suspendido {es decir, sangre o ascitis)), entre otros
factores. Técnica de biopsias representativas incluyen
biopsia excisional, biopsia incisional, biopsia de agujas,
biopsia quirurgica y biopsia de medula 6sea.  Una "biopsia
excisional” se refiere a eliminar toda una masa de tumor con
un pequenio margen de tejido normal que le circunde. Una
"biopsia incisional" se refiere a la eliminacién de una cufia
de tejido que incluye un didmetro en seccidédn transversal del
tumor. Una diagnostico o pronostico realizado por endoscopia
o fluoroscopia puede requerir una "biopsia de aguja nucleo" de
la masa de tumor, o una "biopsia de aspiracién de aguja fina"
que en general obtiene una suspensién de células del interior
de la masa de tumor. Técnicas de biopsia se discuten, por
ejemplo en Harrison’s Principles of Internal Medicine, Kasper,
et al., eds., i6th ed., 2005, Capitulo 70, y hasta la Parte V.

Los términos "idéntico" o por ciento de "identidad"
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en el contexto de dos o méds secuencias de polipéptido o acido
nucleicos se refieren a dos o mas secuencias o subsecuencias
que son las mismas o tienen un porcentaje especificado de
residuos aminodcido o© nucledétidos que son los mismos (es
decir, aproximadamente 60% de identidad, de preferencia 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, o superior identidad sobre una regién especificada,
cuando se comparan y alinean para maxima correspondencia sobre
una ventana de comparacidén o regidén designada) como se mide
utiiizando algoritmos de comparacién de secuencia BLAST o
BLAST 2.0 con parametros predefinidos descritos a continuacidn
o por alineamiento manual e inspeccidén visual (ver, por
ejemplo, el sitio de la red NCBI: ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ o
semejantes) . Estas secuencias se dice que son
"substancialmente idénticas." Esta definicidén también se
refiere a, o puede ser aplicada a el cumplimiento de una
secuencia de prueba. La definicién también incluye secuencias
que tienen deleciones y/o adiciones, asi como aquellas que
tienen substituciones. Como se describe a continuaciédn, 1los
algoritmos preferidos pueden tomar en cuenta espacios vy
semejantes. De preferencia, existe identidad sobre una regidn
que es al menos aproximadamente de 25 aminodcido o nucledtidos
de longitud, o mas preferible sobre una regién que es 50-100
aminoacido o nucledétidos de longitud.

Para comparacién de secuencia, tipicamente una
secuencia actua como una secuencia de referencia, a la cual se
comparan secuencias de prueba. Cuando se utiliza un algoritmo
de comparacién de secuencia, secuencias de prueba y referencia
se suministran a una computadora, se designan coordenadas
subsecuentes, de ser necesario y se designan parametros de

programa de algoritmo de secuencia. De preferencia, 1los
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parametros de programa predefinidos pueden ser empleados, o

pueden ser designados pardmetros alternos. El algoritmo de
comparacién de secuencia calcula entonces el por ciento de
identidades de secuencia para las secuencias de prueba
respecto a la secuencia de referencia, con base en los
pardmetros de programa.

Una "ventana de comparacién", como se emplea aqui,
incluye referencia a un segmento de cualquiera de la cantidad
de posiciones contiguas seleccionadas del grupo que consiste
de 20 a 600, usualmente aproximadamente 50 a aproximadamente
200, en forma mé&s usual aproximadamente 100 a aproximadamente
150 en donde una secuencia puede compararse con una secuencia
de referencia del mismo nuimero de posiciones contiguas después
de que se alinean en forma optima dos secuencias. Métodos de
alineamiento de secuencias para comparacidédn son bien conocidos
en la especialidad. Alineamiento optimo de secuencias para

comparacién puede realizarse, por ejemplo, por el algoritmo de

- homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482

(1981), por el algoritmo de alineamiento de homologia de
Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), por la
busqueda para método de similaridad de Pearson & Lipman, Proc.
Nat’1. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), por implementaciones
computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, vy
TFASTA en Wisconsin Genetics Software Package, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o por
alineamiento manual e inspeccién visual (ver, por ejemplo,
Current Protocols in Molecular Biology (Rusubel et al., eds.
1995 supplement)).

Un ejemplo preferido de algoritmo gque es adecuado
para determinar por ciento de identidad de secuencia vy

similaridad de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0,

D>
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que se describen en Altschul et al., Nuc. Acids Res. 25:3389-
3402 (1977) vy Altschul et al., J. .Mol. Bicol. 215:403-410
(1990), respectivamente. BLAST y BLAST 2.0 se emplean, con
los parametros aquil descritos, para determinar por ciento de
identidad de secuencia para los &cidos nucleicos y proteinas
de la invencién. Programa o soporte ldégico para realizar el
andlisis BLAST esta disponible al publico a través del sitio

de la red del Centro Nacional para Informacidén de

Biotecnologia (NCBI = National Center for Biotechnology
Information). Este algoritmo involucra primero identificar
pares de secuencias de alta calificacién (HSPs = high scoring
sequence pairs), al identificar palabras cortas de longitud W

en la secuencia de interrogacidén, que cualquiera corresponden
o satisfacen a una calificacién umbral de valor positivo T
cuando se alinea con una palabra de la misma longitud en una
secuencia de base de datos. T se refiere como el umbral de
calificacién de palabra vecino (Altschul et al., supra).
Estos aciertos de palabra vecina iniciales actuan como
semillas para iniciar busquedas, para encontrar mas largos
HSPs que los contienen. Los aciertos de palabras se extienden
en ambas direcciones sobre cada secuencia hasta donde puede
incrementarse la calificacidén de alineamiento acumulativo.
Calificaciones acumulativas se calculan utilizando para
secuencias nucleétido, los pardmetros M (calificacidén de
recompensa para un par de residuos concordantes; siempre > 0)
y N (calificacién de penalidad para residuos no concordantes;
siempre < 0). Para secuencias de aminodcido, una matriz de
calificacidn se emplea  para calcular la calificaciédn
acumulativa. La extensién de aciertos de palabra en cada
direccién se detiene cuando: la calificacién de alineamiento

acumulativo cae en la cantidad X de su valor maximo logrado;

A3
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la calificacidn acumulativa pasa a cero o inferior debido a 1la
acumulacién de uno o mas alineamientos de residuo de
calificacidén negativa; o el fin de cualquier secuencias se
alcanza. Los parametros de algoritmo BLAST W, T vy X
determinan la sensibilidad y velocidad del alineamiento. El
programa BLASTN (para secuencias nucledétido) utiliza como
valores predefinidos una longitud de palabra (W) de 11, una
expectativa de (E) de 10, M=5, N=-4 y una comparacidén de ambas
hebras. Para secuencias aminoacido, el programa BLASTP
utiliza como valores predefinidos una longitud de palabra de
3, y expectativa (E) de 10, y la matriz de calificacién
BLOSUM62 (ver Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:10915 (1989)) alineamientos (B) de 50, expectativa (E) de
10, M=5, N=-4, y una comparacién de ambas hebras.

"Acido nucleico" se refiere a deoxiribonucleétidos o
ribonucledétidos y sus polimeros en cualquiera forma de hebra
sencilla o doble y sus complementos. El término abarca &acidos
nucleicos que contienen analogos nucleétido conocidos o©
residuos o articulaciones de estructura principal modificados,
que son sintéticos, de origen natural, y no de origen natural,
que tienen propiedades de enlace similares como el acido
nucleico de referencia y que se metabolizan en una forma
similar a los nucledtidos de referencia. Ejemplos de estos
analogos incluyen sin limitacién fosforotioatos,
fosforamidatos, metil fosfonatos, quiral-metil fosfonatos, 2-
O-metil ribonucledtidos, &cidos péptido nucleicos (PNAs).

A menos que se indique de otra forma, una secuencia
de acido nucleico particular también abarca en forma implicita
sus variantes modificadas de manera conservadora (por ejemplo,
substituciones coddn degenerado) y secuencias complementarias,

asi como la secuencia explicitamente indicada.

28
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Especificamente, substituciones de <coddén generadc pueden
lograrse al generar secuencias en donde la tercer posicidén de
uno o més codones selectos (o todos) se substituye con
residuos de base mixta y/o deoxiinosina (Batzer et al.,
Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol.
Chem. 260:2605-2608 (1985); Rossolini et al., Mol. Cell.
Probes 8:91-98 (1994)). El término &cido nucleico se forma de
manera intercambiable con gen, cADN, mARN, oligonucledtido vy
polinucledétido.

Una secuencia de &acido nucleico particular también

abarca en forma implicita "variantes de combinacidén".

"Similarmente, una proteina particular codificada por un &acido

nucleico abarca en forma implicita cualquier proteina
codificada por wuna variante de combinacién de ese Aacido
nucleico. "Variantes de combinacién", como lo sugiere el
nombre, son productos de combinacién alterna de un gen.
Después de transcripcién, una trascripcidén de &cido nucleico
inicial ©puede combinarse de manera tal que diferentes
productos de combinacién de acido nucleico (alternos)
codifican diferentes polipéptidos. Mecanismos para la
produccién de variantes de combinacidén varian, pero incluyen
combinacidén alterna de exones. Polipéptidos alternos
derivados del mismo &cido nucleico por trascripcién de lectura
también son abarcados por esta definiciédn. Cualesquiera
productos de una reaccién de combinacidén, incluyendo formas
recombinantes de los productos de combinacién, se incluyen en
esta definicién. Un ejemplo de variantes de combinacidn de
canal de potasio se discute en Leicher, et al., J. Biol. Chem.
273(52):35095-35101 (1998).

Los términos "polipéptido", "péptido" vy "proteina”

se emplean en forma intercambiable aqui para referirse a un
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polimero de residuos aminoacido. El término aplica a
polimeros aminodcido en donde uno o mas residuos aminoacido es
un mimético quimico artificial de un aminodcido de origen
natural correspondiente, asi como a polimeros de aminodcido de
origen natural y polimero de aminodcido gue no es de origen
natural.

El término "aminodcido" se refiere a aminoacido de
origen natural y sintéticos, asi como andlogos de aminocacido y
miméticos de aminodcido que funcionan en una forma similar a
los amincédcido de origen natural. Aminoadcido de origen
natural son aquellos codificados por el cdbédigo genético, asi
como aquellos aminoacido que posteriormente son modificados,
por ejemplo, hidroxiprolina, y-carboxiglutamato % O-
fosfoserina. Anadlogos aminoacido ée refieren a compuestos que
tienen la misma estructura quimica bé&sica que un aminoédcido de
origen natural, es decir, un carbono o gque se liga a un
hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino, y un grupo R,
por ejemplo, homoserina, norleucina, metionina sulféxido,
metionina metil sulfonio. Estos andlogos tienen grupos R
modificados (por ejemplo, norleucina) o estructuras principal
péptido modificadas, pero retienen la misma estructura quimica
bdsica que un aminodcido de origen natural. Miméticos
aminodcido se refieren a compuestos quimicos que tienen una
estructura diferente a 1la estructura gquimica general de un
aminodcido, pero que funcionan en una manera similar a un
amino&cido de origen natural.

Aminodcido pueden ser referidos aqui ya sea por sus
simbolos de tres letras comunmente conocidos o por 1los
simbolos de una letra recomendados por la Comisién de
Nomenclatura Bioquimica  IUPAC-IUB (IUPAC-IUB Biochemical

Nomenclature Commission). Los nucledétidos, igualmente pueden

VA
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ser referidos por sus cédigos de una sola letra cominmente
aceptados.

"Variantes modificadas en forma conservadora"
aplicén tanto a secuencias de aminocdcido como acido nucleico.
Con respecto a secuencias de &cido nucleico particulares,
variantes modificadas conservadoras se refieren a aquellos
acidos nucleicos que codifican secuencias de aminoéacido
idénticas o esencialmente idénticas, o en donde el acido
nuqleico no codifica una secuencia de aminocacido, a secuencias
esencialmente idénticas. Debido a la degeneracién del cdéddigo
genético, una gran cantidad de &cidos nucleicos funcionalmente
idénticos codifican cualquier proteina determinada. Por
ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU todos codifican el
aminoadcido alanina. De esta manera, en toda posicidén en donde
se especifica una alanina por un coddén, el coddbn puede ser
alterado a <cualquiera de los codones correspondientes
descritos sin alterar el polipéptido codificado. Estas
variaciones de &cido nucleico son "variaciones silenciosas",
que son una especie de variaciones modificadas en forma
conservadora. Toda secuencia de &cido nucleico aqui que

codifica un ©polipéptido también describe toda variacidn

silenciosa posible del acido nucleico. Una persona con

destreza reconocerd que cada coddn en un Aacido nucleico
(excepto AUG, que ordinariamente es el Unico coddn para
metionina y TGG, que ordinariamente es el Unico coddén para

triptofano) puede ser modificado para dar por resultado una

molécula funcionalmente idéntica. De acuerdo con esto, cada

variacién silenciosa de un &cido nucleico que codifica un
polipéptido es implicita en cada secuencia descrita con
respecto al producto de expresidén, pero no con respecto a las

secuencias de sonda actual.

éﬂ’
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Respecto a secuencias de aminoacido, una persona con
destreza reconocerd que individuales sustituciones, deleciones
o adiciones a un A&acido nucleico, péptido, polipéptido, o
secuencia de proteina que altera, agrega o elimina un solo
aminodacido o un pequefio porcentaje de aminodcido en la
secuencia codificada es una "variante modificada en forma
conservadora" en donde la alteracidén resulta en la sustituciédn
de un aminodcido con un aminodcido quimicamente similar.
Tablas de sustitucidén conservadora proporcionan aminoacido
funcionalmente similares son bien conocidas en la
especialidad. Estas variantes modificadas conservadoras son
ademds de y no excluyen variantes polimérficas, hombélogos
interespecies, y alelos de la invencidn.

Los siguientes ocho grupos cada uno contienen
aminoacido que son sustituciones conservadoras entre si: 1)
Alanina (A), Glicina (G); 2) Acido aspartico (D), Acido
glutdmico (E); 3) Asparagina (N), Glutamina (Q); 4) arginina
(R), Lisina (K); 5) 1Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina
(M), Valina (V); ©6) Fenilalanina (F), Tirosina (YY), Triptofano
(W)y; 7) Serina (S), Treonina (T); y 8) Cisteina (C), Metionina
(M) (ver, e.g., Creighton, Proteins (1984)).

Una "etiqueta" o wuna "porcidén detectable" es una
composicién detectable por medios espectroscdpicos,
fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, quimicos u otros
medios fisicos. Por ejemplo, etiquetas utiles incluyen 32p,
colorantes fluorescentes, reactivos densos en electrones,
enzimas (por ejemplo, como se emplea comunmente en un ELISA),
biotina, digoxigenina, o haptenos vy proteinas que pueden
hacerse detectables, por ejemplo por incorporacidén de una
radioetiqueta en el ©péptido o emplearse para detectar

anticuerpos especificamente reactivos con el péptido.
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El término '"recombinante", cuando se emplea con
referencia, por ejemplo, a una célula, o &cido nucleico,
proteina o vector, indica que la célula, A&cido nucleico,
proteina o vector, se ha modificado por la introduccidén de un
acido nucleico o proteina heterdloga o la alteracidn de una
proteina o &cido nucleico nativo, o que la célula se deriva de
una célula asi modificada. De esta manera, por ejemplo,
células recombinantes expresan gdenes gue no se encuentran
dentro de la forma nativa (no-recombinante) de la célula o
expresan genes nativos que de otra forma se expresan
anormalmente, sub-expresan o no se expresan por completo.

E1 término "heterdélogo" cuando se utiliza con
referencia a porciones de un A&cido nucleico, indica que el
acido nucleico comprende dos o més subsecuencias que no se
encuentran en la misma relacidén entre si en la naturaleza.
Por ejemplo, el acido nucleico tipicamente se produce en forma
recombinante, dque tiene dos o més secuencias de genes no
relacionados arreglados para ser un nuevo Aacido nucleico
funcional, por ejemplo un promotor de una fuente y una regidn
de codificacidén de otra fuente. Similarmente, una proteina
heteréloga indica que 1la proteina comprende dos o més
subsecuencias que no se encuentran en la misma relacidén entre
sl en la naturaleza (por ejemplo, una proteina de fusidn).

La frase "condiciones severas de hibridizacidén” se
refiere a condiciones bajo las cuales una sonda hibridizard a
su subsecuencia objetivo o diana, tipicamente en una mezcla
compleja de &acidos nucleicos, pero a ninguna otra secuencia.
Condiciones severas son dependientes de secuencia y seréan
diferentes en diferentes circunstancias. Secuencias mas
largas hibridizan especificamente a superiores temperaturas.

Una gqguia extensa a la hibridizacién de &cidos nucleicos se
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encuentra en Tijssen, Techniques in Biochemistry and Molecular
Biology-Hybridization with Nucleic  Probes, "Overview of
principles of hybridization and the strategy of nucleic acid
assays" (1993). En general, se eligen condiciones severas
para que sean aproximadamente 5-10 grados C menores que el
punto de fusién térmico (Tm) para la secuencia especifica a
una concentracidén ién pH definidos. La Tm es la temperatura
(bajo definida concentracién idnica, pH, y concentraciédn
nucleica) en la cual 50% de las sondas complementarias a la
diana u objetivo hibridizan a 1la secuencia objetivo al
equilibrio (como las secuencias objetivo estadn presentes en
exceso, a Tm, 50% de las sondas se ocupan en equilibrio).
Condiciones severas también pueden lograrse con la adicidén de
agentes desestabilizantes tales como formamida. Para
hibridizacidén selectiva o especifica, una sefial positiva es al
menos dos veces el fondo, de preferencia 10 veces
hibridizacién de fondo. Condiciones de hibridizacidén severa
ejemplares pueden ser como sigue: 50% de formamida, 5x de SSC
y SDS al 1%, incubacién a 42 grados C o 5x de SSC, SDS al 1%,
incubacidén a 65 grados, con lavado en 0.2x de SSC, y SDS al
0.1% a 65 grados C.

Acidos nucleicos que no hibridizan entre si bajo
condiciones severas todavia son sustancialmente idénticos si
los polipéptidos que codifican son substancialmente idénticos.
Esto ocurre, por ejemplo cuéndo una copia de un acido nucleico
se crea utilizando la méxima degeneracién de coddn permitida
por el cédigo genético. En estos casos, los acidos nucleicos
tipicamente hibridizan bajo condiciones de hibridizacién
moderadamente severas. "Condiciones de hibridizacidn
moderédamente severas" ejemplares incluyen una hibridizacién

en un amortiguador de 40% de formamida, NaCl 1 M, SDS al 1% a
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37 grados C, y un lavado en 1X de SSC a 45 grados C. Una
hibridizacidén positiva es al menos dos veces el fondo.
Aquellos con destreza ordinaria fécilmente reconoceran que
condiciones de hibridizacién vy lavado alternativas pueden
utilizarse para proporcionar condiciones de severidad similar.
Guias adicionales para determinar pardmetros de hibridizacién
se proporcionan en numerosas referencias, por ejemplo Current
Protocols 1in Molecular Biology, ed. Ausubel, et al., John
Wiley & Sons.

Para PCR, una temperatura de aproximadamente 36
grados C es tipica para amplificacién de baja severidad,
aunque las temperaturas de hibridizacidén pueden variar entren
aproximadamente 32 grados C y 48 grados C dependiendo de la
longitud del cebador. Para amplificacién PCR de alta
severidad, una temperatura de aproximadamente 62 grados C es
tipica, aunque temperaturas de alineacidén de alta severidad
pueden estar en el intervalo desde aproximadamente 50 grados C
a aproximadamente 65 grados C, dependiendo de la longitud vy
especificidad del cebador. Condiciones de ciclo tipicas tanto
para amplificaciones de alta como baja severidad incluyen una
fase de desnaturalizacién de 90 grados C - 95 grados C por 30
seg - 2 minutos, una fase de alineacidén que dura a 30 seg - 2
minutos, y una fase de extensién de aproximadamente 72 grados
C por 1 - 2 minutos. Protocolos y guias para reacciones de
amplificacién de baja y alta severidad se proporcionan, por
ejemplo en Innis et al. (1990) PCR Protocols, A Guide to
Methods and Applications, Academic Press, Inc. N.Y.).

"Anticuerpo" se refiere a un ©polipéptido que
comprende una regién marco de un gen de inmunoglobulina o su
fragmento que 1liga especificamente y reconoce un antigeno.

Los genes de inmunoglobulina reconocidos incluyen los genes de
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regién kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilon y mu
constantes, asi como la miriada de genes de regidén variable de
inmunoglobulina. Cadenas ligeras se clasifican ya sea como
kappa o lambda. Cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu,
alfa, delta o épsilon, que a su vez definen las clases de
inmunoglobulina, IgG, IgM, IgA, IgD y IgE, respectivamente.
En forma tipica, 1la regién de enlace de antigeno de un
anticuerpo serd mas critica en especificidad y afinidad de
enlace.

Una unidad estructural de inmunoglobulina
(anticuerpo) ejemplar comprende un tetrdmero. Cada tetrémero
estd compuesto de dos pares idénticos de cadenas polipéptido,
cada par tiene una cadena "ligera" (aproximadamente 25 kD) vy
una "pesada" (aproximadamente 50-70 kD). El extremo N de cada
cadena define una regidén variable de aproximadamente 100 a 110
o) mas aminoacido primordialmente responsables por
reconocimiento de antigeno. Los términos cadena ligera
variable (VL) vy cadena pesada variable (VH) se refieren a
estas cadenas ligera y pesada respectivamente.

Existen anticuerpos, por ejemplo como
inmunoglobulinas intactas o como una cantidad de fragméntos
bien caracterizados por digestién con diversas peptidasas. De
esta manera, por ejemplo, pepsina digiere un anticuerpo por
debajo de los enlaces disulfuro en la regidén bisagra para
producir F(ab)’2, un dimero de Fab gque el mismo es una cadena
ligera unida a VH-CHl1 por un enlace disulfuro. El F(ab)’2
puede reducirse bajo condiciones ligeras bara romper el enlace
disulfuro en la regidén bisagra, de esta manera convirtiendo el
dimero F(ab)’2 en un mondémero Fab’. El mondémero Fab’
esencialmente es Fab con parte de la regidén bisagra (ver

Fundamental Immunology (Paul ed., 3d ed. 1993). Mientras que
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diversos fragmentos de anticuerpo se definen en términos de la
digestién de un anticuerpo intacto, una persona con destreza
apreciard que estos fragmentos pueden ser sintetizados de novo
ya sea en forma quimica o al utilizar metodologia de ADN
recombinante. De esta manera, el término anticuerpo, como se
emplea aqui, también incluye fragmentos de anticuerpo ya sea
producidos por la modificacién de anticuerpos enteros, o
aquellos sintetizados de novo utilizando metodologias de ADN
recombinante (por ejemplo, Fv de cadena sencilla) o aquellos
identificados wutilizando bibliotecas de expresién en fago
(ver, e.g., McCafferty et al., Nature 348:552-554 (1990))

Para preparacién de anticuerpos convenientes de la
invencién y para uso de acuerdo con la invencidn, por ejemplo
anticuerpos recombinantes, monoclonales o policlonales, pueden
emplearse en muchas técnicas conocidas en la especialidad
(ver, por ejemplo Kohler & Milstein, Nature 256:495-497
(1975); Kozbor et al., Immunology Today 4: 72 (1983); Cole et
al., pp. 77-96 in Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy,
Alan R. Liss, 1Inc. (1985); Coligan, Current Protocols 1in
Immunélogy' (1991); Harlow & Lane, Antibodies, A Laboratory
Manual (1988); y Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and
Practice (2d ed. 1986)). Los genes que codifican las cadenas
pesadas y ligeras de un anticuerpo de interés pueden clonarse
de wuna célula, por ejemplo los genes que codifican un
anticuerpo monoclonal pueden clonarse de un hibridoma vy
utilizarse para producir un anticuerpo monoclonal
recombinante. Bibliotecas de genes que codifican cadenas
pesadas y ligeras de anticuerpos monoclonales también pueden
hacerse de hibridoma o células de plasma. Combinaciones al
azar de los productos de genes de cadena pesada vy ‘ligera

generan una gran reserva de anticuerpos con diferente
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especificidad antigénica (ver, e.g., Kuby, Immunology (3rd ed.
1997)). Técnicas para la producciédn de anticuerpos de cadena
sencilla o anticuerpos recombinantes (patente de los E.U.A.
No. 4,946,778, patente de los E.U.A. No. 4,816,567) pueden
adaptarse para producir anticuerpos a polipéptidos de esta
invencién. También, ratones transgénicos, u otros organismos
tales como otroé mamiferos, pueden emplearse para expresar
anticuerpos humanizados o humanos (ver, por ejemplo, las
patentes de los E.U.A. Nos. 5,545,807; 5,545,806; 5,569,825;
5,625,126; 5,633,425; 5,661,016, Marks et al., Bio/Technology
10:779-783 (1992); Lonberg et al., Nature 368:856-859 (1994);
Morrison, Nature 368:812-13 (1994); Fishwild et al., Nature
Biotechnology 14:845-51 (1996) ; Neuberger, Nature
Biotechnology 14:826 (1996); y Lonberg & Huszar, Intern. Rev.
Immunol. 13:65-93 (1995)). En forma alterna, tecnologia de
expresién en fago puede emplearse para identificar anticuerpos
y fragmentos Fab heteroméricos que ligan especificamente a
antigenos selectos (ver, e.g., McCafferty et al., Nature
348:552-554 (1990); Marks et al., Biotechnology 10:779-783
(1992)). Anticuerpos también pueden hacerse biespecificos, es
decir capaces de reconocer dos antigenos diferentes (ver,
e.g., WO 93/08829, Traunecker et al., EMBO J. 10:3655-3659
(1991); y Suresh et al., Methods in Enzymology 121:210
(1986)). Anticuerpos también pueden ser heteroconjugados, por
ejemplo dos anticuerpos unidos covalentemente, o inmunotoxinas
(ver, por ejemplo, patente de los E.U.A. No. 4,676,980, WO
91/00360; WO 92/200373; y EP 03089).

Métodos para humanizar o primatizar anticuerpos no-
humanos son bien conocidos en la especialidad. En general, un
anticuerpo humanizado tiene uno o mas residuos aminoacido

introducidos en el de una fuente que no es humana. Estos

=A



10

15

20

25

30

41

residuos aminoadcido no humanos a menudo se refieren como
residuos de importacién, que tipicamente se toman de un
dominio variable de importacién. La humanizacién puede
realizarse esencialmente siguiendo el método de Winter vy
colaboradores (ver, e.g., Jones et al., Nature 321:522-525
(1986); Riechmann et al., Nature 332:323-327 (1988); Verhoeyen
et al., Science 239:1534-1536 (1988) vy Presta, Curr. Op.
Struct. Biol. 2:593-596 (1992)), al sustituir CDRs de roedor ©
secuencias CDR por las secuencias correspondientes de un
anticuerpo humano. De acuerdo con esto, estos anticuerpos
humanizados son anticuerpos quiméricos (patente de los E.U.A.
No. 4,816,567), en donde sustancialmente menos que un dominio
variable humano intacto sea sustituido por la secuencia
correspondiente de una especie no humana. En la préactica,
anticuerpos humanizados tipicamente son anticuerpos humanos en
donde algunos residuos CDR y posiblemente algunos residuos FR
se sustituyen por residuos de sitios analogos en anticuerpos
de roedor.

Un "anticuerpo quimérico" es una molécula de
anticuerpo en donde (a) la regidn constante, o una porcidén de
la misma, se altera, reemplaza o intercambia de manera tal que
el sitio de enlace de antigeno (regién variable) se enlaza a
una regidn _constante de una clase diferente o alterada,
funcién efectora y/o especie, o una molécula totalmente
diferente que confiere nuevas propiedades al anticuerpo
quimérico, por ejemplo una enzima, toxina, hormona, factor de
crecimiento, droga, etc.; o (b) la regidn variable o una
porcién de la misma, se altera, reemplaza o intercambia con
una regidén variable que tiene una especificidad de antigeno
diferente o alterada. Los anticuerpos preferidos de, y para

utiilzar de acuerdo con 1la invencidén, incluyen anticuerpos
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monoclonales humanizados y/o quiméricos.

En una modalidad, el anticuerpo se conjuga a una
porcién "efectora”. La porcidén efectora puede ser cualquier
cantidad de moléculas, incluyendo porciones de etiquetado
tales como etiquetas radioactivas o etiquetas fluorescentes, o
puede ser una porcidn terapéutica. En un aspecto, el
anticuerpo modula 1la actividad de la proteina. Estas
porciones efectoras incluyen, pero no estan limitadas a, una
droga anti-tumor, wuna toxina, un agente radioactivo, una
citoquina, un segundo anticuerpo o una enzima. Ademés, la
invencién proporciona una modalidad en donde el anticuerpo de
la invencién se enlaza a una enzima que convierte una prodroga
en un agente citotéxico.

El inmunoconjugado puede ser utilizado para hacer
blanco a la porcién efectora a una célula positiva de N-
cadherina, particularmente células que expresan la N-cadherina
o proteina Lyé6. Estas diferencias pueden ser facilmente
aparentes cuando se ven las bandas de geles con muestras de
control y prueba cargadas similarmente en forma aproximada.
Ejemplos de agentes citotdéxicos incluyen, pero no estan
limitados a ricina, doxorubicina, daunorubicina, taxol,
bromuro de etidio, mitomicina, etopdsido, tenopdsido,
vincristina, vinblastina, colchicina, dihidroxi antracina
diona, actinomicina D, toxina difteria, Exotoxina pseudomonas
(PE) A, PE40, abrina vy glucocorticoide vy otros agentes
quimibterapéuticos, asi como radioisdtopos. Marcadores
detectables convenientes incluyen, pero no estan limitados a,
un radioisdétopo, un compuesto fluorescente, un compuesto
bioluminescente, compuesto quimioluminescente, un quemador de
metal o una enzima.

En algunas modalidades, 1la invencidén proporciona

e\
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anticuerpos a N-cadherina. Anticuerpos de N-cadherina pueden
utilizarse en forma sistémica para tratar céncer (por ejemplo,
céancer de prdstata o vejiga) solos o cuando se conjugan con
una porcion efectora. Anticuerpos de N-cadherina conjugados
con agentes toéxicos, tales como ricina, asi como anticuerpos
no conjugados pueden ser agentes terapéuticos Utiles
naturalmente dirigidos a células de cancer de préstata que
contienen N-cadherina. Estos énticuerpos pueden ser uUtiles
para bloquear la capacidad de invasién. Anticuerpos de N-
cadherina convenientes para wutilizar de acuerdo con la
invencién incluyen, pero no estan limitados a GC4, 1H7, 1F12 y
2B3.

Adicionalmente, 1la proteina recombinante de la
invencién comprende la regién de enlace de antigeno de
cualquiera de los anticuerpos monoclonales de la invencidn
puede utilizarse para tratar cancer. En esta situacidén, 1la
regién de enlace de antigeno de la proteina recombinante se
une a cuando menos una porcidén funcionalmente activa de una
segunda proteina que tiene actividad terapéutica. La segunda

proteina puede incluir, pero no estd limitada a una enzima,

linfocina, oncostatina o toxina. Toxinas convenientes
incluyen doxorubicina, daunorubicina, taxol, bromuro de
etidio, mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina,
vinblastina, colchicina, dihidroxi antracina diona,

actinomicina D, toxina difteria, Exotoxina pseudomonas (PE) A,
PE40, ricina, abrina, glucocorticoide y radioisdtopos.
Técnicas para conjugar agentes terapéuticos a
anticuerpos son bien conocidas (ver, e.g., Arnon et al.,
"Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer
Therapy", in Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy,

Reisfeld et al. (eds.), pp. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985);
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Hellstrom et al., "Antibodies For Drug Delivery" in Controlled
Drug Delivery (2nd Ed.), Robinson et al. (eds.), pp. 623-53
(Marcel Dekker, 1Inc. 1987); Thorpe, "Antibody Carriers Of
Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review" in Monoclonal
Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, Pinchera
et al. (eds.), pp. 475-506 (1985); y Thorpe et al., "The
Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin
Conjugates", Immunol. Rev., 62:119-58 (1982)).

La frase "liga especificamente (o selectivamente)” a
un anticuerpo o "inmunoreactivo en forma especifica (o
selectiva) con", cuando se refiere a una proteina o péptido,
se refiere a una reaccidén de enlace que es determinante de la
presencia de la proteina, a menudo en una poblacidn
heterogénea de proteinas y otros agentes bioldégicos. De esta
manera, bajo condiciones de inmunoensayo designadas, los
anticuerpos especificados ligan a una proteina particular al
medos dos veces el fondo y ﬁés tipicamente mds de 10 a 100
veces el fondo. Enlace especifico a un anticuerpo bajo estas
condiciones requiere wun anticuerpo que se elige por su
especificidad para una proteina particular. Por ejemplo,
anticuerpos policlonales pueden seleccionarse para obtener
solo aquellos anticuerpos policlonales que son especificamente
inmunoreactivos con el antigeno selecto y no con otras
proteinas. Esta seleccién puede lograrse al sustraer

anticuerpos que reaccionan en forma <cruzada con otras

moléculas. Una variedad de formatos de inmunoensayo pueden
emplearse para seleccionar anticuerpos especificamente
inmunoreactivos con una proteina particular. Por ejemplo,

inmunoensayos ELISA de fase sélida se emplean rutinariamente
para seleccionar anticuerpos especificamente inmunoreactivos

con una proteina (ver, e.g., Harlow & Lane, Using Antibodies,
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A Laboratory Manual (1998) para una descripcién de formatos y

condiciones de inmunoensayo que pueden emplearse para
determinar inmunoreactividad especifica).

Por "dosis o <cantidad terapéuticamente efectiva"
aqui, se entiende una dosis que produce efectos para Llos
cuales se administra. La dosis vy formulacidén exactas
dependeran del propdsito del tratamiento, y serdn evaluadas
por una persona con destreza en la especialidad utilizando
técnicas conocidas (ver, por ejemplo, Lieberman,
Pharmaceutical Dosage Forms (vols. 1-3, 1992); Lloyd, The Art,
Science and Zbchnolégy of Pharmaceutical Compounding (1999);
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20th Edicién,
Gennaro, Editor (2003), y Pickar, Dosage Calculations (1999)).

El término "sales farmacéuticas aceptables" o
"portador farmacéutico aceptable" se entiende que incluya
sales de los compuestos activos que se preparan con acidos o
bases relativamente no téxicos, dépendiendo de los
sustituyentes particulares que se encuentran en los compuestos
aquli descritos. Cuando los compuestos de 1la presente
invencién contienen funcionalidades relativamente acidicas,
pueden obtenerse sales de adicién base al poner en contacto la
forma neutra de estos compuestos con una cantidad suficiente
de la base deseada, ya sea neta o en un solvente inerte
conveniente. Ejemplos de sales de adicién base farmacéuticas
aceptables incluyen sal de sodio, potasio, calcio, amonio,
amino organico, o magnesio, o una sal similar. Cuando
compuestos de la presente invencidén contienen funcionalidades
relativamente Dbéasicas, pueden obtenerse sales de adicién
dcidas al poner en contacto la forma neutra de estos
compuestos con una cantidad suficiente del/écido deseado, vya

sea neto o en un solvente inerte conveniente. Ejemplos de
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sales de adicidén de acido farmacéuticas aceptables incluyen

aquellas derivadas de acidos inorganicos como acido

clorhidrico, bromhidrico, nitrico, carbdénico,
monchidrogenocarbdénico, fosférico, monohidrogenofosférico,
dihidrogenofosférico, sulfiarico, monohidrogenosulfirico,

yodhidrico, o de fdésforo y semejantes, asi como las sales
derivadas de a&acidos organicos relativamente no téxicos como
acético, propidénico, isobutirico, maleico, maldédnico, benzoico,
succinico, subérico, fumdrico, 1lé&ctico, mandélico, ftalico,
benzeﬁsulfénico, p-tolilsulfénico, citrico, tartéarico,
metansulfénico y semejantes. También se incluyen sales de
aminodcido tales como arginato y semejantes, y sales de acidos
organicos como acidos glucurdénico o galactundérico y semejantes
(ver, e.g., Berge et al., Journal of Pharmaceutical Science
66:1-19 (1977)) . ' Ciertos compuestos especificos de 1la
presente invencidén contienen tanto funcionalidades béasicas
como acidicas que permiten a los compuestos convertilos ya sea
en sales de adicién base o é&cido. Otros portadores
farmacéuticos aceptables conocidos por aquellos con destreza
en la técnica son adecuados para la presente invencién.

Las formas neutras de los compuestos pueden ser
regeneradas por contacto de la sal con una base o &cido vy
aislar el compuesto precursor en la forma convencional. La
forma precursora del compuesto difiere de las diversas formas
de sal en ciertas propiedades fisicas, tales como solubilidad
en solventes polares, pero de otra forma las sales son
equivalentes a la forma precursora del compuesto para los
propdésitos de la presente invencién.

Ademés de las formas sal, la presente invencién
proporciona compuestos que estdn en una forma de prodroga.

Prodrogas de los compuestos aqui descritos son aquellos
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compuestos que se someten facilmente a cambios quimicos bajo
condiciones fisioldgicas para proporcionar los compuestos de
la presente invencién. Adicionalmente, las prodrogas pueden
convertirse a los compuestos de 1la presente invencién por
métodos quimicos o bioquimicos en un ambiente ex vivo. Por
ejemplo, las prodrogas pueden convertirse lentamente a los
compuestos de la presente invencidén cuando se colocan en un
depbsito de parche transdérmico con una enzima o reactivo
quimico conveniente.

Ciertos compuestos de la presente invencién pueden
existir en formas no solvatadas asi como formas solvatadas,
incluyendo formas hidratadas. En general, las formas
solvatadas son equivalentes a las formas no solvatadas y se
pretenden abarcadas dentro del -alcance de la presente
invencién. Ciertos compuestos de la presente invencién pueden
existir en multiples formas cristalinas o amorfas. En
general, todas las formas fisicas son equivalentes para los
usos contemplados por la presente invencién y se pretenden
dentro del alcance de la presente invencién.

Ciertos compuestos de la presente invencién poseen
dtomos de carbono asimétricos (centros épticos) o dobles
enlaces; los racematos, diastereoisdémeros, isémeros
geométricos e isdémeros individuales todos se pretenden
abarcados dentro del alcance de la presente invencién.

Transicién Epitelial a Mesenquimal (EMT = Epithelial
to Mesenchymal Transition) se refiere a la adquisicién de
caracteristicas estromales por células de tumor epiteliales.
En céncer, EMT se asocia con un comportamiento invasivo vy
mévil y puede ser el proceso central subyacente a metéstasis;
EMT se asocia con pobre prondstico y es mediado por factores

de transcripcién miultiples, tales como SNAIL, SLUG y TWIST.
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E-Caderina, es una proteina de superficie celular
que esta involucrada en la adhesién célula-célula epitelial vy
es perdida comunmente en tumores sdélidos invasivos vy
metastasicos.

Modalidades Detalladas

La presente invencidén describe dos lineas celulares
de hibridoma de ratdn que producen anticuerpo monoclonal capaz
de ligar al determinante antigénico de N-cadherina. Las
lineas celulares de hibridoma de ratén se depositan como el
No. de Acceso ATCC PTA-9387 (1H7) y No. de Acceso ATCC PTA-
9388 (EC4).

En una modalidad de 1la invencidén, se produce un
anticuerpo por la linea celular de hibridoma designada como el
No. de Acceso ATCC PTA-9387. En otra modalidad de 1la
invencién, un anticuerpo se produce por la linea celular de
hibridoma designada como el No. de Acceso ATCC PTA-9388.

Las células se depositaron como No. de Acceso ATCC
PTA-9387 y No. de Acceso ATCC PTA-9388 de acuerdo con el
Tratado de Budapest en la Coleccidén de Cultivo Tipo Americana
(ATCC = American Type Culture Collection), 10801 University
Boulevard, Manassas, VA 20110, §n julio 23, 2008. Se probd y
certificé la viabilidad en agosto 29, 2008.

En algunas modalidades de la invencién, un
anticuerpo o su fragmento capaz de ligar al mismo determinante
antigénico de N-cadherina, in vivo o in vitro, que el
anticuerpo monoclonal producidos por la 1linea celular de
hibridoma depositada en la American Type Culture Collection
que tiene No. de Acceso ATCC PTA-9387 se produce. En algunas
modalidades de 1la invencidén, un anticuerpo o su fragmento
capaz de ligar al mismo determinante antigénico de N-

cadherina, in vivo o in vitro, que el anticuerpo monoclonal

Cx
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producido por la linea celular de hibridoma depositado en la
American Type Culture Collection que tiene No. de Acceso ATCC
PTA-9388 se produce.

En algunas modalidades, el anticuerpo es capaz de
ligar al primer dominio extracelular de N-cadherina. En
algunas modalidades, el anticuerpo es capaz de ligar al
segundo dominio extracelular de N-cadherina. En algunas
modalidades, el anticuerpo es capaz de ligar al tercer dominio
extracelular de N-cadherina. En algunas modalidades, el
anticuerpo es capaz de ligar al primer hasta el tercer dominio
extracelular de N-cadherina. En algunas modalidades, el
anticuerpo es capaz de ligar al cuarto dominio extracelular de
N-cadherina.

La presente invencién ademds se refiere a métodos
para inhibir el crecimiento o exterminio de células de cancer
en un paciente. Los métodos en general ﬁomprenden administrar
el anticuerpo o fragmento de enlace del mismo de las
reivindicaciones 5 u 11 a wun paciente bajo condiciones
suficientes para ligar el anticuerpo o fragmento de enlace del
mismo a las células de tumor o células de tumor-cidncer de
prdéstata; modular actividad celular; inhibir angiogénesis de
las células de tumor; y provocar inhibicién de crecimiento o
exterminio de las células de tumor, en donde las células de
cancer expresan o sobre-expresan N-cadherina.

En algunas modalidades de la invenciédn, el
anticuerpo modula actividad celular al activar o inhibir
transcripcién y seflalizacién NF  kappa-B. En algunas
modalidades de la invencidén, el anticuerpo modula actividad
celular al activar o inhibir internalizacidén de N-cadherina.
En algunas modalidades de la invencidén, el anticuerpo modula

actividad celular al activar o inhibir ruta Akt o PI3 quinasa.

G
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En algunas modalidades de la invencién, el anticuerpo modula
actividad celular al activar o inhibir sefializacién de B-
catenina. En algunas modalidades de 1la invencién, el
anticuerpo modula actividad qelular al bloquear
heterodimerizacién de N-cadherina con FGFR u otro receptor de
tirosina quinasa. En algunas otras modalidades de 1la
invencién, el anticuerpo modula actividad celular al bloquear
o mejorar el rendimiento por ADAM1O u otra metalopeptidasa.
* % En algunas modalidades, el anticuerpo para inhibir
el crecimiento o exterminio de células de cancer urogenital en
un paciente. En  algunas modalidades, el anticuerpo para
inhibir el crecimiento o exterminio de células de cancer de
prdéstata en un pacienfe. En algunas otras modalidades, el
anticuerpo para inhibir el crecimiento o exterminio de células
de cancer de vejiga en un paciente.
Formulacién y Administracién

Los anticuerpos de anti-N-cadherina o)
inmunoconjugados se administran a un paciente humano de
acuerdo con métodos conocidos, tales como administracién
intravenosa, por ejemplo como un bolo o por infusién continua

sobre un periodo de tiempo, por rutas intramuscular,

intraperitoneal, intracerebroespinal, subcuténea, intra-
articular, intrasinovial, intratecal, oral, tépica o de
inhalacidn. Administracidén intravenosa o subcutdnea del

anticuerpo se prefiere. La administracién puede ser local o

sistémica.

Las composiciones para administracién cominmente
comprenderan un agente como se describe aqui (por ejemplo,
inhibidores de N-cadherina, anticuerpos de N-cadherina e
inmunoconjugados, ARNip de N-cadherina vy sus vectores)

disueltos en un portador farmacéutico aceptable, de
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preferencia un portador acucso. Una variedad de portadores
acuosos pueden emplearse, por ejemplo, salino amortiguado vy
semejantes. Estas soluciones son estériles y en general estéan
libres de materia indeseable. Estas composiciones pueden ser
esterilizadas por técnicas de esterilizacién convencionales
bien conocidas. Las composiciones pueden contener substancias
auxiliares farmacéuticas aceptables como se requiere para
aproximar condiciones fisioldgicas tales como agentes de
amortiguado y ajuste de pH, agentes para ajustar toxicidad vy
semejantes, por ejemplo, acetato de sodio, cloruro de sodio,
cloruro de potasio, cloruro de calcio, lactato de sodio vy
semejantes. La concentracién de agente activo en estas
formulaciones puede variar ampliamente, y se elegira
primordialmente con base en volumenes de fluido, viscosidades,
peso corporal y semejantes, de acuerdo con el modo de
administracién particular seleccionado y las necesidades del
paciente.

De esta manera, una composicidén farmacéutica tipica
para administracién intravenosa variara de acuerdo con el
agente. Métodos actuales para preparar composiciones de
administracién parenteral serdn conocidos o aparentes para
aquellos con destreza en la técnica y se describen con méas
detalle en publicaciones tales como Remington's Pharmaceutical
Science, 15th ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa.
(1980) .

Las composiciones farmacéuticas pueden ser
administradas en una variedad de formas de dosis unitarias
dependiendo del método de administracién. Por ejemplo, formas
de dosis unitarias adecuadas para administracién oral incluyen
pero no estan limitadas a polvos, tabletas, pildoras, capsulas

y .pastillas. Se reconoce que los anticuerpos cuando se
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administran oralmente, deberdn ser protegidos de la digestién.
Esto es tipicamente logrado ya sea al complejar las moléculas
con una composicién para hacerlas resistentes a hidrdlisis
acidica y enzimatica, o al empacar las moléculas en un
portador resistente apropiado, tal <como una barrera de
protecciédn o liposoma. Medios de agentes de proteccidédn de
digestién son bien conocidos en la técnica.

Formulaciones farmacéuticas, particularmente, de los
anticuerpos e inmunoconjugados e inhibidores para utilizar con
la presente invencidén, pueden prepararse al mezclar un

anticuerpo que tiene el grado de ©pureza deseado con

portadores, excipientes o estabilizantes farmacéuticos
aceptables. Estas formulaciones pueden ser formulaciones
liofilizadas o soluciones acuosas. Portadores, excipientes o

estabilizantes aceptables, no son téxicos a los recipientes a
las dosis 3% concentraciones empleadas. Portadores,
exXcipientes o estabilizantes aceptables, pueden ser acetato,
fosfato, citrato y otros &acidos organicos; antioxidantes (por
ejemplo, 4&cido ascérbico), conservadores, polipéptidos de
bajo peso molecular; proteinas tales como albUmina de suero o
gelatina, o polimeros hidrofilicos tales como
polivinilpirrolidona; y aminoacidos, monosacaridos,
disacaridos y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa,
o dextrinas; agentes quelantes; y surfactantes idnicos y no
iénicos (por ejemplo, polisorbato); contra-iones formadores
de sal tales como sodio; complejos de metal (por ejemplo
complejos de proteina-Zn); y/o surfactantes no idnicos. El
anticuerpo puede formularse a una concentracién de entre 0.5 -
200 mg/ml, o entre 10-50 mg/ml.

La formulacidén también puede proporcionar compuestos

activos adicionales, incluyendo agentes quimioterapéuticos,
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agentes citotdxicos, citoquinas, agente inhibidor de
crecimiento y agente anti-hormonal. Los ingredientes activos
también pueden elaborarse como preparaciones de liberacién
sostenida (por ejemplo, matrices semi-permeables de polimeros
hidrofébicos sélidos (por ejemplo, poliésteres, hidrogeles
(por ejemplo, poli (2-hidroxietil-metacrilato), o poli
(vinilalcohol)), polilactidas. Los anticuerpos e
inmunoconjugados también puede atraparse en micro capsulas
preparadas, por ejemplo técnicas de coacervacién o por
polimerizacién interfacial, por ejemplo hidroximetilcelulosa o
micro céapsulas de gelatina y micro capsulas de poli-
(metilmetacilato), respectivamente en sistemas de suministro
de droga coloidal (por ejemplo, liposomas, microesferas de
albimina, microemulsiones, nano-particulas y nanocapsulas) o
en macroemulsiones.

Las composiciones pueden ser administradas para
tratamientos terapéuticos o profilacticos. En aplicaciones
terapéuticas, las composiciones se administran a un paciente
que sufre de una enfermedad (por ejemplo, cancer) en una
"dosis terapéutica efectiva". Cantidades efectivas para este
uso dependeran de la severidad de la enfermedad y el estado
general de salud del paciente. Administraciones sencillas o
maltiples de las composiciones pueden suministrarse
dependiendo de las dosis y frecuencias segun se requiera vy
tolere por el paciente. Un "paciente" o "sujeto" para los
propdsitos de la presente invencidn, incluye tanto a humanos
como otros animales, particularmente mamiferos. De esta manera
los métodos son aplicables tanto para aplicaciones de terapia
en humanos como en veterinaria. En la modalidad preferida, el
paciente es un mamifero, de preferencia un primate, y en la

modalidad mé&s preferida, el paciente es humano. Otras
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terapias de céncer conocidos pueden emplearse en combinacién
con los métodos de la invencién. Por ejemplo, las
composiciones para utilizar de acuerdo con la invencién
también pueden emplearse para hacer blanco o sensibilizar una
célula a otros agentes terapéuticos de cancer tales como 5FU,
vinblastina, actinomicina D, cisplatina, metotrexato y
semejantes.

En otras modalidades, los métodos de la invencién
con otras terapias de céncer (por ejemplo, prostatectomia
radical), terapia de radiacién (haz externo o braquiterapia),
terapia hormonal (por ejemplo, orquiectomia, terapia andloga
de LHRH para suprimir produccién de testosterona, terapia
anti-andrédgeno) o quimioterapia. Prostatectomia radical
involucra la eliminacién de toda la glandula de 1la préstata
mas algo de tejido circundante. Este tratamiento se emplea
comunmente cdando el cancer se considera que no se ha
diseminado més alld del tejido. La terapia de radiacién
comunmente se emplea para tratar cancer de préstata que
todavia estd confinado a la glandula préstata, o se ha
dispersado a tejido cercano. Si la enfermedad es mas avanzada,
puede emplearse radiacidén para reducir el tamafio del tumor.
La terapia de hormonas a menudo se emplea para pacientes cuyo
cancer de prostata se ha diseminado més alld de la préstata o
ha recurrido. El objetivo de 1la terapia de hormonas es
reducir niveles de las hormonas masculinas, andrégenos y de
esta manera provocar que el cancer de préstata se encoja o
crezca mas lentamente. Agonistas de hormona de liberacién de
hormona luteinizante (LHRH = Luteinizing Hormone-Releasing
Hormone) disminuyen la produccién de testosterona. Estos
agentes pueden ser inyectados ya sea en forma mensual o por

més tiempo. Dos de estos analogos son leuprolida vy
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goserelina. Anti-andrdgenos (por ejemplo, flutamida,
bicalutamida y nilutamida) también pueden emplearse. Bloqueo
de andrdégeno total se refiere al uso de anti-andrbdgenos en
combinacién con orquiectomia o andlogos LHRH, la combinacién S
se denomina. Quimioterapia es una opcidén para pacientes cuyo
cancer de préstata se ha dispersado fuera de la glandula
préstata y para quienes ha fallado la terapia hormonal. No se
espera destruir todas las células de cancer, pero se puede
frenar el crecimiento de tumor y reducir el dolor. Algunas de
las drogas o féarmacos de quimioterapia empleados para tratar
cancer de prdstata que ha regresado o continuado creciendo y
diseminando después de tratamiento <con terapia hormonal
incluyen doxorubicina (Adriamicina), estramustina, etopdsido,
mitoxantrona, vinblastina y paclitaxel. Dos o mas farmacos a
menudo se suministran juntos para reducir la probabilidad de
que las células de céncer se vuelvan resistentes a la
quimioterapia. Carcinoma de células pequeflas es un tipo raro
de céncer de prdstata que es méds probable que responda a
quimioterapia que a terapia hormonal.

En algunas modalidades, un "cardioprotector" también
se administra con el anticuerpo de N-cadherina, inhibidor de
enlace N-cadherina o molécula ARNip de N-cadherina para
utilizar de acuerdo con la invencién (ver, la patentes de los
E.U.A. Namero 6,949,245). Un cardioprotector es un compuesto
o composicién que evita o reduce la disfuncién del miocardio
(es decir cardiomiopatia y/o falla cardiaca congestiva)
asociada con la administracién a un paciente de un farmaco,
tal como un antibidético de antraciclina. El cardioprotector
por ejemplo puede bloquear o reducir un efecto cardiotédxico
mediado por radicales libres y/o evitar o reducir lesidén de

esfuerzo oxidativo. Ejemplos de cardioprotectores abarcados
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por la presente definicién incluyen el agente quelante de
hierro dexrazoxano (ICRF-187) (Seifert et al. The Annals of
Pharmacotherapy 28:1063-1072 (1994)); un agente de reduccidn
de lipidos y/o anti-oxidantes tal como (Singal et al. J. Mol.
Cell Cardiol. 27:1055-1063 (1995)); amifostina (aminotiol 2-
[ (3—aminopropil)amino]etantiol-dihidrdgeno fosfato éster,
también denominado WR-2721, y su forma de absorcidn celular
desfosforilada denominada WR-1065) y acido S-3-(3-
metilaminopropilamino)propilfosforo-tioico (WR-151327), ver
Green et al. Cancer Research 54:738-741 (1994); digoxina
(Bristow, M. R. 1In: Bristow M R, ed. Drug-Induced Heart
Disease. New York: Elsevier 191-215 (1980)); beta-bloqueadores
tal como metoprolcl (Hjalmarson et al. Drugs 47:Suppl 4:31-9
(1994); y Shaddy et al. Am. Heart J. 129:197-9 (1993));
vitamina E; 4&cido ascérbico (vitamina C); depuradores de

radicales libres tales como &cido oleandlico, &acido ursdlico y

N-acetilcisteina (NAC); compuestos de atropamiento de espin
tales como alfa-fenil-ter-butil nitrona (PBN); (Paracchini et
al., Anticancer Res. 13:1607-1612 (1993) ) ; compuestos

selenoorganicos tales como P251 (Elbesen); y semejantes.

Las administraciones combinadas contemplan co-
administracién, utilizando formulaciones separadas o una sola
formulacién farmacéutica, vy administracidén consecutiva en
cualquier orden, en donde de preferencia hay un periodo de
tiempo mientras que ambos (o todos) de los agentes activos
ejercen simultdneamente sus actividades bioldgicas.

Moléculas y compuestos identificados que modulan en
forma directa o indirecta la expresidén y/o funcién de una
proteina N-cadherina, pueden ser Utiles para tratar canceres
que . respectivamente, expresan N-cadherina. Moduladores de

proteina N-cadherina ©pueden administrarse solos o co-
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administrarse en combinacidén con convencionales quimioterapia,
radioterapia o) inmunoterapia, asi como los agentes
terapéuticos actualmente desarrollados.

Formulaciones adecuadas para administracién oral
pueden consistir de (a) soluciones liquidas, tales como una
cantidad efectiva de &cido nucleico empacado suspendido en
diluyentes, tales como agua, salino o PEG 400; (b) capsulas,
saquitos o tabletas, cada uno que contiene una cantidad
predeterminada del ingrediente activo, como liquidos, sdélidos,
granulos o gelatina; (c¢) suspensiones en un liquido apropiado;
y (d) emulsiones convenientes. Formas de tabletas pueden
incluir uno o mas de lactosa, sucrosa, manitol, sorbitol,
fosfatos de calcio, almidén de maiz, almiddén de papa, celulosa
microcristalina, gelatina, didéxido de silicio coloidal, talco,
estearato de magnesio, &acido estedrico y otros excipientes,
colorantes, rellenos, aglutinantes, diluyentes, agentes
amortiguadores, agentes humectantes, conservadores, agentes
saborizantes, colorantes, agentes de desintegracidén y
portadores farmacéuticos compatibles. Formas de pastillas
pueden comprender el ingrediente activo en un sabor, por
ejemplo sacarosa, asi como pastillas que comprenden el
ingrediente activo en una base inerte, tal como gelatina vy
glicerina o sacarosa y emulsiones de acacia, geles vy
semejantes que contienen, ademds del ingrediente activo,
portadores conocidos en la especialidad.

El compuesto de seleccidén, solo o en combinacidédn con
otros componentes convenientes, puede elaborarse en
formulaciones de aerosol (es decir, pueden ser "nebulizados")
para administrarse por inhalacién. Formulaciones en aerosol
pueden colocarse en propulsores aceptables a presidn, tales

como diclorodifluorometano, propano, nitrégeno y semejantes.
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Formulaciones convenientes para administracién
rectal incluyen, ' por ejemplo supositoriocs, que consisten del
dcido nucleico empacado con una base de supositorio. Bases de
supositorio convenientes incluyen triglicéridos naturales o
sintéticos o hidrocarburos de parafina. Ademéds, también es
posible utilizar cdapsulas rectales de gelatina que consisten
de una combinacién del compuesto de seleccidén con una base,
incluyendo, por ejemplo, triglicéridos 1liquidos, polietilen
glicol e hidrocarburos de parafina.

Formulaciones adecuadas para administracién
parenteral, tal como por ejemplo, por rutas intraarticular (en
las articulaciones), intravenosa, intramuscular, intratumor,
intradérmica, intraperitoneal, \% subcutéaneas, incluyen
soluciones de inyeccidén estériles isotdnicas acuosas y no
acuosas, que pueden contener antioxidantes, amortiguadores,
bacteriostdticos y solutos que hacen a la formulacidn
isotdénica con la sangre del recipiente pretendido vy
suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir
agentes de suspensidén, solubilizantes, agentes espesantes,
estabilizantes y conservadores. En la practica de esta
invencidén, composiciones pueden administrarse, por ejemplo por
infusidén intravenosa, en forma oral, tdépica, intraperitoneal,
intravertical o) intratecal. Administracién parenteral,
administracién oral vy administracién intravenosa son 1los
métodos preferidos de administracién. Las formulaciones de
los compuestos pueden presentarse en recipientes sellados de
dosis unitarias o de multiples dosis, tales como ampollas y
ampolletas.

Soluciones y suspensiones para inyeccidn pueden
prepararse a partir de polvos estériles, granulos y tabletas

del +tipo previamente descrito. Células transducidas por
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acidos nucleicos para terapia ex vivo, también pueden
administrarse en forma intravenosa o parenteral, como  se
describié anteriormente.

La preparacién farmacéutica de preferencia estd en
forma de dosis unitaria. En esta forma, la preparacidén se

subdivide en dosis unitarias que contienen cantidades

“apropiadas del componente activo. La forma de dosis unitaria

puede ser una preparacién empacada, el empaque contiene
cantidades discretas de preparacién, tales como tabletas
empacadas, capsulas vy polvos en ampolletas o ampollas.
También, la forma de dosis unitaria puede ser una céapsula,
tableta, oblea o pastilla misma, o puede ser el numero
apropiado de cualesquiera de estas en forma empacada. La
composicién puede, si se desea, también contener otros agentes
terapéuticos compatibles.

Preparaciones farmacéuticas preferidas suministran
uno o mas moduladores de proteina N-cadherina activos,
opcionalmente en combinacién con uno o) mas agentes
quimioterapéuticos o agentes inmuno terapéuticos, en una
formulacidn de liberaciodn sostenida. Tipicamente, el
modulador N-cadherina se administra en forma terapéutica como
un agente de sensibilizacidn que aumenta la susceptibilidad de
las células de tumor a otras terapias de céancer citotéxicas,
incluyendo quimioterapia, terapia de radiacién, inmunoterapia
y terapia hormonal.

En uso terapéutico para el tratamiento de cancer,
los moduladores o inhibidores de N-cadherina wutilizados en
el método farmacéutico de la invencidén, se administran en la
dosis inicial de aproximadamente 0.001 mg/kg a aproximadamente
1000 mg/kg, diariamente. Pueden emplearse un intervalo de

dosis diaria de aproximadamente 0.01 mg/kg a aproximadamente
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500 mg/kg, o aproximadamente 0.1 mg/kg a aproximadamente 200
mg/kg, o aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg,
0 aproximadamente 10 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg. Las
dosis, sin embargo, pueden variarse dependiendo de 1los
requerimientos del paciente, la severidad de la condicién que
se trata, y el compuesto que se emplea. Por ejemplo, dosis
pueden determinarse empiricamente considerando el tipo y etapa
de cancer diagnosticado en un paciente particular. La dosis
administrada a un paciente, en el contexto de 1la presente
invencién, deberd ser suficiente para efectuar una respuesta
terapéutica benéfica en el paciente, con el tiempo. El tamafio
de la dosis también se determinard por la existencia,
naturaleza y extensién de cualesquiera efectos secundarios
adversos que acompafian la administracién de un vector
particular, o tipo de célula transducida en un paciente
particular. La determinacidén de a dosis propia para una
situacidén particular estd dentro de la destreza del
practicante. En general, el tratamiento se inicia con dosis
mas pequeﬁaé‘que son menos que la dosis Optima del compuesto.
Posteriormente, la dosis se aumenta por pequefios incrementos
hasta que alcanza el efecto éptimo bajo las circunstancias.
Por conveniencia, la dosis diaria total puede ser dividida vy
administrada en porciones durante el dia, si se desea.

Las preparaciones farmacéuticas (por ejemplo, ARNips
de N-cadherina, anticuerpos de N-cadherina, . vacunas de N-
cadherina, inhibidores de N-cadherina e inmunoconjugados) para
utilizar de acuerdo «con la invencién, tipicamente se
suministran a un mamifero, incluyendo humanos y mamiferos no
humanos. Mamiferos no humanos tratados wutilizando 1los
presentes métodos incluyen animales domesticados (es decir,

caninos, felinos, murinos, roedores y lagomorfos) y animales
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agricolas (bovino, equino, ovino, porcino).
EJEMPLOS
Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar,
pero no para limitar la invencién reivindicada.
Ejemplo 1: Ensayo NF kappa B reportero con TAL como
control negativo.
Como se muestra en las Figuras 2-3, la actividad NF

kappa B reportero se aumenta en células que expresan N-

cadherina estable. Esto es cierto tanto en medios repletos
como agotados de andrdgeno. También se muestra que la
activacién NF kappa B se correlaciona con la cantidad de

expresidn N-cadherina, ya que LNCaP-Cl expresa mas N-cadherina
que C2 y C3.
Ejemplo 2
Como se muestra en la Figuras 4-5, N-cadherina se
expresa en la superficie celular de células LNCaP-Cl, y que
estas células tienen tanto superiores cantidades de expresidn
de NF. kappa B, pero que NF kappa B se activa, como se muestra
por la fuerte sefial celular en células Cl. Células de control
también expresan NF kappa B, pero se localizan primordialmente
en el citoplasma.
Ejemplo 3
Las Figuras 6-7 muestran que la activacién NF kappa
B por N-cadherina que muestra regulacidén por incremento de los
genes objetivo NF kappa $ TGF B, IL-6, IL-8, y bcl-2.
Ejemplo 4
Como se muestra en la FIGURA 8, 1la interferencia
génica de N-cadherina provoca reduccién en expresidén de gen
objetivo NF kappa B, tal como IL-6 y IL-8, de nuevo mostrando
que N-cadherina regula NF kappa {.

Ejemplo 5
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La FIGURA 9 muestra la actividad de promotor NF
kappa B antes y después de tratamiento con anticuerpos
dirigidos a N-cadherina. Los datos muestran que hay regulacién
a la alta inmediata de NF kappa f mediada por estos
anticuerpos, seguido a 7 dias por regulacién a la ‘baja o por
disminucién. Estos datos muestran que los anticuerpos pueden
funcionar en parte alterando la transduccién de sefial
corriente abajo NF kappa 8.

Ejemplo 6

La FIGURA 10 muestra la tincién de N-cadherina con y
sin tratamiento coh anticuerpos dirigidos de N-cadherina. En
células tratadas con control, la mayoria de N-cadherina se ve
en forma intracelular; mientras que en la presencia de un
anticuerpo, la expresién de N-cadherina se estabiliza en la
superficie celular. Estos datos sugieren que la estabilizacién
de N-cadherina en la superficie celular es otro mecanismo de
accién de anticuerpos de N-cadherina. Esto probablémente
resulta en alteraciones en sefializacién de beta-catenina, que
estan mediadas a través de rompimiento y internalizacién de N-
cadherina por metalopeptidasas tales como ADAM 10, entre
otros.

Ejemplo 7

Como se muestra en la FIGURA 11, la regulacidén a la
baja de N-cadherina puede provocar reducciones en la
activacién de la ruta de sefializacién PI3K/Akt.

Ejemplo 8

Como se muestra en la FIGURA 12, el tratamiento de
células con anticuerpos dirigidos de N-cadherina provoca
alteraciones (tanto hacia arriba como hacia abajo) de
fosforilacidén Akt o activacidén, que soporta la nocién de que

estos anticuerpos funcionan, total o parcialmente, alterando
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la transduccién de sefial PI3K-Akt.

Ejemplo 9: Analisis FACS que muestra criba de clones
de anticuerpos que hacen blanco al primer dominio extracelular
de la proteina N-cadherina.

La FIGURA 13 muestra reconocimiento de' la proteina
en la superficie de células de céancer de préstata.

Ejemplo 10: Analisis FACS que muestra criba de
clones de anticuerpos que hacen blanco al cuarto dominio
extracelular de la proteina N-cadherina.

La FIGURA 14 muestra que clones reconocen N-
cadherina en la superficie de células de cancer de proéstata.

Ejemplo 11: Subclonacién de anticuerpos de N-
cadherina.

La FIGURA 15 muestra que clones monoclonales
purificados reconocen la proteina en la superficie celular.

Ejemplo 12: Ensayo de invasién In vitro.

La FIGURA 16 muestra que los anticuerpos
monoclonales 1F12, 1H7 y 2B3 generados por el grupo de 1los
inventores, todos inhiben la invasividad de células de cancer
positivas de N-cadherina. GC4 es un control.

Ejemplo 13: Anticuerpos contra N-cadherina bloquean
crecimiento de tumor y metastasis de células de cancer de
préstata PC3, pero no tienen efecto en tumores nulos N-
cadherina.

Células PC3 se implantaron subcutaneamente 3%
desarrollaron. Como se muestra en la FIGURA 17b, cuando los
tumores alcanzan la etapa palpable al dia 15, anticuerpos o

control se dieron dos veces por semana (200 microgramos) por

dos semanas. Tanto 1H7 como EC4 fueron capaces de permitir
crecimiento de tumores. También bloquearon completamente
metastasis. Ratones de control 5/5 tuvieron metéstasis de

g’L
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nodos linfaticos, en comparacién con 0/5 y 0/5 ratones
tratados 1H7 vy EC4, respectivamente. En contraste, los

anticuerpos 1H7 y EC4 no tuvieron efecto en el crecimiento de

tumores nulos de N-cadherina (FIGURA 17a). Las Figuras 1l7c y

17d muestran claros efectos inhibitorios de anticuerpos de N-
cadherina en el crecimiento de tumores PC3, vya sea en
tratamiento de tumores grandes establecidos (tratamiento que
parte el Dia 21) o en tratamiento a largo plazo (tratamiento
gue dura tanto como 62 dias).

Ejemplo 14: Tumores de experimento in vivo muestran
efectos de anticuerpos contra N-cadherina.

Como se muestra en la FIGURA 18, los dos tumores de
control son muy rojos consistentes con angiogénesis profunda.
También son profundamente adherentes con e invasivos en 1la
musculatura de flanco 1local. En contraste, los ratones
tratados con 1H7 y EC4 tuvieron tumores pélidos, claros, que
no invaden el musculo local. Los tumores se desprenden
facilmente de los tejidos subyacentes, 1lo que demuestra
inhibicidén de angiogénesis y bloqueo de invasidén local por los
anticuerpos anti-N-cadherina, consistente con el hallazgo de
que estos ratones no tuvieron enfermedad metastatica.

Ejemplo 15: Tincién Inmunohistoquimica

Los inventores han llevado a cabo tincidn
inmunohistoquimica de un cancer de préstata LAPC 9
independiente de andrdégeno. E1l resultado muestra que N-
cadherina solo se expresa por un pequefio subconjunto de
células (FIGURA 19a).

Ejemplo 16: Crecimiento de Tumor LAPC-9 dependiente
e independiente de Androégeno

Para determinar si N-cadherina puede ser un blanco

para tratamiento y diagnéstico aun cuando N-cadherina no se



10

15

20

25

30

65

sobre expresa en las células o solo se expresa en un
subconjunto de «células, los inventores han estudiado el
crecimiento de tumor de tumores LAPC-9 dependientes e
independientes de andrdgeno. Los tumores LAPC-9 dependientes
e independientes de andrdégeno se trataron con PBS de control o
anticuerpos de N-cadherina 1H7 y EC4, respectivamente. Los
resultados muestran que aun cuando N-cadherina se expresa solo
en un pequeno subconjunto de las células independientes de
andrégeno, ése tratamiento con anticuerpo es suficiente para
retrazar el crecimiento y avance de los tumores independientes
de andrdégeno (FIGURA 20). Estos resultados sugieren que la
poblacién de N-cadherina de células se requiere para formacién
de tumor independiente de andrdégeno, y que el bloqueo es
suficiente para retrasar el avance de tumor. Estos resultados
son consistentes con una interpretacién de que N-cadherina
marca una poblacién de células madre independientes de
andrdégenoc. El bloqueo de crecimiento de las células madre es
suficiente para bloqueo del crecimiento de tumor. Estos
resultados también muestran que anticuerpos pueden funcionar
en células que expresan niveles normales o incluso bajos de N-
cadherina.

Ejemplo 17: Crecimiento de células de tumor positivo
Y negativo de N-cadherina clasificado y no clasificado

A fin de determinar los efectos de células de N-
cadherina positiva en crecimiento de células de tumor, células
positivas y negativas de N-cadherina se clasificaron dando por
resultado una poblacién de células que fueron 100% y 0%
positivas para N-cadherina, respectivamente. Las células
después se inyectaron en ratones castrados, y las células
positivas de N-cadherina formaron tumores mas rapidamente y en

forma eficiente que 1la poblacién negativa (FIGURA 20),
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sugiriendo que las células positivas de N-cadherina ya tienen
una ventaja de crecimiento, o que tienen caracteristicas de
células madre vy son mé&s tumorigénicas que la poblacidn
negativa. Las células no clasificadas crecen en forma similar
a las células positivas de N-cadherina.

Ejemplo 18: Analisis FACS de tumores a partir de
células clasificadas de N-cadherina

Andlisis FACS de tumores que se desarrollan a partir
de células positivas y negativas de N-cadherina puramente,
contra la poblacién no clasificada de control. Tumores de
células positivas N-cad al 100% son solo 41.25% positivos
para N-cadherina (Figuras 21 vy 22), sugiriendo gue estas
células dan lugar a células nulas de N-cadherina. Esto es
consistente con la hipdtesis de que células positivas de N-
cadherina, son células madre que pueden dar lugar a mas
células negativas de N-cadherina mas diferenciadas. Mientras

tanto, la poblacidén negativa de N-cadherina da lugar a tumores

que son 9% positivos de N-cadherina (Figuras 21 y 22), similar
a las células no clasificadas (Figuras 21 y 22). Esto sugiere

que el crecimiento de estas células requiere que una poblacién
tipo madre adquiera o N-cadherina regulada a la alta, a fin de
formar tumores independientes de andrdgeno. El retraso en
tumorigenicidad se provoca por el requerimiento de N-cadherina
para dar lugar a tumores independientes de andrdgeno.

Ejemplo 19: Crecimiento de tumores LNCaP-C1
establecidos se inhibe por anticuerpos de N-Cadherina.

Como se muestra en la FIGURA 23, anticuerpos de N-
Cadherina 1H7 y EC4 se administraron a ratones que contienen
tumores LNCaP-Cl del Dia 45 al Dia 56, vy sus efectos
inhibitorios en crecimiento de tumor fueron aparentes al Dia

12.
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Ejemplo 20: Anticuerpos de N-Cadherina inhiben
crecimiento de tumores independientes de andrégeno LAPC-9.

Como se muestra en la FIGURA 24a, anticuerpos de N-
cadherina 1H7 y EC4 se administraron a ratones que contienen
tumores independientes de andrbdgeno LAPC-9 establecidos
(pasaje 7) a 10 mg/kg dos veces a la semana a partir del Dia
15. El efecto inhibitorio es aparente el Dia 30. Los efectos
inhibitorios de 1H7 y EC4 en tumores independientes de
andrégeno LAPC-9 establecidos grandes, se muestran en la
FIGURA 24b, en donde los animales no recibieron tratamiento de
anticuerpo hasta el Dia 17.

Ejemplo 21: Inhibicién de crecimiento dependiente de
dosis por anticuerpo EC4

Como se muestra en la Figura 25, el crecimiento de
tumores PC3 en ratones desnudos, se inhibidé por el anticuerpo
EC4 (administrado a partir del Dia 13 al Dia 27), con un
efecto inhibitorio maAs prominente gque se observa en
experimentos en donde una dosis superior del anticuerpo se
administrob.

Ejemplo 22: Estudio de toxicidad

Debido a que N-Cadherina se expresa ampliamente en
una variedad de tejidos, su toxicidad potencial es una
consideracién si se van a utilizar anticuerpos de anti-N-
Cadherina como agentes terapéuticos. Los presentes inventores
han encontrado que los anticuerpos 1H7 y EC4 reacciona en
forma cruzada con N-Cadherina murina, pero no se ha observado
toxicidad in vivo en cualquiera de los estudios de escala de
dosis o a largo plazo en ratones.

Ejemplo 23: Anticuerpos de N-Cadherina inhiben
avance independiente de andrégeno de tumores dependientes de

andrégeno LAPC-9.
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Como se muestra en las Figuras 26a y 26b,
anticuerpos de N-Cadherina 1H7 y EC4, efectivamente inhiben el
avance independiente de andrdégeno de tumores dependientes de
andrégéno LAPC-9 en ratones castrados. En el primer estudio
(Figura 26a), los anticuerpos se administraron del Dia 0 al
Dia 31 y los animales se observaron por 45 dias. En el
segundo estudio (Figura 26b), se observdé el efecto del
tratamiento de anticuerpos a largo plazo. 1H7 mostrd retraso
moderado en avance de tumor, mientras que EC4 mostrd un efecto
mas prolongado para blogquear avance de tumor.

Ejemplo 24: Células positivas de N-Cadherina tienen
ventaja de crecimiento en ratones castrados.

Como se muestra en la Figura 27, tumores LAPC-9
positivos de N-Cadherina mostraron ventaja de crecimiento
sobre tumores LAPC-9 negativos de N-Cadherina en ratones SCID
castrados. Por otra parte, 1la Figura 28 ilustra 1la
correlacidén inversa entre el nivel de expresién de N-Cadherina
y expresién de receptor de andrdgeno en células independientes
de andrdégeno LAPC-9: junto con pasajes sucesivos, las células
LAPC-9 ganaron progresivamente independencia de andrégeno
mientras que su expresién de N-Cadherina aumenté vy su
expresion de receptor de andrdgeno disminuyd.

Todas las patentes, solicitudes de patentes y otras
publicaciones, incluyendo los Numeros de Acceso GenBank,
citadas en esta solicitud, se incorporan por referencia en su

totalidad para todos los propdsitos.
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REIVINDICACIONES

1. Una linea celular de hibridoma depositada como
No. de Acceso ATCC PTA-9387.

2. Un anticuerpo producido por la linea celular de
hibridoma de la reivindicacidén 1.

3. Una linea celular de hibridoma depositada como
No. de Acceso ATCC PTA-9388.

4, Un anticuerpo producido por la linea celular de
hibridoma de conformidad con la reivindicacién 4.

5. Un anticuerpo o su fragmento capaz de ligaf a
dominios 1-3 de N-cadherina, el mismo determinante antigénico
de N-cadherina, in vivo o in vitro, que el anticuerpo
monoclonal producido por la linea celular de hibridoma
depositada en la American Type Culture Collection que tiene
No. de Acceso ATCC PTA-9387.

6. E1l anticuerpo de conformidad con la
reivindicacién 5, caracterizado porque el anticuerpo es
humanizado o totalmente humano.

7. El anticuerpo de conformidad con la
reivindicacién 5, caracterizado porque el anticuerpo es un
diacuerpo o scFv.

8. Un anticuerpo o su fragmento capaz de ligar al
dominio 4 de N-cadherina, el mismo determinante antigénico de
N-cadherina, in vivo o in vitro, que el anticuerpo monoclonal
producido por la linea celular de hibridoma depositada en la
American Type Culture Collection que tiene No. de Acceso ATCC
PTA-9388.

9. E1l anticuerpo de conformidad con la
reivindicacién 8, caracterizado porque el anticuerpo es
humanizado o totalmente humano.

10. E1l anticuerpo de conformidad con la
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reivindicacidén 8, caracterizado porque el anticuerpo es un
diacuerpo o scFv.

11. Un método para inhibir el crecimiento de
células de céncer en un paciente, el método se caracteriza
porgque comprende la etapa de: administrar un anticuerpo o su
fragmento de la reivindicacién 5 u 8 a un paciente, bajo
condiciones suficientes para ligar el anticuerpo o su
fragmento a las células de cancer, en donde las células de
cadncer expresan o sobre-expresan N-cadherina, y en donde el
anticuerpo inhibe el crecimiento de células de cancer por (a)
activar o inhibir sefializacidén y transcripcién de NF kappa-8:
(b) activar o inhibir internalizacién de N-cadherina; (c)
activar o inhibir quinasa o la ruté Akt o PI3; (d) activar o
inhibir la seflalizacidén de B-catenina; (e) bloquear
heterodimerizacién de N-cadherina con FGFR u otro receptor de
tirosina quinasa; o (f) bloquear o mejorar el rompimiento por
ADAM10 u otra metalopeptidasa.

12. El método de conformidad con la reivindicacién
11, caracterizado porque las célulaé de cancer son células de
cédncer urogenitales.

13. El método de conformidad con la reivindicacién
11, caracterizado porque las células de cancer son células de
cancer de proéstata.

14. El método de conformidad con la reivindicacién
11, caracterizado porque las células de céancer son células de
cancer de vejiga.

15. Un método para tratar a un paciente de cancer,
caracterizado porque comprende las etapas de: (a) obtener una
muestra de tejido de prueba, de un individuo con riesgo de
tener céancer que expresa una proteina N-cadherina; (b)

determinar la presencia o ausencia o cantidad de la proteina
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N-cadherina en la muestra de tejido de prueba en comparacién
con una muestra de tejido de control de un individuo que se
conoce negativo para cancer; de esta manera diagnosticando el
cancer que expresa una proteina de N-cadherina, en donde la
proteina de N-cadherina se expresa a niveles normales o bajos,
O se expresa por un sub-conjunto de células o es sobre-
expresada; y (c) administrar una cantidad efectiva de
anticuerpo N-cadherina o fragmento de la reivindicacién 5 u 8
al individuo en riesgo de tener un cancer que expresa una
proteina de N-cadherina.

l6. El método de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado porque la muestra de tejido es tejido de
préstata o de vejiga.

17. El método de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado porque el céncer es un céncer de prdstata.

18. El método de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado porque el céncer es un cancer de vejiga.

19. El método de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado porque el anticuerpo bloquea cancer de
préstata refractario a hormona.

20. El método de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado porque el anticuerpo bloquea células madre
de céancer.

21. El método de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado porque 1la muestra de tejido es tejido de
préstata o de vejiga.

22. El método de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado porque el céncer es un cancer metastésico.

23. El método de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado porque el anticuerpo es un. anticuerpo

monoclonal.
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24. El método de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado porque el anticuerpo es un scFv.

25. El1 método de conformidad con la reivindicacidn
15, caracterizado porque el anticuerpo es un diacuerpo.

26. Un métbdo de diagndéstico de un paciente con
cancer, caracterizado porque comprende las etapas de: (a)
obtener una muestra de tejido de prueba para un individuo en
riesgo de tener wun cancer dgue expresa una proteina N-
cadherina; (b) determinar la presencia o ausencia o cantidad
de la proteina N-cadherina en la muestra de tejido de prueba,
en comparacidén con una muestra de tejido de control de un
individuo que se conoce es negativo para el céncer, al
contactar una muestra con una cantidad efectiva de un
anticuerpo de N-cadherina o fragmento de la reivindicacidén 5 u
8; de esta manera diagnosticando el cédncer gque expresa una
proteina N-cadherina, en donde 1la proteina N-cadherina se
expresa a niveles normales o bajos, o.se expresa por un sub-
conjunto de células, o se sobre-expresa.

27. Un método para identificar células madre de
cancer, caracterizado porque comprende las etapas de: (a)
obtener una muestra de tejido de prueba de un individuo con
riesgo de tener un céncer que expresa una proteina N-
cadherina; (b) determinar la presencia o ausencia de células
madre de cédncer en la muestra de tejido de prueba, en
comparacidén con una muestra de tejido de control de un
individuo que se conoce es negativo para el cancer; en donde
la proteina N-cadherina se expresa a niveles normales o bajos,
O se expresa por un sub-conjunto de células madre y no se
sobre-expresa, utilizando los anticuerpos de las
reivindicaciones 5 u 8.

28. El método de conformidad con la reivindicacién
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27, caracterizado porque la muestra de tejido es un tejido de
préstata o de vejiga.

29. El método de conformidad con la reivindicacién
27, caracterizado porque el cédncer es un cancer de préstata.

30. El método de conformidad con la reivindicacién
27, caracterizado porque el cancer es un cancer de vejiga.

31. El método de conformidad con la reivindicaciédn
27, caracterizado porque el cancer es un cancer de prbstata
refractario a hormona.

32. El método de conformidad con la reivindicacién
27, caracterizado porque el cancer es un cancer metastésico.

33. Un método para identificar un anticuerpo de
anti-N-cadherina o un compuesto que inhibe el crecimiento de
células de cancer en un paciente, el método se caracteriza
porgue comprende las etapas de (i) contactar el compuesto o
anticuerpo con wuna célula que expresa O soObre-expresa un
polipéptido de N-cadherina; vy (ii) determinar el efecto
funcional del compuesto o anticuerpo sobre el polipéptido de
N-cadherina al determinar si el compuesto o anticuerpo: (a)
activa o inhibe sefalizacién y transcripcidén de NF kappa-B;
(b) activa o inhibe internalizacién de N-cadherina; (c) activa
o inhibe 1la ruta Akt o PI3 quinasa; (d) activa o inhibe
sefializacidén de R-catenina; (e) bloquea heterodimerizacidn de
N-cadherina con FGFR u otro receptor de tirosina quinasa; o
(f) bloquea o mejora la ruptura por ADAM1I0O u otra

metalopeptidasa.

ol
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RESUMEN DE LA INVENCION

’

La presente invencién proporciona anticuerpos
dirigidos a los dominios primero-tercero de N-cadherina y el
cuarto dominio de N-cadherina,. para diagnéstico y terapia de

5 canceres relacionados con N-cadherina. También se describen
métodos de diagnéstico y tratamiento gque wutilizan éstos

anticuerpos.

10

15

20
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N-cadherina se expresa en superficie celular de células C1

LNCap-FGC N-Cad DAPI FUSION

LNCap-FGC N-Cad FUSION

FIG. 4
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NF-kB localiza a N-Cadherina nticleo
celulas positivas (C1)

LNCap-FGC NF-kB p85 DAPI

FIG. 5

FUSION
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Expresion de N-Cadherina Resulta en Induccion
delL-6, IL-8, TGF B2, y bcl-2

o N
O O
Q ® < Q ® =<
g £ & £ O
=} . Q. o [0 N Q.
(S ©Q [y*] 33 Q O
O o O O O O
=z =z =z = = =
— e —d wed wd waed
PTEN
TFGB2
IL6
L8
GAPDH

g,



*
L

&
A3
<)

[
-
Lo

£e\o

noiooubnl na siluesf sninerlbsd-U sb noiesigx3
S-lod y 8§ 9T 8-J1 0-dlsb

2 v7
(@ (]
o 3 o .

3 C & O
= Y ] > u
L <3 s el 2
@ fos] g o 73
2 () O (] ]
=< ~ = = =
% - i -

{4




‘@

Correlacién de Genes Inducidos con Nivel de N-Cadherina
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Actividad de NFkB después de tratamiento con anticuerpos de N-Cadherina
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Ncad en células PC3: Incubacion de anticuerpo 48 horas

(con fibronectina)
(De previo)

Ncad dapi fusion

1xPBS

EC4
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Anticuerpos especificos de N-cadherina activan, después
regulan a la baja la activacion Akt
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FACs resulta en

O L « tumores clasificados
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N-)1_Ncad-cd4d 005 FL4H Ninguno| 100.)
M:)1_Nead-cd4.0¢5 ALK f Y — .
N Nadcato | FLeH  |Nimguno] 1000 Ncad(-) dasificado 8.58%
N(-)2_Nead-cd4.008 fl4k ! 846 |4
Mulji Neadcddd 003 [FL4K  [Ningunof 1000
Mun) Neadcddd 003 | rLaH 07 |e—
Non2 Nead 0¥ 004 |FLak  |Ninguno] 130, Ncad sin clasificar 9.95%
N2 Nead<ddd 004 | LAk : 862 |+

FIG. 21



»

M‘ H-*

Sl
oY
+
(%]

ns siluest 2OAH
eobsaitieslo estomus
20b6825007q bso-U

oibamior9d o

olcS D obsoitiesld

N8C.§ obroitieslo

(+1bsold

- Jbgol

0°20.0 woitiesto nie hsol

Lias mnanin R RS St {1 Sy e et B
"t & 0 it v
H-£3
soisl] oremeIs™ | 207 cvidows eb exdrmoit

i00 Jonupnivd H-L]5 itinoz Zan Sy
A A=
fifii forupmi H-b =
RS Hb - B oz ey
£t jonugniv! Hb 1 PG B b et

e 3 R i Hok OO Rbb-bead T
it Jorugrid R 307 Etokendt e

TR R SRS S[C Bebo-bradt S
[ fonupnil] {41 SO skho-head -
T T 2X b T
G jonupnivt b7 s S
ks b A sotohea M
©0r lonupniv H.b DI kbbbt o

4 BRI} SRR EJkbobst N
! paap onugniv bR FIREEobesH Sin
———* 3 L B0 RELobad Sl

@

i



25/33

x.:“_
p0} c0i Ne

WL o

A ol
, no

b0 %008] g

807 p7pO-08IN"Z1-IN

K1
00 o0 p0 o

b0 bHPI-PEON N_%z

i
g0 0 200 0 @uq

%S0 |%:

200°4¥PO-0BON 7(+IN

FL4

FLen

FL4H

%620 | %
COUTHRPEN

Hi1d
0 g0 gl 0 ol

%290 | %598,y
500 hPo-PERN Loy

11is
wm_. mﬁ__ No,

%2Z0,

N
_. c ,:Cw

_Q
mcw
| i
ST DTN
100 7pPO-PEON | (I

i
§
i
H
m
I
!
n

Ftdd

FL4R

bO0 foRO-SeINZ{uP I
#1054
29 28 %82 )

100" 7¥0o-PEIN 1 (+IN

& leayisep uis
5 OpeoyIselo -
oy Emoz

> OPeOYISE +




M0.2koa-beald 41K

__.ﬁ_Dn...m_ , .._.O mﬁ_hu_ t_m,—,
= - ., D8V
% = <’ obsoftieslo +
o0
h¢ . .. bsol
< = <3 obsoitiesl -
xZ
60 bbbotaad_ M |
. - .. Dbsal
- e < wohiesl nie
. _, I
ol O ”Df
o . o
S gy By

&,



26/33

AN E

L

ommmzommmmvmqmmgmm G d¢ &S g 1

yo3 ——

{H) —=—
SAdx| —e—

(opeysnle) $03 SA JH | SASgEdX)
:10uiny ap dxoe 899|(e)Se PeoN |BUOON-deINT odienonuy

eulIBYpeo-N ap sodisnofue
10d 8qIyul 8s SopIos|geISS | D-dBINT S8I0Wwn) 8p OJUsIWINAI)

—

e
® o

volumen de tumor (mm3)

W



£2\08

P .
‘ _ ‘ﬂ
b -

—r

10q adifni s2 20biosidsies '0-9sOW] esromut sb oinsimiosiO

snnarbsa-U ab 2oqisuoiing

ot eb gxe sosldstes bsol Tanololt-9sOU] oqiawoiinA
(obsteujs) bOd av THT ev 289!

022

(78
028

N

w i

289 —e—
SHI —m—
203 —&—

629

aze

0

0ot

N

‘
W

Sy :
a3 gz & ¥ S £ k& RS ¢S I8 2t i 8 r

N

€S .07

(gmm) 1omul b nsmulov



27/33

vvZ 'Old

G| elp opu ‘seuewss sop Jod euewss/xz 6/6w ()}

SHIp

p03 ——
[H| —a—
S8dX| ——

03 SA [H| SA S8d¥} :/3Bessed [y60dv

(, elesed) sopios|qeiss g-0dy] ousbolpue ap sajusipusdapul
S8J0WN} 8p OJUSIWIVAIY |8 UBQIYUl BULIBYPEI-N 8p Sodiananuy

et N
. .
b -

volumen de tumor (mm3)

\ v



IXANN

v

L

.
<

2stomul ob otneimiosto ls nadidni snitardbsa-W sb eoqisuaiinA
(Y ojsesq) 2obiosldstes -O9A onspdibns sb 2stnsibnsgebni

b3 av THE av 289x1 :Yopeeesq |ARIGAL

HE.N
)_J ~
Lt U
* 2
- Ot 3
\
\ e B
W08 =
“ 289! —e— w0 2
YHE —a— - m
a0 2
b3 —O— / —
# o - * 08 E
A N s
4o /w, 08
/W//VU«W! //,/.R/ N
T f T B dii%%lﬁllé
e 48 2 8¢ I8 & o N B o P )
egib

¢l sib oioini ,2snsmae 20b 10q snsms2\XS pilpm OF

ARS .OHH

N/



28/33

av¢ Old
AmEE 00| 'x0ide)
X1 9p ul4 X] o] seip
\ \
0t 8 S € 00 U &

L

gL 0L 8 9 £ L.

by/bwgl 03 —o—
Obwol ZHY —.-—
[0JJU0D G X | —e—

03 Jougysod uoiooahul sa JH| 9d [V6DdY1:)

-X| 13 odienonue ap ojuswiiedx3

SOpI08|qe)se §-0dy] ousboipue ap ssjusipusdapul sajown)
sepuelb ap ojusIWINGIO [0 UBQIYUI BULIBYPEI-N 8p sodianonuy

Cds

0004

00s1

000c

€05¢

volumen de tumor (mm3)



£\8<

-
Cc

2sbnsip sb oinsimiosio ls nadinni sninedbso-U sb 2oqisuoiinA
eobiosldstes €-09A4 onspdibns sb esinsibrisqsbni 2stomut

b0 vonsfeoq noiocosyni ev YHI 9g 1ARD9AL :T-xTM3 ogisuoitns sb otnsmitagx3

¢ozs
600S

" lownos 289t —e— aoer

pApmOf YHI —a
4

pAlpmQr pOd —o— 000t

£

T 15

«T ob i3 xT oioinl esib
(Emem 00t xogs)

g,s .0ld

(emm) Jomu} sb nemulov



29/33

G¢ Old

selp

Bnooy -

Wy ]

BneoZ—¢

008

BnoQ | —o—
SHdXx| —=-

gooL

aozL

Covl
Q091

0081

SOPNUSAP SBUOJRI U §9d :$0T SISOp 8p ojusw X

¥03 Jod sisoq ap sjusipuadag ojuaIWIaIY) 3P UOIGIYU]

volumen de tumor (mm3)



08

@CF.\C e
L

HEOS—=¢-

S

»D3 10q 2ieol sb stnsibnisgad ofnsimiostd ab noioididn

20bunash zsrofs ne £09 1203 eizob ab olnsmiegxd

-
T

i N
1 - //
¥ M r/.
l

»%V . . ,m././

1 N,
S~ ] .

,/lw.f /.Hbl/ -

S JF m‘/lu ol .\*.J..J =

g

L P s

.

—

Gk
Los

(& nem) 1omut sb namulov

Y

\3\(



30/33

Vva¢ 'Old

¥O3//H 1//S8d U0J SOpe.}sed ssuolel us Qv 6-0d v1/S0ioe Ul ssuojes us Qy 6-0dv 1

| = H

mv.mv.ov_mm.mmpmm.rm 8 G2 ¢Z 07 8l SL EL i 8 9 v 1

OJOBJU| ——

P —spm

LHl —8—

S8dx| —e—

¥03 SA /H| SA S8dX| IV B QV6JdV1 8p uoiisuel |

F 0

00
00y
009
aoe
0001
0oz
00p1
0021
0081
0002

6-0dY1 ousboipue ap ssjusipuadap ssiown) ap ousboipue
op 8jusipuadapul soueAe Uaqiyul BULIBYPEO-N 8p sodisnajuy

volumen de tumor (mm3)

194



C

IXAUL

ab sinsibnegsbni sonsvs nadidni sniterbsd-V sb eogqisuoiinA
R-09AJ onspoihns ab e2sinsibnegqeb esomul b onspoibns

AT av THE av 289x! (1A 5 QARDAAL sh nobiensiT

0o0s
NG
2 ana

X )

239! —e— Y . apst
il —.— * N , il
I x X; o LG
b3 Ly PN H N\ S a
oein —se— e > i i
PAVE NP R o — /‘H \

(Yrrien) vomus eb nemuiov

ya

ch



31/33

volumen de tumor (mm3)

(ugi0akul sp ssjue eip |) x| opy|
X] ap ul
] 8p ul4 N selp
0119 928 65 165525 058y S v 1 8E I Ve |E 62 LLSTETOTLISLE 01 8 9 € b
._'.—._. TI == N\%l 0ov
- \ 1 w\ e 009
Byibuwol 1 i ) 008
03 odiendijue —v— / i 000}
By/Bwgl Y | ¥ 00z4
JH| odlanojue —=— ] -
SgdX| (AU
apoINJYaN —+— cost
w cost
200¢

IV & Q¥60d\] 8P UQdisue.] ap uoiopaday

6-0dV] ousboipue ap sajusipuadap saiowin} ap ousboipue
ap ejusipuadapul 8dUeAR Usqiyul BULIBYPED-N 8p Sodiandiuy



ob stnsibneqsbni sonsve nadidni snitarbso-M sb 2oqisuaiinA
€-09A1 onspatbnis sb 2stnsibrisgsb 2svomut sb onspdibris

IAs QAROGA ab ndisienstT sb ndioitsges]

XAV E

2008

W/ ot
ab oluirleV —e— - T w2
28dxt lotnoo \, | -
YH! oqsuaitng —e_ ' ort @
plemor , O0St @
b3 oq1euoiing —s— / ¥ S
pAigmOr LS - /H/ 003 W
- / u/f . £
T 0wy E
X B
~ T T 171 2\ aos

LTy AR 00s

§
. -0

\?wm.z.mm,mm TE@ES2 C28b Gh Eb 1588 FEDE 1E 03 103 ESCA 1l £ 01 B 8 B 1
. 2sib ﬁ
xT ab nid
(noicoayni ab astns sib 1) xT obin

'G\Pf



32/33

LC Old

selp
9 v¢ 0¢ 82 92 € ¢ 6L 9L vl ¢ 0. 8B 9 ¢ |1

0¢

oot

JeouIsed uIs Z ——
ovmoc_wm_oAuvZ ——

opesysep A+v2 —_—y—

05t
m\\ 002

\ 0S¢

4\ 00t

\ 0s¢

00v

11917
SOPeJ}SED SAIOS US OPEOISEID (Y6 YT

SOpEJISED) SBUOJeY U

OJUBIWI08.7) 8P elejus) Usual] eullsypeo-N ap Sepealise|) seinie)

volumen de tumor (mm3)



oinaimios1d sb sisinsV nansiT sniterbso-U sb esbsaities!O 2slulsd
20bstes D 2onoisA ng

cobstesd 20102 ns obsoitizslo IACDIA

[A\NS

-
C

ogo;mma_.+w.5 —— \ ’ o
ocmo,:wm_omuw—\_. — / \

0os
softieslo niz J —— H//’

mm) 1omu} ab nsmulov



@

33/33

Exprésién de N-Cadherina Aumenta y AR Disminuye
con Pasos Sucesivos en LAPCOAI

Al Al Al Al Al Al
AD p0 p1t p2 p3 pd4 pbd

. . mT .
- U N
N
13 L]
§

N-cad
AR

E-cad
G3PDH

FIG. 28



X AtA

syunimeid AAy sinsrmuA sniterbsO-U sb ndigergxd
IACDGA ns 2oviesoue 20es9 noo

A 1A 1A JA 1A 1A

¢q dg €q Sq ftg Qg 0A

8< .01

@



Moden = senalizacon Ncadherna encances de prostata

1 Rampineento por sdam- 10

Expresian de _
gen Objetve’ ;
L8 6 bak2 v

Bet.?r

TGFB
A4 nucteg
- Seres Banco

FIG. 1

@

Modein de senalizacon N-cadhenna e cancer de prostata

s

1 Rompimento por sdam- 0

Expresion de
qen Objetvo
L& 6 bok2
TGFS

A nucleo
Geqss Banco



Por
L
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

‘
f

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS
PATENTE DE INVENCION ___ PCT X MODELO DE UTILIDAD ___ — DISENO INDUSTRIAL ___

{21) N° de solicitud: {22) Fecha de solicitud:
51) Clasificacion internacional :

(71)Solicitante(s) The Regents of The University of California

(72) Inventor(es) Robert E. REITERy Zev WAINBERG

(74) Agente: HUMBERTO RUBIO CAMACHO

e

(30} Prioridad (31) No. Prioridad  32) Fecha (33) Pais
ESTADOUNIDENSE 61/042,604 04/04/2008 ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
ESTADOUNIDENSE 61/113,054 1011/2008 ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
(85) Fecha inicio fase nacional: (87) Publicacion internacional
(86) Datos relativos ala presentacion de la solicitud PCT Fecha: 08/10/2009

Fecha de presentacion de la solicitud: 03/04/2009 N° publicacion: WO 2009/124281

No. de solicitud: PCT/US2009/039526

(54) Titulo: ~ NOVEDOSOS ANTICUERPOS CONTRA CANCER DIRIGIDOS A BLOQUEO DE CRECIMIENTO DE TUMOR,

ANGIOGENESIS Y METASTASIS




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
TARJETA ARCHIVO TEMATICO
PATENTE DE INVENCION ___ PCT _X MODELODE UTILIDAD ____ DISENO INDUSTRIAL __
) N° de solicitud: ~ (22) Fecha de solicitud:
Clasificacion Internacional :

(71)Solicitante(s)  The Regents of The University of California

Satoks s peizanie Boadask en s e it

(72) Inventor(es)  Robert E. REITy Zev WAINBERG

(74) Agente: HUMBERTO RUBIO CAMACHO

(30) Prioridad (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
ESTADOUNIDENSE 61/042,604 04/04/2008 ESTADgS UNIDOS DE
ESTADOUNIDENSE 611113,054 10/11/2008 A0S UNIDOS DE o
AMERICA -
(85) Fecha inicio fase nacional: (87) Publicacion internacional:
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 08/10/2009
Fecha de presentacion de la solicitud: 03/04/2009 No. de publicacion: WO 2009/124281
No. de solicitud:  PCT/US2009/039526

(54) Titulo:  NOVEDOSOS ANTICUERPOS CONTRA CANCER DIRIGIDOS A BLOQUEO DE CRECIMIENTO DE TUMOR, ANGIOGENESIS Y
METASTASIS
Resumen:
%a linea celular de hibridoma depositada como No. de Acceso ATCC PTA-9387.
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