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N-CADHERIN: TARGET FOR CANCER DIAGNOSIS AND THERAPY

CROSS REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS
The present application claims priority to USSN 12/268,302, filed November
10, 2008, incorporated by reference in its entirety.

BACKGROUND OF THE INVENTION
INTRODUCTION

[0001] Prostate cancer is the most common malignancy and the second leading cause of
cancer-related death in American men. Prostate cancer is a biologically and clinically
heterogeneous disease, A majority of men with this malignancy harbor slow-growing tumors
that may not impact an individual's natural lifespan, while others are struck by rapidly
progressive, metastatic tumors. PSA screening is limited by a lack of specificity and an
inability to predict which patients are at risk to develop hormone refractory metastatic
disease. Recent studies advocating a lower PSA threshold for diagnosis may increase the
number of prostate cancer diagnoses and further complicate the identification of patients with
indolent vs. aggressive cancers (Punglia et al., N Engl J Med, 349: 335-342 {2003)). New
serum and tissue markers that corrclate with clinical outcome or identify patients with
potentially aggressive disease are urgently needed (Welsh et al., Proc Natl Acad Sci U S 4,
100: 3410-3415 (2003)).

[0002] Recent expression profiling studies suggost that expression signatures for metastatic
vs. non-metastatic tumors may reside in the primary tumor (Ramaswamy et al., Nat Genet,
33: 49-54 (2003); Sotiriou et al., Proc Natl Acad Sci U § 4, 100: 10393-10398 (2003)).
Additional features that predispose tumors to metastasize to specific organs may also be
present at some frequency in the primary tumor (Kang et al., Cancer Cell, 3: 537-549
(2003)). These recent observations suggest that novel markers of pre-metastatic or pre-
hormone refractory prostate cancer may be identified in early stage disease. These markers
may also play a role in the biology of metastatic or hormone refractory prostate cancer
progression. Recent examples of genes present in primary tumors that correlate with

outcome and play a role in the biology of prostate cancer progression include EZH2 and LIM
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kinase (Varambally et al., Nature, 419: 624-629 (2002); Yoshioka et al., Proc Nail Acad Sci
US A, 100: 7247-7252 (2003)). However, neither of these two genes is secreted.

[0003] Here we describe a method of treating or diagnosing a cancer paticnt, wherein the
N-cadherin protein in the cancer cells is expressed at normal or low levels, or is expressed by
a subset of cancer cells and is not overexpressed. We also report a method of identifying
cancer stem cells by determining the presence or absence or amount of the N-cadherin protein

in test issue sample.

BRIFF SUMMARY OF THE INVENTION
[0004] In a first aspect, the present invention provides a method of treating a cancer patient,
comprising the steps of: obtaining a test tissue sample from an individual at risk of having a
cancer that expresses a N-cadherin protein; determining the presence or absence or amount of
the N-cadherin protein in the test tissue sample in comparison to a control tissue sample from
an individual known to be negative for the cancer; thereby diagnosing said cancer that
expresses a N-cadherin protein, wherein the N-cadherin protein is expressed at normal or Jow
levels, or is expressed by a subset of cells, and wherein the N-cadherin protein is not
overexpressed; and administering an effective amount of N-cadherin antibody or fragment

thereof to the individual at risk of having a cancer that expresses a N-Cadherin protein.

[0005] In another aspect, the present invention provides method of identifying cancer stem
cells, comprising the steps of: obtaining a test tissue sample from an individual at risk of
having a cancer that expresses a N-cadherin protein; determining the presence or absence of
cancer stem cells in the test tissue sample in comparison to a control tissue sample from an
individual known to be negative for the cancer; wherein the N-cadherin protein is expressed

at normal or low levels, or is expressed by a subset of the stem cells and is not overexpressed.

[0006] In one embodiment, said tissue sample is prostate or bladder tissue. In another
embodiment, said cancer is a prostatc cancer. In another embodiment, said cancer isa
bladder cancer. In another embodiment, said cancer is a hormone refractory prostate cancer.
In another embodiment, said cancer is a metastatic cancer. In another embodiment, said
antibody is a monoclonal antibody. In another embodiment, the fragment is a scFv. In

another embodiment, the fragment is a diabody.

[0007] In any of the above aspects and embodiments, the tissue, cancer, subject, or patient
to be (reated is human or mammalian. In any of the above aspects and embodiments, the

cancer can be an androgen independent cancer.
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BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

[0008] Figure 1. (a) immunchistochemical staining of an androgen independent LAPC 9
prostate cancer, showing that N-cadherin is only expressed by a small subset of cells (b)
treatment of androgen dependent and independent LAPC-9 tumors with control PBS or N-
cadherin antibodies 1H7 and EC4.

[0009] Figure 2. N-cadherin positive and negative cells were sorted, yielding a population of

cells that were 100% and 0% positive for N-cadherin, respectively.

[0010] Figure 3 and 4. FACS analysis of tumors that grew from purcly N-cadherin positive

and negative cells, vs the control unsorted population.

[0011] Figures 5 and 6: N-cadherin sequences.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
[0012] We report here on the identification, characterization and validation of a gene
product which are expressed in hormone refractory prostate cancer and bladder cancer.

These gene product is N-Cadhenin.

[0013] N-cadherin does not need to be overexpressed compared to normal tissues to be a
target for treatment and diagnosis. It can be expressed at low levels and also can be expressed
only by a subset of cells. Data shows that targeting N-cadherin even in 5% of prostate cancer

cells is sufficient to block the progression of prostate cancers to castration resistance.

[0014] N-cadherin is a target in cancer stem cells. The data showing that targeting of N-
cadherin in 5% or fewer cells is sufficient to block tumor progression is consistent with the
hypothesis that N-cadherin is a marker of cancer stem cells, and that inhibition of N-cadherin

on these stem cells is sufficient to block growth of the tumor as a whole.

[0015] N-cadherin expressing cells, consistent with its being a cancer stem cell marker, are
more turnorigenic than N-cadherin non-expresing cells. N-cadherin positive cells can give
rise to N-cadherin negative cells, also consistent with the theory that N-cadherin is a novel
marker of cancer stem cells. Finally, tumors must upregulate or acquire N-cadherin in order
to grow. That is, tumor stem cells must acquire properties of epithelial to mesenchymal

transition in order to be tumorigenic.
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[0016] Accordingly, N-Cadherin is an especially promising therapeutic target for cancer
therapy, including but not limited to prostate and bladder cancer. It is found on cell surfaces,
overexpressed in many epithelial tumors, and is associated with invasion, metastasis and
possibly androgen independence. As shown in the present invention cancer stem cells show
normal or low expression of N-cadherin. Antibodies against N-cadherin therefore are a
particularly preferred agent for use in freating cancers, including but not limited toepithelial,
urogenital cancers (bladder, prostate), and, more particularly, their invasive or metastasized
forms. In some embodiments, monoclonal antibodies directed against an extracellular
domain of N-cadherin are preferred. In further embodiments, the first extracellular domain
(EC1), portions of the first and second domains, or fourth extracellular domain of N-cadberin
are preferred in treating these cancers, In some embodiments, use of a antibody directed
toward the extracellular domain 4 is particularly preferred in these treatments as this domain
is found to be important in pro-motility and invasive potential (see, Kim et al, / Cell Biol.
151(6):1193-206 (2000), incorporated by reference in its entirety with respect to the

definition of the various N-cadherin domains.

[0017] N-cadherin expression can contribute to prostate and bladder cancer invasion and
metastasis as well as the progression of prostate caner to hormone refractory discase. N-
Cadherin can be targeted therapeutically both alone and in combination with other small
molecule inhibitors of mTOR and EGFR. Targeting N-Cadherin can help prevent or control

invasive and metastatic prostate cancer.
Definitions

[0018] “N-Cadherin,” refers to nucleic acids, e.g., gene, pre-mRNA, mRNA, and
polypeptides, polymorphic variants, alleles, mutants, and interspecies homologs that: (1) have
an amino acid sequence that has greater than about 60% amino acid sequence identity, 65%,
T0%, 75%, 80%, 85%, 90%, preferably 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% or 99%
or greater amino acid sequence identity, preferably over a region of over a region of at least
about 25, 50, 100, 200, 500, 1000, or more amino acids, to a polypeptide encoded by a
respectively referenced nucleic acid or an amino acid sequence described herein, for example,
as depicted in Figures 5 and 6, respectively; (2) specifically bind to antibodies, e.g.,
polyclonal antibodies, raised against an immunogen comprising a referenced amino acid
sequence as depicted in Figures 5 and 6, respectively; immunogenic fragments respectively

thereof, and conservatively modified variants respectively thereof; (3) specifically hybridize
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under stringent hybridization conditions to a nucleic acid encoding a referenced amino acid
sequence as depicted in Figure s 5 and 6, respectively, and conservatively modified variants
respectively thereof; (4) have a nucleic acid sequence that has greater than about 95%,
preferably greater than about 96%, 97%, 98%, 99%, or higher nucleotide sequence identity,
preferably over a region of at least about 25, 50, 100, 150, 200, 250, 500, 1000, or more
nucleotides, to a reference nucleic acid sequence as shown, respectively, in Figures 5 and 6.
A polynucleotide or polypeptide sequence is typically from a mammal including, but not
limited to, primate, e.g., human; rodent, e.g., rat, mouse, hamster; cow, pig, horse, sheep, or
any mammal. The nucleic acids and proteins of the invention include both naturally

occurring or recombinant molecules.

[0019] “‘Cancer” refers to human cancers and carcinomas, sarcomas, adenocarcinomas,
lymphomas, leukemias, etc., including solid tumors and lymphoid cancers, kidney, breast,
lung, kidney, bladder, colon, ovarian, prostate, pancreas, stomach, brain, head and neck, skin,
uterine, testicular, esophagus, and liver cancer, lymphoma, including non-Hodgkin's and
Hodgkin's lymphoma, leukemia, and multiple myeloma. “Urogenital cancer” refers to human
cancers of urinary tract and genital tissues, including but not limited to kidney, bladder,
urinary tract, urethra, prostrate, penis, testicle, vulva, vagina, cervical and ovary tissues.
[0020] The cancer to be treated herein may be one characterized by low or normal
expression (but not ovetexpression) of N-cadherin. In one embodiment of the invention, a
diagnostic or prognostic assay will be performed to determine whether the patient's cancer is
characterized by Jow or normal expression of N-cadherin. Various assays for determining
such expression are contemplated and include the immunohistochemistry, FISH and shed
antigen assays, southern blotting, or PCR techniques. Moreover, the N-cadherin expression or
amplification may be evaluated using an in vivo diagnostic assay, €.g. by administering a
molecule (such as an antibody) which binds the molecule to be detected and is tagged with a
detectable label (e.g. a radioactive isotope) and externally scanning the patient for
jocalization of the label. In some embodiments, the cancer or cancer stem cell to be treated is

not yet invasive, but expresses N-cadherin.

{0021] “Therapy resistant” cancers, tumor cells, and tumors refers to cancers that have
become resistant or refractory to either or both apoptosis-mediated {e.g., through death-
receptor cell signaling, for example, Fas ligand receptor, TRAIL receptors, TNF-R1,

chemotherapeutic drugs, radiation) and non-apoptosis mediated (e.g., toxic drugs, chemicals)

A\
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cancer therapies, including chemotherapy, hormonal therapy, radiotherapy, and

immunotherapy.

[0022] “Low or normal expression” refers to RNA or protein expression of N-Cadherin, in
a test tissue sample that is about the same or lower than RNA or protein expression of N-

Cadherin in a control tissue sample. In one embodiment, the tissue sample is autologous.

[0023] The terms “cancer that expresses N-Cadherin” and “cancer associated with the
expression of N-Cadherin” interchangeably refer to cancer cells or tissues that express N-
Cadherin in accordance with the above definition.

[0024] The terms “cancer-associated antigen” or “tumor-specific marker” or “tumor
marker” interchangeably refers to a molecule (typically protein, carbohydrate or lipid) that is
preferentially expressed in a cancer cell in comparison to a normal cell, and which is useful

for the preferential targeting of a pharmacological agent to the cancer cell. A marker or

" antigen can be expressed on the cell surface or intracellularly. Oftentimes, a cancer-

associated antigen is a molecule that is overexpressed or stabilized with minimal degradation
in a cancer cell in comparison to a normal cell, for instance, 2-fold overexpression, 3-fold
overexpression or more in comparison to a normal cell. Oftentimes, a cancer-associated
antigen is a molecule that is inappropriately synthesized in the cancer cell, for instance, a
molecule that contains deletions, additions or mutations in comparison 1o the molecule
expressed on a normal cell. Oftentimes, a cancer-associated antigen will be expressed
exclusively in a cancer cell and not synthesized or expressed in a normal cell. Exemplified
cell surface tumor markers include the proteins c-erbB-2 and human epidermal growth factor
receptor (HER) for breast cancer, PSMA for prostate cancer, and carbohydrate mucins in
numerous cancers, including breast, ovarian and colorectal. Exemplified intracellular tumor

markers include, for example, mutated tumor suppressor or cell cycle proteins, including p33.

[0025] An “agonist” refers to an agent that binds to a polypeptide or polynucleotide of the
invention, stimulates, increases, activates, facilitates, enhances activation, sensitizcs or up

regulates the activity or expression of a polypeptide or polynucleotide of the invention.

[0026] An “antagonist” refers to an agent that inhibits expression of a polypeptide or
polynucleotide of the invention or binds to, partially or totally blocks stimulation, decreases,
prevents, delays activation, inactivates, desensitizes, or down regulates the activity of a

polypeptide or polynucleotide of the invention.
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[0027] “Inhibitors,” “activators,” and “modulators” of expression or of activity are used to
refer to inhibitory, activating, or modulating molecules, respectively, identified using in vitro
and in vivo assays for expression or activity, e.g., ligands, agonists, antagonists, and their
homologs and mimetics. The term “modulator” includes inhibitors and activators. Inhibitors
are agents that, e.g., inhibit expression of a polypeptide or polynucleotide of the invention or
bind to, partially or totally block stimulation or enzymatic activity, decrease, prevent, delay
activation, inactivate, desensitize, or down regulate the activity of a polypeptide or
polynucleotide of the invention, e.g., antagonists, Activators are agents that, e.g., induce or
activate the expression of a polypeptide or polynucleotide of the invention or bind to,
stimulate, increase, open, activate, facilitate, cnhance activation or enzymatic activity,
sensitize or up regulate the activity of a polypeptide or polynucleotide of the invention, €.g.,
agonists. Modulators include naturally occurring and synthetic ligands, antagonists, agonists,
small chemical molecules and the like. Assays to identify inhibitors and activators include,
e.g., applying putative modulator compounds to cells, in the presence or absence ofa
polypeptide or polynucleotide of the invention and then determining the functional effects on
a polypeptide or polynucleotide of the invention activity. Samples or assays comprising a
polypeptide or polynucleotide of the invention that are treated with a potential activator,
inhibitor, or modulator arc compared to control samples without the inhibitor, activator, or
modulator to examine the extent of effect. Control samples (untreated with modulators) are
assigned a relative activity vatue of 100%. Inhibition is achieved when the activity value of a
polypeptide or polynucleotide of the invention relative to the control is about 80%, optionally
50% or 25-1%. Activation is achieved when the activity value of a polypeptide or
polynucleotide of the invention relative to the control is 110%, optionally 150%, optionally

200-500%, or 1000-3000% higher.

[0028] The term “test compound” or “drug candidate” or “modulator” or grammatical
equivalents as used herein describes any molecule, either naturally occurring or synthetic,
e.g., protein, oligopeptide (e.g., from about S to about 25 amino acids in length, preferably
from about 10 to 20 or 12 to 18 amino acids in length, preferably 12, 15, or 18 amino acids in
length), small organic molecule, polysaccharide, lipid, fatty acid, polynucleotide, RNAI,
siRNA, antibody, oligonucleotide, etc. The test compound can be in the form of a library of
test compounds, such as a combinatorial or randomized library that provides a sufficient
range of diversity. Test compounds are optionally linked to a fusion partner, €.g., targeting

compounds, rescue compounds, dimerization compounds, stabilizing compounds,
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addressable compounds, and other functional moieties. Conventionally, new chemical
entities with useful properties are generated by identifying a test compound (called a “lead
compound”) with some desirable property or activity, e.g., inhibiting activity, creating
variants of the lead compound, and evaluating the property and activity of those variant
compounds. Often, high throughput screening (HTS) methods are employed for such an

analysis.

[0029] A “small organic molecule” refers to an organic molecule, either naturally occurring
or synthetic, that has a molecular weight of more than about 50 Daltons and less than about
2500 Daltons, preferably less than about 2000 Daltons, preferably between about 100 to
about 1000 Daltons, more preferably between about 200 to about 500 Daltons.

[0030] Cytotoxic agents include “cell-cycle-specific™ or “antimitotic” or “cytoskeletal-
interacting” drugs. These terms interchangeably refer to any pharmacological agent that
blocks cells in mitosis. Such agents are useful in chemotherapy. Generally, cell-cycle-
specific-drugs bind to the cytoskeletal protein tubulin and block the ability of tubulin to
polymerize into microtubules, resulting in the arrest of cell division at metaphase.
Exemplified cell-cycle-specific drugs include vinca alkaloids, taxanes, colchicine, and
podophyllotoxin. Exemplified vinca alkaloids include vinblastine, vincristine, vindesine and
vinorelbine. Exemplifed taxanes include paclitaxel and docetaxel. Another example of a

cytoskeletal-interacting drug includes 2-methoxyestradiol.

[0031] An “siRNA” or "RNAi" refers to a nucleic acid that forms a double stranded RNA,
which double stranded RNA has the ability to reduce or inhibit expression of a gene or target
gene when the sIRNA expressed in the same cell as the gene or farget gene. “siRNA” or
"RNAi" thus refers to the double stranded RNA formed by the complementary strands. The
complementary portions of the siRNA that hybridize to form the double stranded molecule
typically have substantial or complete identity. In one embodiment, an siRNA refersto a
nucleic acid that has substantial or complete identity to a target gene and forms a double
stranded siRNA. Typically, the siRNA is at least about 15-50 nucleotides in length (e.g.,
each complementary sequence of the double stranded siRNA is 15-50 nucleotides in length,
and the double stranded siRNA is about 15-50 basc pairs in length, preferable about
preferably about 20-30 base nucleotides, preferably about 20-25 or about 24-29 nucleotides
in length, e.g., 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, or 30 nucleotides in length.

[0032] The design and making of siRNA molecules and vectors are well known to those of

ordinary skill in the art. For instance, an efficient process for designing a suitable siRNA is
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to start at the AUG start codon of the mRNA transeript and scan for AA dinucleotide
sequences (see, Elbashir et al. EMBO J 20: 6877-6888 (2001). Each AA and the 3' adjacent
nucleotides are potential siRNA target sites. The length of the adjacent site sequence will
determine the length of the siRNA. For instance, 19 adjacent sites would give a 21
Nucleotide long siRNA siRNAs with 3' overhanging UU dinucleotides are ofien the most
effective. This approach is also compatible with using RNA pol Hl to transcribe hairpin
siRNAs. RNA pol Il terminates transcription at 4-6 nucleotide poly(T) tracts to create RNA
molecules having a short poly(U) tail. However, siRNAs with other 3' terminal dinucleotide
overhangs can also effectively induce RNAi and the sequence may be empirically selected.
For selectivity, target sequences with more than 16-17 contiguous base pairs of homology to
other coding sequences can be avoided by conducting a BLAST search (see,

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

[0033] The siRNA can be administered directly or an siRNA expression vectors can be
used to induce RNAI can have different design criteria. A vector can have inserted two
inverted repeats separated by a short spacer sequence and ending with a string of T's which
serve to terminate transcription. The expressed RNA transcript is predicted to fold nto a
short hairpin siRNA . The selection of siRNA target sequence, the length of the inverted
repeats that encode the stem of a putative hairpin, the order of the inverted repeats, the length
and composition of the spacer sequence that encodes the loop of the hairpin, and the presence
or absence of S'-overhangs, can vary. A preferred order of the siRNA expression cassette is
sense strand, short spacer, and antisense strand. Hairpin siRNAs with these various stem
lengths (e.g., 15 to 30) can be suitable. The length of the loops linking sense and antisense
strands of the hairpin siRNA can have varying lengths (e.g.,3t0 9 nucleotides, or longer).
The vectors may contain promoters and expression enhancers or other regulatory elements
which are operably linked to the nucleotide sequence encoding the siRNA. The expression
"control sequences” refers to DNA sequences necessary for the expression of an operably
linked coding sequence in a particular host organism. The control sequences that are suitable
for prokaryotes, for exampte, include a promoter, optionally an operator sequence, and a
ribosome binding site. Eukaryotic cells are known to utilize promoters, polyadenylation
signals, and enhancers. These control elements may be designed to allow the clinician to turn
off or on the cxpression of the gene by adding or controlling external factors to which the

regulatory elements are responsive.
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[0034] Construction of suitable vectors containing the desired therapeutic gene coding and
control sequences employs standard ligation and restriction techniques, which are well
understood in the art (see Maniatis et al., in Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, New York (1982)). Isolated plasmids, DNA sequences, or

synthesized oligonucieotides are cleaved, tailored, and re-ligated in the form desired.

[0035] Nucleic acid is "operably linked” when it is placed into a functional relationship
with another nucleic acid sequence. For example, DNA for a presequence or secretory leader
is operably linked to DNA for a polypeptide if it is expressed as a preprotein that participates
in the secretion of the polypeptide; a promoter or enhancer is operably linked to a coding
sequence if it affects the transcription of the sequence; or a ribosome binding site is operably
linked to a coding sequence ifit is positioned so as to facilitate translation. Generally,
"operably linked" means that the DNA sequences being linked are near each other, and, in the
case of a secretory leader, contiguous and in reading phase. However, enhancers do not have
to be contiguous. Linking is accomplished by ligation at convenient restriction sites. If such
sites do not exist, the synthetic oligonucleotide adaptors or linkers arc used in accordance

with conventional practice.

[0036] “Determining the functional effect” refers to assaying for a compound that
increases or decreases a parameter that is indirectly or directly under the influence of a
polynucleotide or polypeptide of the invention, e.g., measuring physical and chemical or
phenotypic effects. Such functional effects can be measured by any means known to those
skilled in the art, e.g., changes in spectroscopic {e.g., fluorescence, absorbance, refractive
index), hydrodynamic (e.g., shape), chromatographic, or solubility properties for the protein;
measuring inducible markers or transcriptional activation of the protein; measuring binding
activity or binding assays, e.g. binding to antibodies; measuring changes in ligand binding
affinity; measurement of calcium influx; measurement of the accumulation of an enzymatic
product of a polypeptide of the invention or depletion of an substrate; changes in enzymatic
activity, e.8., kinase activity, measurement of changes in protein levels of a polypeptide of
the invention; measurement of RNA stability; G-protein binding; GPCR phosphorylation or
dephosphorylation; signal transduction, e.g., receplor-ligand interactions, second messenger
concentrations (e.g., CAMP, IP3, or intracellular Ca2+); identification of downstream or

reporter gene expression (CAT, luciferase, -gal, GFP and the like), e.g., via
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chemiluminescence, flucrescence, colorimetric reactions, antibody binding, inducible

markers, and ligand binding assays.

[0037] Samples or assays comprising a nucleic acid or protein disclosed herein that are
treated with a potential activator, inhibitor, or modulator are compared to control samples
without the inhibitor, activator, or modulator to examine the extent of inhibition. Control
samples (untreated with inhibitors) are assigned a relative protein activity value of 100%.
Inhibition is achieved when the activity value relative to the control is about 30%, preferably
50%, more preferably 25-0%. Activation is achieved when the activity value relative to the
control (untreated with activators) is 110%, more preferably 150%, more preferably 200-
500% (i.e., two to five fold higher relative to the control), more preferably 1000-3000%
higher.

[0038] “Biological sample” includes sections of tissucs such as biopsy and autopsy
samples, and frozen sections taken for histological purposes. Such samples include blood
and blood fractions or products (e.g., serum, plasma, platelets, red blood cells, and the like),
sputum, tissue, cultured cells, e.g., primary cultures, explants, and transformed cells, stool,
urine, etc. A biological sample is typically obtained from a eukaryotic organism, most
preferably a mammal such as a primate e.g., chimpanzee or human; cow; dog; cat; a rodent,
e.g., guinea pig, rat, Mousc; rabbit; or a bird; reptile; or fish.

[0039] A “biopsy” refers to the process of removing a tissue sample for diagnostic or
prognostic evaluation, and to the tissue specimen itself. Any biopsy technique known in the
art can be applied to the diagnostic and prognostic methods of the present invention. The
biopsy technique applied will depend on the tissue type to be evaluated (i.e., prostate, lymph
node, liver, bone marrow, blood cell), the size and type of the tumor (i.e., solid or suspended
(i.e., blood or ascites)), among other factors. Representative biopsy techniques include
excisional biopsy, incisional biopsy, needle biopsy, surgical biopsy, and bone marrow biopsy.
An “cxcisional biopsy” refers to the removal of an entire tumor mass with a small margin of
normal tissue surrounding it. An “incisional biopsy” refers to the removal of a wedge of
tissue that includes a cross-sectional diameter of the tumor. A diagnosis or prognosis made
by endoscopy or fluoroscopy can require a “core-needle biopsy” of the tumor mass, or a
“fine-needle aspiration biopsy” which generally obtains a suspension of cells from within the
tumor mass. Biopsy techniques are discussed, for example, in Harrison's Principles of

Internal Medicine, Kasper, et al., eds., 16th ed., 2005, Chapter 70, and throughout Part V.
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[0040] The terms “identical” or percent “identity,” in the context of two or more nucleic
acids or polypeptide sequences, refer to two or more sequences or subsequences that are the
same or have a specified percentage of amino acid residues or nucleotides that are the same
(i.e., about 60% identity, preferably 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, or higher identity over a specified region, when compared and
aligned for maximum correspondence over a comparison window or designated region) as
measured using a BLAST or BLAST 2.0 sequence comparison algorithms with default
parameters described below, or by manual alignment and visual inspection (see, e.g., NCBI
web site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ or the like). Such sequences arc then said to
be “substantially identical,” This definition also refers to, or may be applied lo, the
compliment of a test sequence. The definition also includes sequences that have deletions
and/or additions, as well as those that have substitutions. As described below, the preferred
algorithms can account for gaps and the like. Preferably, identity exists over a region that is
at least about 25 amino acids or nucleotides in length, or more preferably over a region that is

50-100 amino acids or nucleotides in length.

[0041} For sequence comparison, typically one sequence acls as a reference sequence, to
which test sequences are compared. When using a sequence comparison algorithm, test and
reference sequences are entered into a computer, subsequence coordinates are designated, if
necessary, and sequence algorithm program parameters are designated. Preferably, default
program parameters can be used, or alternative parameters can be designated. The sequence
comparison algorithm then calculates the percent sequence identities for the test sequences

relative to the reference sequence, based on the program parameters.

[0042] A “comparison window”, as used herein, includes reference to a segment of any one
of the number of contiguous positions selected from the group consisting of from 20 to 600,
usually aboul 50 to about 200, more usually about 100 to about 150 in which a sequence may
be compared to a reference sequence of the same number of contiguous positions after the
two scquences are optimally aligned. Methods of alignment of sequences for comparison are
well-known in the art. Optimal alignment of sequences for comparison can be conducted,
e.g., by the local homology algorithm of Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981),
by the homology alignment algorithm of Needleman & Wunsch, J, Mol. Biol. 48:443 (1970),
by the search for similarity method of Pearson & Lipman, Proc. Nat'l. Acad. Sci. US4
85:2444 (1988), by computerized implementations of these algorithms (GAP, BESTFIT,
FASTA, and TEASTA in the Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer
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Group, 575 Science Dr., Madison, WI), or by manual alignment and visual inspection (see,

e.g., Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel ef al., eds. 1995 supplement)).

[0043] A preferred example of algorithm that is suitable for determining percent sequence
identity and sequence similarity are the BLAST and BLAST 2.0 algorithms, which ar¢
described in Altschul ef al., Nuc. Acids Res. 25:3389-3402 (1977) and Altschul ez al., J. Mol.
Biol. 215:403-410 (1990), respectively. BLAST and BLAST 2.0 arc used, with the
parameters described herein, to determine percent sequence identity for the nucleic acids and
proteins of the invention. Software for performing BLAST analyses is publicly available
through the National Center for Biotechnology Information (http://www ncbi.nlm.nih.gov/).
This algorithm involves first identifying high scoring sequence pairs (HSPs) by identifying
short words of length W in the query sequence, which either match or satisfy some positive-
valued threshold score T when aligned with a word of the same length in a database
sequence. T is referred to as the neighborhood word score threshold (Alischul et al., supra).
These initial neighborhood word hits act as seeds for initiating searches to find longer HSPs
containing them. The word hits are extended in both directions along each sequence for as
far as the cumulative alignment score can be increased. Cumnulative scores are calculated
using, for nucleotide sequences, the parameters M (reward score for a pair of matching
residues; always > 0) and N (penalty score for mismatching residues; always < 0). For amino
acid sequences, a scoring matrix is used to calculate the cumulative score. Extension of the
word hits in each direction are halted when: the cumulative alignment score falls off by the
quantity X from its maximum achieved value; the cumulative score goes to zero or below,
due to the accumulation of one or more negative-scoring residue alignments; or the end of
either sequence is reached. The BLAST algorithm parameters W, T, and X determine the
sensitivity and speed of the alignment. The BLASTN program (for nucleotide sequences)
uses as defaults a wordlength (W) of 11, an expectation (E) of 10, M=5, N=-4 and a
comparison of both strands. For amino acid sequences, the BLASTP program uses as
defaults a wordlength of 3, and expectation (E) of 10, and the BLOSUMG62 scoring matrix
(see Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1989)) alignments (B) of
50, expectation (E) of 10, M=5, N=-4, and a comparison of both strands.

[0044] “Nucleic acid” refers to deoxyribonucleotides or ribonucleotides and polymers
thereof in either single- or double-stranded form, and complements thereof. The term
encompasses nucleic acids containing known nucleotide analogs or modified backbone

residues or linkages, which are synthetic, naturaily occurring, and non-naturally occurring,
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which have similar binding properties as the reference nucleic acid, and which are
metabolized in a manner similar to the reference nucleotides. Examples of such analogs
include, without limitation, phosphorothioates, phosphoramidates, methyl phosphonates,

chiral-methyl phosphonates, 2-O-methy! ribonucleotides, peptide-nucleic acids (PNAs).

[0045] Unless otherwise indicated, a particular nucleic acid sequence also implicitly
encompasses conservatively modified variants thereof (e.g., degenerate codon substitutions)
and complementary sequences, as well as the sequence explicitly indicated. Specifically,
degenerate codon substitutions may be achieved by generating sequences in which the third
position of one or more selected (or all) codons is substituted with mixed-base and/or
deoxyinosine residues (Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka ef al., J.
Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-98 (1994)). The
term nucleic acid is used interchangeably with gene, cDNA, mRNA, oligonucleotide, and

polynucleotide.

[0046] A particular nucleic acid sequence also implicitly encompasses “splice variants.”
Similarly, a particular protein encoded by a nucleic acid implicitly encornpasses any protein
encoded by a splice variant of that nucleic acid. “Splice variants,” as the name suggests, are
products of alternative splicing of a gene. After transcription, an initial nucleic acid transcript
may be spliced such that different (alternate) nucleic acid splice products cncode different
polypeptides. Mechanisms for the production of splice variants vary, but include alternate
splicing of exons. Alternate polypeptides derived from the same nucleic acid by read-through
transcription are also encompassed by this definition. Any products of a splicing reaction,
including recombinant forms of the splice products, are included in this definition. An

example of potassium channel splice variants is discussed in Leicher, ef al., J. Biol. Chem.

273(52):35095-35101 (1998).

[0047] The terms “polypeptide,” “peptide’ and “protein” are used interchangeably herein to
refer to a polymer of amino acid residues. The terms apply to amino acid polymers in which
one or more amino acid residue is an artificial chemical mimetic of a corresponding naturally
occurring amino acid, as well as to naturally occurring amino acid polymers and non-

naturally occurring amino acid polymer.

[0048] The term “amino acid” refers to naturally occurring and synthetic amino acids, as
well as amino acid analogs and amino acid mimetics that function in a manner similar to the

naturally occurring amino acids. Naturally occurring aminoe acids are those encoded by the
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genetic code, as well as those amino acids that are later modified, e.g., hydroxyproline, y-
carboxyglutamate, and O-phosphoserine. Amino acid analogs refers to compounds that have
the same basic chemical structure as a naturally occurring amino acid, i.e., an o carbon that is
bound to a hydrogen, a carboxyl group, an amino group, and an R group, €.g., homosenne,
norleucine, methionine sulfoxide, methionine methyl sulfonium. Such analogs have modified
R groups {e.g., norleucine} or modified peptide backbones, but retain the same basic chemical
structure as a naturally occurring amino acid. Amino acid mimetics refers to chemical
compounds that have a structure that is different from the general chemical structure of an

amino acid, but that functions in a manner similar to a naturally occurring amino acid.

[0049] Amino acids may be referred to herein by either their commonly known three letter
symbols or by the one-letter symbols recommended by the [UPAC-IUB Biochemical
Nomenclature Commission. Nucleotides, likewise, may be referred to by their commonly

accepted single-letter codes.

[0050] “Conservatively modified variants” applies to both amino acid and nucleic acid
sequences. With respect to particular nucleic acid sequences, conservatively modified
variants refers to those nucleic acids which encode identical or essentially identical amino
acid sequences, or where the nucleic acid does not encode an amino acid sequence, to
essentially identical sequences. Because of the degeneracy of the genetic code, a large
number of functionally identical nucleic acids encode any given protein. For instance, the
codons GCA, GCC, GCG and GCU all encode the amino acid alanine. Thus, at every
position where an alanine is specified by a codon, the codon can be altered to any of the
corresponding codons described without altering the encoded polypeptide. Such nucleic acid
variations are “silent variations,” which are one species of conservatively modified
variations. Every nucleic acid sequence herein which encodes a polypeptide also describes
every possible silent variation of the nucleic acid. One of skill will recognize that each codon
in a nucleic acid {(except AUG, which is ordinarily the only codon for methionine, and TGG,
which is ordinarily the only codon for tryptophan) can be modified to yield a functionally
identical molecule. Accordingly, each silent variation of a nucleic acid which encodes a
polypeptide is implicit in each described sequence with respect to the expression product, but

not with respect to actual probe scquences.

[0051] As to amino acid sequences, one of skill will recognize that individual substitutions,
deletions or additions to a nucleic acid, peptide, polypeptide, or protein sequence which

alters, adds or deletes a single amino acid or a small percentage of amino acids in the encoded
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sequence is a “conservatively modified variant” where the alteration results in the substitution
of an amino acid with a chemically similar amino acid. Conservative substitution tables
providing functionally similar amino acids are well known in the art. Such conservatively
modified variants are in addition to and do not exciude polymorphic variants, interspecies

homologs, and alleles of the invention.

[0052] The following eight groups each contain amino acids that are conservative
substitutions for one another: 1) Alanine (A), Glycine (G); 2) Aspartic acid (D), Glutamic
acid (E); 3) Asparagine (N), Glutamine (Q); 4) Arginine (R), Lysine (K); 5) Isoleucine (I),
Leucine (L), Methionine (M), Valine (V); 6) Phenylalanine (F), Tyrosine (Y), Tryptophan
(W); 7) Serine (8), Threonine (T); and 8) Cysteine (C), Methionine (M) (see, e.g., Creighton,
Proteins (1984)).

[0053] A “label” or a “detectable moiety” is a composition detectable by spectroscopic,
photochemical, biochemical, immunochemical, chemical, or other physical means. For
example, useful labels include 3p_ fluorescent dyes, electron-dense reagents, enzymes (e.g.,
as commonly used in an ELISA), biotin, digoxigenin, or haptens and proteins which can be
made detectable, ¢.g., by incorporating a radiolabel into the peptide or used to detect

antibodies specifically reactive with the peptide.

[0054] The term “recombinant” when used with reference, e.g., to a cell, or nucleic acid,
protein, or vector, indicates that the cell, nucleic acid, protein or vector, has been modified by
the introduction of a heterologous nucleic acid or protein or the alteration of a native nucleic
acid or protein, or that the cell is derived from a cell so medified. Thus, for example,
recombinant cells express genes that are not found within the native {non-recombinant} form
of the cell or express native gencs that are otherwise abnormally expressed, under expressed

or not expressed at all.

[0055] The term “heterologous” when used with reference to portions of a nucleic acid
indicates that the nucleic acid comprises two or more subsequences that are not found in the
same relationship to each other in nature. For instance, the nucleic acid is typically
recombinantly produced, having two or more sequences from unrelated genes arranged to
make a new functional nucleic acid, e.g., a promoter from one source and a coding region
from another source. Similarly, a heterologous protein indicates that the protein comprises
two or more subsequences that are not found in the same relationship to each other in nature

(e.g., a fusion protein).
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[0056] The phrase “stringent hybridization conditions” refers to conditions under which a
probe will hybridize to its target subsequence, typically ina complex mixture of nucleic
acids, but to no other sequences. Stringent conditions arc sequence-dependent and will be
different in different circumstances. Longer sequences hybridize specifically at higher
temperatures. An extensive guide to the hybridization of nucleic acids is found in Tijssen,
Techniques in Biochemistry and Molecular Biology--Hybridization with Nucleic Probes,
“Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid assays” (1993).
Generally, stringent conditions are selected to be about 5-10°C lower than the thermal
melting point (T} for the specific sequence at a defined ionic strength pH. The Tp, is the
temperature (under defined ionic strength, pH, and nucleic concentration) at which 50% of
the probes complementary to the target hybridize to the target sequence at equilibrium (as the
target sequences arc present in excess, at Tm, 50% of the probes are occupied at equilibrium).
Stringent conditions may also be achieved with the addition of destabilizing agents such as
formamide. For selective or specific hybridization, a positive signal is at least two times
background, preferably 10 times background hybridization. Exemplary stringent
hybridization conditions can be as following: 50% formamide, 5x SSC, and 1% SDS,
incubating at 42°C, or, 5x SSC, 1% SDS, incubating at 65°C, with wash in 0.2x SSC, and
0.1% SDS at 65°C.

[0057] Nucleic acids that do not hybridize to each other under stringent conditions are still
substantially identical if the polypeptides which they cncode are substantially identical. This
oceurs, for example, when a copy of a nucleic acid is created using the maximum codon
degeneracy permitted by the genetic code. In such cases, the nucleic acids typically hybridize
under moderately stringent hybridization conditions. Exemplary “moderately stringent
hybridization conditions” include a hybridization in a buffer of 40% formamide, I M NaCl,
1% SDS at 37°C, and a wash in 1X SSC at 45°C. A positive hybndization is at least twice
background. Those of ordinary skill will readily recognize that alternative hybridization and
wash conditions can be utilized to provide conditions of similar stringency. Additional
guidelines for determining hybridization parameters are provided in numerous reference, e.g.,

and Current Protocols in Molecular Biology, ed. Ausubel, ef al., John Wiley & Sons.

(0058] For PCR, a temperature of about 36°C is typical for low stringency amplification,
although annealing temperatures may vary between about 32°C and 48°C depending on
primer length. For high stringency PCR amplification, a temperature of about 62°C is

typical, although high stringency annealing temperatures can range from about 50°C to about
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65°C, depending on the primer length and specificity. Typical cycle conditions for both high
and low stringency amplifications include a denaturation phase of 90°C - 95°C for 30 sec - 2
min., an annealing phase lasting 30 sec. - 2 min., and an extension phase of about 72°C for 1 -
2 min. Protocols and guidelines for low and high stringency amplification reactions are
provided, e.g,, in Innis ef al. (1990) PCR Protocols, A Guide to Methods and Applications,
Academic Press, Inc. N.Y.).

[0059] “Antibody” refers to a polypeptide comprising a framework region from an
immunoglobulin gene or fragments thereof that specifically binds and recognizes an antigen.
The recognized immunoglobulin genes include the kappa, lambda, alpha, gamma, delta,
epsilon, and mu constant region genes, as well as the myriad immunoglobulin variable region
genes. Light chains are classified as either kappa or lambda. Heavy chains are classified as
gamma, mu, alpha, delta, or epsilon, which in turn define the immunoglobulin classes, 1gG,
IgM, IgA, IgD and IgE, respectively. Typically, the antigen-binding region of an antibody

will be most critical in specificity and affinity of binding.

J0060] An exemplary immunoglobulin (antibody) structural unit comprises a tetramer.
Each tetramer is composed of two identical pairs of polypeptide chains, each pair having one
“light” (about 25 kD) and on¢ “heavy” chain (about 50-70 kD). The N-terminus of each
chain defines a variable region of about 100 to 110 or mere amino acids primarily responsible
for antigen recognition. The terms variable light chain (Vi) and variable heavy chain (Vw)

refer to these light and heavy chains respectively.

[0061] Antibodies exist, e.g., as intact immunoglobulins or as a number of well-
characterized fragments produced by digestion with various peptidases. Thus, for example,
pepsin digests an antibody below the disulfide linkages in the hinge region to produce F(ab)’s,
a dimer of Fab which itself is a light chain joined to Vy-Cu1 by a disulfide bond. The F(ab)’;
may be reduced under mild conditions to break the disulfide linkage in the hinge region,
thereby converting the F(ab)’; dimer into an Fab’ monomer. The Fab” monomer is
essentially Fab with part of the hinge region (see Fundamental Immunology (Paul ed., 3d ed.
1993). While various antibody fragments are defined in terms of the di gestion of an intact
antibody, one of skill will appreciate that such fragments may be synthesized de novo either
chemically or by using recombinant DNA methodology. Thus, the term antibody, as used
herein, also includes antibody fragments either produced by the modification of whole

antibodies, or those synthesized de novo using recombinant DNA methodologies (e.g., single
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chain Fv) or those identified using phage display libraries (see, ¢.g., McCafferty et al., Nature
348:552-554 (1990))

[0062] For preparation of suitable antibodies of the invention and for use according to the
invention, e.g., recombinant, monoclonal, or polyctonal antibodies, many techniques known
in the art can be used (see, e.g., Kohler & Milstein, Nature 256:495-497 (1975); Kozbor et
al., Immunology Today 4: 72 (1983); Cole ef al., pp. 77-96 in Monoclonal Antibodies and
Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc. (1985); Coligan, Current Protocols in Immunology
(1991); Harlow & Lane, Antibodies, A Laboratory Manual (1988); and Goding, Monoclonal
Antibodies: Principles and Practice (2d ed. 1986)). The genes encoding the heavy and light
chains of an antibody of interest can be cloned from a cell, e.g., the genes encoding a
monoclonal antibody can be cloned from a hybridoma and used to produce a recombinant
monoclonal antibody. Gene libraries encoding heavy and light chains of monoclonal
antibodies can also be made from hybridoma or plasma cells. Random combinations of the
heavy and light chain gene products generate a large pool of antibodies with different
antigenic specificity (see, e.g., Kuby, Immunology (3 ed. 1997)). Techniques for the
production of singte chain antibodies or recombinant antibodies (U.S. Patent 4,946,778, U.S.
Patent No. 4,816,567) can be adapted to produce antibodics to polypeptides of this invention.
Also, transgenic mice, or other organisms such as other mamrmals, may be used to express
humanized or human antibodies (see, e.g., U.S. Patent 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,
and Lonberg & Huszar, /ntern. Rev. Immunol. 13:65-93 (1995)). Alternatively, phage display
technology can be used to identify antibodies and heteromeric Fab fragments that specifically
bind to selected antigens (see, e.g., McCafferty et al., Nature 348:552-554 (1990); Marks et
al., Biotechnology 10:779-783 (1992)). Antibodies can also be made bispecific, i.e., able to
recognize two different antigens (see, e.g., WO 93/08829, Traunecker et al.,, EMBO J.
10:3655-3659 (1991); and Suresh et al., Methods in Enzymology 121:210 (1986)).
Antibodies can also be heteroconjugates, ¢.g., two covalently joined antibodies, or

immunotoxins (see, e.g., U.S. Patent No. 4,676,980 , WO 91/00360; WO 92/200373; and EP
03089).

[0063] Methods for humanizing or primatizing non-human antibodies are well known in

the art. Generally, a humanized antibody has one or more amino acid residues introduced
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into it from a source which is non-human. These non-human amino acid residues are often
referred to as import residues, which are typically taken from an import variable domain.
Humanization can be essentially performed following the method of Winter and co-workers
(see, e.g., Jones et al., Nature 321:522-525 (1986), Riechmann et af., Nature 332:323-327
(1988); Verhoeyen ef al., Science 239:1534-1536 (1988) and Presta, Curr. Op. Struct. Biol.
2:593-596 (1992)), by substituting rodent CDRs or CDR sequences for the corresponding
sequences of a human antibody. Accordingly, such humanized antibodies are chimeric
antibodies (U.S. Patent No. 4,816,567), wherein substantially less than an intact human
variable domain has been substituted by the corresponding sequence from a non-human
species. In practice, humanized antibodies are typically human antibodies in which some
CDR residues and possibly some FR residues are substituted by residues from analogous sites

in rodent antibodies.

[0064] A “chimeric antibody” is an antibody molecule in which (a) the constant region, or a
portion thereof, is altered, replaced or exchanged so that the antigen binding site (variable
region) is linked to a constant region of a different or altered class, effector function and/or
species, or an entirely different molecule which confers new properties to the chimeric
antibody, €.g., an enzyme, toxin, hormone, growth factor, drug, etc.; or (b) the variable
region, or a portion thereof, is altered, replaced or exchanged with a variable region having a
different or altered antigen specificity. The preferrcd antibodies of, and for use according to

the invention include humanized and/or chimeric monoclonal antibodies.

[0065] Inone embodiment, the antibody is conjugated to an “effector’” moiety. The
effector moiety can be any number of molecules, including labeling moieties such as
radioactive labels or fluorescent labels, or can be a therapeutic moiety. In one aspect the
antibody modulates the activity of the protein. Such effector moieties include, but are not
limited to, an anti-tumor drug, a toxin, a radioactive agent, a cytoking, a second antibody or
an enzyme. Further, the invention provides an embodiment wherein the antibody of the
invention is linked to an enzyme that converts a prodrug into a cytotoxic agent.

[0066] The immunoconjugate can be used for largeting the effector moiety to a N-cadherin
positive cel, particularly cells, which express the N-cadherin protein. Such differences can be
readily apparent when viewing the bands of gels with approximately similarly loaded with
test and controls samples.. Examples of cytotoxic agents include, but are not limited to ricin,
doxorubicin, daunorubicin, taxol, ethiduim bromide, mitomycin, ctoposide, tenoposide,

vincristine, vinblastine, colchicine, dihydroxy anthracin dione, actinomycin D, diphteria
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toxin, Pseudomonas exotoxin (PE) A, PE40, abrin, and glucocorticoid and other
chemotherapeutic agents, as well as radioisotopes. Suitable detectable markers include, but
are not limited to, a radioisotope, a fluorescent compound, a bioluminescent compound,

chemiluminescent compound, a metal chelator or an enzyme.

[0067] In some embodiments, the invention provides antibodies to N-cadherin. N-
cadherin antibodies may be used systemically to treat cancer (e.g., prostate or bladder cancer)
alone or when conjugated with an effector moiety. N-cadherin antibodies conjugated with
toxic agents, such as ricin, as well as unconjugated antibodies may be useful therapeutic
agents naturally targeted to N-cadherin -bearing prostate cancer cells. Such antibodies can be
useful in blocking invasiveness. Suitable N-cadherin antibodies for use according to the
invention include, but are not limited to, EC4 1H7, 1F12, 2B3, as well as the antibodies
disclosed in USSN 61/113,042 and 61/113,054, herein incorporated by reference in their

entirety.

[0068] Additionally, the recombinant protein of the invention comprising the antigen-
binding region of any of (he monoclonal antibodies of the invention can be used to treat
cancer. In such a situation, the antigen-binding region of the recombinant protein is joined to
at least a functionally active portion of a second protein having therapeutic activity. The
second protein can include, but is not limited to, an enzyme, lymphokine, oncostatin or toxin.
Suitable toxins include doxorubicin, daunorubicin, taxol, ethiduim bromide, mitomycin,
etoposide, tenoposide, vincristine, vinblastine, colchicine, dihydroxy anthracin dione,
actinomycin D, diphteria toxin, Pseudomonas exotoxin (PE) A, PE40, ricin, abrin,

glucocorticoid and radioisotopes.

[0069] Techniques for conjugating therapeutic agents to antibodies are well known (see,
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); Hellstrom et al., "Antibodies For Drug Delivery"in Controlled
Drug Delivery (2nd Ed.), Robinson et al. (eds.), pp. 623-53 {Marcel Dekker, Inc. 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); and Thorpe et al., "The Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-
Toxin Conjugates”, Immunol. Rev., 62:119-58 (1982)).
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[0070] The phrase “specifically (or selectively) binds” to an antibody or “specifically (or
selectively) immunoreactive with,” when referring to a protein or peptide, refers to a binding
reaction that is determinative of the presence of the protein, often in a heterogeneous
population of proteins and other biologics. Thus, under designated immunoassay conditions,
the specified antibodies bind to a particular protein at least two times the background and
more typically more than 10 to 100 times background. Specific binding to an antibody under
such conditions requires an antibody that is selected for its specificity for a particular protein.
For example, polyclonal antibodies can be selected to obtain only those polyclonal antibodies
that are specifically immunoreactive with the selected antigen and not with other proteins.
This selection may be achieved by subtracting out antibodies that cross-react with other
molecules. A variety of immunoassay formats may be used to select antibodies specifically
immunoreactive with a particular protein. For example, solid-phase ELISA immunoassays
are routinely used to select antibodies specifically immunoreactive with a protein (see, e.g.,
Harlow & Lane, Using Antibodies, A Laboratory Manual (1998) for a description of
immunoassay formats and conditions that can be used to determine specific

immunoreactivity).

[0071] By “therapeutically effective dose or amount™ herein is meant a dose that produces
effects for which it is administered. The exact dose and formulation will depend on the
purpose of the treatment, and will be ascertainable by one skilled in the art using known
techniques (see, e.g., Licberman, Pharmaceutical Dosage Forms (vols. 1-3, 1992); Lloyd,
The Art, Science and Technology of Pharmaceutical Compounding (1999); Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, 20th Edition, Gennaro, Editor (2003), and Pickar, Dosage
Caleulations (1999)).

[0072] The term “pharmaceutically acceptable salts” or “pharmaceutically acceptable
carrier” is meant to include salts of the active compounds which are prepared with relatively
nontoxic acids or bases, depending on the particular substituents found on the compounds
described herein, When compounds of the present invention contain relatively acidic
functionalities, base addition salts can be obtained by contacting the neutral form of such
compounds with a sufficient amount of the desired base, either neat or in a suitable inert
solvent. Examples of pharmaceutically acceptable base addition salts include sodium,
potassium, calcium, ammonium, organic amino, or magnesium salt, or a similar salt. When
compounds of the present invention contain relatively basic functionalities, acid addition salts

can be obtained by contacting the neutral form of such compounds with a sufficient amount
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of the desired acid, either neat or in a suitable inert solvent. Examples of pharmaceutically
acceptable acid addition salts include those derived from inorganic acids like hydrochloric,
hydrobromic, nitric, carbonic, monohydrogencarbonic, phosphoric,
monohydrogenphosphoric, dihydrogenphospheric, sulfuric, monohydrogensulfuric,
hydriodic, or phosphorous acids and the like, as well as the salts derived from relatively
nontoxic organic acids like acetic, propionic, isobutyric, maleic, malonic, benzoic, suceinic,
suberic, fumaric, lactic, mandelic, phthalic, benzenesulfonic, p-tolylsulfonic, citric, tartaric,
methanesulfonic, and the like. Also included are salts of amino acids such as arginate and the
like, and salts of organic acids like ghicuronic or galactunoric acids and the like (see, e.g.,
Berge et al., Journal of Pharmaceutical Science 66:1-19 (1977)). Certain specific
compounds of the present invention contain both basic and acidic functionalities that allow
the compounds to be converted into either base or acid addition salts. Other pharmaceutically

acceptable carriers known to those of skill in the art are suitable for the present invention.

[0073] The neutral forms of the compounds may be regenerated by contacting the salt with
a base or acid and isolating the parent compound in the conventional manner. The parent

form of the compound differs from the various salt forms in certain physical properties, such
as solubility in polar solvents, but otherwise the salts are equivalent to the parent form of the

compound for the purposes of the present invention.

[0074] In addition to salt forms, the present invention provides compounds which are in a
prodrug form. Prodrugs of the compounds described herein are those compounds that readity
undergo chemical changes under physiological conditions to provide the compounds of the
present invention. Additionally, prodrugs can be converied to the compounds of the present
invention by chemical or biochemical methods in an ex vive environment. For example,
prodrugs can be slowly converted to the compounds of the present invention when placed in a

transdermal patch reservoir with a suitable enzyme or chemical reagent.

[0075] Certain compounds of the present invention can exist in unsolvated forms as well as
solvated forms, including hydrated forms. In general, the solvated forms are equivalent to
unsolvated forms and are intended to be encompassed within the scope of the present
invention. Certain compounds of the present invention may exist in multiple crystalline or
amorphous forms. In general, all physical forms are equivalent for the uses contemplated by

the present invention and are intended to be within the scope of the present invention.
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[0076] Certain compounds of the present invention possess asymmetric carbon atoms
(optical centers) or double bonds; the racemates, diastereomers, geometric isomers and
individual isomers are all intended to be encompassed within the scope of the present

invention.

[0077] Epithelial to Mesenchymal Transition (EMT) refers to the acquisition of stromal
features by epithelial tumor cells. In cancer, EMT is associated with invasive and motile
behavior and may be central process underlying metastasis. EMT is asssociated with poor

prognosis and is mediated by multiple transcription factors, such as, SNAIL, SLUG and
TWIST.

Detailed Embodiments

[0078] The present invention provides methods of diagnosis and providing a prognosis for
individuals at risk for a cancer that expresses a N-Cadherin protein or mRNA transcript,
particularly urogenital cancers including prostate and/or bladder cancer. The methods
generally comprise contacting a test tissue sample from an individual at risk of having a
cancer that expresses a N-Cadherin protein or mRNA transcript with an antibody that
specifically binds to a N-Cadherin protein; and determining the presence or absence of a N-
Cadherin protein in the test tissue sample in comparison to a control tissue sample from an
individual known to be negative for a cancer that expresses a N-Cadherin protein or mRNA
transcript. Typically, the tissue sample is serum, but can also be a tissue from a biopsy,
particularly from a urogenital tissue including prostate tissue or bladder tissue. Usually, the
antibody is a monoclonal antibody. A positive diagnosis for a cancer that expresses a N-
Cadherin protein or mRNA transcript is indicated when a higher level of N-Cadherin protein
is detected in a test tissue sample in comparison to a control tissue sample from an individual
known not to have cancer, for example, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 50%,
100%, 2-fold, 3-fold, 4-fold higher or more. The detection methods can be carried out, for
example, using standard ELISA techniques known in the art (reviewed in Gosling,
Immunoassays: A Practical Approach, 2000, Oxford University Press). Detection is
accomplished by labeling a primary antibody or a secondary antibody with, for example, a
radioactive isotope, a fluorescent label, an enzyme or any other detectable label known in the

art.

[0079] In another embodiment, invention provides methods of diagnosis and providing a

prognosis for individuals at risk for a cancer that expresses a N-Cadherin protein or mRNA
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transcript, particularly a prostate or bladder cancer, by contacting a test tissue sample from an
individual at risk of having a cancer that expresses a N-Cadherin protein or mRNA transcript
with a primer set of a first oligonucleotide and a sccond oligonucleotide that cach specifically
hybridize to a N-Cadherin nucleic acid; amplifying the N-Cadherin nucleic acid in the
sample; and determining the presence or absence of the N-Cadherin nucleic acid in the test
tissue sample in comparison to a control tissue sample from an individual known to be
negative for a cancer that expresses a N-Cadherin protein or mRNA transcript. Again,
usually the tissue sample is serum, but can also be a tissue from a biopsy, particularly a
urogenital tissue including a prostate or bladder tissue. A positive diagnosis for a cancer that
expresses a N-Cadherin protein or mRNA transcript is indicated when a higher level of N-
Cadherin transcribed RNA is detected in a test tissue sample in comparison to a control tissue

sample from an individual known not to have cancer.

[0080] The invention also provides methods for improving the response to cancer therapy
in a cancer that expresses a N-Cadherin protein or mRNA transcript by administering a
therapeutically effective amount of a compound that inhibits the binding of N-Cadherin
protein to, respectively, a N-Cadherin receptor on a cell of the cancer tumor tissue. In some
embodiments the methods of inhibiting N-Cadherin binding to its receptor are carried out
concurrently with another anticancer therapy, including, for example, known
chemotherapeutics, immunotherapeutics, and radiotherapy for the reversal of resistance,

tumor progression, and metastasis.

[0081] The present invention further provides methods of inhibiting the growth of and
promoting the regression of a tumor that expresses N-Cadherin protein, the methods
comprising inhibiting the binding of N-Cadherin protein to, respectively, a N-Cadherin
receptor on a cell of the tumor tissue. The methods can be carried out by administering to an
individual in nced thereof a sufficient amount of a compound that inhibits the binding of a N-
Cadherin protein to respectively, a N-Cadherin receptor. In some embodiments, the
compound specifically binds to a N-Cadherin protein. In some embodiments, the compound
specifically binds to a N-Cadherin receptor. In some embodiments, the compound prevents
the transcription or the translation of a N-Cadherin protein. The methods find particular use
in treating prostate and bladder cancer. In some embodiments, the compound comprises a

polypeptide, including an antibody or an analog or fragment of a N-Cadherin polypeptide.
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[0082] The methods find particular application in the diagnosis, prognosis and treatment of
prostate and bladder cancers. In certain embodiments the methods are applied to hormone
refractory or therapy resistant cancers. In certain embodiments the methods are applied to
metastatic cancers. For example comparisons of differential expression of a N-Cadherin
protein and/or mRNA can be used to determine the stage of cancer of an individual having a

cancer that expresses a N-Cadherin protein or mRNA transcript.

[0083]) Treatment will generally involve the repeated ‘administration of the anti- N-
Cadherin antibodies, immunoconjugates, inhibitors, and siRNA preparations via an
acceptable route of administration such as intravenous injection (TV), at an effective dose.
Dosages will depend upon various factors generally appreciated by those of skill in the art,
including without limitation the type of cancer and the severity, grade, or stage of the cancer,
the binding affinity and half life of the agents used, the degree of N-Cadherin expression in
the patient, the extent of circulating shed N-Cadherin antigen, the desired steady-state
antibody concentration Ievel, frequency of treatment, and the influence of chemotherapeutic
agents used in combination with the treatment method of the invention. Typical daily doses
may range from about 0.1 to 100 mg/kg. Doses in the range of 10-500 mg of the mAb or
immunoconjugates per week may be cffective and well tolerated, although even higher
weekly doses may be appropriate and/or well {olerated. The principal determining factor in
defining the appropriate dose is the amount of a particular agent necessary to be
therapeutically effective in a particular context. Repeated administrations may be required in
order to achieve tumor inhibition or regression. Initial loading doses may be higher. The
initial loading dose may be administered as an infusion. Periodic maintenance doses may be

administered similarly, provided the initial dose is well tolerated.

[0084] Direct administration of the agents is also possible and may have advantages in
certain contexts. For example, for the treatment of bladder carcinoma,the agents may be
injected directly into the bladder. Because agents administered directly to bladder will be
cleared from the patient rapidly, it may be possible to use non-human or chimeric antibodies

effectively without significant complications of antigenicity.

(0085] The invention further provides vaccines formulated to contain a N-Cadherin protein
or fragment thereof. The use of a tumor antigen in a vaccine for generating humoral and cell-
mediated immunity for use in anti-cancer therapy is well known in the art and, for example,

has been employed in prostate cancer using human PSMA and rodent PAP immunogens
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(Hodge et al., 1995, Int. J. Cancer 63: 231-237; Fong et al., 1997, J. Immunol. 159: 3113-
3117). Such methods can be readily practiced by employing a N-Cadherin protein, or
fragment thereof, or a N-Cadherin -encoding nucleic acid molecule and recombinant vectors

capable of expressing and appropriately presenting the N-Cadherin immunogen.

[0086] For example, viral gene delivery systems may be used to deliver a N-Cadherin -
encoding nucleic acid molecule. Various viral gene delivery systems which can be used in the
practice of this aspect of the invention include, but are not limited to, vaccinia, fowlpox,
canarypox, adenovirus, influenza, poliovirus, adeno-associated virus, lentivirus, and sindbus
virus (Restifo, 1996, Curr. Opin. Immunol. 8: 658-663). Non-viral delivery systems may also
be employed by using naked DNA encoding a N-Cadherin protein or fragment thereof
introduced into the patient (¢.g., intramuscularly) to induce an anti-tumor response. In one
embodiment, the ﬁill-lengih human N-Cadherin ¢DNA may be employed. In another
embodiment, N-Cadherin nucleic acid molecules encoding specific cytotoxic T lymphocyte
(CTL) epitopes may be employed. CTL epitopes can be determined using specific algorithms
(e.g., Epimer, Brown University) to identify peptides within a N-cadherin protein which are

capable of optimally binding to specified HLA alleles.

[0087] Various ex vivo strategies may also be employed. One approach involves the use of
dendritic cells to present N-Cadherin antigen to a patient's immune system. Dendritic cells
express MHC class I and 11, B7 costimulator, and IL-12, and are thus highly specialized
antigen presenting cells. In prostate cancer, autologous dendritic cells pulsed with peptides of
the N-Cadherin can be used to stimulate prostate cancer patients' immune systems (Tjoa et
al., 1996, Prostate 28: 65-69; Murphy et al., 1996, Prostate 29: 371-380). Dendritic cells can
be used to present N-Cadherin peptides to T cells in the context of MHC class I and II
molecules. Tn one embodiment, autologous dendritic cells are pulsed with N-Cadherin
peptides capable of binding to MHC molecules. In another embodiment, dendritic cells are
pulsed with the complete N-Cadherin protein. Yet another embodiment involves enginecring
the expression of the N-Cadherin gene in dendritic cells using various implementing vectors
known in the art, such as adenovirus (Arthur et al., 1997, Cancer Gene Ther. 4: 17-25),
retrovirus (Henderson ct al., 1996, Cancer Res. 56: 3763-3770), lentivirus, adeno-associated
virus, DNA transfection (Ribas et al., 1997, Cancer Res. 57: 2865-2869), and tumor-derived
RNA transfection (Ashley et al., 1997, J. Exp. Med. 186: 1177-1182).
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[0088] Anti-idiotypic anti- N-Cadherin antibodies can also be used in anti-cancer therapy
as a vaccine for inducing an immune response to cells expressing a N-Cadherin protein,
respectively. Specifically, the generation of anti-idiotypic antibodies is well known in the art
and can readily be adapted to generate anti-idiotypic anti- N-Cadherin antibodies that
respectively mimic an epitope on a N-Cadherin protein (see, for example, Wagner et al.,
1997, Hybridoma 16: 33-40; Foon et al., 1995, J Clin Invest 96: 334-342; Herlyn et al., 1996,
Cancer Immunol Immunother 43: 65-76). Such an anti-idiotypic antibody can be used in anti-
idiotypic therapy as presently practiced with other anti-idiotypic antibodies directed against

tumor antigens.

[0089] Genetic immunization methods may be employed to generate prophylactic or
therapeutic humoral and cellular immune responses directed against cancer cells expressing
N-Cadherin . Using the N-Cadherin -encoding DNA molecules described herein, constructs
comprising DNA encoding a N-Cadherin protein/immunogen and appropriate regulatory
sequences may be injected directly into muscle or skin of an individual, such that the cells of
the muscle or skin take-up the construct and express the encoded N-Cadherin
protein/immunogen. The N-Cadherin protein/immunogen may be expressed as a cell surface
protein or be secreted. Expression of the N-Cadherin protein/immunogen resulfs in the
generation of prophylactic or therapeutic humoral and cellular immunity against prostate
cancer. Various prophylactic and therapeutic genetic immunization techniques known in the
art may be used (for review, see information and references published at intcrnet address

www.genweb.com).

[0090] The invention further provides methods for inhibiting cellular activity (e.g., cell
proliferation, activation, or propagation) of a cell expressing multipte N-Cadherin antigens
on its cell surface. This method comprises reacting the immunoconjugates of the invention
(e.g., a heterogeneous or homogenous mixture) with the cell so that the N-Cadherin antigens
on the cell surface forms a complex with the immunoconjugates. The greater the number of
N-Cadherin antigens on the cell surface, the greater the number of N-Cadherin -antibody
complexes that can, respectively, be used. The greater the number of N-Cadherin -antibody

complexes the greater the cellular activity that is inhibited.

[0091] A heterogeneous mixture includes N-Cadherin antibodies that recognize different

or the same epitope, each antibody being conjugated to the same or different therapeutic
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agent. A homogenous mixture includes antibodies that recognize the same epitope, each

antibody being conjugated to the same therapeutic agent.

[0092] The invention further provides methods for inhibiting the biological activity of N-
Cadherin by respectively blocking N-Cadherin from binding its receptor. The methods
comprises contacting an amount of N-Cadherin with an antibody or immunoconjugate of the
invention under conditions that permit a N-Cadherin -immunoconjugate or N-Cadherin -
antibody complex thereby, respectively, blocking N-Cadherin from binding its ligand and
inhibiting the activity of N-Cadherin .

[0093] In some embodiments, the invention provides a method of treating cancer,
particularly a cancer which expresses N-Cadherin , or of inhibiting the growth of a cancer cell
expressing a N-Cadherin protein by treating a subject or contacting the cancer cell with an
antibody or fragment thereof that recognizes and binds the N-Cadherin protein in an amount
effective to inhibit the growth of the cancer cell. In some embodiments, the cancer cell is a
prostate cancer cell or a bladder cancer cell. The contacting antibody can be a monoclonal
antibody and/or a chimeric antibody. In some ecmbodiments, the chimeric antibody comprises
a human immunoglobulin constant region. In some embodiments, the antibody 1s 2 human
antibody or comprises a human immunoglobulin constant region. In further embodiments,
the antibody fragment comprises an Fab, F(ab),, or Fv. In other embodiments, the fragment

comprises a recombinant protein having an antigen-binding region.

[0094] In another embodiment, the invention provides methods for treating cancer,
particularly, a cancer expressing N-Cadherin or selectively inhibiting a cell expressinga N-
Cadherin antigen by reacting any one or a combination of the immunoconjugates of the
invention with the cell in an amount sufficient to inhibit the cell. Such amounts inciude an
amount to kill the cell or an amount sufficient to inhibit cell growth or proliferation. As
discussed supra the dose and dosage regimen will depend on the nature of the disease or
disorder to be treated associated with N-Cadherin , its population, the site to which the
antibodies are to be directed, the characteristics of the particular immunotoxin, and the
patient. For example, the amount of immunoconjugate can be in the range of 0.1 to 200
mg/kg of patient weight. The immunoconjugate can comprise the anti- N-Cadherin antibody
or the fragment linked to a therapeutic agent. The therapeutic agent can be cytotoxic agent.
The cytotoxic agent can be selected from a group consisting of ricin, ricin A-chain,

doxorubicin, daunorubiein, taxol, ethiduim bromide, mitomycin, etoposide, tenoposide,
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vincristine, vinblastine, colchicine, dihydroxy anthracin dione, actinomycin D, diphteria
toxin, Pseudomonas exotoxin (PE) A, PE40, abrin, arbrin A chain, modeccin A chain, alpha-
sarcin, gelonin mitogellin, retstrictocin, phenomycin, enomycin, curicin, crotin,
calicheamicin, sapaonaria officinalis inhibitor, maytansinoids, and glucocorticoidricin. The
therapeutic agent can be a radioactive isotope. The therapeutic isotope can be selected from

the group consisting of 2'2Bi, '*'1, "I, *°Y and '*Re.

[0095] In any of the embodiments above, a chemotherapeutic drug and/or radiation therapy
can be administered further, In some embodiments, the patient also receives hormone
antagonist therapy. The contacting of the patient with the antibody or aniibody fragment, can
be by administering the antibody to the patient intravenously, intraperitoneally,
intramuscularly, intratumorally, or intradermally. In some embodiments, the patient has a
urogenital cancer (e.g., biadder cancer, prostate cancer). In some embodiments of the above,
the patient suffers from prostate cancer and optionally further receives patient hormone
ablation therapy. In some embodiments, the contacting comprises administering the antibody
directly into the cancer or a metastasis of the cancer.

[0096] In some embodiments, the immunoconjugate has a cytotoxic agent which is a small
molecule. Toxins such as maytansin, maytansinoids, saporin, gelonin, ricin or calicheamicin
and analogs or derivatives thereof are also suitable. Other cytotoxic agents that can be
conjugated to the anti- N-Cadherin antibodies include BCNU; streptozoicin, vincristine and
S-fluorouracil. Enzymatically active toxins and fragments thereof can also be used. The
radio-cffector moieties may be incorporated in the conjugate in known ways (€.g.,
bifunctional linkers, fusion proteins). The antibodies of the present invention may also be
conjugated to an effector moiety which is an enzyme which converts a prodrug to an active
chemotherapeutic agent. See, WO 88/07378; U. §. Patent No. 4,975, 278; and U.S. Patent
No. 6,949,245, The antibody or immunoconjugate may optionally be linked to nonprotein
polymers (e. g., polycthylene glycol, polypropylene glycol, polyoxyalkylenes, or copolymers
of polyethylene glycol and polypropylene glycol).

[0097] Conjugates of the antibody and cytotoxic agent may be made using methods well
known in the art (see, U.S. Patent No. 6,949,245). For instance, the conjugates may be made
using a variety of bifunctional protein coupling agents such as N-succinimidyl-3-(2-
pyridyldithiol) propionate (SPDP), succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl) cyclohexane-1-
carboxylate, iminothiolane (IT), bifunctional derivatives of imidoesters (such as dimethyl

adipimidate HCL), active csters (such as disuccinimidyl suberate), aldehydes (such as
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glutareldehyde), bis-azido compounds (such as bis (p-azidbbenzoyl) hexanediamine), bis-
diazonium derivatives (such as bis-(p-diazoniumbenzoyl)-ethylenediamine), diisocyanates
(such as tolyene 2,6-diisocyanate), and bis-active fluorine compounds (such as 1,5-difluoro-
2 4-dinitrobenzene). For example, a ricin immunotoxin can be prepared as described in
Vitetta et al. Science 238: 1098 (1987). Carbon-14-1abeled 1-isothiocyanatobenzyl-3-
methyldiethylene triaminepentaacetic acid (MX-DTPA) is an exemplary chelating agent for
conjugation of radionucleotide to the antibody. See W094/1 1026. The linker may be a
"cleavable linker” facilitating release of the cytotoxic drug in the cell. For example, an acid-
labile linker, peptidase-sensitive linker, dimethy] linker or disulfide-containing linker (Chari

et al. Cancer Research 52: 127-131 (1992)) may be used.

Methods of Administration and Formulation

[0098] The anti- N-cadherin antibodies or immunoconjugates are administered to a human
patient in accord with known methods, such as intravenous administration, e.g., as a bolus or
by continuous infusion over a period of time, by intramuscular, intraperitoneal,
intracerobrospinal, subcutaneous, intra-articular, intrasynovial, intrathecal, oral, topical, or
inhalation routes. Intravenous or subcutaneous administration of the antibody is preferred.

The administration may be local or systemic.

[0099] The compositions for administration will commonly comprise an agent as described
herein (e.g., N-cadherin inhibitors, N-cadherin antibodies and immunoconjugates, N-cadherin
siRNA and vectors thereof) dissolved in a pharmaceutically acceptable carrier, preferably an
aqueous carrier. A variety of agueous carriers can be used, ¢.g., buffered saline and the like.
These solutions are sterile and generally free of undesirable matter. These compositions may
be sterilized by conventional, well known sterilization techniques. The compositions may
contain pharmaceutically acceptable auxiliary substances as required to approximate
physiological conditions such as pH adjusting and buffering agents, toxicity adjusting agents
and the like, for example, sodium acetate, sodium chloride, potassium chloride, calcium
chloride, sodium lactate and the like. The concentration of active agent in these formulations
can vary widely, and will be selected primarily based on fluid volumes, viscosities, body
weight and the like in accordance with the particular mode of administration selected and the

patient's needs.

[0100] Thus, a typical pharmaceutical composition for intravenous administration will vary

according to the agent. Actual methods for preparing parenterally administrable
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compositions will be known or apparent to those skilled in the art and are described in more
detail in such publications as Remington's Pharmaceutical Science, 15th ed., Mack Publishing

Company, Easton, Pa. (1980).

[0189] The pharmaceutical compositions can be administered in a variety of unit dosage
forms depending upon the method of administration. For example, unit dosage forms suitable
for oral administration include, but are not limited to, powder, tablets, pills, capsules and
lozenges. It is recognized that antibodies when administered orally, should be protected from
digestion. This is typically accomplished either by complexing the molecules with a
composition to render them resistant to acidic and enzymatic hydrolysis, or by packaging the
molecules in an appropriately resistant carrier, such as a liposome or a protection barrier.

Means of protecting agents from digestion are well known in the art.

[0101] Pharmaceutical formulations, particularly, of the anlibodies and immunoconjugates
and inhibitors for use with the present invention can be prepared by mixing an antibody
having the desired degree of purity with optional pharmaceutically acceptable carriers,
excipients or stabilizers. Such formulations can be lyophilized formulations or aqueous
solutions. Acceptable carriers, excipients, or stabilizers are nontoxic to recipients at the
dosages and concentrations used. Acceptable carriers, excipients or stabilizers can be acetate,
phosphate, citrate, and other organic acids; antioxidants (e.g., ascorbic acid) preservatives
low molecular weight polypeptides; proteins, such as scrum albumin or gelatin, or
hydrophilic polymers such as polyvinylpyliolidone; and amino acids, monosaccharides,
disaccharides, and other carbohydrates including glucose, mannose, or dextrins; chelating
agents; and ionic and non-ionic surfactants (e.g., polysorbate); salt-forming counter-ions
such as sodium; metal complexes (e. g. Zn-protein complexes); and/or non-ionic surfactants.
The antibody can be formulated at a concentration of between 0.5 - 200 mg/ml, or between

10-50 mg/ml.

(0102] The formulation may also provide additional active compounds, including,
chemotherapeutic agents, cytotoxic agents, cytokines, growth inhibitory agent, and anti-
hormonal agent. The active ingredients may also prepared as sustained-release preparations
(c.g., semi-permeable matrices of solid hydrophobic polymers (e.g., polyesters, hydrogels
(for example, poly (2-hydroxyethyl-methacrylate), or poly (vinylalcohol) ), polylactides. The
antibodies and immunocongugates may also be entrapped in microcapsules prepared, for

example, by coacervation techniques or by interfacial polymerization, for example,

32



10

15

20

25

30

WO 20140/034397 PCT/US2009/063921

hydroxymethylcellulose or gelatin microcapsules and poly- (methylmethacylate)
microcapsules, respectively, in colloidal drug delivery systems (for example, Liposomes,
albumin microspheres, microemulsions, nano-particles and nanocapsules) or in

macroemulsions.

[0103] The compositions can be administered for therapeutic or prophylactic treatments. In
therapeutic applications, compositions are administered to a patient suffering from a discase
(e.g., cancer) in a "therapeutically effective dose." Amounts effective for this use will depend
upon the severity of the disease and the general state of the patient's health. Single or
multiple administrations of the compositions may be administered depending on the dosage
and frequency as required and tolerated by the patient. A “patient" or "subject for the
purposes of the present invention includes both humans and other animals, particularly
mammals. Thus the methods are applicable to both human therapy and veterinary
applications. In the preferred embodiment the patient is a mammal, preferably a primate, and
in the most preferred embodiment the patient is human. Other known cancer therapies can be
used in combination with the methods of the invention. For example, the compositions for
use according to the invention may also be used to target or sensitize a cell to other cancer
therapeutic agents such as 5FU, vinblastine, actinomycin D, cisplatin, methotrexate, and the

like.

{0104] 1In other embodiments, the methods of the invention with other cancer therapies (e.g,
radical prostatectomy), radiation therapy (external beam or brachytherapy), hormone therapy
(e.g., orchiectomy, LHRH-analog therapy to suppress testosteronc production, anti-androgen
therapy), or chemotherapy. Radical prostatectomy involves removal of the entire prostate
gland plus some surrounding tissue. This treatment is used commonly when the cancer 1s
thought not to have spread beyond the tissue. Radiation therapy is commonly used to treat
prostate cancer that is still confined to the prostate gland, or has spread to nearby tissue. If the
disease is more advanced, radiation may be used to reduce the size of the tumor. Hormone
therapy is often used for patients whose prostate cancer has spread beyond the prostate or has
recurred. The objective of hormone therapy is to lower levels of the male hormones,
androgens and thercby cause the prostate cancer to shrink or grow more slowly. Luteinizing
hormone-teleasing hormone (LHRH) agonists decrease the production of testosterone. These
agents may be injected either monthly or longer. Two such analogs are leuprolide and
goserelin. Anti-androgens (e.g., flutamide, bicalutamide, and nilutamide) may also be used.

Tota! androgen blockade refers to the use of anti-androgens in combination with orchiectomy
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or LHRH analogs, the s combination is called. Chemotherapy is an option for patients whose
prostate cancer has spread outside of the prostate gland and for whom hormone therapy has
failed. It is not expected to destroy all of the cancer cells, but it may slow tumor growth and
reduce pain. Some of the chemotherapy drugs used in treating prostate cancer that has
returned or continued to grow and spread after treatment with hormonal therapy include
doxorubicin (Adriamycin), estramustine, etoposide, mitoxantrone, vinblastine, and paclitaxel.
Two or more drugs are often given together to reduce the likelihood of the cancer cells
becoming resistant to chemotherapy. Small cell carcinoma is a rare type of prostate cancer

that is more likely to respond to chemotherapy than to hormonal therapy.

[0165] Insome embodiments, a "cardioprotectant" is also admimstered with the N-
cadherin antibody, N-cadherin binding inhibitor, or N-cadherin siRNA molecule for use (o
according to the invention (see, U.S. Patent No. 6,949,245). A cardioprotectant isa
compound or composition which prevents or reduces myocardial dysfunction (i.e.
cardiomyopathy and/or congestive heart failure) associated with administration of a drug,
such as an anthracycline antibiotic to a patient. The cardioprotectant may, for example, block
or reduce a free-radical-mediated cardiotoxic effect and/or prevent or reduce oxidative-stress
injury. Examples of cardioprotectants encompassed by the present definition include the iron-
chelating agent dexrazoxane (ICRF-187) (Seifert et al. The Annals of Pharmacotherapy
28:1063-1072 (1994)); a lipid-lowering agent and/or anti-oxidant such as probucol (Singal et
al. J. Mol. Cell Cardiol. 27:1055-1063 (1995)); amifostine (aminothiol 2-{(3-
aminopropyl)amino]ethanethiol-dihydrogen phosphate ester, also called WR-2721, and the
dephosphorylated cellular uptake form thereof called WR-1065) and S-3-(3-
methylaminopropylamino)propylphosphoro- thioic acid (WR-151327), see Green ¢t al.
Cancer Research 54:738-741 (1994); digoxin (Bristow, M. R. In: Bristow M R, ed. Drug-
Induced Heart Digease. New York: Elsevier 191-215 (1980)); beta-blockers such as
metoprolol (Hjalmarson ct al. Drugs 47:Suppl 4:31-9 (1994); and Shaddy et al. Am. Heart J.
129:197-9 (1995)); vitamin E; ascorbic acid (vitamin C); free radical scavengcers such as
oleanolic acid, ursolic acid and N-acetylcysteine (NAC); spin trapping compounds such as
alpha-phenyl-tert-butyl nitrone (PBN); (Paracchini et al., Anticancer Res. 13:1607-1612
(1993)); selenocorganic compounds such as P251 (Elbesen); and the like.

[0106] The combined administrations contemplates coadministration, using separate

formulations or a single pharmaceutical formulation, and consecutive administration in either
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order, wherein preferably there is a time period while both (or all) active agents

simultaneously exert their biological activities.

{0107} Molecules and compounds identified that indirectly or directly modulate the
expression and/or function of a N-cadherin protein can be useful in treating cancers

that respectively, express N-cadherin . N-cadherin protein modulators can be administered
alone or co-administered in combination with conventional chemotherapy, radiotherapy or

immunotherapy as well as currently developed therapeutics.

[0108] Formulations suitable for oral administration can consist of (a) liquid solutions, such
as an effective amount of the packaged nucleic acid suspended in diluents, such as water,
saline or PEG 400; (b) capsules, sachets or tablets, each containing a predetermined amount
of the active ingredient, as liquids, solids, granules or gelatin; (c) suspensions in an
appropriate liquid; and (d) suitable emulsions. Tablet forms can include one or more of
lactose, sucrose, mannitol, sorbitol, calcium phosphates, comn starch, potato starch,
microcrystalline cellulose, gelatin, colloidal silicon dioxide, talc, magnesium stearate, stearic
acid, and other excipients, colorants, fillers, binders, diluents, buffering agents, moistening
agents, preservatives, flavoring agents, dyes, disintegrating agents, and pharmaceutically
compatible carriers. Lozenge forms can comptise the active ingredient in a flavor, e.g.,
sucrose, as well as pastilles comprising the active ingredient in an inert base, such as gelatin
and glycerin or sucrose and acacia emulsions, gels, and the like containing, in addition to the

active ingredient, carriers known in the art.

[0109] The compound of choice, alone or in combination with other suitable components,
can be made into aerosol formulations (i.e., they can be “nebulized”) to be administered via
inhalation. Aerosol formulations can be placed into pressurized acceptable propellants, such

as dichlorodifluoromethane, propane, nitrogen, and the like.

[0110] Suitable formulations for rectal administration include, for example, suppositories,
which consist of the packaged nucleic acid with a suppository base. Suitable suppository
bases include natural or synthetic triglycerides or paraffin hydrocarbons. In addition, it is
also possible to use gelatin rectal capsules which consist of a combination of the compound
of choice with a base, including, for example, liquid triglycerides, polycthylenc glycols, and

paraftfin hydrocarbons.

[0111] Formulations suitable for parenteral administration, such as, for example, by

intraarticular (in the joints), intravenous, intramuscular, intratumoral, intradermal,
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intraperitoneal, and subcutaneous routes, include aqueous and non-aqueous, isotonic sterile
injection solutions, which can contain antioxidants, buffers, bacteriostats, and solutes that
render the formulation isotonic with the blood of the intended recipient, and aqueous and
no1n-aqueous sterile suspensions that can include suspending agents, solubilizers, thickening
agents, stabilizers, and preservatives. In the practice of this invention, compositions can be
administered, for example, by intravenous infusion, oraily, topicaily, intrapenitoneally,
intravesically or intrathecally. Parenteral administration, oral administration, and intravenous
administration are the preferred methods of administration. The fonmulations of compounds

can be presented in unit-dose or multi-dose sealed containers, such as ampules and vials.

[0112] Injection solutions and suspensions can be prepared from sterile powders, granules,
and tablets of the kind previously described. Cells transduced by nucleic acids for ex vivo

therapy can also be administered intravenously or parenterally as described above.

[0113] The pharmaceutical preparation is preferably in unit dosage form. In such form the
preparation is subdivided into unit doses containing appropriate quantities of the active
component. The unit dosage form can be a packaged preparation, the package containing
discrete quantities of preparation, such as packeted tablets, capsules, and powders in vials or
ampoules. Also, the unit dosage form can be a capsule, tablet, cachet, or lozenge itself, or it
can be the appropriate number of any of these in packaged form. The composition can, if

desired, also contain other compatible therapeutic agents.

[0114] Preferred pharmaceutical preparations deliver one or more active N-cadherin
protein modulators, optionally in combination with one or more chemotherapeutic agents or
immunotherapeutic agents, in a sustained release formulation. Typically, the N-cadherin
modulator is administered therapeutically as a sensitizing agent that increases the
susceptibility of tumor cells to other cytotoxic cancer therapies, including chemotherapy,

radiation therapy, immunotherapy and hormonal therapy.

[0115] In therapeutic use for the treatment of cancer, the N-cadherin modulators or
inhibitors utilized in the pharmaceutical method of the invention are administered at the
initial dosage of about 0.001 mg/kg to about 1000 mg/kg daily. A daily dose range of about
0.01 mg/kg to about 500 mg/kg, or about 0.1 mg/kg to about 200 mg/kg, or about 1 mg/kg to
about 100 mg/kg, or about 10 mg/kg to about 50 mg/kg, can be used. The dosages, however,
may be varied depending upon the requirements of the patient, the severity of the condition

being treated, and the compound being employed. For example, dosages can be empirically
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determined considering the type and stage of cancer diagnosed in a particular patient. The
dose administered to a patient, in the context of the present invention should be sufficient to
effect a beneficial therapeutic response in the patient over time. The size of the dose also will
be determined by the existence, nature, and cxtent of any adverse side-effccts that accompany
the administration of a particular vector, or transduced cell type in a particular patient.
Determination of the proper dosage for a particular situation is within the skill of the
practitioner. Generally, treatment is initiated with smaller dosages which are less than the
optimum dose of the compoﬁnd. Thereafter, the dosage is increased by small increments
until the optimum effect under circumstances is reached. For convenience, the total daily

dosage may be divided and administered in portions during the day, if desired.

[0116] The pharmaceutical preparations (€.g., N-cadherin siRNAs, N-cadherin antibodies,
N-cadherin vaccines, N-cadherin inhibitors, and immunoconjudates) for use according to the
invention are typically delivered to a mammal, including humans and non-human mammals.
Non-human mammals treated using the present methods include domesticated animals (i.e.,
canine, feline, murine, rodentia, and lagomorpha) and agricultural animals (bovine, equine,

ovine, porcine).

Assays for modulators of N-Cadherin protein

[0117) Modulation of a N-Cadherin protein, and corresponding modulation of cellular,
e.g., tumor cell, proliferation, can be assessed using a variety of in vitro and in vivo assays,
including cell-based models. Such assays can be used to test for inhibitors and activators of a
N-Cadherin protein, and, consequently, inhibitors and activators of cellular proliferation,
including modulators of chemotherapeutic sensitivity and toxicity. Such modulators of a N-
Cadherin protein are useful for treating disorders related to pathological cell proliferation,
e.g., cancer. Modulators of N-Cadherin protein are tested using either recombinant ot

naturally occurring N-Cadherin , preferably human N-Cadherin .

[0118] Measurement of cellular proliferation modulation with a N-Cadherin protein or a
cell expressing a N-Cadherin protein, either recombinant or naturally occwrring, can be
performed using a variety of assays, in vitro, in vivo, and ex vivo, as described herein. A
suitable physical, chemical or phenotypic change that affects activity, e.g., enzymatic activity
such as kinase activity, cell proliferation, or ligand binding (¢.g., a N-Cadherin protcin

reccptor) can be used to assess the influence of a test compound on the polypeptide of this
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invention. When the functional effects arc determined using intact cells or animals, one can
also measure a varicty of effects, such as, ligand binding, kinase activity, transcriptional
changes to both known and uncharacterized genetic markers (e.g., northern blots), changes in
cell metabolism, changes related to cellular proliferation, cell surface marker expression,
DNA synthesis, marker and dye dilution assays (e.g., GFP and cell tracker assays), contact

inhibition, tumor growth in nude mice, etc.

In vitro assays

[0119] Assays to identify compounds with N-Cadherin modulating activity can be
performed in vitro. Such assays can use a full length N-Cadherin protein or a variant thereof
(see, e.g., Figures6 and 7, respectively), or a mutant thereof, or a fragment of a N-Cadherin
protein. Purified recombinant or naturally occurring N-Cadherin protein can be used in the
in vitro methods of the invention. In addition to purified N-Cadherin protein, the
recombinant or naturally occurring N-Cadherin protein can be part of a cellular lysate or a
cell membrane. As described below, the binding assay can be cither solid state or soluble.
Preferably, the protein or membrane is bound to a solid support, either covalently or non-
covalently. Often, the in vitro assays of the invention are substrate or ligand binding or
affinity assays, either non-competitive or competitive. Other in viiro assays include
measuring changes in spectroscopic (¢.g., fluorescence, absorbarce, refractive index),
hydrodynamic (e.g., shape), chromatographic, or solubility properties for the protein. Other
in vitro assays include enzymatic activity assays, such as phosphorylation or

autophosphorylation assays).

[0120) In one embodiment, a high throughput binding assay is performed in which the N-
Cadherin protein or a fragment thereof is contacted with a potential modulator and incubated
for a suitable amount of time. In one embodiment, the potential modulator 1s bound to a solid
support, and the N-Cadherin protein is added. In another embodiment, the N-Cadherin
protein is bound to a solid support. A wide variety of modulators can be used, as described
below, including small organic molecules, peptides, antibodies, and N-Cadherin ligand
analogs. A wide variety of assays can be used to identify N-Cadherin -modulator binding,
including labeled protein-protein binding assays, electrophoretic mobility shifts,
immunoassays, enzymatic assays such as kinase assays, and the like. In some cascs, the

binding of the candidate modulator is determined through the use of competitive binding

38



10

I5

20

25

30

WO 2010/654397 PCT/US2009/063921

assays, where interference with binding of a known ligand or substrate is measured in the

presence of a potential modulator.

[0121] In one embodiment, microtiter plates are first coated with either a N-Cadherin
protein or a N-Cadherin protein receptor, and then exposed to one or more test compounds
potentially capable of inhibiting the binding of a N-Cadherin protein to a N-Cadherin
protein receptor. A labeled (i.e., fluorescent, enzymatic, radioactive isotope) binding partner
of the coated protein, either a N-Cadherin protein receptor or a N-Cadherin protein, is then
exposed to the coated protein and test compounds. Unbound protein is washed away as
necessary in between exposures to a N-Cadherin protein, a N-Cadherin protein receptor, or a
test compound. An absence of detectable signal indicates that the test compound inhibited
the binding interaction between a N-Cadherin protein and, respectively, a N-Cadherin
protein receptor. The presence of detectable signal (i.e., fluorescence, colorimetric,
radioactivity) indicates that the test compound did not inhibit the binding interaction between
a N-Cadherin protein and, respectively, a N-Cadherin protein receptor. The presence or
absence of dctectable signal is compared to a control sample that was not exposed to a test

compound, which exhibits uninhibited signal. In some¢ embodiments the binding partner is

unlabeled, but exposed to a labeled antibody that specifically binds the binding partner.

Celil-based in vivo assays

(0122] In another embodiment, N-Cadherin protein is expressed in a cell, and functional,
e.g., physical and chemical or phenotypic, changes are assayed to identify N-Cadherin and
modulators of cellular proliferation, e.g., tumor cell proliferation. Cells expressing N-
Cadherin proteins can also be used in binding assays and enzymatic assays. Any suitable
functional effect can be measured, as described herein. For example, cellular morphology
(e.g., cell volume, nuclear volume, cell perimeter, and nuclear perimeter), ligand binding,
kinase activity, apoptosis, cell surface marker expression, cellular proliferation, GFP
positivity and dye dilution assays (e.g., cell tracker assays with dyes that bind to cell
membranes), DNA synthesis assays (e.g., *H-thymidine and fluorescent DNA-binding dyes
such as BrdU or Hoechst dye with FACS analysis), are all suitable assays to identify potential
modulators using a cell based system. Suitable cells for such cell based assays include both
primary cancer or tumor cells and cell lines, as described herein, e.g., A549 (lung), MCF7
(breast, p53 wild-type), H1299 (lung, p53 null), Hela (cervical), PC3 (prostate, pS3 mutant),
MDA-MB-231 (breast, p53 wild-type). Cancer cell lines can be p53 mutant, p53 null, or
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express wild type p53. The N-Cadherin protein can be naturally occurring or recombinant.
Alsa, fragments of N-Cadherin or chimeric N-Cadherin proteins can be used in cell based

assays.

[0123] Cellular N-Cadherin polypeptide levels can be determined by measuring the level
of protein or mRNA. The level of N-Cadherin protein or proteins related to N-Cadherin are
measured using immunoassays such as western blotting, ELISA and the like with an antibody
that selectively binds, respectively, to the N-Cadherin polypeptide or a fragment thereof. For
measurement of mRNA, amplification, e.g., using PCR, LCR, or hybridization assays, €.g.,
northern hybridization, RNAse protection, dot blotting, are preferred. The level of protein or
mRNA is detected using directly or indirectly labeled detection agents, €.g., fluorcscently or
radioactively labeled nucleic acids, radioactively or enzymatically labeled antibodies, and the

like, as described herein.

[0124] Alternatively, N-Cadherin expression can be measured using a reporter gene
system. Such a system can be devised using an N-Cadherin protein promoter operably
linked to a reporter genc such as chloramphenicol acetyltransferase, firefly luciferase,
bacterial luciferase, p-galactosidase and alkaline phosphatase. Furthermore, the protein of
interest can be used as an indirect reporter via attachment to a second reporter such as ted or
green fluorescent protein (see, e.g., Mistili & Spector, Nature Biotechnology 15:961-964
(1997)). The reporter construct is typically transfected into a cell. After treatment with a
potential modulator, the amount of reporter gene transcription, translation, or activity is

measured according to standard techniques known to those of skill in the art.
Animal models

[0125] Animal models of cellular proliferation also find use in screcning for modulators of
cellular proliferation. Similarly, transgenic animal technology including genc knockout
technology, for example as a result of homologous recombination with an appropriate gene
targeting vector, or gene overexpression, will result in the absence or increased expression of
the N-Cadherin protein. The same technology can also be applied to make knock-out cells.
When desired, tissue-specific expression or knockout of the N-Cadherin protein may be
necessary. Transgenic animals generated by such methods find use as animal models of
cellular proliferation and are additionally useful in screening for modulators of cellular

proliferation.
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[0126] Knock-out cells and transgenic micc can be made by insertion of a marker gene or
other heterologous gene into an endogenous N-Cadherin gene site in the mouse genome via
homologous recombination. Such mice can also be made by substituting an endogenous N-
Cadherin , respectively, with a mutated version of the N-Cadherin gene, or by, respectively,

mutating an endogenous N-Cadherin , ¢.g., by exposure to carcinogens.

[0127] A DNA construct is introduced into the nuclei of embryonic stem cells. Cells
containing the newly engineered genetic lesion are injected into a host mouse embryo, which
is re-implanted into a recipicnt female. Some of these embryos develop into chimeric mice
that possess germ cells partially derived from the mutant cell line. Therefore, by breeding the
chimeric mice it is possible to obtain a new line of mice containing the introduced genetic
lesion (see, e.g., Capecchi et al., Science 244:1288 (1989)). Chimeric targeted mice can be
derived according to Hogan et al., Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory (1988), Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A
Practical Approach, Robertson, ed., IRL Press, Washington, D.C., {(1987), and Pinkert,
Transgenic Animal Technology: A Laboratory Handbook, Academic Press (2003).

Exemplary assays

Soft agar growth or colony formation in suspension

[0128] Normal cells require a solid substrate to attach and grow. When the cells are
transformed, they lose this phenotype and grow detached from the substrate. For example,
transformed cells can grow in stirred suspension culture or suspended in semi-solid media,
such as semi-solid or soft agar. The transformed cells, when transfected with tumor

suppressor genes, regenerate normal phenotype and require a solid substrate to attach and

grow.

[0129] Soft agar growth or colony formation in suspension assays can be used to identify
N-Cadherin modulators. Typically, transformed host cells (e.g., cells that grow on soft agar)
are used in this assay. For cxample, RKO or HCT116 cell lines can be used. Techniques for
soft agar growth or colony formation in suspension assays are described in Freshney, Culture
of Animal Cells a Manual of Basic Technigue, 3" ed., Wiley-Liss, New York (1994), herein
incorporated by reference. See also, the methods section of Garkavtsev et al. (1996), supra,

herein incorporated by reference.
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Contact inhibition and density limitation of growth

[0130] Normal cells typically grow in a flat and organized pattern in a petri dish until they
touch other cells. When the cells touch one another, they are contact inhibited and stop
growing. When cells are transformed, however, the cells are not contact inhibited and
continue to grow to high densities in disorganized foci. Thus, the transformed cells grow to a
higher saturation density than nomal cells. This can be detected morphologically by the
formation of a disoriented monolayer of cells or rounded cells in foci within the regular
pattern of normal surrounding cells. Alternatively, labeling index with [*H]-thymidine at
saturation densily can be used to measure density limitation of growth. See Freshney (1994),
supra. The transformed cells, when contacted with cellular proliferation modulators,
regenerate a normal phenotype and become contact inhibited and would grow fo a lower

density.

{0131] Contact inhibition and density limitation of growth assays can be used to identify N-
Cadherin modulators which are capable of inhibiting abnormal proliferation and
transformation in host cells. Typically, transformed host cells (e.g., cells that are not contact
inhibited) are used in this assay. For example, RKO or HCT116 cell lines can be used. In
this assay, labeling index with [*H]-thymidine at saturation density is a preferred method of
measuring density limitation of growth. Transformed host cells are contacted with a potential
N-cadherin modulator and are grown for 24 hours at saturation density in non-limiting
medium conditions. The percentage of cells labeling with [*H]-thymidine is determined
autoradiographically. See, Freshney (1994), supra. The host cells contacted with a N-
cadherin modulator would give arise to a lower labeling index compared to control (e.g.,

transformed host cells transfected with a vector lacking an insert).
Growth factor or serum dependence

[0132] Growth factor or serum dependence can be used as an assay to identify N-cadherin
modulators. Transformed cells have a lower serum dependence than their normal
counterparts (see, e.g., Temin, J. Natl. Cancer Insti. 37:167-175 (1966); Eagle et al., J. Exp.
Med, 131:836-879 (1970)); Freshney, supra. This is in part due to relcase of various growth
factors by the transformed cells. When transformed cells are contacted with a N-Cadherin
modulator, the cells would reacquire serum dependence and would release growth factors at a

lower level.
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Tumor specific markers levels

[0133] Tumor cells release an increased amount of certain factors (hereinafter “tumor
specific markers”) than their normal counterparts. For example, plasminogen activator (PA)
is released from human glioma at a higher level than from normal brain cells (see, e.g.,
Gullino, Angiogenesis, tumor vascularization, and potential interference with tumor growth.
In Mihich (ed.): “Biological Responses in Cancer.” New York, Academic Press, pp. 178-184
(1985)). Similarly, tumor angiogenesis factor (TAF) is released at a higher level in tumor
cells than their normal counterparts. See, e.g., Folkman, Angiogenesis and cancer, Sem

Cancer Biol. (1992)).

[0134] Tumor specific markers can be assayed to identify N-Cadherin modulators which
decrease the level of release of these markers from host cells. Typically, transformed or
tumorigenic host cells are used. Various techniques which measure the release of these
factors are described in Freshney (1994), supra. Also, see, Unkless et al. , J. Biol. Chem.
249:4295-4305 (1974); Strickland & Beers, J. Biol. Chem. 251:5694-5702 (1976);, Whur et
al., Br. J. Cancer 42:305-312 (1980); Gulino, Angiogenesis, tumor vascularization, and
potential interference with tumor growth. In Mihich, E. (ed): “Biological Responses in

Cancer.” New York, Plenum (1985); Freshney Anticancer Res. 5:111-130 (1985).
Invasiveness into Matrigel

[0135] The degree of invasiveness into Matrigel or some other extracellular matrix
constituent can be used as an assay to identify N-Cadherin modulators which are capable of
inhibiting abnormal cell proliferation and tumor growth. Tumor cells exhibit a good
correlation between malignancy and invasivencss of cells into Matrigel or some other
extracellular matrix constituent. In this assay, tumorigenic cells are typically used as host
cells. Therefore, N-Cadherin modulators can be identified by measuring changes in the level
of invasiveness between the host cells before and after the introduction of potential
modulators. If a compound modulates N-Cadherin , its expression in tumorigenic host cells

would affect invasiveness.

[0136] Techniques described in Freshney (1994), supra, can be used. Briefly, the level of
invasion of host cells can be measured by using filters coated with Matrigel or some other
extracellular matrix constituent. Penetration into the gel, or through to the distal side of the

filter, is rated as invasiveness, and rated histologically by number of cells and distance
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moved, or by prelabeling the cells with 1257 and counting the radioactivity on the distal side of

the filter or bottom of the dish. See, e.g., Freshney (1984), supra.
Tumor growth in vivo

[0137] Effects of N-Cadherin modulators on cell growth can be tested in transgenic or
immune-suppressed mice. Knock-out transgenic mice can be made, in which the endogenous
N-Cadherin gene is disrupted. Such knock-out mice can be used to study effects of N-
Cadherin , e.g., as a cancer model, as a means of assaying in vivo for compounds that
modulate N-Cadherin , and to test the effects of restoring a wild-type or mutant N-Cadherin

to a knock-out mousec.

[0138] Knock-out cells and transgenic mice can be made by insertion of a marker gene or
other heterologous gene into the endogenous N-Cadherin gene site in the mouse genome via
homologous recombination. Such mice can also be made by substituting the endogenous N-
Cadherin with a mutated version of N-Cadherin , or by mutating the endogenous N-Cadherin

, €.2., by exposure to carcinogens.

[0139] A DNA construct is introduced into the nuclei of embryonic stem celts. Cells
containing the newly engineered genctic lesion are injected into a host mouse embryo, which
is re-implanted into a recipient female. Some of these embryos develop into chimeric mice
that possess germ cells partially derived from the mutant cell line. Therefore, by breeding the
chimeric mice it is possible to obtain a new line of mice containing the introduced genetic
lesion (see, e.g., Capecchi et al., Science 244:1288 (1989)). Chimeric targeted mice can be
derived according to Hogan et al., Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory (1988) and Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A
Practical Approach, Robertson, ed., IRL Press, Washington, D.C., (1987). These knock-out
mice can be used as hosts to test the effects of various N-Cadherin modulators on cell

growth.

[0140] Alternatively, various immune-suppressed or immune-deficient host animals can be
used. For cxamplc, genetically athymic “nude” mouse (see, e.g., Giovanella et al., J. Natl.
Cancer Inst. 52:921 (1974)), a SCID mouse, a thymectomized mouse, or an irradiated mouse
(see, e.g., Bradley et al., Br. J. Cancer 38:263 (1978), Selby et al., Br. J. Cancer 41:52
(1980)) can be used as a host. Transplantable tumor cells (typically about 10% cells) injected
into isogenic hosts will produce invasive tumors in a high proportions of cases, while normal

cells of similar origin will not. Hosts are treated with N-Cadherin modulators, €.g., by
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injection. After a suitable length of time, preferably 4-8 weeks, tumor growth is measured
(e.g., by volume or by its two largest dimensions) and compared to the control. Tumors that
have statistically significant reduction (using, e.g., Student’s T test} are said to have mhibited
growth. Using reduction of tumor size as an assay, N-Cadherin modulators which are

capable, ¢.g., of inhibiting abnormal cell proliferation can be identified.

Screening Methods

[0141] The present invention also provides methods of identifying compounds that inhibit
the binding of a N-Cadherin protein, respectively, to a N-Cadherin receptor, wherein said
compounds find use in inhibiting the growth of and promoting the regression of a tumor that
expresses N-Cadherin protein, for example a urogenital cancer tumor, including a prostate or

bladder cancer tumor.

[0142] Using the assays described herein, one can identify lead compounds that are suitable
for further testing to identify those that are therapeutically effective modulaling agents by
screening a variety of compounds and mixtures of compounds for their abilily to decrease,
inhibit the binding of a N-Cadherin protein, respectively, to a N-Cadherin receptor.

Compounds of interest can be either synthetic or naturaily oceurring.

[0143] Screening assays can be carried out in vitro or in Vivo. Typically, initial screening
assays are carried out in vitro, and can be confirmed in vive using cell based assays or animal
models, For instance, proteins of the regenerating gene family are involved with cell
proliferation. Therefore, compounds that inhibit the binding of a N-Cadherin protein,
respectively, to a N-Cadherin receptor can inhibit cell proliferation resulting from this
binding interaction in comparison to cells unexposed to a test compound. Also, the binding
of a N-Cadherin protein, respectively, to a N-Cadherin receptor is involved with tissue
injury responses, inflammation, and dysplasia. In animal models, compounds that inhibit the
binding of a N-Cadherin protein, respectively, to its receptor can, for example, inhibil wound
healing or the progression of dysplasia in comparison to an animal unexposed to a test

compound. See, for example, Zhang, et al., World J Gastroenter (2003) 9:2635-41.

{0144) Usually a compound that inhibits the binding of N-Cadherin , respectively, to a N-

cadherin receptor is synthetic. The screening methods are designed to screen large chemical
libraries by automating the assay steps and providing compounds from any convenient source
10 assays, which are typically run in parallel (e.g., in microtiter formats on microtiter plates in

robotic assays).
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[0145] The invention provides in vitro assays for inhibiling N-Cadherin binding to its
receptor in a high throughput format. For each of the assay formats described, “no
modulator” control reactions which do not include a modulator provide a background level of
N-Cadherin binding interaction to its receptor or receptors. In the high throughput assays of
the invention, it is possible to screen up to several thousand different modulators in a single
day. In particular, each well of a microfiter plate can be used to run a separate assay against a
selected potential modulator, or, if concentration or incubation time effects are to be
observed, every 5-10 wells can test a single modulator. Thus, a single standard microtiter
plate can assay about 100 (96) modulators. If 1536 well plates are used, then a single plate
can easily assay from about 100- about 1500 different compounds. It is possible to assay
many different plates per day; assay screens for up to about 6,000-20,000, and even up to
about 100,000-1,000,000 different compounds is possible using the integrated systems of the
invention. The steps of labeling, addition of reagents, fluid changes, and detection are
compatible with full automation, for instance using programmable robotic systems or
“integrated systems” commercially available, for example, through BioTX Automation,
Conroe, TX; Qiagen, Valencia, CA; Beckman Coulter, Fullerton, CA; and Caliper Life
Sciences, Hopkinton, MA.

[0146] Essentially any chemical compound can be tested as a potential inhibilor of N-
Cadherin binding to its receptor for use in the methods of the invention. Most preferred are
generally compounds that can be dissolved in aqueous or organic (especially DMSO-based)
solutions are used. It will be appreciated that there are many suppliers of chemical
compounds, including Sigma (St. Louis, MO), Aldrich (St. Louis, MO}, Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO), Fluka Chemika-Biochemica Analytika (Buchs Switzerland), as well as providers
of small organic molecule and peptide libraries ready for screcning, including Chembridge
Corp. (San Diego, CA), Discovery Partners International (San Dicgo, CA), Triad
Therapeutics (San Diego, CA), Nanosyn (Menlo Park, CA), Affymax (Palo Alto, CA),
ComGenex (South San Francisco, CA), and Tripos, Inc. (St. Louis, MO).

[0147] In onc preferred embodiment, inhibitors of the N-Cadherin receptor binding
interaction are identified by screening a combinatorial library contamning a large number of
potential therapeutic compounds (potential modulator compounds). Such “combinatonal
chemical or peptide libraries” can be screencd in one or more assays, as described herein, to

identify those library members (particular chemical species or subclasses) that display a
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desired characteristic aclivity. The compounds thus identified can serve as conventional

“lead compounds” or can themselves be used as potential or actual therapeutics.

[0148] A combinatorial chemical library is a collection of diverse chemical compounds
generated by either chemical synthesis or biological synthesis, by combining a number of
chemical “building blocks” such as reagents. For example, a linear combinatorial chemical
Jibrary such as a polypeptide library is formed by combining a set of chemical building
blocks {amino acids) in cvery possible way for a given compound length (i.e., the number of
amino acids in a polypeptide compound). Millions of chemical compounds can be

synthesized through such combinatorial mixing of chemical building blocks.

[0149] Preparation and screening of combinatorial chemical libraries is well known to
those of skill in the art. Such combinatorial chemical libraries include, but are not limited to,
peptide libraries (see, e.g., U.S. Patent 5,010,175, Furka, Int. J. Pept. Prot. Res. 37T:487-493
(1991) and Houghton et al., Nature 354:84-88 (1991)). Other chemistries for gencrating
chemical diversity libraries can also be used. Such chemistries include, but are not limited to:
peptoids (PCT Publication No. WO 91/19735), encoded peptides (PCT Publication

WO 93/20242), random bio-oligomers (PCT Publication No. WO 92/00091),
benzodiazepines (U.S. Pat. No. 5,288,514}, diversomers such as hydantoins, benzodiazepines
and dipeptides (Hobbs et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 90:6909-6913 (1993)), vinylogous
polypeptides (Hagihara et al., J. Amer. Chem. Soc. 114:6568 (1992)), nonpeptidal
peptidomimetics with B-D-glucose scaffolding (Hirschmann et al., J. Amer. Chem. Soc.
114:9217-9218 (1992)), analogous organic syntheses of small compound libraries (Chen ef
al., J. Amer. Chem. Soc. 116:2661 (1994)), oligocarbamates (Cho et al., Science 261:1303
(1993)), and/or peptidyl phosphonates (Campbell et af., J. Org. Chem. 59:658 (1994)),
nucleic acid libraries (see, Ausubel, Berger and Sambrook, all supra), peptide nucleic acid
libraries (see, e.g., U.S. Patent 5,539,083), antibody libraries (see, e.g., Vaughn et al., Nature
Biotechnology, 14(3):309-314 (1996) and PCT/US96/1 0287), carbohydrate libraries (see,
e.g., Liang et al., Science, 274:1520-1522 (1996) and U.S. Patent 5,593,853), small organic
molecule libraries (see, e.g., benzodiazepines, Baum C&EN, Jan 18, page 33 (1993),
isoprenoids, U.S. Patent 5,569,588, thiazolidinones and metathiazanones, U.S. Patent
5,549,974; pyrrolidines, U.S. Patents 5,525,735 and 5,519,134; morpholino compounds, U.S.
Patent 5,506,337; benzodiazepines, 5,288,514, and the like).
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[0150] Devices for the preparation of combinatorial libraries are commercially available
(see, e.g., 357 MPS, 390 MPS, Advanced Chem. Tech, Louisville KY, Symphony, Rainin,
Woburn, MA, 433A Applied Biosystems, Foster City, CA, 9050 Plus, Millipore, Bedford,
MA).

siRNA technology

{0151] The design and making of siRNA molecules and vectors are well known to those of
ordinary skill in the art. For instance, an efficient process for designing a suitable siRNA is
to start at the AUG start codon of the mRNA transcript (eg., see, Figures 7, §, 9) and scan for
AA dinucleotide sequences (see, Elbashir et al. EMBO J 20: 6877-6388 (2001). Each AA
and the 3’ adjacent nucleotides are potential siRNA farget sites. The length of the adjacent
site sequence will determine the length of the siRNA. For instance, 19 adjacent sites would
give a 21 Nucleotide long siRNA siRNAs with 3' overhanging UU dinucleotides are often
the most effective. This approach is also compatible with using RNA pol 111 to transcribe
hairpin siRNAs. RNA pol I terminates transcription at 4-6 nucleotide poly(T) tracts to
creatc RNA molecules having a short poly(U) tail. However, siRNAs with other 3' terminal
dinucleotide overhangs can also effectively induce RNAi and the sequence may be
empirically selccted. For selectivity, target sequences with more than 16-17 contiguous base
pairs of homology to other coding sequences can be avoided by conducting a BLAST search

(see, www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.

[0152] The siRNA expression vectors o induce RNAi can have different design criteria. A
vector can have inserted two inverted repeats separated by a short spacer sequence and
ending with a string of T's which serve to terminate transcription. The expressed RNA
transcript is predicted to fold into a short hairpin siRNA . The selection of siRNA target
sequence, the length of the inverted repeats that encode the stem of a putative hairpin, the
order of the inverted repeats, the length and composition of the spacer sequence that encodes
the loop of the hairpin, and the presence or absence of 5'-overhangs, can vary. A preferred
order of the siRNA expression cassette is sense strand, short spacer, and antisense strand.
Hairp siRNAs with these various stem lengths (e.g., 15 to 30) can be suitable. The length of
the loops linking sense and antisense strands of the hairpin siRNA lcan have varying lengths
(e.g., 3 to 9 nucleotides, or longer). The vectors may contain promoters and expression
enhancers or other regulatory elements which are operably linked to the nucleotide sequence

encoding the siRNA. These control elements may be designed to allow the clinician to tum
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off or on the expression of the gene by adding or controlling external factors 1o which the

regulatory elements are responsive.

[0153] In some embodiments, the invention provides a method for inhibiting the growth of
a cancer cell expressing a N-Cadherin protein by contacting the cancer cell with an antibody
or fragment thereof that recognized and binds the protein in an amount effective to inhibit the
growth of the cancer cell. In some embodiments, the cancer cell is a prostate cancer cell or a
bladder cancer cell. The contacting antibody can be a monoclonal antibody and/or a chimeric
antibody. In some embodiments, the chimeric antibody comprises a human immunoglobulin
constant region. In some embodiments, the antibody is a human antibody or commprises a
human immunoglobulin constant region. In further embodiments, the antibody fragment
comprises an Fab, F(ab),, or Fv. In other embodiments, the fragment comprises a
recombinant protein having an antigen-binding region. In yet other embodiments, the
antibody or the fragment is an immunoconjagate comprising the anttbody or the fragment
linked to a therapeutic agent. The therapeutic agent can be cytotoxic agent. The cytotoxic
agent can be selected from a group consisting of ricin, ricin A-chain, doxorubicin,
daunorubicin, taxol, ethiduim bromide, mitomycin, etoposide, tenoposide, vincristine,
vinblastine, colchicine, dihydroxy anthracin dione, actinomycin D, diphteria toxin,
Pseudomonas exotoxin (PE) A, PE40, abrin, arbrin A chain, modeccin A chain, alpha-sarcin,
gelonin mitogellin, retstrictocin, phenomyein, enomycin, curicin, crotin, calicheamicin,
sapaonaria officinalis inhibitor, maytansinoids, and glucocorticoidricin, The therapeutic
agent can be a radioactive isotope. The therapeutic isotope can be selected from the group
consisting of s 1 13]I, Mn, 0y and '*Re. In any of the embodiments above, a
chemotherapentic drug and/or radiation therapy can be administered further. In some
embodiments, the patient also receives hormone antagonist therapy. The contacting of the
patient with the antibody or antibody fragment, can be by administering the antibody to the
patient intravenously, intraperitoneally, intramuscularly, intratumorally, or intradermally. In
some embodiments, the patient has a urogenital cancer (e.g., bladder cancer, prostate cancer).
In some embodiments of the above, the patient suffers from prostate cancer and optionally
further receives patient hormone ablation therapy. In some embodiments, the contacting
comprises administering the antibody directly into the cancer or a metastasis of the cancer.
[0154] In some embodiments, the immunoconjugate has a cytotoxic agent which is a small
molecule. Toxins such as maytansin, maytansinoids, saporin, gelonin, ricin or calicheamicin

and analogs or derivatives (hereof are also suitable.. Other cytotoxic agents that can be
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conjugated to the N-cadherin antibodies include BCNU, streptozoicin, vincristine and 5-
fluorouracil. Enzymatically active toxins and fragments thereof can also be used. The radio-
or other labels may be incorporated in the conjugate in known ways (e.g., bifunctional
linkers, fusion proteins). The antibodies of the present invention may also be conjugated to an
enzyme which converts a prodrug to an active chemotherapeutic agent. See, WO 88/07378
and U. S. Patent No. 4,975, 278. The antibody or immunoconjugaie may optionally be linked
(o nonprotein polymers (e. g., polyethylene glycol, polypropylene glycol, polyoxyalkylencs,
or copolymers of polyethylene glycol and polypropylenc glycol).

{0155) The compositions for administration will commonly comprise an agent as described
herein dissolved in a pharmaceutically acceplable carrier, preferably an aqueous carrier. A
variety of aqueous carriers can be used, ¢.g., buffered saline and the like. These solutions are
sterile and generally frec of undesirable matter. These compositions may be sterilized by
conventional, well known sterilization techniques. The compositions may contain
pharmaceutically acceptable auxiliary substances as required to approximate physiological
conditions such as pH adjusting and buffering agents, toxicity adjusting agents and the like,
for example, sodium acetate, sodium chloride, potassium chloride, calcium chloride, sodium
lactate and the like. The concentration of active agent in these formulations can vary widely,
and will be selecied primarily based on fluid volumes, viscosities, body weight and the like in

accordance with the particutar mode of administration selected and the patient's needs.

[0188] Thus, a typical pharmaceutical composition for intravenous administration may
provide from about 0.1 to 100 mg per patient per day. Dosages from 0.1 up to about 100 mg
per patient per day may be used. Substantially higher dosages are possible in topical
administration. Actual methods for preparing parenterally administrable compositions will be
known or apparent to those skilled in the art and are described in more detail in such
publications as Remington's Pharmaceutical Science, 15th ed., Mack Publishing Company,

Easton, Pa. (1980).

{0189] The pharmaceutical compositions can be administered in a variety of unit dosage
forms depending upon the method of administration. For example, unit dosage forms suitable
for oral administration include, but are not limited to, powder, tablets, pills, capsules and
lozenges. It is recognized that antibodies when administered orally, should be protected from
digestion. This is typically accomplished either by complexing the molecules with a

composition to render them resistant to acidic and enzymatic hydrolysis, or by packaging the
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molecules in an appropriately resistant carrier, such as a liposome or a protection barrier.

Means of protecting agents from digestion are well known in the art.

[0156] Pharmaceutical formulations, particularly, of the antibodies and immunoconjugates
and inhibitors for use with the present invention can be prepared by mixing an antibody
having the desired degree of purity with optional pharmaceutically acceptable carriers,
cxcipients or stabilizers. Such formulations can be lyophilized formulations or agueous
solutions. Acceptable carriers, excipients, or stabilizers are nontoxic to recipients at the
dosages and concentrations used. Acceptable carriers, excipients or stabilizers can be acetate,
phosphate, citrate, and other organic acids; antioxidants (e.g., ascorbic acid) preservatives
low molecular weight polypeptides; proteins, such as serum albumin or gelatin, or
hydrophilic polymers such as polyvinylpyllolidone; and amino acids, monosaccharides,
disaccharides, and other carbohydrates including glucose, mannose, or dextrins; chelating
agents; and ionic and non-ionic surfactants (e.g., polysorbate); salt-forming counter-ions
such as sodium; metal complexes (e. g. Zn-protein complexes); and/or non-ionic surfactants.
The antibody can be formulated at a concentration of between 0.5 - 200 mg/ml, or between

10-50 mg/ml.

[0157] The formulation may also provide additional active compounds, including,
chemotherapeutic agents, cytotoxic agents, cytokines, growth inhibitory agent, and anti-
hormonal agent. The active ingredients may also prepared as sustained-release preparations
(¢.g., semi-permeable matrices of solid hydrophobic polymers (¢.g., polyesters, hydrogels
(for example, poly (2-hydroxyethyl-methacrylate), or poly (vinylalcohol) ), polylactides. The
antibodies and immunocongugates may also be entrapped in microcapsules prepared, for
example, by coacervation techniques or by interfacial polymerization, for cxample,
hydroxymethylcellulose or gelatin microcapsules and poly- (methylmethacylate)
microcapsules, respectively, in colloidal drug delivery systems (for example, liposomes,
albumin microspheres, microemulsions, nano-particles and nanocapsules) or in

macroemulsions.

[0190] The compositions containing the inhibitors and agents of the invention (e.g.,
antibodies) can be administered for therapeutic or prophylactic treatments. In therapeutic
applications, compositions are administered to a patient suffering from a disease (e.g., cancer)
in a "therapeutically effective dose.” Amounts effective for this use will depend upon the

severity of the disease and the general state of the patient's health. Single or muitiple
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administrations of the compositions may be administered depending on the dosage and
frequency as required and tolerated by the patient. A "patient" or "subject" for the purposes
of the present invention includes both humans and other animals, particularly mammals. Thus
the methods are applicable to both human therapy and veterinary applications. In the
preferred embodiment the patient is 2 mammal, preferably a primate, and in the most
preferred embodiment the patient is human. Other known cancer therapies can be used in
combination with the methods of the invention. For example, inhibitors of Want signaling may
also be used to target or sensitize a cell to other cancer therapeutic agents such as SFU,
vinblastine, actinomycin D, cisplatin, methotrexate, and the like. In other embodiments, the

methods of the invention can be used with radiation therapy and the like.

EXAMPLES

[0158] The following examples are offered to illustrate, but not limit the claimed invention.

Example 1.

[0159] The data in Figure 1 show that even though N-cadherin is expressed in only a small
subset of the androgen independent cells, that treatment with antibody is sufficient to delay to
growth and progression of the androgen independent tumors (pink and yellow curves). These
data suggest that the N-cadherin population of cells is required for androgen independent
tumor formation, and that blocking it is sufficient to delay tumor progression. These data are
consistent with an interpretation that N-cadherin marks a population of androgen independent
stem cells. Blocking growth of the stem cells is enough to block growth of the tumor. These
data also show that antibodies may work on cells that express normal or even low levels of
N-cadherin.

[0160] As shown in Figure 2, cells were injected into castrate mice, and the N-cadherin
positive cells formed tumors more quickly and efficiently than the negative population,
suggesting that N-cadherin positive cells are gither have a growth advantage, or that they
have stem cell characteristics and are more tumorigenic than the negative population.

Unsorted cells grow similar to the N-cadherin positive cells.

[0161] As shown in Figures 3 and 4, tumors from 100% N-cad positive cells are only
41.25% positive for N-cadherin, suggesting that these cells give rise to N-cadherin null cells.

This is consistent with the hypothesis that N-cadherin positive cells are stem cells that can

52



10

54

WO 2010/054397 PCT/US2009/1163921

give rise to more differentiated, N-cadherin negative cells. Meanwhile, the N-cadherin
negative population gives rise to tumors that are 9% N-cadherin positive, similar to the
unsorted cells. This suggests that growth of these cells requires that a stem-like population
acquire or upregulated N-cadherin in order to form androgen independent tumors. The delay
in tumorigenicity is caused by the requirement for N-cadherin to give rise to androgen

independent fumors.

[0162] It is understood that the examples and embodiments described herein are for
illustrative purposes only and that various modifications or changes in light thereof will be
suggested to persons skilled in the art and are to be included within the spirit and purview of
this application and scope of the appended claims. All publications, patents, and patent

applications cited herein are hereby incorporated by reference in their entirety for all

purposes.
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WHAT IS CLAIMED 18S:

1. A method of treating a cancer patient, comprising the steps of:

(a) obtaining a test tissue sample from an individual at risk of having a cancer
that expresses a N-cadherin proten,

(b) determining the presence or absence or amount of the N-cadherin protein
in the test tissue sample in comparison to a control tissue sample from an individual known to
be negative for the cancer; thereby diagnosing said cancer that expresses a N-cadherin
protein, wherein the N-cadherin protein is expressed at normal or low levels, or is expressed
by a subset of cells, and wherein the N-cadherin protein is not overexpressed; and

(c) administering an effective amount of N-cadherin antibody or fragment

thereof to the individual at risk of having a cancer that expresses a N-Cadhcrin protein.

2. The method of claim 1, wherein said tissue sample 1s prostate or
bladder tissue.

3 The method of claim 1, wherein said cancer is a prostate cancer.

4. The method of claim I, wherein said cancer is a bladder cancer.

5. The method of claim 1, wherein said cancer is a hormone refractory

prostate cancer.

6. The method of claim 1, wherein said cancer is a metastatic cancer.

7. The method of claim 1, wherein said antibody is a monoclonal
antibody.

8. The method of claim 1, wherein the fragment is a scFv.

9. The method of claim 1, wherein the fragment is a diabody.

10.  The method of claim 1, wherein said antibody blocks hormone

refractory prostate cancer.

11.  The method of claim 1, wherein said antibody blocks cancer stem

cells.

12. A method of identifying cancer stem cells, comprising the steps of:
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(a) obtaining a test tissue sample from an individual at risk of having a cancer

that expresses a N-cadherin protein;

(b) determining the prescnce or absence of cancer stem cells in the test tissue
sample in comparison to a control tissue sample from an individual known to be negative for
the cancer; wherein the N-cadherin protein is expressed at normal or low levels, or is

expressed by a subset of the stem cells and is not overexpressed.

13 The method of claim 12, wherein said tissue sample i3 prostate or

bladder tissue.
14.  The method of claim 12, wherein said cancer is a prostate cancer.
15. The method of claim 12, wherein said cancer is a bladder cancer.

16. The method of claim 12, wherein said cancer is a hormone refractory

prostale cancer.

17. The method of claim 12, wherein said cancer is a metastatic cancer.
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PARA EL TRATAMIENTO DE CANCERES QUE EXPRESAN N-CADHERINA,

INCLUYENDO CANCERES DE PROSTATA Y VEJIGA.



N-CADHERINA: BLANCO PARA DIAGNOSIS Y TERAPIA DE CANCER

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reivindica prioridad al documento
USSN 12/268.302, presentade el 10 de noviembre de 2008,

incorporado por referencia en su totalidad.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

INTRODUCCION

[0001] El cancer de préstata es la condicidén maligna méas
comiun y la segunda causa de muertes relacionadas con el cancer
en los hombres en los EE.UU. El céancer de préstata es una
enfermedad biolégicamente y clinicamente heterogénea. Una
mayoria de hombres con esta condicidén maligna muestra canceres
de crecimiento lento gque tal vez no incidan scbre la
expectativa de vida de un individuo, mientras gue otros son
afectados de tumores metastadsicos rapidamente progresivos. La
deteccidén selectiva por PSA tiene un valor limitado por su
falta de caracter especifico y su incapacidad de predecir
cudles ©pacientes corren el peligro de desarrollar una
enfermedad metastasica refractaria de las hormonas. Los
estudios recientes que preconizan reducir el umbral de PS5A para
el diagnésticce pueden incrementar la cantidad de diagnésticos

de cancer de prostata y complicar mds aun la identificacidn de
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pacientes «con cénceres indolentes vs. canceres agresivos
(Punglia et al., N Engl J Med, 349: 335-342 (2003)). 3e
necesitan urgentemente nuevos marcadores de suercs y tejidos
gue se correlacionan con prondsticos clinicos o que permitan
identificar pacientes «con una enfermedad potencialmente

agresiva (Welsh et al., Proc Natl Acad Sci U S A, 100: 3410-

3415 (2003)).
[0002] Los estudios de perfilado recientes sugieren que las
signaturas de expresidén para tumores metastasicos vs. no

metastdsicos puede residir en el tumor primaric {Ramaswamy et
al., Nat Genet, 33: 49%9-54 (2003); Sotiriou et al., Proc Natl
Acad Sci U S A, 100: 10393-10398 (2003)). Con alguna
frecuencia, en el tumor primario puede haber presentes rasgos
adicionales que predisponen a los tumores a formar metastasis
en organos especificos (Kang et al., Cancer Cell, 3: 537-549
(2003)). Estas observaciones recientes sugieren que es posible
identificar en la etapa temprana de la enfermedad novedosos
marcadores de cancer de prdstata premetastasicos o
prerrefractarics a las hormonas. Estos marcadores también
pueden desempafiar un rol en la biologia de la progresién o
evolucién del cancer de prostata metastdsico o refractario a
las hormonas. Los eJjemplos recientes de genes presentes en
tumores primarios que se correlacionan con el desenlace ©

diagnéstico y gue desempefian un rol en la biologia de la
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progresién del cancer de préstata incluyen la EZHZ y LiIM
guinasa (Varambally et al., Nature, 419: 624-629 {2002 ;
Yoshioka et al., Proc Natl Acad Sci U S A, 100: 7247-7252

(2003)). Sin embargo, no se secreta ninguno de estos genes.

[0003] Agqui describimos un método de tratamiento o
diagnéstico de un paciente con cancer, en donde la proteina N-
cadherina en las células cancerosas Se expresa en niveles
normales © bajos o se expresa por medic de un subgrupo de
células cancerosas y no estad sobreexpresada. También informamos
acerca de un método de identificacidén de células madre de
cancer determinandc la presencia o ausencia o la cantidad de

proteina N-cadherina en la muestra de tejido de ensayo.

BREVE SINTESIS DE LA INVENCION

[0004] En un primer aspecto, la presente invencion
proporciona un método de tratamiento de un paciente con cancer,
que comprende las etapas de: obtener una muestra de tejido de
ensayo de un individuo en riesgo de tener un céancer gue expresa
una proteina N-cadherina; determinar la presencia o ausencla ©
la cantidad de la proteina MN-cadherina n la muestra de tejido
de ensayo en comparacién con una muestra de tejido de control
de un individue del que se sabe que es negativo al céancer;

diagnosticande asi dicho cancer que expresa una proteina N-



cadherina, en donde la proteina N-cadherina se expresa en
niveles normales o hajos o se expresa por medio de un subgrupo
de células vy en donde la proteina N-cadherina no se
sobreexpresa; y administrar una cantidad efectiva de anticuerpo
de N-cadherina o uno de sus fragmentos al individuo en riesgo

de tener un cancer gque expresa una proteina de N-cadherina.

[0005] En otro aspecto, la presente invencidn preoporciona un
método de identificacidén de <células madre de cancer, que
comprende las etapas de: obtener una muestra de tejido de
ensayc de un individuc en riesgo de tener un ciancer dque expresa
una proteina N-cadherina; determinar la presencia o ausencia de
ceélulas madre de cancer en la muestra de tejido de ensayo en
comparacidén con una muestra de tejido de contrel de un
individuo del gue se sabe que es negativo al cancer; en donde
la proteina N-cadherina se expresa en niveles normales o bajos

0 se expresa por medio de un subgrupo de células madre y no se

sobreexpresa.
[G006] En una forma de realizacidén, dicha muestra de tejido
es tejido de préstata o de vejiga. En otra forma de

realizacidén, dicho cancer es un cancer de préstata. En otra
forma de realizacién, dicho céncer es un cancer de vejiga. En
otra forma de realizacidén, dicho cancer es un cancer de
préstata refractario a las hormonas. En otra forma de

realizacidén, dicho cédncer es un cancer metastasico. En otra
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forma de realizacién, dicho anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal. En otra forma de realizacidn, el fragmento es un

scFv. En otra forma de realizacidén, el fragmento es un

dlacuerpo.

[0007] En cualquiera de los aspectos y formas de realizacidn
anteriores, el tejido, el céncer, el sujetoc o el paciente por
tratar es humano o mamifero. En cualquiera de los aspectos ¥y
formas de realizacién anteriores, el cancer puede ser un cancer

independiente de andrégenos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0008] Figura 1. (a) tincién inmunohistoguimica de un cancer
de préstata LAPC 9 independiente de andrégenos, que muestra que
la N-cadherina se expresa soclamente por medio de un pequeno
subgrupo de células (b tratamientce de tumcres  LAPC-8
independientes y dependientes de andrbogencs con PBS de control

o anticuerpos de N-cacherina 1H7 y EC4.

[0009] Figura 2. Se «clasificaron células positivas ¥y
negativas de N-cadherina, dando como resultado una peblacién de
células que eran 100% y 0% positivas para N-cadherina,

respectivamente.



[0010] Figuras 3 vy 4. Analisis de FACS de tumores gue
crecieron de c¢élulas puramente positivas y negativas de N-

cadherina, vs. la poblacidén de control no clasificada.

[0011] Figuras 5 y ©: secuencias de N-cadherina.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0012] Informamos aqui acerca de la identificacién,
caracterizacién y wvalidacidén de un producto génico Jgue se
expresan en cancer de prodstata y céncer de vejiga refractarios

a las hormonas. Este producto génico es N-Cadherina.

{0013] La N-cadherina no necesita ser sobreexpresada en
comparacién con los tejidos normales blancoes de tratamientc y
diagnosis. Se puede expresar en niveles bajos y también se
puede expresar s6lc por medio de un subgrupo de células. Los
datos muestran que €l direccionamiento de la N-cadherina
incluso en un 5% de células de céncer de préstata es suficiente
para bloquear la progresion de canceres de proéstata a la

resistencia de castracidén.

[0014] N-cadherina es un blanco en células madre de cancer.
Los datos que muestran que el apuntar a la N-cadherina en 5 % o
mencs de las células es suficiente para bloguear la progresidn
del tumor, es coherente con la hipétesis de que la WN-cadherina

es un marcador de células madre de céncer, y que la inhibiciédn
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de la N-cadherina sobre estas células véstago es suficiente
para bloquear el desarrollo o crecimiento del tumor como un

todo.

f0015] Las c¢élulas que expresan N-cadherina, compatible con
el hecho de que se trata de un marcador de células madre de
céncer, son mas tumorigénicas que las células gque no expresan
N-cadherina. Las células que son N-cadherina positivas pueden
dar origen a c¢élulas que son N-cadherina negativas, lo dque
también es compatible con la teoria de que la N-cadherina es un
novedoso marcador de células madre de céancer. Finalmente, los
tumores deben regularse ascendentemente o adgquirir N-cadherina
para crecer. Es decir, las células vastage tumorales han de
adguirir propiedades malignas de transicidén epiteliales a

mesenguimales para ser tumorigénicas.

[0016] Por lo tanto, la MN-cadherina es un objetivo
terapéutico especialmente prometedor para la terapia contra el
cancer incluyendo, perc sin limitacidén, céncer de préstata y de
vejiga. Se la encuentra sobre las superficies de las células,
sobreexpresada en muchos tumores epiteliales, y estd asociada
con la invasidén, metdstasis y posiblemente independencia con
respecto a las hormonas andrégenas. Tal como se indica en la
presente invencién, las células madre de cancer muestran una
expresién normal o baja de la N-cadherina. Por ello, los

anticuerpos contra la N-cadherina son un agente particularmente

7



preferido para su usc en el tratamiento de canceres, los que
incluyen perc no a titulo de limitacidén, los canceres
epiteliales, urogenitales {vejiga, préstata), y mas
particularmente, sus formas invasivas o de metéstasis. En
algunas formas de realizaciédn, se prefieren anticuerpos
monoclonales dirigidos contra un dominio extracelular de N-
cadherina. En otras formas de realizacidn, para tratar estos
cénceres se prefieren el primer dominio extracelular (ECL),
porciones de los dominios primero y segundo, o©o el cuarto
dominio extracelular. En algunas formas de realizacidn, para
estos tratamientos se prefiere particularmente el uso de un
anticuerpe dirigido hacia el dominio extracelular por cuanto se
ha comprobado gque este dominic es importante para el potencial
de pro-motilidad e invasivo (Véase, Kim et al, J celula Biol.
151(6):1193-206 (2000), incorporadc a titulo de referencia en
su totalidad en cuanto a la definicidén de los diversos dominios

N-cadherina.

[0017] La expresién de N-cadherina puede contribuir a la
invasién y metastasis del céncer de prostata y vejiga, asi como
el progreso del cancer de prdstata en enfermedad refractaria a
las heormonas. La N-cadherina puede ser un blanco terapeutico
tanto scla como en combinacidédn c¢on otros inhibidores de

moléculas pequefias de mTOR y EGFR. El direccionamiento de la N-

&4



cadherina puede ayudar a prevenir ¢ controlar cancer de

préstata invasivo v metastasico.

Definiciones

[0018] “N-Cadherina” se refiere a Acidos nuclelices, por
ejemplo genes, pre-mARN, mARN, vy polipéptides, variantes
polimorfas, alelos, mutantes, e homdlogos interespecies que:
(1) tienen una identidad de secuencia de aminoadcidos superior a
aproximadamente 60%, 65%, 0%, 75%, 80%, 85%, 20%,
preferentemente 91%, 92%, 93%, 94%, 095%, 96%, 97%, 98% o 99% o
mayor, preferentemente scbre una regidén de por 1o menos
aproximadamente 25, 50, 100, 200, 500, 1000, o mas amincacidos,
con respecto a un polipéptido codificado por un acido nucleico
respectivamente referenciado o de una secuencia de aminocacidos
descrita en la presente, por ejemplo, comc se ilustra en las
Figuras 5 y 6, respectivamente; {2) se ligan especificamente a
anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos policlonales, preparados
contra un inmundégenc que comprende una secuencia de aminoidcidos
de referencia como se ilustra en las Figuras 5 y 6,
respectivamente; fragmentos inmundgenos respectivamente de
ellos; vy variantes modificados de manera conservadora, de
ellos; (3) se hibridan especificamente bajo condiciones de
hibridacién a un secuencia de amincécidos de referencia como se

ilustra en las Figuras 5 y 6, respectivamente, y variantes
9



modificadas de manera conservadcra, de ellos; (4) tienen una
secuencia de 4&cido nucleico gue tiene una identidad de
secuencias de nucleotidos superior a aproximadamente 95%,
preferentemente superior a aproximadamente 96%, 97%, 098%, 99%,
o superior, preferentemente sobre una regidn de por lo menos
aproximadamente 25, 50, 100, 150, 200, 250, 500, 1.000, o méas
nucledtidos, con respecto a una secuencia de acido nucleico de
referencia mostrada, respectivamente, en las Figuras 5 y 6. Una
secuencia de pelinucledtido o polipéptide proviene tipicamente
de un mamifero que incluye, a titulo no limitativo, los
primates, por ejemplo, un ser humano; un roedor, por ejemplo,
rata, ratdén, hamster; vaca, cerdo, caballo, oveja o cualguier
mamifero. Los &cidos nucleicos y las proteinas de la invencion

incluyen tante moléculas de presentacidn natural COmo

recombinante.
[0019] El término “cancer” se refiere a canceres y
carcinomas, adenocarcinomas, linfomas, leucemias, etc.,

humanos; lo que incluye tumores solidos y canceres linfoides,
cancer de rindén, pecho, pulmén, rifndn, vejiga, colon, de
ovario, de préstata, pancreas, de estémago, de cerebro, cabeza
y cuelio, piel, de utero, testicular, de eséfago e higado,
linfoma, lo gue incluye linfoma de Hodgkin y linfoma gue no es
de  Hodgkin, y mieloma miltiple. La expresién “céancer
urogenital” se vrefiere a los canceres humanos del tracto

10
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urinaric y de los tejidos genitales, lo gue incluye pero no a
titulo de limitacidn los tejidos renales, de la vejiga, tracto
urinario, uretra, prbstata, pene, testiculos, de vulva, vagina,

cuelloc de uterc y de ovario.

[0020] El ca&ncer a ser tratado en la presente puede ser uno
caracterizado por una expresién baja o normal (peroc no
sobreexpresién) de N-cadherina. En una forma de realizacidn de
la invencién, se llevard a cabo un ensayo de diagndstico o de
prondstice para determinar si el céncer del paciente se
caracteriza por la expresién baja ¢ normal de N-cadherina. Se
consideran diversos ensayos para determinar dicha expresidn, y
los mismos incluyen ensayos de inmunohistoquimica, FISH vy
antigeno de shed, southern blotting, o técnicas de PCDR. Por
otra parte, la expresién o amplificacidén de la N-cadherina
puede ser evaluada medianite un ensayo de diagnédstice in vivo,
por ejemplo mediante la administracién de una molécula (tal
como un anticuerpo) que se liga a la molécula a ser detectada y
que estd rotulada con una etiqueta detectable (por ejemplo un
radioisétopo radicactivo) y escaneandc externamente el paciente
para localizar la etiqueta. En algunas formas de realizacidn,
el cancer o célula madre cancercsa por tratar no es todavia

invasive, perc expresa N-cadherina.

[0021] Las expresiones canceres, células tumorales, ¥

tumores “resistentes a la terapia” se refieren a canceres que
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se han hecho resistentes o refractarios a cualquiera ¢ a ambos
de los siguientes tipos de terapia: terapias de cancer mediadas
por apoptosis (por ejemplo, mediante la seflalizacidn de células
receptoras muertas, por ejemplo, el receptor de ligando Fas,
receptores TRAIL, TNF-R1, drogas quimioterapéuticas, radiacion)
y terapias de cancer no mediadas por apoptosis (por ejemplo,
farmacos tdxicos, productos quimicos), lo que incluye

guimioterapia, terapia hormonal, radioterapia e inmunoterapia.

[0022] “Expresidén baja o normal” se refiere a la expresiodn
de ARN o proteina de N-Cacherina, en una muestra de tejido de
ensayo gque es aproximadamente igual o menor gque la expresidn de
ARN o proteina de N-Cadherina en una muestra de tejido de
control. En una forma de realizacidén, la muestra de tejido es

autdloga.

[0023] Las expresiones “céncer que expresa N-cadherina” vy
“cancer asociado con la expresién de N-cadherina” se refieren
de manera intercambiable a células © tejidos de cancer dque

expresan N-cadherina de acuerdo con la precedente definicidn.

[0024] Las expresiones “antigenc asociado & cancer” o
“marcador especifico para tumor” se refieren de manera
intercambiable a una molécula (tipicamente wuna proteins,
carbohidrato de lipido) que se expresa de manera preferente en
una célula de céncer en lugar de en una célula normal, y que €S

atil para el apuntamiento preferencial de un agente
12
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farmacolégico a la célula de céancer. Es posible expresar un
marcador © antigeno sobre la superficie de la célula o dentro
de la célula. Frecuentemente un antigeno asociado a cancer es
una molécula gue se sobreexpresa o© estabiliza con una
degradacién minima en una célula de cancer en comparacion con
una célula normal, por ejemplo, una sobreexpresidén del doble,
una sobreexpresién del triple ¢ mas en comparacidédn con una
célula normal. Frecuentemente un antigeno asociadoc a cancer es
una molécula que esta inadecuadamente sintetizada en una célula
de cancer, por ejemplo, una molécula que contiene supresiones,
adiciones o mutaciones si se compara con la molécula expresada
sobre una células normal. Frecuentemente un antigeno ascociado a
cancer se expresard exclusivamente en una célula de cancer y no
se sintetizard ni expresard en una célula normal. Los ejemplos
de marcadores de tumores de superficie celular incluyen las
proteinas c-erbB-2 y el factor del receptor del desarrollc
epidérmico humano (HER, human epidermal growth factor receptor)
para el céancer de mama, PSMA para el cancer de prostata, y los
carbohidratos mucina en numeroscs cénceres, lo gque incluye
cancer de mama, de ovario y colorrectal. Los ejemplos de
marcadores intracelulares incluyen, por ejemplo, proteinas
supresoras de tumor mutadas, o proteinas de lcs ciclos de las

células, lo gue incluye pb53.
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[0025] La expreslidon “agonista” se refiere a un agente gus se
liga a un polipéptido o polinucledtido de 1la invencién,
estimula, incrementa, activa, facilita, refuerza la activacion,
sensibiliza o regula ascendentemente la actividad c© expresiodn

de un polipéptido o polinucleédétido de la invencidn.

[0026] La expresidén “un antagonista” se refiere a un agente
que inhibe la expresidén de un polipéptido o polinucledtido de
la invencién o que se liga a, bloguea total o parcialmente la
estimulacién, disminuye, impide, retarda la activaciédn,
desactiva, desensibiliza, 0 regula descendentemente 1la

actividad de un polipéptido o polinucleétido de la invencidn.

[0027] Las expresiones “inhibidores”, “activadores” Y
“moduladores” de la expresidén o de la actividad se utilizan
para referirse a moléculas inhibidoras, activadoras, o
moduladoras, que se identifican mediante ensayos in vitro e in
vive para establecer la expresién o actividad, por ejemplo,
ligandos, agonistas, antagonistas, v sus homdlogos y miméticos.
El término “modulador” incluye inhibidores y activadores. Los
inhibidores son agentes gue, por ejemplo, inhiben la expresidn
de un polipéptidc o de un peclinucledtido de la invencidn o que
se ligan a, bloguean parcialmente o totalmente la estimulacidn
de bloque o la actividad enzimatica, o que se ligan o bloguean
parcialmente o totalmente la estimulacién de bloque o la

actividad enzimatica, disminuyen, previenan, retardan 1a
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activacioén, desactivan, desensibilizan o regulan
descendentemente la actividad de un polipéptido o]
polinucledétido de la invencién, por ejemplo, antagonistas. Los
activadores son agentes gque, por ejemplo, inducen o activan la
expresién de un polipéptido o polinucledtido de la invencidn ©
que se ligan, estimulan, incrementan, abren, activan,
facilitan, refuerzan la activacién ¢ la actividad enzimatica,
sensibilizan o regulan ascendentemente la actividad de un
polipéptido o polinucleétido de la invencién, por ejemplo,
agonistas. Los moduladores incluyen ligandos, antagonistas,
agonistas, moléculas quimicas y similares, de presentacidn
natural o sintéticos. Los ensayos para identificar inhibidores
y activadores incluyen, ©por ejemplo, la aplicacién de
potenciales compuestos moduladores a células, en la presencia
de o ausencia de un polipéptido o polinucleétido de la
invencién y sequidamente se determinan los efectos funcionales
sobre la actividad de un polipéptido o polinucledtido de la
invencién. Las muestras o ensayos que comprenden un polipéptido
o polinucleétide de la invencién que son tratados con un
activader, inhibidor, o modulador, potenciales, se comparan con
muestras de control sin el inhibider, activador, o© modulador
para observar la amplitud del efecto. A las muestras de control
{(no tratadas con moduladores) se les asigna un valoxr de

actividad relativa del 100%. Se lleva a cabo la inhikicién
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cuande el  wvalor de la actividad de un polipéptide o
polinucleétido de la invencidén con respecto al control es de
aproximadamente el 80%, opcicnalmente 50% ¢ 25-1%. Se logra la
activacién cuando el valor de la actividad de un peolipéptidoe o©
polinucleétido de la invencidén con respecto al control es del
110%, opcicnalmente 150%, opcionalmente 200-500%, o 1.000-

3.000% superior.

[0028] Las expresiones “compuestos de prusba” o “candidato a
farmaco” ¢ “modulador” o sus equivalentes gramaticales, tal
como se utilizan en la presente describen cualquier molécula,
de presentacién natural ¢ sintética, por ejemplo, proteina,
oligopéptide {por ejemple, con una longitud de aproximadamente
5 aproximadamente 25 aminodcidos, preferentemente con una
longitud de aproximadamente 10 a 20 o de 12 a 18 aminoacidos,
preferentemente con una longitud de 12, 15, o 18 aminocacides),
pequefas moléculas orgénicas, polisacarides, lipidos, acidos
grasos, polinucledtidos, ARNi, SiARN, anticuerpo,
oligonucleétido, etc. Los compuestos de prueba pueden estar en
forma de una biblioteca de compuestos de prueba, tal como una
biblioteca combinatoria o aleatorizada gue provea un suficiente
intervale de diversidad. Los compuestos de prueba estan
opcionalmente ligados a un companero de fusidn, por ejemplo,
compuestos de apuntamientc, compuestos de rescate, compuestos

de dimerizacién, compuestos estabilizadores, compuestos
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dirigibles, y otras partes funcionales. De manera convencional,
las nuevas entidades guimicas con propledades Gtiles se generan
mediante la identificacién de un compuesto de prueba
(denominado “compuesto de guia”) con alguna propiedad o
actividad deseables, por ejemplo, una actividad inhibidora,
creadndose variantes del compuesto de guia, y evaluandose la
propiedad ¢ actividad de diches compuestos variantes. Es
frecuente gue para un andlisis de este tipo se utilicen metodos
HTS (high throughput screening, deteccidén selectiva de elevado

pasoj .

[0029] La expresién “pequena molécula organica” se refiere a
una molécula orgdnica, de presentacién natural o sintetica, que
tiene un pesoc molecular de mas de aproximadamente 50 Daltons y
de menos de aproximadamente 2.500 Daltons, preferentemente,
inferior a aproximadamente 2.000, preferentemente entre
aproximadamente 100 y aproximadamente 1.000 Daltons, mas
preferentemente entre aproximadamente 200 y aproximadamente 500

Daltons.

[0030] Los agentes citotéxicos incluyen fadrmacos
“especificos para el ciclo de las células” o “antimitdticos” o
de “interaccién citoesquelética”. Estos términos se refieren de
manera intercambiable a cualquier agente farmacoldgico dque
blogquee las células en mitosis. Tales agentes son utiles en

quimioterapia. En términos generales, los farmacos especificos
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para el ciclo de las células se ligan a la proteina tubulina
citoesquelética y bloquean la capacidad de la tubulina de
polimerizarse en forma de micretdbules, con el resultado de la
detencién de la divisidn de las células en metafase. Los
ejemplos de farmacos relacionados con el ciclc de las células
incluyen los alcaloides vinca, taxanos, colchicina, Y
podofilotoxina. Los ejemplos de vinca alcaloides incluyen la
vinblastina, vincristina, vindesina y vinorelbina. Los ejemplos
de taxanos incluyen paclitaxel y docetaxel. Otro ejemplo de

farmaco de interaccién citoesquelética es 2-metoxiestradiol.

[0031] Las expresiones “siARN” o “ARNi” se refieren a un
dcido nucleico que forma un BRN de doble filamentc, cuyo ARN de
doble filamento tiene la capacidad de reducir o inhibir la
expresién de un gen o gen apuntado cuando el siARN expresado en
la misma célula como el gen ¢ gen apuntado. Por lo tanto, las
expresiones “siARN” o "“ARNi” se refieren al ARN de doble
filamento formado por los filamentos complementarios. Las
porciones complementarias del siARN gue se hibridan de manera
de formar la molécula de doble filamento tienen una identidad
sustancial o completa. En una forma de realizacidén, un siARN se
refiere a un &cido nucleico que tiene una identidad sustancial
o completa con un gen apuntado y forma un siARN de doble
filamento. Tipicamente, el siARN tiene una longitud de por lo

menos aproximadamente 15-50 nucledtidos (por ejemplo, cada
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secuencia complementaria del siARN de doble filamento tiene una
longitud de aproximadamente 15-50 nucleétidos, y la longitud
del sIRNA de doble filamento es de aproximadamente 15-50 pares
de base, preferentemente de aproximadamente 20-30 nucledtidos
de base, preferentemente aproximadamente 20-25 o de
aproximadamente 24-29 nucledtidos de longitud, por ejemplo, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 6 30 nuclebtidos de

longitud.

[0032] El disefio y la preparacidén de moléculas y vectores de
siARN son bien conocidos de la perscna con pericia en la
especialidad. Por ejemplo, un proceso eficiente para disenar un
SiARN adecuado consiste en empezar en el coddn de inicio AUG
del transcripto de mARN y escanear en busca de secuencias de
dinucledétidos de AR (Véase, Elbashir et al. EMBO J 20: 6877-
6888 (2001). Cada AR y los nucleétidos 3’ adyacentes son sitios
potenciales de objetivos siARN. La longitud de la secuencia de
sitic advacente determinara la longitud del siARN. Por ejemplo,
19 sitios adyacentes darian un siARN de 21 nucledétidos de
longitud. Los siARNs con 3' que sobrevuela dinucledtidos UU son
frecuentemente los més efectives. Este enfoque es también
compatible con el uso de ARN pol III para transcribir siARNs de
hebilla. E1 ARN pol III termina la transcripcidn en los tractos
poli(T) de 4 nucledtidos de manera de crearxr moléculas de ARN

gue tienen un corta cola poli(U). Sin embargo, los siARNs con
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otros sobrevuelos de dinucledtidos 3' terminales también pueden
inducir de manera efectiva los ARNi, y es posible seleccionar
la secuencia empiricamente. Para la selectividad, es posible
evitar secuencias objetivo con mas de 16 - 17 pares de bases
contiguas de homologia con respecto a otras secuencias
codificadoras, para lo cual se lleva a cabo una busqueda con

BLAST (Véase, www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) .

{0033] El siARN puede administrarse directamente, o0 es
posible utilizar vectores de expresidén siARN para inducir con
dichos criterios de disefio. Un vector puede tener dos
repeticiones invertidos separades por una corta secuencia
separadora que terminan con un filamento de T gue sirven para
terminar la transcripcién. Se predice que el transcripto de ARN
expresado se plegard en un siARN de hebilla corta. La seleccidn
de la secuencia objetive de siARN, la longitud de las
repeticiones invertidas que codifican el véstago de una hebilla
potencial, el orden de las repeticiones invertidas, la longitud
y composicién de la secuencia separadora que codifica el bucle
de la hebilla, y la presencia o ausencia de los sobrevuelos 5,
pueden variar. Un orden preferido para el casete de expresidn
de siBRN es: filamento de sentido, separador corto, y filamento
antisentido. Los siARNs de hebilla con varias longitudes de
vastago (por ejemplo, de 15 a 30) pueden ser adecuados. La
longitud de los filamentos de sentido y antisentido gque ligan
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los bucles del siARN de hebilla pueden tener variadas
longitudes (por ejemplo, de 3 a 9 nucledtidos, o mas largos}.
Los vectores pueden contener promotores y reforzadores de
expresién u otros elementos reguladores que estan operablemente
ligades a la secuencia de nucledtidos que codifican el siARN.
La expresidon “secuencias de control” se refiere a secuencias de
ARN necesarias para la expresién de una secuencia codificadora
operablemente ligada en un organismo hospedante particular. Las
secuencias de control gue son adecuadas para los procariotas,
por ejemplo, incluyen un promotor, opcilonalmente una secuencia
operadora, y un sitio de ligacién ribosoma. Es sabide que las
células eucariotas utilizan promcteres, sefiales de
poliadenilacién, y reforzadores. Estos elementos de control
pueden estar disefiados para permitir que el médico clinico
active o desactive la expresién del gen mediante la adicidén o
control de factores externcs a los cuales responden 1os

elementos reguladores.

[0034] Para 1la construccidén de vectores adecuados que
contienen el agente terapéutico deseado y las secuencias de
control se emplean técnicas de ligacidn de restriccidn estandar
bien conocidos de la persona con pericia en la especialidad
(Véase Maniatis et al., 1n Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York (1982)). Los
plasmides, secuencias de DNA, o oligonucledtidos sintetizados,
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aislados, son desdoblados, ajustados a medida, y vueltos a

enlazar en la forma deseada.

[0035] El &cido nucleico estd “operablemente ligade” cuando
estd colocado en una relacidén funcional con otra secuencia de
dcido nucleico. Por ejemplo, el DNA para una presecuencia o
lider secretorio estd operablemente ligado a DNA para un
polipéptide si esta expresadc como una preproteina que
participa en la secrecidén del polipéptido: un promotor o
reforzador estd operablemente ligado a wuna secuencia de
codificacién si influye sobre la transcripcidén de la secuencia;
o un sitio de ligacidén ribosoma estd operablemente ligado a una
secuencia de codificacién si estd posicionado de manera de
facilitar la traduccién. En términos generales, “operablemente
ligado” significa gue las secuencias de ADN gue se estan
ligando estan cercanas entre si, y, en el casc de un lider
secretorio, contiguos y en fase de lectura. Sin embargo, no es
necesario gque los reforzadores sean contiguos entre si. La
ligacién se lleva a cabo por ligacidon en sitios de restriccidn
adecuados. 51 tales sitios no existen, se utilizan 1los
adaptadores o ligadores de oligonucleétidos sintéticos, de

acuerdo con la practica convencional.

[0036] La expresion “determinacién del efecto funcional” se
refiere al hecho de someter a ensayo un compuesto due

incrementa o disminuye un parametro gque se halla indirecta o
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directamente bajo la influencia de un polinucledtido de la
invencién, por ejemplo, la medicidén de efectos fisicos vy
quimicos o fenotipicos. Tales efectos funcionales pueden
medirse mediante cualgquier medio conccido de la persona con
pericia en la especialidad, por ejemplc, mediante cambios en
las propiedades espectroscépicas (por ejemplo, fluorescencia,
absorcidn, indice de refraccién), hidrodindmicos {por ejemplo,
la forma), cromatograficas o de sclubilidad de la proteina; la
medicidén de marcadores inducibles o] la activacidn
transcripcional de la proteina; la medicién de la actividad de
ligacién o de los ensaycs de ligacidn, por ejemplo la ligacidn
a los anticuerpos; la medicién de cambios en la afinidad de la
ligacién del ligando; la medicién del flujo de calcio
ingresante; la medicién de la acumulacién de un producto
enzimatica de un polipéptido de la invencidn o el agotamiento
de un substrato; cambios en la actividad enzimatica, por
ejemplo, la actividad de guinasa, la medicién de cambios en los
niveles de las proteinas de un polipéptido de la invencidn; la
medicién de una estabilidad de ARN; la ligacidén de la proteina
G; la fosforilacién o desfosforilacién de GPCR; la transduccidn
de sefiales, por ejemplo, las interacciones entre receptor Yy
ligando; las concentraciones del segundo mensajero (por
ejemplo, cAMP, IP3, o CaZ+ intracelular); la identificacidn de

la expresién de genes corriente abajo o de genes informantes



(CAT, luciferasa, f-gal, GFP vy similares), por ejemplo,
mediante quimioluminiscencia, fluarescencia, reacciones
colorimétricas, ligacidn de anticuerpos, marcadores inducibles,

y ensayos de ligacioéon de ligandos.

[0037] Las rmuestras o ensayos gue comprenden un acido
nucleico o proteina revelados en la presente gue son tratados
con un activador, inhibider, o modulador potenciales, son
comparados con muestras de control sin el inhibidor, activador,
o modulador a efectos de examinar la amplitud de la inhibicidn.
A las muestras de control (no tratadas con inhibidores) se les
asigna un valor de actividad relativa de proteina del 100%. La
inhibicién ha sido realizada cuando el valer relativo de la
actividad con respecte al control es de aproximadamente 80%,
preferentemente 50%, mas preferentemente 25-0%. La activacidn
se ha logrado cuando el valor relativo de la actividad con
respecto al contrel {que no ha sido tratado con activadores) es
de 110%, mas preferentemente 150%, mas preferentemente 200-500%

(por ejemplo, con un valor gue es del doble o quintuplo del

valor del control), mas preferentemente superior en 1.000-
3.000%.
[0038] La expresién “muestra biclégica” incluye secciones de

tejidos tales como muestras de biopsia y autopsia, y secciones
congeladas tomadas para estudios histoldgicos. Tales muestras

incluyen sangre vy fracciones o productcs de sangre (por
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ejemplo, suero, plasma, plaquetas, células rojas de la sangre,
y similares), esputos, tejidos, células cultivadas, por
ejemplo, cultivos primarios, explantes, ¥ células
transformadas, heces, orina, etc. Tipicamente se obtiene una
muestra biolégica a partir de un microorganismo eucariota, mas
preferentemente un mamifero tal como un primate por ejemplo,
chimpancé o ser humano; vaca; perro; gato; un roedor, por

ejemplo, cobayo, rata, ratédn, conejo; o un ave, reptil o pez.

[0039] El término “biopsia” se refiere al proceso de remover
un tejideo para su evaluacidon para diagndstico o prondstico; y
al espécimen de tejido comc tal. En los métodos de diagndstico
y de prondstico de la presente invencidén puede emplearse
cualquier técnica de biopsia. La técnica de biopsia utilizada
dependerd del tipo de tejido a ser evaluado (es decir,
prostata, noddule linféatico, higado, célula sanguinea), el
tamario y tipo del tumor {es decir, tumor sélido o en suspension
(es decir, sangre o ascitis)), entre otros factores. Las
técnicas representativas de biopsia abarcan biopsia de
escisién, biopsia de aguja, biopsia quirtrgica, y biopsia de
nédula dsea. Una “biopsia de escisién” se refiere a la remocidn
de una masa tumoral entera con un peguefo margen de tejido
normal que lo rodea. Una “biopsia de incisién” se refiere a la
remocién de una cufa de tejido gque incluye un diametro en
seccidén transversal del tumor. Se si efectua un diagndstico o
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prondstico mediante endoscopia o fluoroscopia puede regquerirse
una “biopsia de nuaclec-aguja” de la masa tumoral, o© una
“biopsia de aspiracién por aguja fina” que en términos
generales permite obtener una suspensidén de células de dentro
de la masa tumoral. Las técnicas de biopsia se exponen por
ejemple en Harriscon’s Principles of Internal Medicine, Kasper,
et al., eds., 1lé6th ed., 2005, Chapter 70, y a lo largo de la

Parte V.

[0040] Las expresiones “idéntico” o “identidad porcentual”
en el contexto de dos o mas secuencias de acidos nucleiccs o de
polipéptidos, se refieren a dos o Mmas secuencias c
subsecuencias que son iguales o que tienen un porcentaje
especificado de radicales aminodcidos o nucledtidos gue son
iguales (es decir, con una identidad de aproximadamente el 60%,
preferentemente 65%, 70%, 75%, 80%, B85%, 090%, 91%, 92%, 93%,
4%, 95%, 96%, 097%, 98%, 99%, o una identidad superior sobre
una regién determinada, en comparacién y alineado de manera de
obtener una maxima correspondencia en una ventana de
comparacién o regién designadas, medida mediante algoritmos de
comparacién de secuencias BLAST o BLAST 2.0 con los parametros
por defecto descritos en lo gque sigue o mediante alineacidn
manual e inspeccién visual (Véase, por ejemplo, NCBI web site
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ o similares). En este casc

se dice que tales secuencias son “sustancialmente idénticas”.
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Esta definicién también se refiere a, o puede aplicarse a, al
complemento de una secuencia de prueba. La definicién también
incluye secuencias que tienen supresiones y/o adiciones, asi
como aguellas que tienen sustituciones. Como se describe en lo
que sigue, los algoritmos preferidos pueden tener en cuenta los
huelges y similares. Es preferible que la identidad exista
sobre una regidén gue tiene una longitud de por lo menos
aproximadamente 25 aminodcidos o} nucleotidos, o mas

preferentemente sobre una regidn que tiene una longitud de 50~

100 aminoacidos o nucledtidos.

[0041] Para la comparaciéon de las secuencias, tipicamente
una de las secuencias actla como una secuencia de referencia
con la cual se comparan las secuencias de prueba. Cuando se
utilice un algoritmo para la comparacidn de secuencilas, se
ingresan las secuencias de prueba y de referencia en un
computadora, se designan coordenadas de subsecuencia, en caso
de ser necesario, y se designan los paradmetros del programa de
algoritmo para las secuencias. Es preferible gue puedan
utilizarse parametros de programa por defecto, © gque pueden
designarse parametros alternativos. Seguidamente el algoritmo
de comparacién calcula las identidades porcentuales de las
secuencias para las secuencias de prueba con respecto a la
secuencia de referencia, sobre la base de los paréametros del

programa.
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[0042] La expresién “ventana de comparacidn”, tal como se la
utiliza en la presente, incluve referencias a un segmento de
una cualguiera de entre la pluralidad de posiciones contiguas
seleccionadas entre el grupeo consistente en de 20 a 600,
usualmente de aproximadamente 50 a aproximadamente 200, més
usualmente de aproximadamente 100 a aproximadamente 150 en la
cual es posible comparar una secuencia con una secuencia de
referencia con la misma cantidad de posiciones contiguas
después de haberse alineado de manera Optima las dos
secuencias. Los métodos para la alineacidén de secuencias para
su comparacién son bien conocidos de la persona con pericia en
la especialidad. La alineacidén oOptime de secuencias para su
comparacién puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante el
algoritmo de homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl.
Math. 2:482 (1981), mediante el algoritmc de alineacién de
homologia de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970},
mediante el método de la busqueda de similitud de Pearson &
Lipman, Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), mediante
implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP,
BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el paquete Wisconsin Genetics
Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr.,
Madison, WI), o mediante alineacién manual e inspeccidn visual
(Véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology

(Ausubel et al., eds. 1935 suplemento)).
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[0043] Ejemplos preferidos de algoritmo gue scon adecuados
para determinar la identidad porcentual de las secuencias y la
similitud entre las secuencias son los algoritmos BLAST y BLAST
2.0, descritos en Altschul et al., Nuc. Acids Res. 25:3389-3402
(1977) y Altschul et al., J. Mel. Biol. 215:403-410 (19%90),
respectivamente. E1 BLAST y el BLAST 2.0 se utilizan, con los
parametros descritos en la presente, para determinar la
identidad porcentual de las secuencias y para los é&cidos
nucleicos y proteinas de la invencién. El software para llevar
a cabo los analisis por BLAST estd disponible ptblicamente por
intermedio del National Center for Biotechnology Information
{http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo implica empezar
por identificar HSPs (high scoring sequence pairs, pares de
secuencias de elevado puntaje) mediante la identificacidn de
palabras cortas de longitud W en la secuencia de consulta, que
sea concuerden con satisfagan algin puntaje T de umbral de
valor positivo cuande estan alineadas con una palabra de la
misma longitud en la secuencia de base de datos. Por definicidn
T es el umbral de puntaje de palabras de vecindad ({Altschul et
al., supra). Estas coincidencias de palabras de vecindad
inicial actian como semillas para iniciar busquedas destinadas
a encontrar HSPs més largos que los contengan. Las
concordancias de palabras se extienden en ambas direcciones a

lo largo de cada secuencia mientras sea posible incrementar el
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puntaje de alineacidn acumulativo. Los puntajes acumulativos se
calculan mediante Jla utilizacidn, para las secuencias de
nucledtidos, de los pardmetros M {(puntaje de recompensa para un
par de residuos concordantes; siempre > 0) y N (puntaje de
penalizacidn para residuos no concordantes; siempre < 0). Para
las secuencias de aminoacidos se utiliza una matriz de puntaje
para calcular el puntaje acumulative. La extensidén de los
aciertos de palabras en cada direccién se detienen cuando:
decae el puntaje de alineacidédn acumulativo por la cantidad X a
partir de su maximo wvalor leogrado; el puntaje acumulative pasa
a cero o menos, debido a la acumulacién de una © mas
alineacicnes de residuos de puntaje negativo; o se ha llegado
al extremo de cualguiera de las secuencias. Los parémetros del
algoritmo BLAST W, T, y X determinan la sensibilidad vy
velocidad de la alineacién. El programa BLASTN (para secuencias
de nucledtidos) utiliza como defectos una longitud de palabra
(W) igual a 11, una expectativa (E) igual a 10, M=5, N=-4 y una
comparacién de ambos filamentos. Para las secuencias de
aminodcidos, el programa BLASTP utiliza como defectos una
longitud de palabra igual a 3, y una expectativa (E) igual a
10, y la matriz de puntaje BLOSUMGE2Z (véase Henikoff & Henikoff,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (198%)) alineaciocnes ({B)
iguales a 50, expectativa (E) igual a 10, M=5, N=-4, y una

comparacidédn de ambos filamentos.
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[0044] La expresidén  “acide nucleico” se refiere a
desoxirribonucleétidos o ribonucledétidos y polimeros de ellos
en forma de un solo filamento © de dos filamentos, y a
complementos de ellos. El término abarca é&cidos nucleicos que
contienen andlogos conocidos o enlaces de nucledtidos, o
residuos medulares andlogos o modificados gue son sintéticos,
de presentacién natural, y de presentacién no natural, qgue
tienen propiedades de ligaciéon similares a las del acidoe
nucleico de referencia, y que se metabolizan de una manera
similar a la de los nucledtidos de referencilia. Los ejemplos de
tales analogoes incluyen, sin limitacidn, fosforoticatos,
fosforamidatos, metil fosfonatos, quiral-metil fosfonatos, 2-0-

metil ribonucleoétidos, péptido-acidos nucleicos (PNAs)).

[0045] A menos que se indigue otra cosa, una secuencia de
acido nucleico en particular también abarca implicitamente
variantes modificadas de manera conservadora, de ellos (por
ejemplo, sustituciones degeneradas de codones) y secuencias
complementarias, asi come la secuencia explicitamente indicada.
Especificamente, es posible lograr sustituciones degeneradas de
codones mediante la generacién de secuencias en las que la
tercera posicién de uno o mas codones seleccionados (o la
totalidad de ellos) estd sustituida por radicales de base mixta
yv/o desoxiinosina (Batzer et al., Acido nucleico Res. 19:5081
(1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985);
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Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-38 (1984)). La
expresién acide nucleico se utiliza de manera intercambiable

con gen, cADN, mARN, oligonucledtido y polinucledtido.

fo04e] Una secuencia de Aacido nucleico particular también
abarca implicitamente “variantes de empalme”. De manera
similar, una proteina particular codificada por wun acido
nucleico abarca implicitamente cualquier proteina codificada
por una variante de empalme de dicho é&cide nucleico. Las
“variantes de empalme’”, como sugiere el nombre, son productos
de empalme alternativo de un gen. Después de la transcripcioén,
es posible desempalmar un transcripto de acido nucleico inicial
de manera tal que diferentes (alternados) productos de empalme
de 4acido nucleice codifiquen diferentes polipéptidos. Los
mecanismos para la produccién de las variantes de empalme
varian, pero incluyen el empaimado alternado de exones. La
presente definicién también abarca polipéptides alternados
derivados del mismo A&cido nucleico mediante transcripcidén de
lectura pasante. En esta definicién también se incluyen
productos de una reaccidén de empalme, lo que incluye formas
recombinantes de los productos de empalme. Un ejemplc de
variantes de empalme de canales de potasic se expone en

Leicher, et al., J. Biol. Chem. 273(52):35095-35101 (1998).

[0047] En la presente, las expresiones “polipéptido,

“péptido” y ‘“proteina” se utilizan de manera intercambiable

32

AND



para referirse a un polimerc de radicales aminocacides. Las

expresiones rigen para polimeros de aminocacidos en los que uno

o0 mas radicales aminocdcidos son un mimético quimico artificial
de un correspondiente aminoédcido de presentacidn natural, asi
como para polimeros de amincacidos gue se presentan en la

naturaleza y polimercs de amincacidos de presentacién natural.

[0048] La expresién “aminodcido” se refiere a aminoacidos de
presentacidn natural y sintéticos, asi ccmo a analogos de
aminodcidos y miméticos de aminodcidos gue funcionan de una
marera similar a las de los amincdcidos gque se presentan
naturalmente. Los amincacidos que se presentan naturalmente son
aquellos codificados por el cédige genético, tales como
aquellos aminodcidos que se modifican ulteriormente, por
ejemplo hidroxiprolina, y-carboxiglutamato y O-fosfoserina. La
expresidon “andlogos de amincacidos” se refiere a compuestos que
tienen la misma estructura quimica basica que un aminoacido de
presentacién natural, es decir, un carbono o que esta ligado a
un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino, y un grupo R,
por ejemplo, homoserina, norleucina, metionina sulfdxido,
metionina metil sulfeonie. Tales anédlogos tienen grupos R
medificados (por ejemplo, norleucina) o médulas de péptido
modificadas, pero conservan la misma estructura quimica béasica
que un aminodcido de presentacién natural. La expresidn

“‘miméticos de aminocdcidos” se refiere a compuestos quimicos que
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tienen una estructura que es diferente de la estructura quimica
general de un aminoacido, pero que funcionan de una manera

similar a la de un aminodcido de presentacion natural.

{0049] En la presente, los aminodcides pueden designarse sea
mediante sus simboleos de tres letras, cominmente conocidos, ©
mediante los simbolos de una scla letra recomendados por la
IUPAC-IUB Biochemical Nomenclature Commission. De manera
similar, los nucledétidos pueden designarse mediante sus cédigos

cominmente aceptados de una scla letra.

[0050] La expresion “variantes modificadas de manera
conservadora” rige tanto para secuencias de aminoacidos como
para secuencias de Acidos nucleicos. Con respecto a secuencias
particulares de 4cidos nucleicos, la expresidén “variantes
modificadas de manera conservadora” se refiere a aquellos
dcidos nucleicos gque codifican secuencias de aminoacidos
idénticas o esencialmente idénticas, o donde el &acido nucleico
no codifica una secuencia de aminocacidos, a secuencias
esencialmente idénticas. Debido a la degeneracién del cédigo
genético, una gran cantidad de &cidos nucleicos funcionalmente
idénticos codifican cualquier proteina dada. Por ejemplo, los
codones GCA, GCC, GCG y GCU codifican, todos ellos, el
amincdcido &lanina. Por lo tanteo, en cada posicidn donde una
alanina estd especificada por un codén, es posible alterar el

codén en forma de cualquiera de los codones correspondientes

34

AS



descritos, sin alterar el ©polipéptidec codificado. Tales
variacicnes de acidos nucleicos son “variaciones silenciosas”,
gque son una especie de variacicnes modificadas de manera
conservadora. Cada secuencia de &cido nucleico en la presente
que codifigque un polipéptido también describe cada variacidn
silenciosa posible del &cido nucleico. Una perscona con pericia
en la especialidad reconocerd gque cada codbén en un acideo
nucleico (excepto BAUG, que es habitualmente el Gnico coddn para
metionina y TGG, que es habitualmente el unico coddn para
triptéfanc) puede ser modificado de manera de obtener una
molécula funcionalmente idéntica. Por lo tanto, cada variaciodn
silenciosa de un &cido nucleico que codifique un polipéptido se
halla implicita en cada secuencia descrita con respecto al
producto de expresidn, pero no con respecte a las secuencias de

sonda reales.

[0051] En cuanto a las secuencias de amincacidos, una
persona con pericia en la especialidad reconocceréd d(ue las
sustituciones, supresicnes o adiciones, individuales, a una
secuencia de &cido nucleico, péptido, polipéptidc, o proteina
que altere, afada o suprima un unico aminodcido o un pequefio
porcentaje de amincdcidos en la secuencia codificada es una
“yariante modificada de manera conservadora” en la que la
alteracidén tiene como resultado la sustitucidn de un aminoacido

por un aminodcido quimicamente similar. En la técnica son bien
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conocidas tablas de sustitucidén conservadoras dJue proveen
aminodcidos funcionalmente similares. Ademds, tales variantes
modificadas de manera conservadora nc excluyen variantes

polimorfas, hombélogos interespecie, y alelos de la invencién.

[0052] Cada uno de los siguientes ocho grupos contiene

aminodcidos que son sustituciones conservadoras entre si: 1)

alanina (&), glicina {(G); 2) é&cido aspartico (D), acido
glutamico (E); 3) asparagina (N}, glutamina (Q); 4) arginina
{R), lisina (K); 5) isoleucina (I}, leucina (L), metionina (M),

valina (V); 6) fenilalanina (F), tirosina (Y), triptdfano (W),
7} serina (S), treonina (T); y 8) cisteina (C), metionina (M)

(Véase, por ejemplo, Creighton, Proteins {1984)).

[0053] Una “etiqueta” o! “parte detectable” es una
composicién que es detectable mediante medios espectroscépicos,
fotoquimicos, bioquimicas, u otros medios fisicos. Por ejemplo,
las etiguetas Utiles incluyen ¥p,  tintes fluorescentes,
reactivos densos en electrones, enzimas {por ejemplo, como se
ntilizan comtnmente en ELISA), biotina, digoxigenina, o]
haptenos y proteinas gue pueden hacerse detectables, por
ejemplo, mediante la incorporacion de una radicetiqueta en el
péptido utilizado para detectar los anticuerpos que de manera

especifica reaccionan con el péptido.

[0054] La expresién “reccmbinante” cuando se la utiliza, por

ejemplo con referencia a una célula, o anticuerpo, proteina, o
36
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vector, indica que la célula, &cido nucleico, proteina o
vector, ha sido modificado mediante la introduccidén de un acido
nucleico o proteina heterdlogos o mediante la alteracidn de un
4cido nucleico o proteina nativos, o que la célula ha sido
derivada de una célula asi wmedificada. Por lo tanto, por
ejemplo, las células recombinantes expresan genes Jue no se
hallan dentro de la forma nativa {(no recombinante) de la célula
o que expresan genes nativos gque por lo demas se expresan

anormalmente, se subexpresan ¢ nNo se expresan en absoluto.

f0055] La expresién “heterdlogo/a” cuande se la utiliza con
referencia a peorciones de un acido nucleico indica que el acide
nucleico comprende dos o mds subsecuencias que no se encuentran
en la misma relacién entre si en la naturaleza. Por ejemplo,
tipicamente el acido nucleico se produce de manera
recombinante, teniendo dos o© mas secuencias de genes no
relacionados dispuestos de manera de obtener un nuevo acido
nucleico funcional, por ejemplo, un promotor tomado de una
fuente y una regién de codificacidén tomada de otra fuente. De
manera similar, una proteina heterdloga indica gue la proteina
comprende dos o mas subsecuencias gque no se hallan en la misma
relacién entre si en la naturaleza (por ejemplo, una proteina

de fusidn).

[0056] La expresién “condiciones de hibridacién estrictas”

se refiere a condiciones bajo las cuales una sonda se hibridara
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con su subsecuencia apuntada, tipicamente en una mezcla
compleja de acides nucleicos, perc no con otras secuencias. Las
. condiciones estrictas dependen de la secuencia y seran
diferentes en diferentes circunstancias. Las secuencias mas
largas hibridan especificamente a temperaturas mas elevadas.
Puede encontrarse una guia exhaustiva para la hibridacidn de
dcidos nucleicos en Tijssen, Techniques in Biochemistry and
Molecular Biology—Hybridization with Nucleic FProbes, “Overview
of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid
assays” {1993). En términcs generales, se seleccionan las
condiciones estrictas de manera que sean de aproximadamente 5-
10°C mas bajas que el punto de fusidén térmico (T} para la
secuencia especifica bajo una intensidad idnica definida pH. El
Tn €5 la temperatura (bajo una intensidad idénica definida, pH,
vy bajo una concentracién nucleica definida) bajo la cual el 50%
de las sondas complementarias c¢on respecto al objetive se
hibridan con la secuencia objetivo en equilibrio (dado que las
secuencias cbjetive se hallan presentes en exceso, a T, 50% de
las sondas estan ocupadas en equilibrio). Las condiciones
estrictas también pueden lograrse mediante la adicidn de
agentes de desestebilizacién tales como formamida. Para la
hibridacién selectiva o especifica, una sefial positiva es de
por lc menos dos veces el segundo plano, preferentemente una

hibridacién de 10 veces el segundo plano. Ejemplos de
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condiciones de hibridacién estrictas pueden ser las siguientes:
50% de formamida, S5x SSC, y SDS al 1%, incubacidén a 42°C, o, 5x
SSC, SDS al 1%, incubacién a 65°C, con lavado en 0,2 x SSC, ¥y

SDS al 0,1 % a 65°C.

[0057] Los Aacidos nucleicos que no se hibridan bajo
condiciones estrictas siguen siendo sustancialmente identicos
si los polipéptidos que codifican son  sustancialmente
idénticos. Esto sucede, por ejemplo, cuandc se crea una copia
de un acido nucleico utilizando el coddén de degeneracién maxima
permitido por el cédigo genético. En tales casos, tipicamente
los acidos nucleicos hibridan bajo condiciones de hibridacidn
moderadamente estrictas. Las “condicicnes de hibridacidn
moderadamente estrictas” incluyen una hibridacidén en una
solucién tampén de 40% de formamida, 1 M NaCl, 1% SDS a 37°C, vy
un lavado en 1X SSC a 45°C. Una hibridacidén positiva es de por
lo menos el doble del segundc planc. Una persona con pericia en
la especialidad reconocerd facilmente que es posible utilizar
condiciones de hibridacién y de lavado alternativas a efectos
de proveer condiciones 1iguales de estrictas. Se proveen
directivas adicionales para determinar parametrcs de
hibridacién en numercsas referencias, por ejemplo, en Current
Protocols in Molecular Biology, ed. Ausubel, et al., John Wiley

& Sons.
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[0058} Para el PCR, una temperatura de aproximadamente 36°C
es tipica para una amplificacién poco estricta, si bien las
temperaturas para el tratamiento térmico pueden variar entre
aproximadamente 32°C y 48°C en funcién de la longitud del
cebador. Para la amplificacién por PCR muy estricta, una
temperatura de aproximadamente 62°C es tipica, si bien las
temperaturas de tratamiento térmico muy estrictas pueden variar
entre aproximadamente 50°C y aproximadamente 65°C, en funcidn
de la longitud del cebador y de su caradcter especifico. Las
condiciones de ciclo tipicas tanto para las ampliacicnes mnuy

estrictas COomo poCo estrictas incluyen una fase de

desnaturalizacién de 20°C - 95°C durante 30 sec - 2 min., una
fase de tratamiento térmico que dura 30 sec. - 2 min., y una
fase de extensién de aproximadamente 72°C durante 1 - 2 min. S3e

proveen protocolos y directivas para la amplificacién poco vy
muy estricta en por ejemplo Innis et al. (1990) PCR Protocols,
A Guide to Methods and Applications, Academic Press, IncC.

N.Y.}.

[0059] El término “anticuerpo” se refiere a un polipéptido
gue comprende una regién de armazén tomada de un gen de
inmuncglobulina o fragmentos del mismo que de manera especifica
se ligan a, Y reconoce un antigeno. Los genes de

inmunoglobulina reconocidos incluyen los genes de regién
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constante kappa, lambda, alfa, gamma, delta, epsilon, y mu, asi
como la miriada de las regicones variables de inmunoglcbulina.
Las cadenas livianas se c¢lasifican sea como kappa sea como
lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa,
delta, o ypsilén, los que su vez definen las clases de
inmunoglobulina, IgG, igM, IgA, IgD e IgE, respectivamente.
Tipicamente, la regidn de ligacidén de antigeno de un anticuerpo
serd el mAs critico en cuanto al caracter especifico y de

afinidad de la ligacién.

{0060] Un ejemplo de unidad estructural de inmunoglobulina
(anticuerpo} comprende un tetramerc. Cada tetramero esta
compuesto de dos pares idénticos de cadenas de polipéptidos,
teniendo cada par una cadena “liviana” (de aproximadamente 25
kD) y una cadena “pesada” (de aproximadamente 50-70C kD). El
terminal N de cada cadena define una regidén variable de
aproximadamente 100 a 110 o mas aminodcidos primariamente
respensables del reconocimiento del antigeno. Las expresiones

“cadena variable liviana” (Vi) y “cadena pesada variable” (Vy)

se refieren a estas cadenas livianas y pesadas,
respectivamente.
[0061] Los anticuerpos existen, por ejemplo, como

inmunoglobulinas intactas o como una cantidad de fragmentos
bien caracterizados producidos por digestidén con diversas

peptidasas. Por lo tanto, por ejempleo, la pepsina digilere un
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anticuerpo debajo de los enlaces disulfurc en la regidn de
bisagra de manera de producir el F(ab)’; que es un dimerc de
Fab que de por si.es una cadena liviana unida a Vu-Cyl mediante
un enlace disulfuro. El F(ab)’: puede reducirse bajo
condiciones moderadas para descomponer el enlace disulfuro en
la regién de bisagra, con lo que se convierte el dimerc F(ab)':
en un monoémerc Fab’. El mondmero Fab’ es esencialmente Fab con
parte de la regidén de bisagra (Véase Fundamental Immunology
(Paul ed., 3d ed. 19983). Si bien se definen varios fragmentos
de anticuerpo en términos de la digestién de un anticuerpo
intacto, una persona con pericia en la especialidad comprendera
que tales fragmentos pueden sintetizarse de novo @ sea
quimicamente sea mediante la utilizacidn de tecnologia de ADN
recombinante. Por lo tanto, la expresién “anilcuerpo”, tal como
se utiliza en la presente, también incluye fragmentos de
anticuerpo sea producidos mediante la modificacién de
anticuerpos enteros, sea aguellos sintetizados de novo mediante
tecnologias de DNA recombinantes (por ejemplo, Fv de cadena
simple) o aquellos identificados mediante bibliotecas de
visualizacién de fagos (Véase, por ejemplo, McCafferty et al.,

Nature 348:552-554 (1990)}.

[0062] Para la preparacién de anticuerpos adecuados de la
invencién y para su uso de acuerdo con la invencién, es posible
utilizar muchas técnicas recombinantes, monoclonales, o)
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policlonales conocidas de la persona con pericia en la
especialidad (Véanse, 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 y
Cancer Terapia, Alan R. Liss, Inc. (19%85); Coligan, Current
Protocols in Immunology (1991); Harlow & Lane, Antibodies, A
Laboratory Manual (1988); y Goding, Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice (2d ed. 1986)). Los genes que codifican
las cadenas livianas y pesadas de un anticuerpo de interés
pueden clonarse a partir de una célula, por ejemplo, los genes
que codifican un anticuerpo monoclonal pueden ser clonados a
partir de un hibridoma y utilizarse para producir un anticuerpo
monoclonal recombinante. Las bibliotecas de gen que codifican
cadenas livianas y pesadas de anticuerpos monoclonales también
pueden hacerse a partir de células de hibridoma o de plasma.
Las combinaciones aleatorias de los productos de genes de las
cadenas livianas vy pesadas generan un gran conjunto de
anticuerpos con diferentes caracteres antigénicos (Véase, por
ejemplo, Kuby, Immunology (3"® ed. 1997)). Las técnicas para la
produccién de anticuerpos de cadena simple o de anticuerpos
recombinantes (Patente de los EE.UU. N° 4.946.778, Patente de
los EE.UU. N° 4.816.567) pueden adaptarse para produclr
anticuerpos mediante polipéptidos de esta invencién. Asimismo,

es posible utilizar ratones transgénicos y OLros organismos



tales como otros mamiferos, para expresar anticuerpos humanos
(Véanse, por ejemplo, las Patentes de los EBE.UU. Nroes.
5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425;
5.661.016, Marks et al., Bio/Technclogy 10:779-783 (1992);
Lonberg et al., Nature 368:856-859 (138%94); Morrison, Nature
368:812-13 (1984); Fishwild et al., WNature Biotechnology
14:845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14:826
(1996); y Lonberg & Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13:65-93
(1995)). Como alternativa, es posible utilizar la tecnclogila de
visualizacién de fagos para identificar anticuerpos Y
fragmentos de Fab heteroméricos que de manera especifica se
ligan a antigenos seleccionados (Véase, por ejemplo, McCafferty
et al., Nature 348:552-554 (1990); Marks et al., Biotechnology
10:779-783 (1992}). También es posible hacer gque los
anticuerpos sean biespecificos, es decir, capaces de reconocer
dos antigenos diferentes (Véase, por ejemplo, WO 93/08829,

Traunecker et al., EMBO J. 10:3655-3659 (1991):; y Suresh et

al., Methods in Enzymology 121:210 (1986)). Los anticuerpos
también pueden ser Theteroccnjugados, por ejemplo, dos
anticuerpos unidos de manera covalente, o inmunotoxinas

(Véanse, por ejemplo, la Patente de los EE.UU. N.° 4.676.980,

WO 91/00360; WO 92/200373; y EP 03089).

{0063] lLos métodos para humanizar o primatizar anticuerpos

no humanos son bien conocidos de la persona con pericia en la
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especialidad. En términos generales, un anticuerpo humanizado
tiene unc o mas radicales aminodacidos introducideos en el
procedentes de una fuente gue no es humana. Estos radicales
amincacidos no humanos reciben frecuentemente la denominacién
de radicales importados, que tipicamente estén tomados de un
dominio variable de importacién. La humanizacidén puede llevarse
a cabo esencialmente siguiendo el método de Winter |y
colaboradores (Véase, por ejemplo, Jones et al., Nature
321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-327
(1988); Verhoeyen et al., Science 23%:1534-1536 (1988) 'y
Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-59¢ (1992)), mediante la
sustitucién de secuencias CDRs o CRD de roedor por las
correspondientes secuencias de un anticuerpo humano. Por lo
tanto, tales anticuerpecs humanizados son anticuerpos quiméricos
(Patente de los EE.UU. N.° 4.816.567), en los que
sustancialmente menos de un dominio variable humano intacto ha
sido reemplazado por la correspondiente secuencia tomada de una
especie no humana. En la practica, los anticuerpos humanizados
son tipicamente anticuerpos humanizados en los que algunos
radicales CDR y eventualmente algunos radicales FR han sido
reemplazados por radicales tomados de sitios andlogos de

anticuerpos de roedor.

[0064] Un ‘“anticuerpc quimérico” es una moleécula de

anticuerpo en la que: (a) la regidn constante, o una porcion de
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la misma, es alterada, reemplazada ¢ intercambiada de manera
tal que el sitio de ligacidén del antigeno {regidén varigble)
esta ligado a una regidn constante de una clase diferente o
alterada, funcidén y/o especie efectoras, o© a una molecula
completamente diferente que confiere nuevas propiedades al
anticuerpo gquimérico, por ejemplo, una enzima, toxina, hormona,
factor de desarrollo, férmaco, etc.; o (b) la regidn variable,
0 una percién de la misma, es alterada, remplazada o
intercambiada con una regién variable gque tiene un caracter
especifico distinto con respecto al antigeno diferente o
alterado. Los anticuerpos preferidos de, y para uso de acuerdo
con la invencién, incluyen anticuerpos monoclonales humanizadoes

y/o quiméricos.

[0065] En una forma de realizacién, el anticuerpo esta
conjugado a una parte “efectora”. La parte efectora puede ser
cualgquier cantidad de mcléculas, loc gue incluye partes
etiquetantes tales como etiquetas radiocactivas o© etiquetas
fluorescentes, o puede ser una parte terapéutica. En un aspecto
el anticuerpo modula la actividad de la proteina. Dichas partes
efectoras incluyen, pero no se limitan a, un farmaco anti-
tumor, una toxina, un agente radiocactivo, una citoquina, un
segundo anticuerpo ¢ una enzima. Por otra parte, la invencidén

provee una forma de realizacidédn en la que el anticuerpo de la
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invencidén estd ligado a una enzima que convierte un profarmaco

en un agente citotdxico.

[0066] El inmuncceonjugado puede ser vtilizado para apuntar
la parte efectora hacia una célula pesitiva frente a la N-
cadherina, particularmente células que expresan la proteina N-
cadherina. Dichas diferencias pueden ser facilmente evidentes
cuando se examinen las bandas de geles con cargas
aproximadamente iguales de muestras de prueba y de control. Los
ejemplés de agentes citotéxicos incluyen, peroc no se limitan a,
ricina, doxorrubicina, daunorrubicina, taxol, bromuro de
etidio, mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina,
vinblastina, colchicina, dihidroxiantracindiona, actinomicina
D, toxina de difteria, exotoxina de Pseudomonas (PE) A, PE4Q,
abrina, vy glucocorticoides y otros agentes guimioterapéuticos,
asi como radioisétopos. Los marcadores detectables adecuados
incluyen, pero nc se limitan a, un radioisdtopo, un compuesto
fluorescente, un compuesto biocluminiscente, un compuesto

quimioluminiscente, un guelader de metales o una enzima.

[0067] En algunas formas de realizacién, la invencidn provee
anticuerpos a la N-cadherina. Los anticuerpos de N-cadherina
pueden ser utilizades sistémicamente para tratar el cancer {por
ejemplo, el cancer de préstata o el céncer de vejiga) solo o
cuando estan conjugados con una parte efectora. Los anticuerpos

de N-cadherina conjugados con agentes téxices, tales como
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ricina, asi como también los anticuerpcs no conjugados pueden
ser agentes terapéuticos utiles naturalmente apuntados a
células de céncer de prostata portadoras de N-cadherina. Tales
anticuerpos pueden ser utiles para bloguear el grado de
invasién. Los anticuerpos de N-cadherina para usc de acuerdo
con la invencién incluyen, pero sin limitacién, EC4, 1H7, 1F12,
2B3, asi como los anticuerpos descritos en los documentos USSHN
61/113.042 vy 61/113.054, incorporados en la presente por

referencia en su totalidad.

[0068] Adicionalmente, la proteina recombinante de la
invencién gque comprende la regidén antigeno-ligacién de
cualguiera de los anticuerpos monoclonales ds la invencién
pueden utilizarse para tratar cancer. En una situacidén como
ésta, la regién antigeno-ligacién de la proteina recombinante
se une a por lo menos una porciédn funcicnalmente activa de una
segunda proteina gue tiene una actividad terapéutica. La
sequnda proteina puede incluir, pero no se limita a, una
enzima, linfogquina, oncostatina o toxina. Las toxinas adecuadas
incluyen doxorrubicina, daunorrubicina, tazxeol, bromurc de
etidio, mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina,
vinblastina, ceolchicina, dihidroxiantracindiona, actinomicina
D, toxina de difteria, exotoxina de Pseudomonas (PE) A, PEA4(C,

ricina, abrina, glucocorticoides y radioisdtopos.
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[0069] Las técnicas para conjugar agentes terapéuticos a
anticuerpos son bien conocidas (Véase, por ejemplo, Arnon et
al., ™“Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs En
Cancer Therapy”, in Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy,
Reisfeld et al. {eds.), pp. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985);
Hellstrom et al., “Antibodies For Drug Delivery” in Controlled
Drug Delivery (2nd Ed.), Rcbinson et al. ({eds.}, pp. 623-53
(Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe, ™“Antibody Carriers Of
Cytotoxic RAgents En 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”, Inmunocl. Rev., 62:119-58 (1982)).

[C070] La expresién “se liga de manera especifica (o de
manera selectiva)” a un anticuerpo o “es inmunorreactivo de
manera especifica (o de manera selectiva} con”, cuando se
refiera a una proteina o péptido, se refiere a una reaccidon de
ligacién gque es determinante de la presencia de la proteina,
frecuentemente en una poblacién heterogénea de proteinas vy
otros materiales biolégicos. Por lo tanto, bajo cendiciones de
inmunoensayo designados, los anticuerpos especificados se ligan
a una proteina particular por lo menos en un magnitud que es de
por lo menos dos veces la del segundo plano y mas tipicamente
mis de 10 a 100 veces que el segundo plano. La ligacidn
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especifica bajo tales condiciones reguiere un anticuerpo gue
haya sido seleccionade en base a su caracter especifico frente
a una proteina en particular. Por eijemplo, es posible
seleccionar anticuerpos policlonales de manera de obtener
solamente aquellos anticuerpos policlonales que de manera
especifica sean inmuncrreactiveos con el antigeno seleccionado y
no contra proteinas. Esta seleccidn puede efectuarse eliminando
por resta los anticuerpos gue reaccionen cruzadamente con otras
moléculas. Puede utilizarse una variedad de formatos de
inmunoensayo para seleccionar anticuerpos especificamente
inmunorreactivos con una proteina en particular. Por ejemplo,
se utilizan rutinariamente inmunoensayos ELISA de fase sdélida
para seleccionar anticuerpos que son especificamente
inmunorreactivos con una proteina (Véase, por ejemplo, Harlow &
Lane, Using Antibodies, A Laboratory Manual (1998) para una
descripcién de formatos y condiciones de inmunoensayo dque
pueden utilizarse para determinar la inmunorreactivitidad

especifica.

[0071] La expresién “dosis o cantidad terapéuticamente
efectiva” se refiere en la presente a una dosis que produce los
efectos para los cuales se la administra. La dosis vy la
formulacién exactas dependerdn de la finalidad del tratamiento,
y podrdn ser determinadas por una persona con pericia en la

especialidad que wutilice las técnicas conocidas (Véase, por
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ejempleo, Lieberman, Pharmaceutical Dosage Forms (vols. 1-3,
1992); Lloyd, The Art, Science and Technology of Pharmaceutical
Compounding (1999); Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 20th Edition, Gennaro, Editor (2003), vy Pickar,

Dosage Calculations {1999)).

[0072] La expresidén “sal farmacéuticamente aceptable” o
“vehiculo farmacéuticamente aceptable” tiene por finalidad
referirse a la inclusién de sales de los compuestos activos que
se preparan con &acidos o bases relativamente no tdoxicos, en
funcién de los sustituyentes particulares hallados en los
compuestos descritos en la presente. Si los compuestos de la
presente invencién contienen funcionalidades relativamente
dcidas, las sales por adicién de &cidos pueden obtenerse
poniendo en contacto la forma neutra de tales compuestos con
una cantidad suficiente de la base deseada, sea pura sea en un
solvente inerte adecuadc. Los ejemplos de sales por adicidn de
base farmacéuticamente aceptables incluyen sales de sodio,
sales de potasioc, sales de calcio, sales de amonio, sales amino
orgénicos, o sales de magnesio, o sales similares. Si los
compuestos de la presente invencidn contienen funcionalidades
relativamente basicas, es posible obtener sales por adicidn de
acidos mediante la puesta en contacto de la forma neutra de
tales compuestos con una cantidad suficiente del acido deseado,
sea en forma pura sea en un solvente inerte adecuado. Los
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ejemplos de sales por adicidén de acido farmacéuticamente
aceptables incluyen los derivados de &acidos inorganicos tales
como acide clorhidrice, acido bromhidrice, acide nitrico, acido
carbénico, dcido monohidrégeno-carbdénico, é&cide fosfdrico,
acide monohidrégenc-fosfdérico, dcidoc dihidrdégenc-fosférico,
dcido sulfurico, acido monohidrégeno-sulfiurico, acido
yodhidrico o &cido fosforoso y similares, asi como las sales
derivadas de acidos organicos relativamente no toxicos tales
comoc acidec acético, &cido propiénico, é&cide iscbutirico, é&cido
maleico, acido malénico, acido benzoico, &acido succinico, acido
subérico, &cido fumarico, acido lactico, &cido mandélico, &cido
ftalico, acido bencensulfénico, &cido p-tolilsulfdnico, adcido
citrico, acido tartarico, &cide metanosulfénico, y similares.
También se incluyen las sales de aminoacidos tales como
arginato y similares, y sales de acidos orgénicos tales como
dcido glucurénico o acido galacturdnico y similares (Véase, por
ejemplo, Berge et al., Journal of Pharmaceutical Science 66:1-
19 (1977)). Determinados compuestos especificos de la presente
invencién contienen ambas funcionalidades, la béasica vy la
Acida, que permiten gque los compuestos sean convertidos en
bases de adicién de base o de acido. Para la presente invencion
s0on también adecuados otros vehiculos farmacéuticamente
aceptables <conocideos de la persona con pericia en la

especialidad.
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[0073] Las formas neutras de los compuestos pueden
regenerarse poniendo en contacto la sal con una base o acido y
aislando el compuesto progenitor de la manera convencional. La
forma progenitora del compuesto difiere de las diversas formas
de sales en determinadas propiedades fisicas, tales ccmo la
solubilidad en solventes polares, peroc por lo demas para los
fines de la presente invencidén las sales son eguivalentes a la

forma progenitora del compuesto.

[0074] Ademas de las formas de sal, la presente invencidn
provee compuestos que se hallan en una forma de profarmaco. Los
profarmacos de lcs compuestos descritos en la presente son
aquellos compuestos gque facilmente  experimentan cambios
quimicos bajo condiciones fisiolégicas de manera de proveer 1os
compuestos de la presente invencidn. Adicionalmente, es posible
convertir los profadrmacos en los compuestos de la presente
invencidén mediante métodos quimicos o blogquimicas en un entorno
ex vivo. Por ejemplo, los profdrmacos pueden convertirse
lentamente en los compuestos de la presente invencidn cuando se
los coloca en un reservoric parche transdérmico junto con un

enzima ¢ reactive guimicoc adecuadcs.

[0075] Determinados compuestos de la presente invencidn
pueden existir en formas no solvato asil como en formas solvato,
lo gue incluye las formas hidratadas. En términos generales,

las formas solvatadas son equivalentes a las formas no
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solvatadas v estén destinadas a guedar incluidas dentro de los
alcances de la presente invencidn. Determinados compuestos de
la presente invencidén pueden existir en multiples formas
cristalinas o amorfas. En términos generales, todas las formas
fisicas son eguivalentes para los usos coensiderados por la
presente invencién, y estan destinadas & quedar incluidas

dentro de los alcances de la presente invenciédn.

[CO076] Determinados compuestos de la presente invenciodn
poseen &atomos de carbono asimétricos (centros éptices) o
enlaces dobles; los racematos, diasteredmerocs, isdmeros
geométricos y los isdémeros individuales, estan destinados a
guedar incluidos, todos ellos, dentro de los alcances de la

presente invenciodn.

[0077] La expresién EMT (Mesenchymal Transicidn, Transicién
Mesenquimal) se refiere a la adguisicidn de rasgos estromales
por células de tumor epitelial. En el cancer, el EMT esta
asociado con un comportamiento invasivo y motil y puede ser un
proceso central subyacente a la metastasis. El1 EMT estéd
asociado con un pobre pronéstico y es mediado por multiples

factores de transcripcién, tales como, SNAIL, SLUG y TWIST.

Formas de realizacidén detalladas
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[0078] La presente invenclidn proporciona métodos de
diagnosis y provee una prognosis para individuos en riesgo de
un cancer gue expresa una proteina N-Cadherina o transcripto de
mARN, en particular céanceres urogenitales gue incluyen cancer
de préstata y/o vejiga. Los métodos comprenden en general poner
en contacto una muestra de tejido de ensayo de un individuo en
riesgo de tener un céncer que expresa una proteina N-Cadherina
o transcripto de mARN con un anticuerpc gue especificamente se
une a una proteina N-Cadherina; y determinar la presencia o©
ausencia de una proteina N-Cadherina en la muestra de tejido de
ensayoc en comparacién con una muestra de tejide de contrel de
un individuo conocido por ser negativo para un cancer due
expresa una proteina N-Cadherina o transcripte de mARN .
Tipicamente, la muestra de tejide es suero, pero también puede
tratarse de un tejido tomado de una biopsia, particularmente de
un tejido urogenital, lo que incluye tejido de prostata o
tejido de vejiga. Usualmente, el anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal. Se indica un diagndstico positivo para un cancer
que expresa una proteina N-cadherina o un transcripto de mARN
si se detecta un nivel superior de la proteina N-cadherina en
la muestra de tejido de prueba en comparacién con una muestra
de tejido de control tomada de un individuo del que se sabe que
no tiene cancer, por ejemplo, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,

70%, 80%, 90%, 100%, el doble, el triple, el cuadruple, mas
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elevado, o mas. Los métodos de deteccidn pueden llevarse a cabo
por ejemplo mediante técnicas ELISA estandar conocidas de la
persona con pericia en la especialidad (reviewed in Gosling,
Immunoassays: A Practical Approach, 2000, Oxford University
Press). La deteccidén se lleva a cabo etiguetande un anticuerpo
primaric o un anticuerpe secundaric con, por ejemplo, un
isétopo radicactivo, una etiqueta fluorescente, una enzima O
cualguier otra etigueta detectable conocida de la persona con

pericia en la especialidad.

[0079] En otra forma de realizacién, la invencidn
proporcicna métodos de diagnosis y provee una prognosis para
individuos en riesgo de un céncer gue expresa una proteina N-
Cadherina o transcripto de mARN, en particular un cancer de
prostata o vejiga, al poner en contacto una muestra de tejido
de ensayo de un individuo con riesgo de tener un céncer que
expresa una proteina N-Cadherina o transcripto de mARN con un
primer grupo de un primer oligonucledtido y un segundo
oligonucleétido que hibridan especificamente cada uno en un
4cido nucleico de N-Cadherina; amplificando el &cido nucleico
de N-cadherina en la muestra; y determinando la presencia o
ausencia del acido nucleico de N-cadherina en la muestra de
tejido de prueba en comparacién con una muestra de tejide de
control tomada de un dividuo del gue se sabe que es negativo

para un cancer que expresa una proteina N-cadherina o un
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transcriptec de mARN. Nuevamente, usualmente la muestra de
tejido es suero, pero también podria ser un tejide tomado de
una biopsia, particularmente un tejido urogenital, 1o que
incluye un tejido de préstata o vejiga. Se indica un
diagnéstico positivo para un cadncer gue expresa una proteina N-
cadherina o un transcripto de mARN si en una muestra de tejido
de prueba se detecta un nivel mas elevado de ARN transcripto de
N-cadherina en comparacién con una muestra de tejido de control

tomada de un individuo del que se sabe que no tiene céancer.

[0080] La invencidén también proporciona métodos para mejorar
la respuesta a la terapia contra el cédncer en un cancer gue
expresa una proteina N-Cadherina o transcripto de mARN por
administracién de una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto que inhibe la unidén de la proteina N-Cadherina,
respectivamente, con un receptor de N-Cadherina en una célula
del tejido tumoral de cancer. En algunas formas de realizacidn,
los métodos de inhibicién de la unidén de N-Cadherina con su
receptor se llevan a cabo concurrentemente con otra terapia
anticancer, incluyendo, por ejemplo, ceonecides agentes
quimioterapéuticos, inmunoterapéuticos Yy radicterapia para

revertir la resistencia, la progresidn del tumor y metastasis.

[0081] La presente invencién también proporciona métodos de
inhibicién del crecimiento y promocidédn de la regresidn de un

tumor que expresa la proteina N-Cadherina, métodos gque
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comprenden la inhibicién de la unién de la proteina N-
Cadherina, respectivamente, con el receptor de N-Cadherina en
una célula del tejideo tumoral. Los métodos se pueden llevar a
cabo por administracién a un individuo gque necesita una
cantidad suficiente de un compuesto que inhibe la unidén de una
proteina N-Cadherina, respectivamente, con un receptor de N-
Cadherina. En algunas formas de realizacidn, el compuesto se
une especificamente con una proteina N-Cadherina. En algunas
formas de realizacién, el compuesto se une especificamente con
un receptor de N-Cadherina. En algunas formas de realizacidn,
el compuesto evita la transcripcién o la traduccidn de una
proteina N-Cadherina. Los métodos se usan en particular en el
tratamiento de céancer de préstata y vejiga. En algunas formas
de realizacidn, el compuesto comprende un polipéptido,
incluyendo un anticuerpo o uno de sus andlogos o fragmentos de

un polipéptido de N-Cadherina.

[0082] Los métodos encuentran una aplicacién particular en
la diagnesis, prognosis y el tratamiento de los canceres de
préostata y de vejiga. En determinadas formas de realizacidn se
aplican los métodos a céanceres refractarios a hormonas ©
resistentes a la terapia. En determinadas formas de realizacidn
se aplican los métodos a canceres metastdsicos. Por ejemplo
pueden utilizarse las comparaciones de expresidén diferencial de
la proteina N-cadherina y/o de mARN para determinar la etapa de
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un cancer en un individuc que tiene un cancer gue expresa una

proteina N-cadherina o un transcripto de mARN.

[0083] En términos generales, el tratamiento implicara la
administracién repetida de los anticuerpos anti-N-cadherina,
inmunoconjugados, inhibidores y preparaciones de siARN por
intermedio de una via de administracién aceptable tal como IV
(inyeccién intravenosa), con una dosis efectiva. Las dosis
dependeran de diversos factores generalmente evaluados por la
perscna con pericia en la especialidad, l1lc gque incluye sin
limitacidén el tipo de cancer y la gravedad, grado o etapa del
cancer, la afinidad de ligacién y la semivida de los agentes
utilizados, el grado de expresién de la N-cadherina en el
paciente, la amplitud del antigeno de N-cadherina shed
circulante, el nivel deseado para la concentracidn de
anticuerpo en estado constante, la frecuencia del tratamiento,
y la influencia de los agentes quimioterapéuticos utilizados en
combinacién con el método de tratamiento de la invencidn. Las
dosis diarias tipicas pueden variar entre aproximadamente 0,1 vy
100 mg/kg. Las dosis en el intervalo de 10-500 mg del mAb o
inmunoconjugados por semana pueden ser efectivas y bien
toleradas, si bien dosis semanales méAs elevadas pueden ser
adecuadas y/o bien toleradas. El principal factor determinante
en la definicién de la dosis apropiada es la cantidad de un
agente particular necesarioc para ser terapéuticamente efectivo
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en un contexto particular. Pueden ser necesarias
administracicnes repetidas a efectes de lograr la inhibicidn o©
regresidn del tumor. Las dosis de carga iniciales pueden ser
mas elevadas. La dosis de carga inicial puede administrarse en
forma de una infusién. De manera similar pueden administrarse
dosis de mantenimiento periddicas, con la condicidn de que la

dosis inicial sea bien tolerada.

[0084] También es posible la administracién directa de 1os
agentes, y esto puede ser ventajoso en determinados contextos.
Por ejemplo, para el tratamiento del carcinoma de vejiga es
posible inyectar los agentes directamente en la vejiga. Dado
gue los agentes administrados directamente a la vejiga seran
radpidamente eliminados por el paciente, puede ser posible
utilizar anticuerpos no humanos o quiméricos de manera efectiva

sin complicaciones significativas de antigenicidad.

[0085] La invencién también proporcicna vacunas formuladas
para contener una proteina N-Cadherina ¢ uno de sus fragmentos.
El uso de un antigeno tumoral en una vacuna para generar una
inmunidad mediada por células para usar en una terapia
anticancer es bien conocido en la técnica y, por ejemplo, se
empled en cancer de prostata usando PSMA humano e inmundgencs
PAP de roedores (Hodge et al., 1995, Int. J. Cancer 63: 231-
237; Fong et al., 1997, J. Immunol. 159: 3113-3117). Estos

métodos se pueden practicar con facilidad empleando una
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proteina N-Cadherina o uno de sus fragmentos © una molécula de
dcido nucleico que codifica una N-Cacherina y vectores
recombinantes capaces de expresar y presentar apropiadamente el

inmunégeno de N-Cadherina.

[0086] Por ejemplo, se pueden usar sistemas de suministro ge
genes virales para proporcionar una molécula de &acido nucleico
que codifica la N-Cadherina. Los diversos sistemas de
suministro de genes virales que se pueden usar en la préactica
de este aspecto de la invencién incluyen, pero sin limitacidn,
vacunas, fowlpox, canarypox, adenovirus, influenza, poliovirus,
virus adenoasociados, lentivirus y sindbus wvirus (Restifo,
1996, Curr. Opin. Immunol. 8: 658-663}. También se pueden usar
sistemas de suministro no virales empleando ADN desnudo que
codifica una proteina N-Cadherina o uno de sus fragmentos
introducidos en el paciente {por ejemplo, por via
intramuscular) para inducir una respuesta antitumoral. En una
forma de realizacién, se puede emplear un cADN de N-Cadherina
humano de longitud total. En otra forma de realizacidn, se
puaden emplear moléculas de acido nucleico de N-Cadherina que
codifican epitopos de linfocitos T citotodoxicos (CTL)
especificos. Los epitopos CTL se pueden determinar usando
algoritmos especificos (por ejemplo, Epimer, Brown University)

para identificar péptidos dentro de una proteina N-cadherina
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gue son capaces de unirse Ooptimamente con alelos de HLA

especificados.

[0087] Se pueden emplear también diversas estrategias ex
vivo. Un enfoque incluye el uso de células dendriticas para
presentar antigenos de N-Cadherina & un sistema inmune del
paciente. Las células dendriticas expresan MHC de clase I y II,
coestimulador B7 e IL-12 vy, por ello, son células altamente
especializadas que presentan antigeno. En cancer de proéstata,
se pueden usar células dendriticas autdlogas pulsadas con
péptidos de la N-Cadherina para estimular los sistemas inmunes
de los pacientes con cancer de prostata (Tjoa et al., 1936,
Prostate 28: 65-69; Murphy et al., 1996, Prostate 29: 371-380).
Las células dendriticas se pueden usar para presentar péptidos
de N-Cadherina a las células T en el contextoc de moleculas de
MHC de clase I y II. En una forma de realizacién, las células
dendriticas autdlogas se pulsan con péptidos de N-Cadherina
capaces de unirse con moléculas de MHC. En otra forma de
rezlizacién, las células dendriticas se pulsan con la proteina
N-Cadherina completa. Otra forma de realizacién mas incluye la
manipulacién por ingenieria de la expresidén del gen de N-
Cacdherina en las células dendriticas usando diversos vectores
implementados conocidos en la técnica, tales como adenovirus
(hrthur et al., 1997, Cancer Gene Ther. 4: 17-25), retrovirus
{Henderson et al., 19%6, Cancer Res. 56: 3763-3770),
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lentivirus, wvirus adenocasociados, transfeccién de ADN (Ribas et
al., 1997, Cancer Res. 57: 2865-2869) v transfeccidn de BARN
derivada de tumores {(Ashley et al., 1997, J. Exp. Med. 186:

1177-1182) .

[0088] También se pueden usar anticuerpos antiidiotipicos de
anti-N-Cadherina en la terapia anticéncer como una vacuna para
inducir una respuesta inmune a células que expresan una
proteina N-Cadherina, respectivamente. De modo especifico, la
generacién de anticuerpos antiidiotipicos es bien conocida en
el arte vy se puede adaptar con facilidad para generar
anticuerpos antiidiotipicos anti-N-Cadherina que imitan
respectivamente un epitopo en una proteina N-Cadherina (ver,
pecr ejemplo, Wagner et al., 1997, Hybridoma 16: 33-40; Foon et
al., 1995, J cClin Invest 96: 334-342; Herlyn et al., 1996,
Cancer Immunol Immunother £3: £5-76) . Tal anticuerpo
antiidiotipico se puede usar en terapia antiidiotipica como se
practica actualmente con otros anticuerpos antiidiotipicos

dirigidos contra antigenos tumorales.

[0089] Se pueden emplear métodos de inmunizacidén genéticos
para generar respuestas inmunes humorales ¥ celulares
preventivas o terapéuticas dirigidas con células cancerosas gue
expresan N-Cadherina. Usando las mcléculas de ADN que codifican
la N-Cadherina descritas en la presente, se pueden inyectar

constructos que comprenden ADN que codifica una proteina N-
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Cadherina/inmundégeno y secuencias de regulacién apropiadas
directamente en el mGsculo o la piel de un individuo, de modo
gque las células del misculo o 1la piel absorba el constructo y
exprese la proteina N-Cadherina/inmunégenc codificada. La
proteina N-Cadherina/inmunogeno se puede expresar como una
proteina de superficie celular o se puede secretar. La
expresién de la proteina N-Cadherina/inmunégeno resulta en la
generacidén de 1inmunidad humoral y celular preventiva o
terapéutica contra céncer de prodstata. Se pueden usar diversas
técnicas de inmunizacién genética preventivas y terapéuticas
conocidas en el arte (para resefia, ver informacién vy

referencias publicadas en el sitio de Internet www.genweb.com).

[0090] La invencidén también proporciona métodos para inhibir
la actividad celular (por ejemplo, proliferacién, activacidn o
propagacién celular) de una célula que expresa multiples
antigenos de N-Cadherina sobre su superficie celular. Este
método comprende la reaccidén de los inmunoconjugados de la
invencién {(por ejemplo, una mezcla heterogénea u homogénea) con
la ceélula, de modo que los antigenos de N-Cadherina en la
superficie celular forman un complejo con los inmunoconjugados.
Cuanto mayor sea la cantidad de antigenos de N-Cadherina sobre
la superficie celular, mayor serd la cantidad de complejos de

anticuerpos de N-Cadherina que se pueda usar, respectivamente.
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A mayor cantidad de complejos de anticuerpos de N-Cadherina,

mayor cantidad de actividad celular gue se inhibe.

[00091] Una mezcla heterogénea incluye anticuerpos de N-
Cadherina que reconocen diferentes o el mismo epitopo,
conjugando cada anticuerpo con el mismo agente terapéutico o
uno diferente. Una mezcla homogénea incluye anticuerpos que
reconocen el mismo epitopo, conjugando cada anticuerpo con el

misme agente terapéutico.

[0092] La invencién también proporciona métodos para inhibir
la actividad bicldgica de N-Cadherina blogueando
respectivamente la N-Cadherina de la unién con su receptor. Los
métodos comprenden poner en contacto una cantidad de N-
Cadherina con un anticuerpo o inmunoconjugado de la invenciodn
en condiciones que permitan un complejo de inmunoconjugado de

N-Cadherina o) anticuerpo de N-Cadherina bloqueando,

respectivamente, la N-Cadherina de su unién con su ligando e

inhibiendo la actividad de la N-Cadherina.

[0053] En algunas formas de realizacién, la invencidn
proporcicna un método de tratamiento de céncer, en particular
un céncer que expresa N-Cadherina o inhibicién del crecimiento
de una célula cancerosa gue expresa una proteina N-Cadherina
por tratamiento de un sujetec o puesta en contacto de la célula
cancerosa con un anticuerpo o© unc de sus fragmentos que

reconoce y se une con la proteina N-Cadherina en una cantidad
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efectiva para inhibir el crecimiento de la célula cancerosa. En
algunas formas de realizacidn, la célula cancerocsa es una
célula de cancer de préstata o una célula de céncer de vejiga.
El anticuerpo contactado puede ser un anticuerpo monoclonal y/o
un anticuerpo gquimérice. En algunas formas de realizacidn, el
anticuerpo guimérico comprende una regién constante de
inmunoglobulina humana. En algunas formas de realizacidn, el
anticuerpo es un anticuerpo humano o comprende una regidn
constante de inmunoglobulina humana. En otras formas de
realizacién, el fragmento de anticuerpo comprende Fab, Flab)z o
Fv. En otras formas de realizacidn, el fragmento comprende una

proteina recombinante que tiene una regidn de unién a antigeno.

[0094] En otra forma de realizacidn, la invencidén
proporcicna métodos para el tratamiente de cancer, en
particular, un cancer gque expresa N-Cadherina o inhibe
selectivamente una célula que expresa un antigenoc de N~
Cadherina por reaccién de cualquier o una combinacion de los
inmunoconjugados de la invencién con la célula en una cantidad
suficiente para inhibir la célula. Estas cantidades incluyen
una cantidad para matar la célula o una cantidad suficiente
para inhibir el crecimientoc o la proliferacién celular. Tal
comoe se comentd mas arriba, la dosis y el régimen posoclogico
dependerd de la naturaleza de la enfermedad o trastorno por
tratar asociado con N-Cadherina, su poblacién, el sitio al que
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se han de dirigir los anticuerpos, las caracteristicas de la
inmunotoxina particular y el paciente. Por ejemplo, la cantidad
de inmunoconjugado puede estar en el rango de 0,1 a 200 mg/kg
de peso de paciente. El inmunoconjugado puede comprender el
anticuerpo dé anti-N-Cadherina o el fragmento ligado con un
agente terapéutico. El agente terapéutico puede ser un agente
citotéxico. El1 agente citotdoxico se puede seleccionar de un
grupo que consiste en ricina, cadena de ricina A,
doxorrubicina, dauncrrubicina, taxol, bromuro de etidio,
mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina, vinblastina,
colchicina, dihidroxiantracindiona, actinomicina D, toxina de
difteria, exotoxinas de Pseudomonas (PE) A, PE40, abrina,
cadena de arbrina A, cadena de modeccina A, alfa-sarcina,
gelonina mitogelina, retstrictocina, fenomicina, enomicina,
curicina, crotina, calicheamicina, inhibidor de saponaria
officinalis, maitansinoides y glucocorticoidricina. El agente
terapéutico puede ser un isdtopo radiactivo. E1 isdtopo
terapéutico se puede seleccionar del grupo que consiste en

212Bi, 1311’ lllIl’l, SOY y lBERe.

[0095] En cualquiera de las formas de realizacidn
anteriores, también se pusde administrar un farmaco
gquimioterapéutico y/o radioterapia. En algunas formas de
realizacién, el paciente también recibe terapia de antagonistas
hormonales. La puesta en contacto del ©paciente con el
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anticuerpo o) fragmentoc de anticuerpo se puede hacer
administrando el anticuerpo al paciente por via intravenosa,
intraperitoneal, intramuscular, intratumeoral o intradérmica. En
algunas formas de realizacidén, el paciente tiene cancer
urogenital (por ejemplo, cancer de vejiga, céncer de proéstata).
En algunas formas de realizacién de las anteriores, el paciente
sufre de cancer de préstata y opcionalmente también el paciente
recibe terapia por ablacién. En algunas formas de realizacidn,
la puesta en contacto comprende la administracidén del
anticuerpc directamente en el c¢ancer o una metadstasis del
cancer.

[0096] En algunas formas de realizacién, el inmunoconjugado
tiene un agente citotdxico que es una molécula pequefia. Las
toxinas tales como maitansina, maitansincides, saporina,
gelonina, ricina o calicheamicina y sus analogos o derivados
también son apropiados. Otros agentes citotdxicos gue se pueden
conjungar con los anticuerpos de anti-N-Cadherina incluyen
BCNU, estreptozoicina, vincristina y 5-flucrouracilo. Las
toxinas enzimaticamente activas y sus fragmentos también se
pueden usar. Los restos radiocefectores se pueden incorporar en
el conjugado per vias <conocidas (per ejemplo, ligadores
bifuncionales, proteinas de fusién). Los anticuerpos de la
presente invencién también se pueden ceonjugar con un resto de

efector gue es una enzima que convierte un profarmaco en un
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agente quimioterapéutico activo. Ver el documento WO 88/07378;
patente U. S. N.° 4.975.278; y patente U.S. N.° 6.949.245. El
anticuerpo o inmuncoconjugado se puede ligar opcicnalmente a
polimero no proteicos (por ejenmplo, poelietilenglocel,
polipropilenglicol, pelioxialguilencs 0 copolimeros de

polietilenglicol vy polipropilenglicol).

[0087] Los conjugades del anticuerpo y el agente citotdxico
se pueden preparar usando métodos bilen conocidos en el arte
(ver la patente U.S. ©N.° 6.949.245). Por ejemplo, los
conjugados se pueden preparar usando una variedad de agentes de

acoplamiento a proteinas funcicnales tales como N-succinimidil-

3-{2-piridilditicl)propicnato (SPDE}, succinimidii-4- (N-
maleimidoemetil) ciclohexan-1-carboxilato, iminctiolano (IT),
derivados bifuncicnales de imidoésteres (tales como
dimetiladipimidato HCL), ésteres activoes {tales Como

disuccinimidilsuberato), aldehidos {tal comec glutaraldehido),

compuestos bis-azido {tal cComo bis (p-azidcbenzoil)
hexandiamina}, derivados de bis-diazonio {como bis-(p-
diazoniobenzoil)-etilendiaminal, diiscoclianatos {como tolyen

2,6-diisocianate) y compuestos fluorados bis-activos (tal como
1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, se puede
preparar una inmunotoxina ricina tal como se describe en
Vitetta et al. Science 238: 1098 (1987). E1 acide 1-
isotiocianatobencil-3-metildietilentriaminepentaacético
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rotulado c¢on carbone 14 (MX-DTPA}) es un agente quelante de
ejemplo para la conjugacidén de radionucledtido con el
anticuerpo. Ver el documento WO 94/11026. El ligador puede ser
un "ligador clivable" que facilita la liberacién del farmaco
citotéxico en la célula. Por ejemplo, se pueden usar un ligador
labil a é&cidos, ligador sensible a peptidasa, ligador de
dimetile ¢ ligador con contenido de disulfurc (Chari et al.

Cancer Research 52: 127-131 (1992)).

Métodos de administracidén y formulacidn

[0098] Los anticuerpos anti-N-cadherina o los
inmunoconjugados se administran a un paciente humano de acuerdo
con métodos conccidos, tales como la administracién
intravenosa, por ejemplo, en forma de un belec o mediante
infusidén continua a lo largo de un periodo de tiempc, por vias
intramuscular, intraperitoneal, intracerebroespinail,
subcutanea, intraarticular, intrasinovial, intratecal, oral,
topica, o inhalacién. Se prefiere la administracidn intravenosa
o subcutdnea del anticuerpo. La administracién puede ser local

o0 sistemica.

[0099] Las composiciones para administracién comprenderan
habitualmente un agente descrito en la presente (por ejemplo,

inhibidores de la N-cadherina, anticuerpcs de N-cadherina e
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inmunoconjugades, s$iARN de N-~cadherina y vectores de ellos)
disueltos en un vehiculo farmacéuticamente aceptable,
preferentemente en un vehiculo acuosoc. Puede utilizarse una
variedad de vehiculos acuosos, por ejemplo, scoluciones salinas
tamponadas vy similares. Estas soluciones son estériles y en
términos generales estan exentas de material indeseable. Estas
composiciones pueden ser esterilizadas mediante técnicas de
esterilizacidén convencionales, bien conocidas. Las
composiciones pueden contener sustancias auxiliares
farmacéuticamente aceptables en la medida de lo requerido para
aproximarse a las condiciones fisicldgicas tales como agentes
para ajustar y tamponar el pH, agentes ajustadores de la
toxicidad y similares, por ejemplo, acetate de sodio, <clorurc
de sodio, cloruroc de potasic, lactato de scdio y similares. La
concentracién del agente activo en estas formulaciones puede
variar ampliamente, y se seleccicnard primariamente en base a
los wvolumenes del fluide, viscosidades, peso corporal, vy
similares de acuerdoc con el modo de administracién particular
de administracién seleccionade y de las necesidades el

paciente.

[C100] Por lo tanto, una composicién farmacéutica tipica
para administracién intravenosa variard en funcidén del agente.
Los métodos reales para preparar composiciones administrables

por via parenteral seran conocidos de la persona con pericia en
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ia especialidad o evidentes para la persona con pericia en la
especialidad y se han descrito «con mayor detalle en
publicacicnes tales como Remington's Pharmaceutical Science,

15th ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa. (1980).

[0189] Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse en
una variedad de formas de dosis unitarias en funcién del método
de administracién. Por ejemplo, las formas de dosis unitarias
incluyen, pero no se limitan a, polvos, comprimidos, pildoras,
capsulas vy pastillas. Se reconoce que los anticuerpos, si se
los administra oralmente, deberian estar protegidos contra la
digestién. Esto se lleva a cabo tipicamente sea formando
complejos de las moléculas con una composicién para hacerlas
resistentes a la hidrélisis Acida y enzimética, o envasando las
moléculas en un vehiculo adecuvadamente resistente, tal comec un
liposoma © una barrera de proteccidén. Los medios para proteger
los agentes contra la digestién son bien conocidos en la

especialidad.

[0101] Las formulacicnes farmacéuticas, en particular, de
los anticuerpos e inmunoconjugados e inhibidores destinados a
ser utilizados en la presente invencidn pueden prepararse
mediante el mezclado de un anticuerpo gue tiene el grado
deseado de pureza con opcionalmente vehiculos, excipientes o
estabilizadores farmacéuticamente aceptables. Tales

fermulaciones pueden ser formulaciones liofilizadas o
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soluciones acuosas. Los vehiculos, exciplentes e}
estabilizadores, farmacéuticamente  aceptables, carecen de
toxicidad para los receptores destinatarios en las dosis ¥y
concentracienes utilizadas. Los vehiculos, excipientes o
estabilizadores, farmacéuticamente aceptables, pueden  ser
acetato, fosfato, citrato, y otros acidos orgéanicos;
antioxidantes {por ejemplo, &cido ascodrbico) polipéptidos,
agentes de conservacién de bajo peso molecular; proteinas tales
como albumina de suero o gelatina, © polimeros hidréfilos tales
como peclivinilpirrolidona; y aminoadcidos, monosacaridos,
disacarides, vy otros carbohidrates que incluyen glucosa,
manosa, o© dextrinas; agentes quelantes; y surfactantes idnicos
y no iénicos (por ejemplo, polisorbato); contraiones formadores
de sal tales como sodio; complejos de metal (por ejemplo,
complejos de Zn-proteina); y/o surfactantes no iénicos. EIl
anticuerpo puede ser formuladoe con una concentracidn de entre

0.5 - 200 mg/ml, o entre 10-50 mg/ml.

[0102] La formulacidén también puede proveer compuestos
activos adicionales que incluyen agentes guimioterapéuticos,
agentes citotdxicos, citoguinas, agentes inhibidores del
desarrollo, y agentes antihormonales. Los ingredientes activos
también pueden prepararse en forma de preparacicnes de
liberacidén prolongada (por ejemplo, matrices semipermeables de
polimeros hidréfobos solidos {por ejemplo, poliésteres,
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hidrogeles (por ejemplo, poli (2-hidroxietil-metacrilate), o
peli(alcohel wvinilico)), pelilactidos. Los anticuerpos e
inmunoconjugados también pueden estar entrampados en micro
cépsulas preparadas, poxr ejemplo, mediante técnicas de
coacervacién ¢ mediante polimerizacidén  interfacial, por
ejemplo, micro capsulas de hidroximetilcelulosa o micro
cdpsulas de gelatina y micro cépsulas de poli(metacrilato de
metilo), respectivamente, en sistemas coloidales para la
entrega de farmacos (por ejemplo, liposomas, microesferas de
albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) © en

macroemulsiones.,

[0103] Las composiciones pueden administrarse para
tratamientos terapéuticos o profilactices. En aplicaciones
terapéuticas, las composiciones se administran a un paciente
que adolece de una enfermedad (por ejemplo, cancer) en una
“dosis terapéuticamente efectiva”. Las cantidades efectivas
para esta utilizacién dependeran de la gravedad de la
enfermedad y del estado general de la salud del paciente. Es
posible administrar administraciones simples o miltiples de la
composicién en funcién de la dosis y frecuencia requeridas vy
toleradas por el paciente. Un “paciente” o “sujeto” para los
fines de la presente invencidén incluye tanto seres humanos como
otros animales, en particular mamiferos. Por 1lo tantoc los

métodos pueden aplicarse tanto para fines de terapia humana
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como veterinaria. En la forma de realizacidn preferida el
paciente es un mamifero, preferentemente un primate, y en la
forma de realizacidn maés preferida el paciente es un ser
humano. Es posible utilizar otras terapias de céncer conocidas
en combinacidén con los métodes de la invencidn. Por ejemplo,
las composiciones para utilizar de acuerdo con la invencidn
también pueden utilizarse para apuntar a o sensibilizar una

célula a otros agentes terapéuticos para cancer tales como S5FU,

vinplastina, actinomicina D, cisplatino, metotrexato, Y
similares.
[0104] En otras formas de realizacidn, los métodos de la

invencién con otras terapias de céncer {(por ejemplo,
prostatactomia radical), terapia de radiacién (haz exterior o
bragquiterapia)), terapia de hormonas (por ejemplo,
orquiectomia, terapia con LHRH-andlogo para suprimir la
produccidn de testosterona, terapia anti-andrégeno), 0
guimioterapia. La prostatacteomiz radical implica la remocidn de
la totalidad de la gléndula préstata y ademas algc de tejido
rodeante. Se utiliza este tratamiento comGnmente cuando se
considera que el céncer no se ha propagado mas alld del tejido.
Se utiliza cominmente la terapia de radiacidn para tratar un
cédncer de préstata que estd todavia confinade a la glandula
préstata, © que se ha propagado al tejido circundante. Si la
enfermedad estd mas avanzada puede utilizarse la radiacidn para
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reducir el tamanoc del tumor. Se enmplea frecuentemente la
terapia de hormeona en los pacientes en los que el 'cancer de
préstata se ha propagade mas alld de la préstata c tlene una
recurrencia. El objetive de 1la terapia hormeonal es la de
reducir los niveles de las hormconas masculinas, los andrdgenos
y con ello hacer que el céancer de préstata se contraiga o
crezca mas lentamente. Los agonistas de LHRH (luteinizing
hormone-releasing hormone, hormona liberadcra de la hormena
luteinizante) disminuyen la produccidén de testosterona. Estoes

agentes pusden inyectarse sea mensualmente sea a intervalos més

prclongados. Dos de estos an&logos son el leuprolide vy
goserelin. También pueden utilizarse antiandrégenos (por
ejemplo, flutamide, bicalutamide y nilutamide). La expresidn

“bhlogueo  total de andrégeno”  se refiere al usc de
antiandrégenos en combinacidén con la orguietomia o analegos de
LHRH. La quimicterapia es una opcidn para pacientes cuyo céncer
de préstata se ha propagado fuera de la gléandula préstata vy
para los que la terapia hormonal ha failado. No se espera
destruir la totalidad de las células de céancer, pero puede
ralentizar el desarrolle del tumcr y aliviar el dolor. Alguncs
de los farmacos de guimioterapia utilizados en el tratamiento
del céncer de prodstata gue ha regresado o sigue creciendo y se
propaga después del tratamiento con terapia hormonal incluyen

doxorrubicina (adriamicinal, estramustina, etopdsido,
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mitoxantrona, vinblastina vy paclitaxel. Es frecuente gque se
administren dos o més farmacos juntos a efectos de reducir la
probabilidad de que las células de céncer se hagan resistentes
a la quimioterapia. El carcinoma de células pequefias es un tipo
raro de céncer de préstata del que es probable que reaccione

mas a la guimicterapia gue & la terapia hormonal.

[0105] En algunas formas de realizacidn, también se
administra un “cardicprotector” junto con el anticuerpo de N-
cadherina, inhibidor de ligacién de N-cadherina, o molécula de
N-cadherina siBARN para su uso de acuerdo con la invenciodn
(Véase la Patente de los EE.UU. N.° 6£.949.245). Un
cardioprotector es un compuesto o composicidén gue impide o
reduce la disfuncién del miocardio {es decir, la cardiomiopatia
v/o la insuficiencia cardiaca congestiva) asociada con la
administracién de un farmaco, tales como un antibidtico
antraciclina a un paciente. El1 cardicprotector puede, por
ejemplo, blogquear o reducir un efecte cardictéxico mediado por
radicales libres y/o prevenir o reducir la lesidén por stress
oxidativeo. Los ejemplos de cardioprotectores abarcados por la
presente definicién incluyen el agente gquelante de hierro
dexrazoxane {(ICRF-187) (Seifert et al. The Annals of
Pharmacotherapy 28:1063-1072 {1994)); un agente reductor de los
lipidos y/o anti-oxidante tal come probucel (Singal et al. J.
Mol. Cell Cardiol. 27:1055-1063 (1995)}); amifostina {aminctiol
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2-{(3-aminopropil)aminoletanotiol-dihidrégeno fosfato éster,
también denominado WR~-2721, ¥ la ingestién celular
defosforilada de la misma denominada WR-1065) y el acido 5-3-
(3-metilaminopropilamino}propilfosfotioico (WR-151327), véase
Green et al. Céancer Research 54:738-741 (19%4); digoxina
(Bristow, M. R. 1In: Bristow M R, ed. Drug-Induced Heart
Disease. New York: Elsevier 191-215 (19%80)); beta-bloqueadores
tales como metoprolol (Hjalmarson et al. Drugs 47:Suppl 4:31-9
(1994); vy Shaddy et al. Am. Heart J. 129:197-% (1995)});
vitamina E; Aacido ascoérbico vitamina C}; agentes secuestradores
de radicales libres tales comoc acido oleandlico, acido ursélico
y N-acetilcisteina (NAC); compuestos atrapadores de espin tales
come alfa-fenil-ter-butilnitrona (PBN) (Paracchini et al.,
Anticancer Res. 13:1607-1612 {1993)); compuestos

selenocrganicos tales como P251 (Elbesen); y similares.

[0106] Las administraciones combinadas incluyen la
administracién conjunta, para lo cual se utilizan formulaciones
separadas © una Unica composicidén farmaceutica, y la
administracién consecutiva en cualquier orden, en donde hay
preferentemente un periodo de tiempo mientras ambos agentes
activos (o todos ellos) ejercen simultaneamente sus actividades

biclégicas.

[0107] Las mcléculas y compuestos identificados gue

indirectamente o directamente mecdulan la expresidén y/o funcién
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de una proteina N-cadherina pueden ser utiles para tratar
cédnceres gue respectivamente, expresan la N-cadherina. Los
moduladores de la proteina N-cadherina puede ser administrados
sclos ¢ conjuntamente en combinacidédn con la quimioterapia,
radioterapia o inmuncterapia convencionales, asi como con los

métodos terapéuticos actualmente desarrollados..

[0108] Las formulaciones adecuadas para la administraciodn
oral pueden consistir en (a) soluciones liguidas, tales como
una cantidad efectiva del &cido nucleico empacado suspendido en
diluentes, tales como agua, sclucidn fisioldgica salina o PEG
400; (b) cépsulas, sachets o© comprimidos, cada uno de 1los
cuales contiene una cantidad predeterminada del ingrediente
activo, como liquidos, sélidos, granulos o gelatina; (c)
suspensiones en un ligquidc apropiado; y (d) emulsiones
adecuadas. Las formas de los comprimidos pueden incluir uno o
més de los siguientes: lactosa, sacarosa, manitol, sorbitol,
fosfatos de calcio, almidén de maiz, almidén de papa, celulosa
microcristalina, gelatina, diéxido de silicic coleidal, talco,
estearato de magnesio, acceso estedrico, y otros excipientes,
colorantes, rellenocs, ligantes, diluyentes, agentes tamponantes
de scluciones, agentes de humectacidn, agentes conservadores,
agentes saborizantes, tintes, agentes de desintegracidn, ¥y
vehiculos farmacéuticamente compatibles. Las formas de tabletas

pueden comprender el ingrediente activo en un saborizante, por
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ejemple, sacarosa, asi como pastillas que comprenden el

ingrediente activo en una base inerte, tales como gelatina y

glicerina o suspensiones de sacarosa y acacia, y similares que

contienen, ademds del ingrediente active, vehiculos conocidos

de la persona con pericia en la especialidad.

[0109] El compuesto elegido, solo o en combinacidén con otros
compuestos adecuados, puede ser preparado como formulaciones de
aerosol (es decir, se lo puede “nebulizar”) a ser administradas
via inhalaciédn. Las formulaciones de aerosol puede ser
colocados en agentes propelentes aceptables presurizados, tales

como diclorodifluorometano, propano, nitrégeno, y similares.

[0110] Las formulaciones adecuadas para la administracidn
rectal incluyen, por ejemplo, supositorios que ceonsisten en el
acido nucleico envasado con una base de supcsitorio. Las bases
adecuadas para los supositorios incluyen trigliceridos
naturales o sintéticos o hidrocarbonos parafina. Ademas de
ello, es también posible utilizar capsulas rectales de gelatina
gque consisten en una combinacién del compuesto elegido con una
base, lo que incluye, por ejemplo, triglicéridos liquidcs,

polietilenglicoles, e hidrocarburos de parafina.

[0111] Las formulaciones adecuadas para la administracidn
parenteral tales como, por ejemplo, por via intraarticular (en
las articulacicnes), intravenosa, intramuscular, intratumocral,

intradérmica, intraperitoneal, 3% subcutanea, incluyen
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scluciones acuosas y no acuosas, isotdnicas estériles, qgue
pueden contener antioxidantes, tampones en solucidn, agentes
bacteriostéticos y solutos que hacen que la formulacidn sea
isoténica con la sangre del receptor previsto, y suspensicnes
estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de
suspensiodn, solubilizantes, agentes de espesamiento,
estabilizantes, y agentes de conservacidén. En la préactica de
esta invencidn, es posible administrar las scluciones por
ejemplo, por infusién intravenosa, o por administracidn oral,
tépica, intraperitoneal, intravesical o) intratecal. La
administracidén parenteral, la administracién oral, vy 1la
administracién intravenosa son los métodos de administracién
preferidos. Las formulaciones de los compuestos pueden ser
presentadas en contenedores sellados de una sola dosis o de

miltiples dosis, tales como ampollas y frascos.

[0112] Las soluciones y suspensiones para inyecciones pueden
prepararse a partir de polvos estériles, granuloes, 3%
comprimidos del tipo arriba descrito. Las células transducidas
por &cidos nucleicos para la terapia ex vivo también pueden
administrarse por via intravenosa © parenteral como arriba

descrito.

[0113] Es preferible que la preparacién farmacéutica se
halle en forma de dosis unitaria. En una forma de este tipo la

preparacién se subdivide en dosis wunitarias gue contienen
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cantidades adecuadas del componente activo. La forma de dosis
unitarias puede ser wuna preparacién envasada; el envase
contiene cantidades discretas de la preparacidn, tales como
comprimidos, capsulas envasados, y polvoes en frascos o
ampollas. Por otra parte, la forma de dosis unitaria puede ser
una capsula, comprimido, cachet, o tabletas por si mismo, o
puede ser la cantidad adecuada de cualquiera de elles en forma
envasada. Si se desea, la composicidén puede también contener

otros agentes terapéuticos adecuados.

[0114] Las preparaciones farmacéuticas entregan uno o mas
moduladores de la proteina N-cadherina, opcionalmente en
combinacién con uno o mads agentes quimioterapéuticos o agentes
inmunoterapéuticos, en una formulacién de liberacidn
prolongada. Tipicamente, se administra el modulador de la N-
cadherina terapéuticamente comoc un agente de sensibilizacién
gue incrementa la sensibilidad de las c¢élulas tumorales con
respecto a otras terapias citotdxicas contra el céancer, lo que
incluye la quimioterapia, terapia de radiacién, inmunoterapia y

terapia hormonal.

[0115] En el uso terapéutico para el tratamiento del céncer,
los moduladores o inhibidores de la N-cadherina utilizados en
el métode farmacéutico de la invencién de la invencidn son
administrados con una dosis inicial de aproximadamente 0,001

mg/kg a aproximadamente 1.000 mg/kg por dia. Puede utilizarse
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un intervalo de dosis diaria de aproximadamente 0,01 mg/kg a
aproximadamente 500 mg/kg, o de aproximadamente 0,1 mg/kg a
aproximadamente 200 mg/kg, o de aproximadamente 1 mg/kg a
aproximadamente 100 mg/kg, o de aproximadamente 10 mg/kg =a
aproximadamente 50 mg/kg. Sin embarge, las dosis pueden
variarse en funcién de las necesidades del paciente, la
gravedad de la condicién gque se estd itratando, y del compuesto
gue se estd empleando. Por ejemplo, es posible determinar las
dosis empiricamente teniendo en cuenta el tipc y la etapa del
cancer diagnosticado en un paciente en particular. La dosis
administrada a un paciente, en el contexto de la presente
invencién, deberia ser suficiente para lograr una respuesta
terapéutica beneficiosa en el paciente a lo largo del tiempo.
La magnitud de 1la dosis también serd determinada por la
existencia, naturaleza vy amplitud de cualesguiera efectos
secundarios adversos que acompafian la administracién de un
vector en particular, o de un tipo de célula transducida en un
paciente en particular. La determinacién de la dosis correcta
para una situacién en particular se halla dentro de la
capacidad de la persona con pericia en la especialidad. En
términos generales se inicia el tratamiento con dosis més
peguefias que son inferiores a la dosis odptima del compuesto.
Seguidamente se incrementa la dosificacidén de a pequerios

incrementos hasta lograr el efacto optimo bajo las



circunstancias. Por razones de comodidad es posible dividir la
dosis diaria administrada en porciones durante el dia, si se

desea.

[0116] Las preparaciones farmacéuticas (por ejemplo, N-
cadherina siARNs, anticuerpos de WN-cadherina, vacunas de N-
cadherina, inhibidores de N-cadherina, e inmuncconjugadecs) para
uso de acuerdo con la invencidn, se entregan tipicamente a un
mamifero, lo que incluye animales humanos y no humanos. Los
mamiferos no humancs tratados mediante los métodos de la
presente incluyen animales domesticados (es decir, caninos,
felinos, roedores, y lagomorfos) y animales de ganaderia vy

agricultura {bovincs, equinos, ovinos, porcinos).

Ensayos para moduladores de la proteina N-Cadherina

[0117] La modulacién de una proteina N-Cadherina y la
correspondiente modulacién de una proliferacidn celular, por
ejemplo, célula tumoral, se puede evaluar usando una variedad
de ensayos in vitro e in vivo, incluyende modelos a base de
células. Estos ensayos se pueden usar para evaluar inhibidores
y activadores de una proteina N-Cadherina, y, en consecuencia,
inhibidores y activadores de la proliferacién celular,
incluyendo moduladores de sensibilidad y toxicidad

guimioterapéutica. Estos moduladores de una proteina N-
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Cadherina son de utilidad para el tratamiento de trastornos
relacionados con la proliferacidén celular patecldégica, por
ejemplo, cancer. Los moduladores de la proteina N-~Cadherina se
ensayan usando yva sea N-Cadherina recombinante o natural, con

preferencia N-Cadherina humana.

[0118] La medicidén de la modulacidén de la proliferaciodn
celular con una proteina N-Cadherina o una célula que expresa
una proteina WN-Cadherina, ya sea recombinante o natural, se
puede llevar a cabo usando una variedad de ensayos, in vitro,
in vivo y ex vive, tal como se describe en la presente. Se
puede usar un cambio fisico, quimico o fenotipice apropiado que
afecte la actividad, por ejemplo, la actividad enzimAtica como
actividad de gquinasa, la proliferacidén celular o la unidn a
ligando (por ejemplo, un receptor de proteina N-Cadherina)} para
evaluar la influencia de un compuesto de ensayo sobre el
polipéptidoc de esta invencién. Cuando los efectos funcionales
se determinan usando células intactas © animales, tambien se
pueden medir una variedad de efectos tales como unidn a
ligandos, actividad de gquinasa, cambios transcripcionales en
marcadores genéticos <conocidos y no caracterizados @ (por
ejemplo, northern blots), campios en el metabolismo celular,
cambios relacionados con la proliferacidn celular, expresion
del marcador sobre la superficie celular, sintesis de ADN,
marcador y dilucién de la tintura (por ejemplo, ensayos de GFP
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y tracker celular), inhibicidén del contacto, crecimiento

tumoral en ratones desnudos, etc.

Ensayos 1n vitro

[(0119] Los ensayos para identificar compuestos con actividad
moduladora de N-Cadherina se pueden llevar a cabo in vitro.
Tales ensayos pueden usar una proteina N-Cadherina de longitud
total o una de sus variantes (ver, por ejemplo, las Figuras 6 y
7, respectivamente) o uno de sus mutantes o un fragmento de una
proteina N-Cadherina. La proteina N-Cadherina purificada
recombinante o natural se puede usar en los métodos in vitro de
la invencién. Ademéds de la proteina N-Cadherina purificada, la
proteina N-Cadherina recombinante o natural puede ser parte de
un lisado celular o una membrana celular. Tal como se describe
mas abajo, el ensayo de unién puede ser en estado sélide o
socluble. Con preferencia, la proteina o membrana se liga a un
soporte sélido, ya sea de forma covalente o no covalente. A
menudo, los ensayos in vitro de la invencidn son ensayos de
unién o afinidad al sustrato o ligando, ya sea no competitivos
o competitivos. Otros ensaycs in vitro incluyen cambios de
medicién en las propiedades espectroscépicas (por eJemplo,
fluorescencia, absorbanciza, indice de refraccidén),
hidrodinamicas (por ejemplo, forma), cromatograficas o de

solubilidad para la proteina. Otros ensayos in vitro incluyen
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ensayos de actividad enzimatica, tales come fosforilacidén o

ensayos de autofosforilacién).

[0120] En una forma de realizacidn, se realiza un ensayo de
unién de alto rendimiento en el gue la preteina N-Cadherina o
unc de sus fragmentos se pone en contacte con un modulador
potencial y se incuba durante un tiempo apropiado. En una forma
de realizacién, el modulador potencial se liga a un soporte
sélido y la proteina N-Cadherina se anade. En otra forma de
realizacidén, la proteina N-Cadherina se liga a un soporte
sélido. Se puede usar una amplia variedad de moduladores tal
comc se describe méas abajo, incluyendc peguerias moléculas
organicas, péptidos, anticuerpos y analogos del ligando de N-
Cadherina. Se puede usar una amplia variedad de ensayos para
identificar la unién de modulador de N-Cadherina, incluyendo
ensayos de unién rotulada de proteina-proteina, desplazamietos
de movilidad electroforética, 1NMuUnNoensayos, ensayos
enzimdticos tales comc ensayos de guinasas y similares. En
algunos casos, la unidén con el modulador candidato se determina
a través del uso de ensayos de unidn competitivos, donde la
interferencia con la unién con un ligande o sustrato conocido

se mide en presencia de un modulador potencial.

{0121] En una forma de realizacidn, las placas de
microtitulacién se recubren primerc c¢on una proteina N-

Cadherina © un receptor de proteina N-Cadherina y luego se
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gxponen a uno o varios compuestos de ensayo potencialmente
capaces de inhibir la unidén de una proteina N-Cadherina con un
receptor de proteina N-Cadherina. Un par de unidn rotulado (es
decir, 1isétopo fluorescente, enzimadtico, radiactivo} de la
proteina recupierta, ya sea un receptor de proteina N-Cadherina
0 una preoteina N-Cadherina, se expone lusgo a la proteina
recubierta y los compuestos de ensayo. La proteina no ligada se
lava de ser necesario entre exposiciones a una proteina N-
Cadherina, un receptor de proteina N-Cadherina o un compuesto
de ensayo. La ausencia de sefial detectable indica que el
compuesto de ensayo inhibia la interaccidn de unidén entre una
proteina N-Cacherina y, respectivamente, un receptor de
proteina N-Cadherina. La presencia de una seflal detectable (es
decir, fluorescencia, colorimetria, radiactividad) indica que
el compuesto de ensayo no inhibia la interaccién de unidn entre
una proteina N-Cadherina vy, respectivamente, un receptor de
proteina N-Cadherina. La presencia o ausencia de sefial
detectable se compara con una muestra de control que no se
expuso a un compuesto de ensaye, gue exhibe una sefal no
inhibida. En algunas formas de realizacidn, el par de unién no
estd rotulado, pero estd expuesto a un anticuerpo rotulado gue

se une especificamente con el par de unidn.
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Ensayos in vive a base de células

[0122] En ctra forma de realizacidn, la proteina N-Cadherina
se expresa en una célula y los cambios funcionales, por
ejemple, fisicos y gquimicos o fenotipicos se ensayan para
identificar la N-Cadherina y los moduladores de la
proliferacidn celular, por ejemplo, proliferacidén de celulas
tumorales. Las céliulas gue expresan proteinas N-Cadherina
también se pueden usar en ensayos de unidén y ensayos
enzimaticos. Cualguier efecto funcional apropiade se puede
medir tal como se describe en la presente. Por ejemplo, la
morfologia celular (por ejemplo, volumen celular, volumen
nuclear, perimetro celular y perimetro nuclear), unidn de
ligando, actividad de quinasa, apoptosis, expresidén del
marcador de superficie  celular, proliferacién celular,
positividad de GFP y ensayos de dilucién de tintura (por
ejemplo, ensayos de tracker celular con tinturas dque se unen a
las membranas celulares), ensayos de sintesis de ADN (por
ejemple, tinturas de unién a ADN de *H-timidina y fluorescente
como tintura BrdU o Hoechst con analisis FACS), son todos
ensayos apropiados para identificar potenciales moduladores
usando un sistema a base de células. Las células apropiadas
para tales ensayos a base de células incluyen células de cancer

primario o células tumores y lineas celulares, tal como se
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describen en la presente, por ejemplo, A549 (pulmon), MCEY
(mama, pb53 de tipo salvaje), H129% (pulmén, pS53 cero), Hela
{cervical}, PC3 (préstata, p53 mutante), MDA-MB-231 (mama, p53
de tipo salvaje). Las lineas celulares de cancer pueden ser p53
mutante, p53 cero o expresan p53 de tipo salvaje. La preteina
N-Cadherina puede ser natural o recombinante. Ademas, los
fragmentos de N-Cadherina o proteinas N-Cadherina quiméricas se

pueden usar en ensayos a base de células.

[0123] Los niveles de polipéptido de N-Cadherina celulares
se pueden determinar midiendo el nivel de proteina o mARN. El
nivel de la proteina N-Cadherina o las proteinas relacionadas
con la N-Cadherina se miden usando inmunoensayos tales como
western blotting, ELISA y similares con un anticuerpo que se
une de forma selectiva, respectivamente, con el polipéptido de
N-Cadherina o uno de sus fragmentos. Para la medicidén de mARN,
amplificacién, por ejemplo, usando ensayos de PCR, LCR o
hibridacién, por ejemplo, hibridacién northern, proteccidn de
ARNasa, dot blotting, son los preferidos. El nivel de proteina
0 mMARN se detecta usando agentes de deteccidn de rotulacidn
directa ¢ indirecta, por ejemplo, acidos nucleicos rotulados de
forma fluorescente o radiactiva, anticuerpos rotulados de forma
radiactiva o enzimatica y similares, tal comc se describe en la

presente.
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[0124] De modo alternativo, la expresidén de N-Cadherina se
puede medir wusando un sistema de genes reporteros. Dicho
sistema se puede prever usando un promctor de proteina N-
Cadherina ligado operativamente a un g@gen reportero como
acetiltransferasa de cloranfenicol, firefly luciferasa,
luciferasa bacteriana, P-galactosidasa y fosfatasa alcalina.
Por otra parte, la proteina de interés se puede usar Comc un
reporterco indirecto por unién con un segunde reportero come una
proteina fluorescente roja o verde (ver, por ejemplo, Mistili &
Spector, Nature Biotechnology 15:961-964 (1997)). El constructo
reporterc se transfectar tipicamente en una célula. Después del
tratamiento c¢on un modulador potencial, la cantidad de
transcripcién, traduccién o actividad del gen reportero se mide
de acuerdo con técnicas estandar conocidas por el experto en el

arte.

Modelos animales

[0125] Los modelos animales de proliferacidén celular también
se usan en el control de moduladores de la proliferacidn
celular. De modo similar, la tecnologia con animales
transgénicos que incluyen tecnclogia de knockout génico, por
ejemplo como resultado de recombinacidédn homdloga con un vector

de direccicnamiento génico apropiade o sobreexpresidn génica,
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dara como resultado la ausencia © una mayor expresién de 1la
proteina N-Cadherina. La misma tecnclogia también se puede
aplicar para preparar células knock-out. Si se desea, puede ser
necesaria una expresiodon especifica de tejido o knockout de la
proteina N-Cadherina. Los animales transgénicos generador por
tales métodos se usan como modelos animales de proliferacidn
celular y son de utilidad adicionalmente en el control de

moduladores de la proliferacidn celular.

[0126] Las células knock-out y los ratones transgénicos se
pueden preparar por insercidn de un gen marcador u otro gen
heterdlogo en un sitio génico endégeno de N-Cadherina en el
genoma murino por recombinacién homdéloga. Estos ratones también
se pueden preparar por sustitucién de una N-Cadherina enddgena,
respectivamente, con una versidén mutada del gen de N-Cadherina
0, respectivamente, por mutacién de una N-Cadherina enddgena,

por ejemplo, por exposicién a carcindgenocs.

[0127] Un constructo de ADN se introduce en los nucleos de
células madre embrionarias. Las células que contienen la lesidn
genética recién manipulada por ingenieria se inyectan en un
embrién murino huésped que se reimplanta en un receptor hembra.
Algunos de estos embriones se desarrcllan en ratones quiméricos
que poseen células germinales parcialmente derivadas de la
linea celular mutante. En consecuencila, al c¢riar ratones

guiméricos, es posible obtener una nueva linea de ratones Jque
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contienen la lesién genética introducida (ver, por ejemplo,
Capecchi et al., Science 244:1288 (1989)). Los ratones blanco
guiméricos se pueden derivar de acuerdo ¢on Hogan et ail.,

Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual, Cold Spring

Harbor Laboratory (1988), Teratocarcinomas and Embryonic Stem
Cells: A Practical Approach, Robertson, ed., IRL Press,
Washington, D.C., {1987) ¥ Pinkert, Transgenic Animal

Technology: A Laboratory Handbook, Academic Press (2003).

Ensayos de ejemplo

Crecimiento de agar blando o formacicn de colcnias eén

suspension

[0128] Las células normales requieren de un sustrato sdlido
para unir y crecer. Cuando las células se transforman, pierden
su fenotipo y crecen desprendidas del sustrato. Por ejemplo,
las células transformadas pueden <crecer en cultivo de
suspensién agitado o suspendide en medic semisdlido come agar
semisdlido o blando. Las células transformadas, cuando se
transfectan con genes suprescres tumorales, regeneran un
fenotipo normal y requieren de un sustrato sdlido para unirse y

crecer.

[0129] El crecimiento en agar blando o la formacidn de

colonias en ensayos en suspension se pueden usar para
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identificar moduladecres de MN-Cadherina. Tipicamente, las
células huésped transformadas (por ejemplo, células que crecen
en agar blandc) se usan en este ensayo. Por edjemplo se pueden
usar lineas c¢elulares RKC o HCT116. Las técnicas para el
crecimiento en agar blande o la formacién de colonias en
ensayos en suspensién se describen en Freshney, Culture of
Animal Cells a Manual of Basic Technigue, 3 ed., Wiley-Liss,
New York (1994), incorporados en la presente por referencia.
Ver también la seccién de métodes de Garkavtsev et al. (1996),

supra, incorporada en la presente por referencia.

Inhibicidn del contacte vy limitacidn de la densidad de

crecimiento

[0130] Las células normales crecen tipicamente en un patrén
planc y organizado en una placa de Petri hasta que entran éen
contacto con otras células. Cuando las células se tocan entre
si, tienen el contacto inhibido y dejan de crecer. Cuando las
células se transforman, sin embargo, las células no estan en
contacto inhibido y contintan creciendo hasta altas densidades
en focos desorganizados. Asi, las células transformadas crecen
hasta una densidad de saturacién mayor que las células
normales. Esto se puede detectar morfoldgicamente por formacidn
de una monocapa desorientada de células o celulas rodeadas en

focos dentro de un patrén regular de células rodeadas normales.
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De modo alternativo, se puede usar el indice de rotulacidn con
[*H]-timidina en 1la densidad de saturacién para medir la
limitacidén de la densidad de crecimiento. Ver Freshney (1994),
supra. Las células transformadas, cuandoc entran en contacto con
los meduladores de proliferacién celular, regeneran un fenotipo
normal y se vuelven con contacte inhibido y creceran con una

menor densidad.

[0131] La inhibicién del contacto y la limitacién de la
densidad de los ensayos de crecimiento se pueden usar para
identificar los moduladores de N-Cadherina gue son capaces de
inhibir la proliferacién anormal y la transformacién en las
células huésped. Tipicamente, las células huésped transformadas
{por ejemplo, células que no tienen contacto inhibido) se usan
en este ensayo. Por ejemplo, se pueden usar las lineas
celulares RKQ o HCT116. En este ensayo, el indice de rotulacién
con [°Hl-timidina en una densidad de saturacidén es un método
preferido de medicién de la limitacién de densidad de
crecimiento. Las células huésped transformadas entran en
contacto con un modulador potencial de N-cadherina y se
cultivan durante 24 horas en la densidad de saturacidn en
condiciones de medios no limitativas. El porcentaje de
rotulacién de células con [‘H]-timidina se determina por
autorradiografia. Ver Freshney (1994), supra. Las celulas

huésped contactadas con un modulador de N-cadherina producirian
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un menor indice de rotulacidn en comparacidén con el control
(por ejemplo, células huésped transformadas transfectadas con

un vector gque carece de inserto}.

Factor de crecimiento o serodependencia

[0132] El facter de crecimientec o la sercodependencia se
pueden usar como un ensayo para identificar los moduladores de
N-cadherina. Las «c¢é&lulas transformadas tienen una menor
serodependencia que sus contrapartes normales (ver, por
ejemplo, Temin, J. Natl. Cancer Insti. 37:167-175 (1966); Eagle
et al., J. Exp. Med. 131:836-879 (19%70)); Freshney, supra. Esto
se debe en parte a la liberacidn de diversos factores por
células transformadas. Cuande las células transformadas se
ponen en contacto con un modulador de N-Cadherina, las células
readquiriran serodependencia y liberardn los factores de

crecimiento en un menor nivel.

Niveles de marcadores especificos de tumcres

[0133] Las células tumorales liberan una mayor cantidad de
ciertos factores (de ahora en adelante, “marcadores especificos
de tumores”) que sus contrapartidas normales. Por ejemplo, el
activador de plasmindgeno (PA) se libera de glicma humano en un

mayor nivel que de c¢élulas cereprales normales ({ver, por
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ejemplco, Gullino, Angiogenesis, tumer vascularization and
potential interference with tumor growth. En Mihich (ed.):
“Biological Responses in Cancer”. New York, Academic Press, pp.
178-184 (1985)}. De modo similar, el facter de angicogénesis
tumoral (TAF) se libera en un mayor nivel en células tumorales
que sus contrapartes normales. Ver, por ejemplo, Folkman,

Angiogenesis and cancer, Sem Cancer Biol. {1992)).

[0134] Los marcadores especificos tumorales se pueden
ensayar para identificar moduladcres de N-Cadherina que reducen
el nivel de liberacién de estos marcadores de las células
huésped. Tipicamente, se usan células huésped transformadas o
tumorigénicas. Se describen diversas técnicas que miden la
liberacién de estos factores en Freshney (1994), supra. Ademas,
ver Unkless et al., J. Biol. Chem. 249:4295-4305 (1974);
Strickland & Beers, J. Biol. Chem. 251:5694-5702 (1976); Whur
et al., Br. J. Cancer 42:305-312 (1980); Gulino, Angiogenesis,
tumor vwvascularization and potential interference with tumor
growth. En Mihich, E. (ed): “Biological Respconses in Cancer”.
New York, Plenum (1985); Freshney Anticancer Res. 5:111-130

(1985).
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Invasividad en matrigel

[0135] Se puede usar el grade de invasividad en Matrigel u
otro constituyente de matriz extracelular como un ensayo para
identificar moduladores de N-Cacherina gue son capaces de
inhibir la proliferacién celular aneormal y el crecimiento
tumoral. Las células tumorales exhiben una buena correlacién
entre malignidad e invasividad de células en Matrigel o algun
otro constituyente de matriz extracelular. En este ensayo, se
usan tipicamente células tumorigénicas como células huésped. En
consecuencia, los moduladores de N-Cadherina se pueden
identificar midiendo los cambios en el nivel de invasividad
entre las células huésped antes y después de la introduccidn de
potenciales moduladores. Si un compuesto modula la N-Cadherina,
su expresién en células huésped tumorigénicas afectard su

invasividad.

[0136] Se pueden usar técnicas descritas en Freshney (19%4),
supra. En breve, el nivel de invasién de las células huésped se
puede medir usande filtros recublertos con Matrigel o algun
otroc constituyente de matriz extracelular. La penetracién en el
gel o a través del lado distal del filtro se considera
invasividad y se considera histolégicamente por cantidad de
1257

células y distancia movida o prerrotulando las células con

y contando la radiactividad del lado distal del filtro o 1la
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parte inferior de la placa. Ver, por ejemplo, Freshney (1984),

supra.

Crecimiento tumoral in vive

[0137] Los efectos de los moduladores de N-Cadherina sobre
el crecimiento celular se pueden ensayar en ratones
transgénicos o inmunosuprimidos. Los ratones transgénicos
knock-out se pueden preparar, en los que se disrumpe el gen
enddgenc de N-Cadherina. Estos ratones knock-out se pueden usar
para estudiar los efectos de la N-Cadherina, por ejemplo, como
un modelo de céancer, come un medic de ensayo in vivo de
compuestos gque modulan la N-Cadherina y para ensayar los
efectos de restauracidn de una N-Cadherina de tipo salvaje o

mutante en un ratdén knock-out.

[0138] Las células knock-out y los ratones transgénicos se
pueden preparar por insercidén de un gen marcador u otro gen
heterdéloge en el sitio génico enddgeno de N-Cadherina en el
genoma de ratén por medio de recombinacién homéloga. Estos
ratones también se pueden preparar sustituyendo la N-Cadherina
endégena con una versién mutada de N-Cadherina o mutando la N-

Cadherina endégena, por ejemplo, por exposicidn a carcindgenos.

[0139] Se intreduce un constructo de ADN en los nucleos de

células madre embrionarias. Las células gque contienen la lesidn
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genética manipulada nuevamente por ingenieria se inyectan en un
embridén de ratdédn huésped gue se reimplanta en un receptor
hembra. Algunos de estces embricnes se desarrollan en ratones
quiméricos que poseen células germinales parcialmente derivadas
de la linea celular mutante. En consecuencia, al cruzar 1los
ratones quiméricos, es posible obtener una nueva linea de
ratones con la lesién genética introducida (ver, por ejemplo,
Capecchi et al., Science 244:1288 (1%89)). Los ratcnes blanco
quiméricos se pueden derivar de acuerdo con Hogan et al.,
Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory (1988) vy Teratocarcinomas and y Embryonic
Stem Cells: A Practical Approach, Robertson, ed., IRL Press,
Washington, D.C., (l1987). Estos ratones knock-out se pueden
usar como huéspedes para evaluar los efectos de diversos

moduladores de N-Cadherina scbre el crecimiente celular.

[0140] De modo alternativo, se pueden usar diversos animales
huésped inmunosuprimidos o inmunodeficientes. Por ejemplo, como

huésped se pueden usar ratén “desnudo” genéticamente atimico

{(ver, por ejemplo, Gicvanella et al., J. Natl. Cancer Inst.
52:921 {1974)), wun ratdédn SCID, un ratdn timectomizado o un
ratén irradiade ({ver, por ejemplo, Bradley et al., Br. J.

Cancer 38:263 (1978); Selby et al., Br. J. Cancer 41:52
(1980)). Las células tumorales transplantables (tipicamente
aprox. 10® ceélulas) inyectadas en huéspedes isogénicos
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produciran tumores invasivos en alta proporcidén de casos,
mientras gque las células normales de origen similar no 1lo
haran. Los huéspedes se tratan con moduladores de N-Cadherina,
por ejemplo, por inyeccidén. Después de un pericdec de tiempo
apropiado, con preferencia 4-8 semanas, se mide el crecimiento
del tumor (por ejemplo, en volumen o en sus dos dimensiones mas
largas) y se comparan con el control. Se dice que los tumcres
que tenian una reduccién estadisticamente significativa
(usando, por ejemple, la prueba T de Student) tienen un
crecimiento inhibido. Al usar la reduccidn del tamanio del tumor
como un ensayo, se pueden identificar meoduladores de N-
cadherina que son capaces, por ejemplo, de inhibir la

proliferacidén celular anormal.

Métodos de control

[0141] La presente invencién también proporciona metodos de
identificacién de compuestos que inhiben la unidén con una
proteina WN-Cadherina, respectivamente, un receptor de N-
Cadherina, en donde dichos compuestos se usan en la inhibicidn
del crecimiento y la promocidn de la regresidn de un tumor gue
expresa una proteina N-Cadherina, por ejemplc un tumor de
cancer urcgenital, incluyendo un tumor de cancer de prédstata o

de vejiga.

101

e



[0142] Usando los ensayos descritos con anterioridad, se
pueden identificar compuestos lideres que son apropiados para
ensayar luego la identificacidn de aquellos que scn agentes
terapéuticamente efectivos por control de una variedad de
compuestos y mezclas de compuestos en cuantc a su capacidad de
reducir, inhibir a unién de una proteina N-Cadherina,
respectivamente, con un receptor de N-Cadherina. Los compuestos

de interés pueden ser sintéticos © naturales.

[0143] Los ensayos de control se pueden llevar a cabo in
vitro o in vivo. Tipicamente, los ensayos de control iniciales
se llevan a cabo in vitro y se pueden confirmar in vive usando
ensayos a base de células o modelos animales. Por ejemplo, las
proteinas de la familia génica regenerativa estan implicadas
con la proliferacién celular. En consecuencia, los compuestos
que inhiben la unioén de una proteina N-Cadherina,
respectivamente, con un receptor de N-Cadherina pueden inhibir
la proliferacién celular resultante de esta interaccidn de
unién en comparacidén con células no expuestas a un compuesto de
ensayo. Ldemas, la unién de una proteina N-Cadherina,
respectivamente, con un receptor de N-Cadherina esta implicada
con las respuestas de lesidén tisular, inflamacién y displasia.
En modelos animales, los compuestos que inhiben la union de una
proteina N-Cadherina, respectivamente, con su receptor, por
ejemplo, pueden inhibir la curacién de heridas o el avance de
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displasia en comparacidén con un animal no expussto a un
compuesto de ensayo. Ver, por ejemplo, Zhang, et al., wWorld J

Gastroenter (2003) 9:2635-41.

[0144] Usualmente, un compuestio gue inhibe la uniodn de N-
Cadherina, respectivamente, con un receptor de N-cadherina es
sintético. Los métodos de contreol se diseflan para controlar
grandes bibliotecas quimicas automatizando las etapas de ensayo
Yy proporcionando compuestos de cualgquier fuente conveniente a
los ensayos que tipicamente se corren en paralelo (por ejemplo,
en formatos de microtitulacidn en placas de microtitulacidn en

ensayos roboticos).

[0145] La invencidn proporciona ensayos 1in vitro para
inhibir la unién de N-Cadherina con su receptor eén un formato
de alto rendimiento. Paraz cada uno de los formatos de ensayo
descritos, las reacciones de control "sin modulador” gue no
incluyen un modulador proporcionan un nivel de fondo de N-
Cadherina que une la interaccién con su receptor o© sus
receptores. En los ensayos de alto rendimiento de la invencidn,
es posible controlar varios miles de moduladores diferentes en
un dia anico. En particular, cada cavidad de una placa de
microtitulacién se puede usar para CoOrrer un ensayo separado
contra un modulador potencial seleccionado o, si se han de
observar los efectos de la concentracién o el tiempo de

incubacién, cada 5-10 cavidades pueden ensayar un modulador
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individual. Asi, una placa de microtitulacidn esténdar Unica
puede ensayar aproximadamente 100 (96) moduladcres. 51 se usan
placas de 1536 cavidades, entonces una placa Unica puede
ensayar con facilidad de aproximadamente 100 a aproximadamente
1500 diferentes compuestos. Es posible ensayar diferentes
placas por dia; son posibles controles de ensayo de
aproximadamente 6.000-20.000 e incluso hasta aproximadamente
100.600-1.000.000 diferentes compuestos usando los sistemas
integrados de la invencidn. Las etapas de rotulacién, adicidn
de reactivos, cambics de fluidos y deteccidén son compatibles
con la automatizacién completa, por ejemplo, usando sistemas
robdéticos programables ¢ “sistemas integrados” asequibles en
comercios, por ejemplo, a través de BioTX Autcomation, Conroe,
TX; Qiagen, Valencia, CA; Beckman Coulter, Fullerton, CA; vy

Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA.

[0146] Esencialmente cualquier compuesto guimico se puede
ensayar como un inhibidor potencial de N-Cadherina que se une
con su receptor para usar en los métodos de la invencidn. Con
maxima preferencia, se usan en general los compusstos due se
pueden disolver en soluciones acuosas u organicas
(especialmente a base de DMSO). Se apreciard que haya varios
proveedores de compuestos guimicos, incluso Sigma (St. Louis,
MO), Aldrich (St. Louis, MO), Sigma-Aldrich (St. Louls, MO),
Fluka Chemika~Biochemica Analytika (Buchs Switzerland), asi
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como proveedores de bibkliotecas de moléculas orgdnicas pequenas
¥y péptideos listas para controlar, incluyendo Chembridge Corp.
(San Diego, CA), Discovery Partners International (San Diego,
CA)Y, Triad Therapeutics (San Diego, CA), Nanosyn {(Menlo Park,
CA), Affymax {Palo Alto, CA), ComGenex ({South San Francisco,

CA) y Tripos, Inc. (St. Lcuis, MO}.

[0147] En una forma de realizacidén de preferencia, los
inhibidores de la interacciéon de unidn con el receptor de N-
Cadherina se identifican por control de una biblioteca
combinatoria gque c¢ontiene una gran cantidad de compuestos
terapéuticos potenciales (compuestos moduladores potenciales).
Estas “bibliotecas quimicas o peptidicas c¢ombinatorias” se
pueden controlar en uno ¢ varios ensayos, tal como se describe
en la presente, para identificar aquellos miembros de la
biblioteca (especies o subclases guimicas particulares) gue
despliegan una actividad caracteristica deseada. Los compuestos
asi identificados pueden servir como “compuestos lideres”
convencionales o se pueden usar en si como agentes terapéuticos

poctenciales o reales.

[0148] Una biblioteca quimica combinatoria es una coleccicén
de diversos compuestos guimicos generados por sintesis quinica
o sintesis biolégica, combinando una cantidad de “bloques de
conformacién” apropiados, tales como reactivos. Por ejemplo,

una biblioteca quimica combinatoria lineal comec una biblioteca
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de polipéptidos se forma combinandoe un grupe de blogues de
conformacidn guimices {aminocidcidos) en cualquier via posible
para una longitud de compuesto dadoe (es decir, la cantidad de
aminoacidos an un compuesto polipeptidico). Se pueden
sintetizar millones de compuestes guimicos a través de tal

mezcla combinatoria de blogues de conformacidn quimicos.

[0149] La preparacidén y el control de biblictecas quimicas
combinatorias son bien conocidos por los expertos en el arte.
Estas bibliotecas quimicas combinatorias incluyen, pero sin
limitacién, bibliotecas de péptidos (ver, por ejemplo, patente
U.S. 5.010.175, Furka, Int. J. Pept. Prot. Res. 37:487-483
(1991) y Houghton et al., Nature 354:84-88 (1991)). Otres
quimicas para generar bibliotecas de diversidad quimica también
pueden ser utilizadas. Estas quimicas incluyen, pero sin
limitacién: peptoides (publicacién PCT N.° WO 91/18735},
péptidos codificados (publicacidn PCT WO 93/20242),
biocligémeros aleatorios (publicacién PCT N.° WO $2/00091),
penzodiazepinas (patente U.S. WN.° 5.288.514}), diversdémeros
tales como hidantoinas, benzodiazepinas y dipéptidos (Hobbs et
al., Proc. Nat.  Acad. Sci. Usa 90:6909-06913 (1993)},
polipéptidos vinilogos {(Hagihara et al., J. Amer. Chem. Soc.
114:6568 (1992)), peptidomiméticos no peptidicos con estructura
de [-D-glucosa (Hirschmann et al., J. Amer. Chem. Scc.

114:9217-9218 {1992)), sintesis organicas anadlogas de
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biblioctecas de compuestos pequenos (Chen et al., J. Amer. Chem.
Scc. 1lle:2661 (199%4})), oligocarbamatos (Cho et al., Science
261:1303 (1993)), vy/o peptidilfosfonatos (Campbell et al., J.
Org. Chem. 592:658 (199%4)), bibliotecas de acidos nucleicos {ver
Ausubel, Berger y Sambrook, all supra), bibliotecas de acidos
nucleicos peptidicos (ver, por ejemplo, patente U.S.
5.53%9.083}, biblictecas de anticuerpos ({(ver, por ejemplo,
Vaughn et al., Nature Biotechnology, 14(3):309-314 (1996) vy
PCT/US96/10287), bibliotecas de carbohidratos {ver, por
ejemplo, Liang et al., Science, 274:1520-1522 (129%6) y patente
U.S. 5.593.853), bibliotecas de moléculas crgédnicas pedquefias
(ver, por ejemplc, benzodiazepinas, Baum C&EN, Jan 18, pagina
33 (1993); isoprenocides, patente U.S. 5.569.588; tiazolidinonas
y metatiazanocnas, patente U.5. 5.549.874; pirrolidinas,

patentes U.S. 5.525.735 y 5.519.134; compuestos de morfolino,

patente U.s. 5.506.337%; benzodiazepinas, 5.288.514 Y
similares) .
[0150] Los dispositivos para la preparacién de bibliotecas

combinatorias son asequibles en comercics (ver, por ejemplo,
357 MPS, 390 MPS, Advanced Chem. Tech, Louisville KY, Symphony,
Rainin, Woburn, MA, 433A Applied Biosystems, Foster City, CA,

9050 Plus, Millipore, Bedford, MA).

Tecnologia de siARN
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[0151] El diseric y la preparacidén de moléculas y vectores de
siARN son kien conocidos por los expertos en la técnica. Por
ejemplo, un proceso eficaz para disefiar un siARN apropiado es
iniciar en el codén de partida AUG del transcripto de mARN (por
ejemplo, ver Figuras 7, 8, 9) y escanear las secuencias de
dinucledtidos BAA (ver Elbashir et al. EMBO J 20: 6877-6888
{2001). Cada nucleétido RA y 3' adyacentes son sitios blanco de
siARN potenciales. La longitud de la secuencia de sitio
adyacente determinard la longitud del siARN. Por ejemplo, 19
sitios adyacentes gque dardn siARN de 21 nucledtidos de longitud
con dinucledtidos UU cclgantes 3' son a menudo los mas
efectivos. Este enfoque también es compatible con el usc de ARN
pol III para transcribir siARNs de horquilla. E1 ARN pol III
termina la transcripcién en los tractos poli(T) de 4
nucledétidos de manera de crear moléculas de ARN que tienen un
corta cola poli(U). Sin embargo, los siARNs con otros
sobrevuelos de dinucledtidos 3' terminales también pueden
inducir de manera efectiva los ARNi, y es posible seleccionar
la secuencia empiricamente. Para la selectividad, es posible
evitar secuencias objetivo con mas de 16 - 17 pares de bases
contiguas de homologia con «respecto a otras secuencias
codificadoras, para lo cual se lleva a cabo una busqueda con

BLAST (Véase, www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).
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{0152] Los vectores de expresién de siARN para inducir ARNi
pueden tener diferentes criterios de diserfic. Un vector puede
tener insertadas dos repeticiones invertidas separadas por una
secuencia espaciadora corta y terminar con un trame de T que
sirven para terminar la transcripcidédn. Se predice que el
transcripto de ARN expresado se pliega en un siARN corte de
horquilla. La seleccién de secuencia blanco de siARN, la
longitud de las repeticiones invertidas que codifican el tallo
de una horquilia putativa, el orden de las repeticiones
invertidas, la longitud y la composicién de la secuencia
especiadora que <codifica el bucle de la horquilla y la
presencia de ausencia de las pendientes 5' puede variar. Un
orden preferide del casete de expresidén de siARN es una cadena
con sentido, un espaciador corto y una cadena antisentido. Los
$iARNs de horguilla con estas diversas longitudes de tallo (por
ejemplo, 15 a 30) pueden ser apropiades. La longitud de los
bucles que unen las cadenas con sentide y antisentido del siARN
de horguilla puede tener longitudes variables (por ejemplo, 3 a
9 nucledtidos o mas largos). Los vectores pueden contener
promotores y mejoradores de la expresién u otros elementcs de
regulacién gue estan operativamente ligados a la secuencia de
nucledtidos que codifica el siARN. Estos elementos de control

se pueden disefiar para permitir que el clinico inicie o termine
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la expresidén génica por adicidn o control de factores externos

de lcs que son responsables los elementos de regulacién.

[0153] En algunas formas de realizacidn, la invencidn
proporciona un método para inhibir el crecimientc de una célula
cancercsa gue expresa una proteina N-Cadherina al entrar en
contacto la célula cancerosa con un anticuerpo o unc de sus
fragmentos que reconoce y une la proteina en una cantidad
efectiva para inhibir el crecimientoc de la célula cancerosa. En
algunas feormas de realizacidn, la célula cancercsa es una
célula de cancer de prostata o una célula de cédncer de vejiga.
El anticuerpo de contacto puede ser un anticuerpo monoclonal
y/o un anticuerpo quimérice. En algunas formas de realizacidn,
el anticuerpe quimérico comprende una regidén constante de
inmunoglobulina humana. En algunas formas de realizacidén, el
anticuerpo es un anticuerpo humano o comprende una regidn
constante de inmunoglobulina humana. En otras formas de
realizacién, el fragmento de anticuerpoc comprende Fab, F(ab):; o
Fv. En otras formas de realizacién, el fragmentc comprende una
proteina recombinante que tiene una regién de unidn a antigeno.
En otras formas de realizacidén mas, el anticuerpo o el
fragmentc es un inmunoconjugado gque comprende el anticuerpo ©
el fragmento ligado con un agente terapéutico. ki agente
terapéutico puede ser un agente citotoxico. El agente

citotéxico se puede seleccionar de un grupo que consiste en
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ricina, <cadena de ricina A, doxorrubicina, daunorrubicina,
taxol, bromuro de etidio, mitomicina, etopdsido, tencpdsido,
vincristina, wvinblastina, colchicina, dihidrexiantracindiona,
actinomicina D, toxina de difteria, exotoxina de Pseudomonas

(PE) A, PE40, abrina, cadena de abrina A, cadena de nmodeccina

L, alfa-sarcina, gelonina mitogelina, retstrictocinag,
fenomicina, enomicina, curicina, crotina, calicheamicina,
inhibider de saponaria officinalis, maitansinoides y
glucocorticoidricina. E1 agente terapéutico puede ser un

isétopo radiactivo. El isdétopo terapéutico se puede seleccionar
el grupo gue consiste en 212gy 3y ln o %0y 8%Re En
cualquiera de las formas de realizacidén anteriores, también se
puede administrar una droga quimioterapéutica y/¢ radioterapia.
En algunas formas de realizacién, el paciente también recibe
terapia con antagonistas hormonales. La puesta en contacto del
paciente con el anticuerpo o fragmento de anticuerpo se puede
hacer administrando el anticuerpo al ©paciente por via
intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, intratumoral o
intradérmica. En algunas formas de realizacidn, el paciente
tiene cancer urogenital (por ejemplo, céncer de vejiga, cancer
de préstata). En algunas formas de realizacidn de las
anteriores, el paciente sufre de cancer de proéstata vy
opcionalmente también el paciente recibe terapia por ablacidn.

En algunas formas de realizacidén, la puesta en contacto
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comprende la administracidén del anticuerpo directamente en el

cancer o una metastasis del cancer.

[0154] En algunas formas de realizacién, el inmunoconjugado
tiene un agente citotdxico que es una molécula pequefia. Las
toxinas tales como maitansina, maitansinoides, saporina,
gelonina, ricina o calicheamicina y sus andlogos o derivados
también son apropiados. Otros agentes citotdxicos gque se pueden
conjungar c¢on los anticuerpos de anti-N-Cadherina incluyen
BCNU, estreptozoicina, vincristina vy 5-fluorouracilo. Las
toxinas enzimAdticamente activas y sus fragmentos también se
pueden usar. Los restos radioefectores se pueden 1ncorporar en
el conjugade por wvias conocidas (por ejemplo, ligadores
bifuncionales, proteinas de fusién). Los anticuerpos de la
presente invencién también se pueden conjugar con un resto de
efector que es una enzima que convierte un profarmaco en un
agente guimioterapéutico activo. Ver el documento WO 88/07378;
patente U. S. N.° 4.975.278. El anticuerpo o inmunoconjugado se
puede ligar opcionalmente a polimero no proteicos (por ejemplo,
polietiienglocol, polipropilenglicol, polioxialquilenos ¢]

copolimeros de polietilenglicol y polipropilenglicel).

[0155] Las composiciones para administracién comprenderan
habitualmente un agente descrito en la presente disueltos en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, preferentemente en un

vehiculo acuoso. Puede utilizarse una variedad de vehiculos
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acuosos, por ejemplo, scluciones salinas tamponadas y
similares. Estas soluciones son estériles y en términos
generales estdn exentas de material indeseable. Estas

composiciones pueden ser esterilizadas mediante técnicas de
esterilizacién convencionales bien conocidas. Las composiciones
pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente
aceptables en la medida de lo requerido para aproximarse a las
condiciones fisiclégicas tales como agentes para ajustar vy
tamponar el pH, agentes ajustadores de la toxicidad vy
similares, por ejemplo, acetato de sodio, cloruro de sodio,
cloruro de ©potasio, lactato de sodic vy similares. La
concentracién del agente activo en estas formulaciones puede
variar ampliamente, y se seleccionara primariamente en base &
los volumenes del fluide, viscosidades, peso corporal, vy
similares de acuerdo con el modo de administracidn particular

de administracién seleccionado y de las necesidades el

paciente.
[0188] Asi, una composicidn farmacéutica tipica para
administracién intravenosa puede proporcionar de

aproximadamente 0,1 a 100 mg por paciente por dia. Se pueden
usar dosis de 0,1 hasta aproximadamente 100 mg pcor paciente por
dia. Son posibles dosis sustancialmente mayores en
administracién tépica. Los métodos reales para preparar

composiciones administrables por via parenteral seran conocidos
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de la persona con pericia en la especialidad o evidentes para
la persona con pericia en la especialidad y se han descrito con
mayoxr detalle en publicacicnes tales como Remington's
Pharmaceutical Science, 15th ed., Mack Publishing Company,

Easton, Pa. (1980).

[0189] Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse en
una variedad de formas de dosis unitarias en funcidén del método
de administracién. Por ejemplo, las formas de dosis unitarias
incluyen, perc no se limitan a, polves, comprimidos, pildoras,
capsulas y pastillas. Se reconoce que los anticuerpos, si se
los administra oralmente, deberian estar protegides contra la
digestién. Estc se lleva a cabo tipicamente sea formando
compleios de las moléculas con una composicién para hacerlas
resistentes a la hidrélisis &cida y enzimdtica, o envasando las
moléculas en un vehiculo adecuadamente resistente, tal como un
liposoma © una barrera de proteccidén. Los medios para proteger
los agentes contra la digestién son bien conocides en la

especialidad.

[C156] Las formulaciones farmacéuticas, en particular, de
los anticuerpos e inmunoconjugados e inhibidores destinados a
ser utilizades en la presente invencion pueden prepararse
mediante el mezclado de un anticuerpo gque tiene el grado
deseado de pureza con opcionalmente vehiculos, excipientes o

estabilizadores farmacéuticamente aceptables. Tales
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formulaciones pueden ser formulaciones liofilizadas 0
scluciones acuosas. Los vehiculos, exciplentes e}
estabilizadores, farmacéuticamente aceptables, carecen de

toxicidad para los receptores destinatarics en las dosis vy
concentraciones utilizadas. Los vehiculos, excipientes o©
estabilizadores, farmacéuticamente aceptables, pueden  ser
acetato, fosfato, cltrato, Y otros acidos organicos;
antioxidantes (por ejemplo, 4&cido ascdrbico) polipéptidos,
agentes de conservacidn de bajo pesc molecular; proteinas tales
como albumina de suero o gelatina, o polimeros hidréfilos tales
como  polivinilpirrolidona; y aminoacidos, moncsacaridos,
disacarides, vy otros carbohidratos gque incluyen glucosa,
manosa, o dextrinas; agentes quelantes; y surfactantes idnicos
y no iénicos (por ejemplo, polisorbato}; contraiones formadores
de sal tales como scodic; complejos de metal (por ejemplo,
complejos de Zn-proteina); vy/o surfactantes no idnicos. EIl
anticuerpo puede ser formulado con una concentracidn de entre

0.5 - 200 mg/ml, o entre 10-50 mg/ml.

[0157] La formulacidén también puede proveer compuestos
activos adicionales gue incluyen agentes quimioterapéuticos,
agentes citotéxicos, <c¢itoguinas, agentes inhibidores del
desarrcllo, y agentes antihormonales. Los ingredientes activos
también pueden prepararse en forma de preparaciones de
liberacién prolongada (por ejemplc, matrices semipermeables de
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polimercs hidréfobos sélidos (por ejempleo, poliésteres,
hidrogeles (por ejemplo, poli (2-hidroxietil-metacrilato), o
poli(alcohel wvinilico)), polilactidos. Los anticuerpos e

inmunoconjugados también pueden estar entrampados en micro
capsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de
coacervacidén o mediante polimerizacién interfacial, por
ejemplo, micro cépsulas de Thidroximetilcelulosa o micro
capsulas de gelatina y micro capsulas de poli(metacrilato de
metilo), respectivamente, en sistemas coloidales para la
entrega de farmacos (por ejemplo, liposomas, microesferas de
alblGmina, microemulsicnes, nanoparticulas vy nanocapsulas) o en

macroemulsiones.

[0190] Las composiciones que contienen leos inhibidores y
agentes de la invencién (por ejemplo, anticuerpos) pueden
administrarse para tratamientos terapéuticos o profilécticos.
En aplicaciones terapéuticas, las composicicnes se administran
a un paciente que adolece de una enfermedad (por ejemplo,
cancer) en una “dosis terapéuticamente efectiva”. Las
cantidades efectivas para esta utilizacién dependeran de la
gravedad de la enfermedad y del estadc general de la salud del
paciente. Es posible administrar administraciones simples o
miltiples de la composicién en funcién de la dosis y frecuencia
requeridas y toleradas por el paciente. Un ‘“paciente” o

“sujeto” para los fines de la presente invencidn incluye tanto
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seres humanos como otros animales, en particular mamiferos. Por
lo tantc los métodos pueden aplicarse tanto para fines de
terapia humana como veterinaria. En la forma de realizacidn
preferida el paciente es un mamifero, preferentemente un
primate, y en la forma de realizacidén més preferida el paciente
es un ser humano. Es posible utilizar otras terapias de cancer
conocidas en combinacién con los métodos de la invencidn. Por
ejemplo, las composiciones para utilizar de acuerdo con la
invencidn  también pueden utilizarse para apuntar a o
sensibilizar una c¢élula a otros agentes terapéuticos para
cancer tales como 5FU, vinblastina, actinomicina D, cisplatino,
metotrexato, y similares. En otras formas de realizacién, se
pueden usar los métodos de la invencién con radioterapia vy

similares.

EJEMPLOS

[0158] Los siguientes ejemplos se brindan para ilustrar pero

no para limitar la invencién reivindicada.

Ejemplo 1
[0159] Los datos en la Figura 1 muestran que & pesar de que
la N-cadherina se expresa sélo en un pegquefic subgrupo de

células independientes de andrdgenos, ese tratamiento con

anticuerpos es suficiente para retardar el crecimiento y la
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progresién de tumores independientes de andrégenos (curvas de
color rosa y amarillo). Estos datos sugleren que la poblacion
de N-cadherina de células se reguiere para la formacidén de
tumores independientes de andrdgenos y gue el bloguec es
suficiente para retardar la progresién del tumocr. Estos datos
son consistentes con una interpretacidén de que la N-cadherina
marca una poblacién de células madre independientes de
andrégenos. El blogueo del crecimiento de las células madre es
suficiente para bloquear el crecimiento del tumcr. Estos datos
también muestran gque los anticuerpos pueden funcicnar sobre
células que expresan niveles normales o inclusoc bajos de N-

cadherina.

[0160] Tal comec se indica en la Figura 2, se inyectaron
células en ratones castrados vy las células positivas de N-
cadherina formaron tumores mas rapida y eficazmente que la
poblacién negativa, lo cual sugiere qgue las células positivas
de N-cadherina tienen una ventaja de crecimiento o tienen
caracteristicas de células madre y son mas tumorigénicas que la
poblacién negativa. Las células no clasificadas crecen de modo

similar & las células positivas de N-cadherina.

[0161] Tal como se muestra en las Figuras 3 y 4, los tumores
del 100% de células N-cad pocsitivas son soélo 41,25% positivas
para N-cadherina, lo cual sugiere gue estas células producen

células de N-cadherina cero. Estoc es consistente con la
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hipétesis de que las células de N-cadherina positivas sean
células madre que pueden producir células N-cadherina negativas
mas diferenciadas. Mientras tanto, la poblacidén de N-cadherina
negativa produce tumores gue son 9% de N-cadherina positiva,
similares a las células no clasificadas. Esto sugiere que el
crecimiento de estas células requiere gue una poblacidn de tipo
madre adguiere ¢ regula hacia arriba la N-cadherina a fin de
formar tumores independientes de andrdgenos. El retraso de la
tumorigenicidad es causada por el requerimiento de que la N-

cadherina produzca tumores independientes de andrdgenocs.

[01l62] Se entiende que los ejemplos y formas de realizacion
descriptas en la presente son solo con fines ilustrativos y que
a la luz de estos varias modificaciones o cambios seran
sugeridas a los expertos en la técnica y estan dentro del
alcance del espiritu y é&mbito de esta solicitud y alcance de
las reivindicaciones anexas. Todas publicacicnes, patentes, ¥y
solicitudes de patente mencionadas en la presente se incorporan
en la presente por referencia en su totalidad para todos los

fines.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de tratamientc de un paciente con

cancer, que comprende las etapas de:

(a) obtener una muestra de tejido de ensayo de un
individuo en riesgo de tener un cancer gue expresa una proteina

N-cadherina;

(b) determinar la presencia o ausencia o la cantidad
de la proteina N-cadherina en la muestra de tejido de ensayo en
comparacién con una muestra de tejido de control de un
individue del que se sabe que es negativo al cancer;
diagnosticando asi dicho céncer gque expresa una proteina N-
cadherina, en donde la proteina N-cadherina se expresa en
niveles normales o bajos o se expresa por medio de un subgrupo
de células y en donde la proteina N-cadherina no se

sobreexpresa; Yy

{c) administrar una cantidad efectiva de anticuerpo
de N-cadherina ¢ uno de sus fragmentos al individuo en riesgo

de tener un céncer que expresa una proteina de N-cadherina.

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde dicha muestra de tejido es tejido de préstata o de
vejiga.
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9. Bl métoedo de acuerdo con la reivindicacidén 1, en

donde el fragmento es un diacuerpo.

10. El método de acuerdo con la reivindicacidn 11,
en donde diche anticuerpo blogquea el cancer de prostata

refractarioc a las hormonas.

11. El1 método de acuerdo con la reivindicacidn 11,

en donde dicho anticuerpo bloguea células madre de cancer.

12. Un método de identificacién de células madre de

cancer, que comprende las etapas de:

(a) obtener una muestra de tejido de ensayo de un
individuo en riesgo de tener un cancer gue expresa una proteina

N-cadherina;

{b) determinar la presencia o¢ ausencia de celulas
madre de cancer en la muestra de tejido de ensayo en
comparacién con una rmuestra de tejido de control de un
individuo del que se sabe gue es negativo al céncer; en donde
la proteina N-cadherina se expresa en niveles normales O bajos
o se expresa por medio de un subgrupo de células madre y no se

sobreexpresa.
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FIGURA 5

Informacién de secuencia de proteina N-Cadherina humana
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121 agtgcagtct

gaagtttagc

181 aactgcaatg

ttttaaggtg

241 gatgaagatg

gcatgccaag

301 ttcctgatat

agtaaaattyg

361 agcctgaagce

tgaagaaata

421 gtgttcccaa

gagagactgg

481 gtcatccctic

agagcttgtc

541 aggatcaggt

tgggccagga

601 gctgaccage

gctgtcggtyg

66l acaaagccce

tgcagtagat

721 attaatggaa

tgacatgaat

tatcgaagga

gaaaaagaaa

gcatggtgta

atgcccaada

caaccttaac

gacaattcag

caatcaactt

ctgatagaga

ctccaactgg

tggatcgega

atcaagtgga

tgtgcatgaa

agtacaatat

tgccgtgaga

caaagagacc

tgaggagtca

taagcacagt

gccagaaaac

taaaaacctt

tatcttcatt

gcagatagcc

gaaccccatt
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ggacagcctc

gagagcagtyg

agctttccac

caggaaaagt

gtgaaggagt

ggccacctac

fccaggggac

tcactgecggt

atcaacccca

cggtttcatt

gacattgtca

ttctcaatgt

agcctgcaga

tctcttctga

ggcaagtggc

cagcagaagt

aaaggcagaa

cttttcctca

acagtgtaac

tctcgggtca

tgagggcaca

tcaatgttat



781 gacaacagac

qggatcaaayg

841 cctggaacat

tgccctcaat

901 gggatgttga

caacatgttt

961 acaatcaaca

tcgagaaaaa

1021 gtgcaacagt

cacatatggc

1081 ctttcaaaca

tcectecagag

1141 tttactgcca

catagtagct

1201 aatctaactg

agtgtacaga

1261 atcagtggcg

cagcaacgac
1321 gggttagtca
tgtccttact
1381 gttgctgcag

tcagtcaact

ctgagttctt

atgtgatgac

ggltacagaat

atgagactgyg

atacgttaat

cagccacggo

tgacgtttta

tgaccgataa

gagatcctac

ccgtggtcaa

aaaatcaagt

acaccaggtt

cgtaacagca

cgtgtctcag

tgacatcatc

aattcaagct

cgtcatcaca

tggtgaagtt

ggatcaaccc

tggacggttc

accaatcgac

gccattagcec
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tggaatggga

attgatgctyg

gctccaagca
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acagacatgg
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cctgagaaca

catacaccag

gccatccaga

tttgaaacaa

aagggaattc

cagttcctga

acgatcccaa

ccccecttecacce
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aaggcaatcc

tcaatgacaa

gggtagacat

cctggaacgc

ccgacccaaa

ataggatgtt

agcacccgec
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1441 gcaaccgtgt

ccccaatcect

1501 aagatcattc

attcactgct

1561 caggacccag

tgatcctges

1621 aattggctaa

tttggaccga

1681 gaatcaccaa

tgacaatgga

1741 attcctocta

taatgacaat

1801 gcccctcaag

caattcaatt

1861 aatattacag

ttttgatctt

1921 cctttatcte

tggtgatttt

1981 gctcagctta

tcccatcata

2041 atcacagatt

gaaggtttgc

ctgttacagt

gccaagaaga

atcgatatat

aaatagatcc

atgtgaaaaa

tgagtggaac

tgttacctca

cacttgatta

cagtgactat

atttaaagat

cgggtaatcc

tattgacgta

agggcttcat

gcagcaaaat

tgtgaatgga

caatatatat

aggaacgctyg

agaggcagaqg

tgacattgat

taagagaaat

aaaatttctt

tcccaaatca
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2101 cagtgtgact

ggggcttgge

2161 accggtgcca

tgtgctgatg

2221 tttgtggtat

tttaattgat

2281 ccagaagatg

aggagaagaa
2341 gaccaggact

tgatgccatc

2401 aagcctgtgg

ccagtatccyg

246l gtccgatctg

gggccttaaa

2521 gcggcectgaca
tgactatgaa
2581 ggcagtggct
tggtggtgag
2641 caggactatg

tgacatgtat

ccaacgggga

tcattgecat

ggatgaaacyg

atgtaagaga

atgacttgag

gaatccgacg

cagcceccaca

atgaccgcac

ccaccttggg

attacctgaa

2701 ggtggaggtg atgactga

ctgcacagat

cctgctctge

gcgggataaa

taatatttta

ccagctgcag

aatggatgaa

ccctggagac

agctccacca

gtccttgage

cgactggggyg
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traduccidén = "MCRIAGALRTLPLLAALLQASVEASGEIALCKTGEPEDVYSAVL

SKDVHEGQPLLNVKESNCNGKRKVQYESSEPADFKVDEDGMVYAVRSFPLESEHAKEL

IYAQDKETQEKWQVAVKLSLEPTLTEESVKESAEVEEIVFPROQFSKHSGHLQROKRDW

VIPPINLPENSRGPFPQELVRIRSDRDKNLSLRYSVIGPGADQPPTGIFIINPISGQL

SVTKPLDREQIARFHLRAHAVDINGNQVENPIDIVINVIDMNDNRPEFLHQVWNGTVP

EGSKPGTYVMTVTAIDADDPNALNGMLRYRIVSQAPSTPSPNMETINNETGDIITVAA

GLDREKVQOYTLIIQATDMEGNPTYGLSNTATAVITVTDVNDNPPEFTAMT FYGEVPE

NRVDIIVANLTVTDKDQPHTPAWNAVYRISGGDPTGRFAIQTDPNSNDGLVTVVKPID

FETNRMFVLTVAAENQVPLAKGIQHPPQSTATVSVTVIDVNENPYFAPNPKITRQOEEG

LHAGTMLTTFTAQDPDRYMOONIRYTKLSDPANWLKIDPVNGQITTIAVLDRESFNVK

NNIYNATFLASDNGIPPMSGTGTLQIYLLDINDNAPQVLPQEAETCETPDPNSINITA

LDYDIDPNAGPFAFDLPLSPVTIKRNWTITRLNGDFAQLNLKIKFLEAGIYEVPIIIT

DSGNPPKSNISILRVEKVCQCDSNGDCTDVDRIVGAGLGTGAITAILLCIIILLILVLY

FVVWMKRRDKERQAKQLLIDPEDDVRDNILKYDEEGGGEEDQDYDLSQLQOPDTVEPRD

ATIKPVGIRRMDERPIHARPQYPVRSALRPHPGDIGDFINEGLKAADNDPTAPPYDSLLV

FDYEGSGSTLGSLSSLNSSSSGGEQDYDYLNDWGPREKKLADMYGGGDD"
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Figura 6

Secuencia de variante de N-Cadherina e infeormacién de unidén con

anticuerpo

LOCUS NM 001752 4122 bp mARN lineal

DEFINICION cadherina 2 de Homo sapiens, tipo 1, N-cadherina

{neuronal) {(CDHZ},
mARN

CDS 206..292¢

MCRIAGALRTLLPLLAALLQASVEASGEIALCKTGFPEDVYSAVLSKDVHEGQPLLNVKFSNC
NGKRKVQYESSEPADFKVDEDGMVYAVRSFPLSSEHAKFLIYAQDKETQEKWQVAVKLSLKPT
LTEESVKESAEVEEIVFPRQFSKHSGHLQRQKRDWVIPPINLPENSRGPFPQELVRIRSDRDK
NLSLRYSVTGPGRADQOPPTGIFIINPISGQLSVTXKPLDREQIARFHLRAHAVDINGNQVENPID
IVINVIDMNDNRPEFLHQVWNGTVPEGSKPGTYVMTVTATIDADDPNALNGMLRYRIVSQAPST
PSENMFTINNETGDIITVAAGLDREKVQQYTLIIQATDMEGNPTYGLSNTATAVITVTDVNDN
PPEFTAMTFYGEVPENRVDIIVANLTVTDKDQPHTPAWNAVYRISGGDPTGRFAIQTDPNSND
GLVTVVKPIDFETNRMFVLTVAAENQVPLAKGIQHPPQSTATVSVTVIDVNENPYFAPNPKII
ROEEGLHAGTMLTTFTAQDPDRYMQQNIRYTKLSDPANWLKIDPVNGQITTIAVLDRESPNVK
NNIYNATFLASDNGIPPMSGTGTLQIYLLDINDNAPQVLPQEAETCETPDPNSINITALDYDI

DPNAGPFAFDLPLSPVTIKRNWTITRINGDFAQLNLKIKFLEAGIYEVPIIITDSGNPPKSNI
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SILRVKVCQCDSNGDCTDVDRIVGAGLGTGAIIAILLCITIILLILVLMEFVVWMKRRDKERQAK

QLLIDPEDDVRDNILKYDEEGGGEEDQDYDLSQLQQPDTVEPDAIKPVGIRRMDERPTIHAEPQ

YPVRSAAPHPGDIGDFINEGLKAADNDPTAPPYDSLLVFDYEGSGSTAGSLSSLNSSSSGGEQ

DYDYLNDWGPRFKKLADMYGGGDD

Sitios de unién de anticuerpos:

1l tttgtcatca

gggggtaggg

61 aggggagggg

gccgctgttyg

121 gtgctgccge

tcctceggcet

181 cttcgctcgg

ggaccctget

241 gccgectgetg

tcgecattatg Ncad

301 caagactgga

tgcatgaagg

361 acagcctctt

tacaatatga
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Ncad 1H7, 2B3, 1F1l2
gctcgectcte cattggcggyg gagcggagag
aagggaaggg ggtggasaact gcetggagec

tgcectectee  tectcoccgeccg ccgecgocgoe
ccecctctecyg  c¢ctccatgtg ccggatagcy
gcggecctge  ttcaggcgte  tgtagagget
1H7, 2B3, 1F12 - 266-1482

tttcctgaag atgtttacag tgcagtcttia
ctcaatgtga agtttagcaa ctgcaatgga

- 21-425aa;

cagcgaagaa

gtttctecge

Cgccgccgec

ggagcgctge

tctyggtgaaa

tcgaaggatg

aaaagaaaag



421 gagcagtgag

ccgtgagaag

481 ctttccactc

aagagaccca

541 ggaaaagtgg

aggagtcagt

601 gaaggagtca

agcacagtgg

66l ccacctacasa

cagaaaactc

721 caggggacct

aaaacctttc

781 actgcggtac

tcttcattatMutacidn “g

841 caaccccatc

agatagcccg

901 gtttcatttg

accccattga

961 cattgtcatc

accaggtttg

1021 gaatgggaca

taacagcaat

ccltgecagatt

tcttctgage

caagtggcag

gcagaagttg

aggcagaaga

tttcctecaag

agtgtaactg

L2

tcgggtecage

agggcacatg

aatgttattg

gttcctgagg gatcaaagec

en lugar de

ttaaggtgga

atgccaagtt

taaaattgaqg

aagaaatagt

gagactgggt

agcttgtcag

ggccaggdggc

w 1

a

tgtcggtgac

cagtagatat

acatgaatga

tgaagatggc

cctgatatat

cctgaageca

gttccocaaga

catccctcca

gatcaggtct

tgaccageet

aaagccccetg

taatggaaat

caacagacct

tggaacatat

atggtgtatg

gcccaagaca

accttaactyg

caattcagta

atcaacttgc

gatagagata

ccaactggta

gatcgcgagc

caagtggaga

gagticttac

gtgatgaccyg



1081 tgatgctgac

tLgtctcaggce

1141 tccaagcacc

acatcatcac

1201 agtggcaget

ttcaagctac

1261 agacatggaa

tcatcacagt

1321 gacagatgtc

gtgaagttcc

1381 tgagaacagg

atcaacccca

1441 tacaccagcc

gacggttcgc

1501 catccagacc

caatcgactt

1561 tgaaaczaat

cattagccaa

1621 gggaattcag

ttgacgtaaa

1681 tgaaaaccct

ggcttcatgc

gatcccaatg

ccttcacccea

ggacttgatc

ggcaatccca

aatgacaatc

gtagacatca

tggaacgcag

gacccCaaaca

aggatgtttg

cacccgecte

tattttgecce

ccecctecaatygy

acatgtttac

gagaaaaagt

catatggcct

ctccagagtt

tagtagctaa

tgtacagaat

gcaacgacgg

tocettactgt

agtcaactgc

ccaatcctaa
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gatgttgagg

aatcaacaat

gcaacagtat

ttcagacaca

tactgccatyg

tectaactgtig

cagtggcgga

gttagtcacc

tgctgcagaa

aaccgtgtct

gatcattcge

tacagaatcg

gagactggtg

acgttaataa

gccacygecy

acgttttatg

accgataagg

gatcctactg

gtggtcaaac

aatcaagtgc

gttacagtta

caagaagaag



1741 cggtaccatg

agcaaaatat

1801 tagatacact

tgaatggaca

1861 aataactaca

atatatatasa

1921 tgctactttc

gaacgctgca

1981 gatctattta

aggcagagac

2041 ttgcgeaaact

acattgatcc

2101 aaatgctgga

agagaaattg

216l gaccatcact

aatttcttga

2221 agctggtatc

ccaaatcaaa

2281 tatttccatc

gcacagatgt

2341 ggacaggatt

tgctctgcat

ttgacaacat

aaattatctyg

attgctgttt

cttgcttctg

cttgatatta

ccagacccca

ccatttgctt

cggcttaatg

tatgaagttc

ctgcgcgtga

gtggatgcgg

tcactgctca

atcctgccaa

tggaccgaga

acaatggaat

atgacaatgc

attcaattaa

ttgatcttcc

gtgattttgce

ccatcataat

aggtttgcca

ggcttggcac
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ggacccagat

ttgygctaaaa

atcaccaaat

tcctectatyg

ccctcaagtg

tattacagca

tttatctcca

tcagcecttaat

cacagattcg

gtgtgactcc

cggtgeccate

cgatatatgce

atagatcctg

gtgaaaaaca

agtggaacag

ttacctcaag

cttgattatg

gtgactatta

ttaaagataa

ggtaatccic

aacggggact

attgccatcc

,)9,\



2401 catcatcclg

gggataaaga

2461 acgccaggcc

atattttzaa

2521 atatgatgaa

agctgcagca

2581 gcctgacact

tggatgaaag

2641 acccatccac

ctggagacat

2701 tggggacttc

ctccaccata

2761 tgactccctg

ccttgagctc

2821 ccttaattcc

actgggggcecc

2881 acggttcaag

cagggtgaac

2941 ttggttttty

ttcagaagct

3001 aggctttaac

ataggctgca

cttatccttg

aaacaacttt

gaagqgtggag

gtggagcctyg

gctgagccce

attaatgagg

ttagtgtttg

tcaagtagtyg

aaacttgctg

gacaagtaca

tttgtagtct

tgctgatgtt

taattgatcc

gagaagaaga

atgccatcaa

agtatccggt

gccttaaage

actatgaagyg

gtggtgagca

acatgtatgg

aacaatttca

actagcacag
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tgtggtatgg

agaagatgat

ccaggactat

gcectgtggga

ccgatctgcea

ggctgacaat

cagtggctcce

ggactatgat

tggaggtgat

actgatattc

tgcttgetgg

atgaaacgcc

gtaagagata

gacttgagcce

atccgacgaa

gceccacace

gaccccacag

actgctgggt

taccitgaacg

gactgaactt

ccaaaaagca

aggctttggce



3061 aaccaatttg

acactgagct

3121 cagttacact

ttttgtacct

3181 ttttcagatt

ctgaaacgat

3241 aagtaaaaga

atgcttcaac

3301 acgcttttgt

acaaaaaaac

3361 tcatggagcg

tgtacattac

3421 ttctagtttt

acttactcag

3481 ctggttgcaa

aattttttca

3541 taaactagaa

atttctgtat

3601 ttttccactt

tagtctatgg

3661 agaagtgcag

tcaggttttt

ggctcagagg

tgaattttac

ggaattagtt

caaaatattt

tacattgcat

attttattat

agactttagt

ataaagggag

tgttagacac

cactgtaaaa

aaacttcaga

gaatatcagt

agtacagaag

ttctgtitaa

tgtggtggga

ttgcttttat

cttgggggat

ttgttttttt

ttttcatatc

attttggtct

atagtatgtg

acatgtgtat
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gatccatact

cactgggatt

ggctttaatg

gcagtaagtt

taaaatacaa

gagaccatga

tttttcacta

accaatttgt

taatccatgt

tacataatgt

gtattatttg

gtttggaaaa

ttatgtgcct

gtactgattt

aaaccatgat

aattaaacaa

gattggaaaa

aaatcttaaa

agcaaaattyg

acactttitt

tttattggca

gactatggat



3721 tgcatgttta

tttgattcaa

3781 ttgttgagcet

attttttatt

3841 ttctttttagg

teatttgtac

3801 caasaaaaaa

cactactaag

3961 tgtgtgtttt

gagacttctg

4021 acaacagctt

tgaccccagc

tatctttcgt

gtagttagaa

tttggggagyg

aaaaaggaaa

ttaaaaazaa

tgcctcitgta

tatggataaa

tactcaattt

gagaaaagtt

ggaaagaaag

aaatggaaaa

ttgtgtacca

gtatttacaa

ttaatttttt

cttagcacaa

gggtggcectyg

aaaaaagctt

gaatataaat

4081 gttctgaata aaatgctaat tttggaaaaa azacazaaaa aa

Chservar la mutacidn en 808.

aacagtgaca

taattttttt

atgttttaca

acactggtgg

ttaaactgga

gatacacctc

Cuando se somete a secuenciaciédn,

es "g" en lugar de "a" tal comc se publica,

codigos para el mismc aa.

adjunto.
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i m PCT/US2009/063921

PATENT COOPERATION TREATY
From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

FRANCISCO CA 94111-3834 USA

To:

PARENT ANNETTE S. P C T

TOWNSEND AND TOWNSEND AND CREW LLP TWO NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
EMBARCADERO CENTER, EIGHTH FLOOR SAN THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND

THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL
SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION

(PCT Rule 44.1)

0 G, 7}1’[@7@&‘/ 2*1;3?1221:%:3) 28 TUNE 2010 (28.06.2010)

Applicant's or agent's file reference

THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA ct al v

2307K-1678-3 _ FOR FURTHER ACTION  See paragraphs 1 and 4 below
International application No. lrgzg)r/natim;‘a;)fdi?g date
mont ear,
PCT/US2009/063921 v~ 16 NOVEMBER 2009 (10.11.2009)—
Applicant

1. g The applicant is hereby notified that the international search report and the wrilten opinion of the International Searching
Anuthority have been cstablished and are transmitted herewith.

When? The time limit for filing such amendments is normally two months from the date of transmittal of the
international search report.

Where? Directly to the International Bureau of WIPQ, 34 chemin des Colombeties
1211 Geneva 20, Switzerland, Facsimile No.: +41 22 338 82 70

For more detailed instructions, see the notes on the accompanying sheet.

2 [:] The applicant is hereby notificd that no intemational search report will be established and that the declaration under
Article 17(2)(a) to that effect and the written opinion of the [nternational Searching Autherity are transmitted herewith.

3 [:] With regard to any protest against payment of (an) additional fee(s) under Rule 40.2, the applicant is notified that:
the protest together with the decision thereon has been transmitted to the International Bureau together with the
applicant's request to forward the texts of both the protest and the decision thereon to the designated Offices.

D no decision has been made yet on the protest; the applicant wilt be notified as soon as a decision is made,

4. Reminders 5, f

Shortly after the expiration of 18 months from the priority date, the international application will be published by the International
Bureau. If the applicant wishes to avoid or postpone publication, a notice of withdrawal of the international application, or of the
priority claim, must reach the International Burcau as provided in Rules 90bis.] and 905is.3, respectively, before the completion of
the technical preparations for imernational publication.

The applicant may submit comments en an informal basis on the written opinion of the [ntemational Scarching Autherity to the
International Bureau, The International Burcau witl send a copy of such comments to all designated Offices unless an international
prefiminary examination report has been or is to be established. These comments would also be made available to the public but not

before the expiration 0f3f&gﬂz from the priority date.

Within 19 months from ¥ priofity date, ut‘tﬁ; in respect of some designated Offices, a demand for intemational prelimvinary
examination must be filed if the epplicant wishes 1o postpone the entry into the national phase untii 30 months from the priority
date (in some Offices cven later), otherwise, the applicant must, within 20 months frgm the priority date, perform the prescribed
acts for entry into the national phase before those designated Offices, ‘ﬁ/[ O et

See the Annex to Form PCT/AB/A01 and, far details about the applicable time limits, Office by Cffice, see the PCT Applicant’s
Guide, National Chapters.

Filing of amendments and statement under Article 19: ﬁag
The applicant is entitled, if he so wishes, to amend the claims of the intematicnal application (see Rule 46): ’f&

v
In respect of other designated Offices, the time limit of 30 mnn(hﬁ?a:u will apply even if ne demand is filed within 19 months,

Name and mailing address of the ISA/KR ‘/~ g .".\ur{lorized officer
Korean Inteticctual Property Office —— o Dockiad

Government Complex-Daejeon, 139 Seonsazro, #
Seo-gu, Dacjeon 302-701, Republic of Kerea

Facsimile No. 82-42-472-7140 ) dn

Undocketed
CEOMMISSIONERC

pl_c_g_b;:lne No. 82-42-481-5209

Form PCT/ASA220 (July 2009)

K5t 5 Tt

- ;L.l e , ﬁlﬁ_&:’ .@ME on accompanying sheer)



NOTES TO FORM PCT/ISA/220

These Noles are intended to give the basic instructions conceming the filing of amendments under Article 19. The
Notes are based on the requirements of the Patent Cooperation Treaty, the Regulations and the Administrative Instructions
under that Treaty. In case of discrepancy between these Notes and those requirements, the laticr are applicable. For more
detailed information, see alse the PCT Applicant’s Guide.

In thicse Notes, "Article”, "Rule” and "Section” rcfer to the provisiens of the PCT, the PCT Regulations and the PCT
Administrative [nstructions, respectively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applicant has, after having received the international search report and the written opinion of the International
Searching Authority, one opportunity to amend the claims of the international application. It should however be emphasized
that, since ali parts of the intermational application (claims, description and drawings) may be amended during the
international preliminary examination procedure, there is usually no need to file amendments of the claims under Article 19
except where, ¢.g. the applicant wants the latter to be published for the purposes of provisional protection or has another
reason for amending the claims be fore international publication, Furthermore, it should be emphasized that provisional
protection is available in some States only (see PCT Applicent's Guide, Annex B).

The attention of the applicant is drawn to the fact that ammendments o the claims under Article 19 are not allowed where
the International Searching Authority has declared, under Article 17(2), thal no internaticnal search report would be established
(see PCT Applicant's Guide, paragraph 296).

What parts of the international application may be amended ?
Under Article 19, only the claims may bc amended.

During the international phase, the claims may also be amended (or further amended) under Article 34 before the
Interational Preliminary Examining Authority. The description and drawings may only be amended under
Article 34 before the International Preliminary Examining Authority.

Upon entry into the national phase, all parts of the international application may be amended under Article 28 or,
where applicable, Article 41.

When ? Within 2 months from the date of transmitta) of the international search report or 16 months from the priority date,
whichever time limit expires later. It should be noted, however, that the amendments will be considered as having
been received on time if they arc received by the Intemational Bureau after the expiration of the applicable time
Limit but before the completion of the technical preparations for international publication (Rule 46.1).

Where not to file the amendments ?
The amendments may only be filed with the International Bureau and not with the receiving Office or the
International Searching Authority (Rule 46.2).

Where a demand for international preliminary examination bas beenfis filed, see below.

How ? Either by cancelling one or more entire claims, by adding one or more new claims or by amending the text of
one or more of the claims as filed.

A replacement sheet or sheels comtaining a complete set 0f claims in replacement of all the claims previously filed
must be submitted.

Where a claim is cancelled, no renumbering of the other claims 15 required. In all cases where claims are renumbered,
they must be renumbered consecutively .in Arabic numerals (Section 205(a)})

The amendments must be made in the language in which the international application is to be published.

What documents must/may accompany the amendments ?
Letter (Section 205(h)):
The amendments must be submitted with a letter.
The letier will not be publishcd with the intetnational application and the amended claims. It should not be
confused with the *Siatement under Article 19(1)* {sce below,under "Statement under Article 19(1)").
The letter must be in English or French, at the choice of the applicani. However, if the langusge of the
international application is English, the letter must be in English; if the language of the international
application is French, the letter must be in French.

Notes to Form PCT/ISA220 (first sheet) (July 2009)




NOTES TO FORM PCT/ISA/220 (continued)

The letier must indicate the differences between the claims as filed and the claims as amended. [t mus, in
particular, indicate, in connection with each claim appearing in the international application (it being understond
that identical indications concerning several claims may be grouped), whether
(i) the claim is unchanged;
(ii) the claim is cancelled;
(iii) the ¢laim is new;
(iv} the claim replaces one or more claims as filed,
{v) the ctaim is the result of the division of a claim as filed.
The following exam ples illustrate the manner in which amendments must be ¢xplained in the accompanying
ietter:
1. [Where originally there were 48 claims and after amendment of some claims there are 51]:
"Claims 1 to 29, 31, 32, 34, 35, 37 to 48 replaced by amended claims bearing the same numbers;
¢laims 30, 33 and 36 unchanged; new claims 49 to 51 added.”
2. [Where originally there were 15 ¢laims and after amendment of all claims there are 1]:
“Claims 1 to 15 replaced by amended claims | to i1.7
3. [Where criginally there were 14 claims and the amendments consist in cancelling some claims and in adding
new claims];
“Claims 1 to 6 and 14 unchanged; claims 7 to 13 cancelled; new claims 15, 16 and 17 added.” or
"Claims 7 to 13 cancelled; new claims 15, 16 and 17 added,; all other claims unchanged.”
4. {Where various kinds of amendments are made]:
*Claims | - 10 unchanged; claims 11 ta 13, 18 and 19 cancelled; claims 14, 15 and 16 replaced by amended
claim 14; claim 17 subdivided into amended claims 15, 16 and 17; new claims 20 and 21 added.”

“Statement under Article 19{1)" (Rule 46.4)

The amendiments may he accompanied by a statement explaining the amendments and indicating any impaci
that such amcndments might have on the description and the drawings (which cannot be amended under
Acticle 19(1)).

The statement will be published with the international application and the amended claims.

It must be in the language in which the international application is to be published.

It must be bricf, not exceeding 500 words if in English or if ranskated inte Engtish.

It should net be confused with and does not replace the letter indicating the differences berween the claims
as filed and as amended. It must be filed on a separate sheet and must be indentified as such by o heading,
preferably by using the words "Statoment under Article 19(1)."

It may not contain any disparaging comments on the international search report or the relevance of citations
contained in that report. Reference (o citations, relevant to a given claim, conteined in the international scarch
repart may be made only in connection with an amendment of that claim.

Consequence if a demand for international preliminary examination has already been filed
If, at the time of filing any amendments and any accompenying statement, under Article 19, a demand for
international preliminary examination has aiready been submitted, the applicant must preferably, at the time of
filing the amendments (and any stalement} with the International Bureay, also file with the Inlenational
Preliminary Examining Authority a copy of such amendments {and of any statement) and, where required, a
transtation of such amendments for the proceduer before that Authority (sce Rules 55.3(a) and 62.2, first sentence}).
For further information, see the Notes to the demand form (PCT/IPEA/401).

[f a demand for international preliminary examination is made, the written opinion of the [nternational Searching
Authority will, except in certain cases where the International Preliminary Examining Authority did not act as
[ntermational Scarching Authority and where it has notified the Intemnational Burean under Rule 66.1bis(b), be
considered to be a written opinion of the International Preliminary Examining Authority. If a demand is made, the
applicant may submit to the International Preliminary Examining Authority a reply to the written opinion together,
where appropriate, with amendments before the expiration of 3 months from the date of mailing of Form
PCT/1ISA/220 or before the expiration of 22 months from the priority date, whichever expires later (Rule 43bis.1(<)).

Consequence with regard to translation of the internationsl application for entry inte the national phase
The applicant's attention is drawn to the fact that, upen entry into the national phase, a transtation of the claims as
amended under Article 19 may have to be furnished to the designated/elected Offices, instead of, or in addition o,
the translation of the claims as filed.

For further details on the requirements of cach designated/clected Office, see the PCT Applicant’s Guide,
National Chapters.

Notes to Form PCT/ISA/220 (second sheet) (July 2009}



* Attention

Copies of the documents cited in the interational search report can be scarched in the following Korcan Intellectual
Property Qffice English website for threg months from the date of mailing of the international search report.

htwp:/fwww kipo.go krfen/ => Patent Search => PCT-Service

ID : PCT intcrnationat application number
PW: 0Y4KDLSS

Inquiries related to PCT International Search Report or Written Opinion prepared by KIPO as an International
Searching Authority can be answered not only by KIPO but also through IPKC (Intellsctual Property Korea
Center), located in Vienna, VA, which functions as a PCT Help Desk for PCT applicants.

Homepage: http/fwww ipkcenter.com
Email: ipkc@ipkeenter.com

Phone: +1 703 388 1066

Fax:+1 703 388 1084

Notes to Form PCT/ISA/220 (third sheet) (July 2009)



TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES

De la AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACTONAL

Para: , FECT )
PARFNT ANNETTE S. NOTIFICACION DE REMISICN DEL
TOWNSEND AND TOWNSEND AND CREW INFORME DE BUSQUEDA
LLP TWO EMBARCADERO CENTER, | INTERNACIONAL Y DE LA OPINION
EIGHTH FLOOR SAN FRANCISCO CA ESCRITA DE LA AUTORIDAD DE
94111-3834 ESTADOS UNIDOS BUSQUEDA INTERNACIONAL, O LA
DECLARACION
(Norma 44.1 del PCT)
Fecha de remisidn (dia/mes/afio)
28 de junio de 2010 {(28-06-
2010)
Referenclia de archivo del PARA OTROS TRAMITES
Solicitante o Agente Véanse los parrafo 1 y 4 a
2307K-1678-3 continuaciodn
Solicitud de Patente Fecha de presentacidon
Internacional N° internacional (dia/mes/afio):
PCT/US2009/063923 10 de noviembre de 2008 (10-
11-2009)

Sclicitante: THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA ¥

otros

1. [x] Por la presente se notifica .al solicitante que el
informe de busqueda internacional y la opinién escrita de la
Autoridad de Buisqueda Internacional se han establecido y se
transmiten con la presente:

Presentacién de modificaciones y testimonio conforme a la

Clausula 19.

El solicitante tiene derecho, si lo desea, de modificar

las reivindicaciones de la solicitud de patente

A



internacional (véase la Norma 46):

;Cuando? El plazo para presentar dichas modificaciones es
normalmente de 2 meses desde la fecha de transmisidn del
Informe de BlUsqueda Internacional.

;.Dénde? Directamente a la Oficina Internacional de la
WIPO, 34, chemin de Colombettes, 1211 Ginebra 20, Suiza,
Fax: (41-22)338-8270

Para obtener instrucciones mas detalladas, véanse las

notas en la pagina adjunta.

2. [] Por la presente se notifica al solicitante gque no se
establecerd informe de busqgueda internacicnel y que la
declaracidn conforme al Articule 17(2)(a) a tLal efectoc y la
opinién escrita de la Autoridad de Busqueda Internacional se

transmiten con la presente.

3. [] Con respecto la protesta contra el pago de ({(un)
arancel {es) adicionales conforme a la Norma 40.2, se notifica
al solicitante que:
[l la protesta asi como la resolucién sobre ella ha sido
transmitida a la Oficina Internacional Jjunto con el
pedido del solicitante de remitir los textos de la
protesta y de la resolucidén sobre ella a las Oficinas

designadas.




4.

[] aun no ha habido resolucidén sobre la protesta; el
solicitante seréa notificado an cuanto havya una

resolucidn.

Recordatorios:

Poco después de los 18 meses desde la fecha de prioridad,
la Oficina Internacional publicard 1la sclicitud de
patente internacional. Si el solicitante desea impedir o
postergar la publicacién, un escrito de retiroc de la
solicitud de patente internacional, O de la
reivindicacién de prioridad, deberdn ser presentados ante
la Oficina Internacicnal segqgun lo previsto en las Normas
90bis.1 % 90bis. 3, respectivamente, antes de la
finalizacién de los preparativos técnicos para la
publicacién internacicnal.

El solicitante podra presentar ante la Oficina
Internacional observacicnes en forma informal acerca de
la opinion escrita de la Autoridad de Busqueda
Internacional. La Oficina Internacional remitira una
copia de esas observaciones a todas las oficinas
designadas & menos que se haya establecido o se deba
establecer un informe del examern preliminar
internacional. Estas observaciones también estarian
disponibles para el publico pero no con anterioridad al

vencimiente del plazoe de 30 meses des de la fecha de




prioridad.

Dentro de los 19 meses desde la fecha de prioridad,

deberd presentarse un pedido de examen preliminar

internacional si el solicitante desea postergar el

ingreso en la fase nacional hasta los 30 meses desde la

fecha de prioridad ({en algunas Oficinas méas); de 1lo

contrario el solicitante debera, dentro de los 20 meses,

realizar los tradmites previstos para el ingreso en la

fase nacional ante aquellas

Cficinas designadas.

Con respecto a las demas Oficinas designadas, el plazo de

30 meses (o con posterioridad) serd aplicable aun cuando

no se presente ningin pedido dentro de los 19 meses.

Véase el Anexo al Formulario PCT/IB/301 y, para detalles

acerca de los plazos aplicables, Oficina por Oficina,

véase la Guia del Sclicitante de PCT, Volumen II, Sedes

Nacionales y el sitio de Internet de la WIPO,.

Nombre \% domicilio para
correspondencia de la ISA/KR
Oficina de la Propiedad
Intelectual de Corea

Complejo Gubernamental-Daejeon,
139 Seonsa-ro, Seo-gu, Daejeon
302-701, Republica de Corea

N°¢ de Fax 82-42-472-714¢C

Funcionario Autorizado:

COMISARIO

N® Telefénico: 82~42-481-5209

Formulario PCT/ISA/220 (julic de 2009)

(Véanse notas en la pdgine adjunta)




NOTAS AL FORMULARIO PCT/ISA/220
Estas Notas estén destinadas a dar las instrucciones basicas
para la presentacidén de enmiendas conforme a la Clausula 19.
Las Notas estédn basadas en los requisitos del Tratado de
Cooperacidn sobre Patentes, las Reglamentaciones e
Instrucciones Administrativas conforme a ese Tratado. En caso
de discrepancia entre estas WNotas y aguellcs requisitos, se
aplicardn los ultimes. Para obtener informacidén més precisa,

véase también la Guia del Solicitante de PCT.

En estas Notas, “Clausula”, “Norma”, vy “Articulc” se refieren
a las disposicicnes del PCT, las Reglamentaciones del PCT vy

las Instrucciones Administrativas, respectivamente.

INSTRUCCIONES CONCERNIENTES A ENMIENDAS CONFORME & LA CLAUSULA
19
El solicitante tiene, con posterioridad a la recepcidn del
informe de bidsqueda internacional, una oportunidad de enmendar
las reivindicaciones de la solicitud de patente internacional.
5in embargo, se debe enfatizar que, dado que todas las partes
de la solicitud de patente internacional (reivindicaciones,
memoria descriptiva y dibujos), pueden ser enmendados durante
el procedimiento de examen preliminar internacional,
habitualmente no hay necesidad de presentar enmiendas a las

reivindicaciones conforme a la Cléusula 19 salvo cuando, por



ejemplo, el solicitante desea que estas Ultimas se publigquen
'para los propdsitos de proteccidn provisional o tiene otra
razdén para enmendar las reivindicaciones con anterioridad a la
publicacién internacicnal. Asimisme, debe enfatizarse que la
proteccidén provisional estéd disponible solamente en algunos

Estados (véase la Guie del Solicitante de PCT, Bnexo B).

Se llama la atencidédn del sclicitante hacia el hecho de que no
se admiten enmiendas a las reivindicaciones conforme a la
Cléusula 19 cuando la Autoridad de Busgueda Internacicnal ha
declaradoe, conforme a la Cléusula 17(2), que no establecera
ningan informe de biGsgueda internacional (véase la Guia del

Sclicitante de PCT, parrafo 296).

iQué partes de la solicitud de patente internacional pueden
enmendarse?

Conforme a la Clausula 19, se pueden enmendar solamente las
reivindicaciones.

Durante la fase internacional, las reivindicaciones también
pueden enmendarse (o enmendarse nuevamente) conforme a la
Clausula 34 ante la Auteoridad del Examen Preliminar
Internacional. La memcria descriptiva y los dibujos podran
enmendarse solamente conforme a la Cléusula 34 ante la

Autoridad del Examen preliminar Internacional.



Al ingresar en la fase naciconal, todas las partes de la
solicitud de patente internaciocnal pedran enmendarse conforme

a la Clausula 28 o, cuande ceorresponda, la Clausula 41.

¢Cuando?

Dentro de los 2 meses desde la fecha de envio del informe de
busqueda internacional o© de los 16 meses desde la fecha de
pricridad, el plazo gque venza mas tarde. Debe hacerse notar,
sin embargo, que las enmiendas se consideraran como recibidas
en fecha si scon recibidas por la ©Oficina Internacional con
posterioridad a la fecha de vencimiento del plazc aplicable
perc con anteriocridad a las preparaciones técnicas para la

publicacidén internacional {(Norma 46.1)

;sDénde no deben presentarse enmiendas®?

Las enmiendas pueden presentarse solamente ante la Oficina
Internacional y no ante la Oficina receptora ¢ la Autoridad de
Risqueda Internacional {Norma 46.2)

Cuando se presente / se haya presentado un pedidoc de examen

preliminar internaciconal, wver abajo.

¢Cémo?
Cancelando una o mé&s reivindicaciones completas, agregando una
o més reivindicaciones o enmendando el textc de una o mas de

las reivindicaciones presentadas.



Deberd presentarse una pagina ¢ paginas de reemplazo gue
contenga un pliego de reivindicaciones completo en reemplazo
de todas las reivindicacilones presentadas previamente.

Cuando se cancele una reivindicacidén, no se requiere gue se
numeren nuevamente las demas reivindicaciones. En todos los
casos en gue se numeren nuevamente reivindicaciones, éstas
deberdn ser numeradas nuevamente en forma consecutiva, en
numeros arabigos. (Articulo 2Z05(b))

Las enmiendas deberan realizarse en el idioma en el cual se

debe publicar la seolicitud de patente internacional.

iQué documentos deben/pueden adjuntarse a las enmiendas?

Carta (Articulec 205(b)}:

Las enmiendas deberin presentarse con una carta.

La carta nc serd publicada con la solicitud de patente
internacional v las reivindicacicnes enmendadas. No deberé
confundirse con la “Declaracidén conforme a la Clausula 19(1)”
(ver abajo, en “Declaracidén conforme a la Clausula 19(1}").

La carta debera estar en inglés o francés, a eleccicon del
solicitante. Sin embargo, si el idioma de la solicitud de
patente internacional es el inglés, la carta debera estar en
inglés; si el idioma de la solicitud de patente internacional

es el francés, la carta deberid estar en francés.

Notas al Formulario PCT/ISR/220 (pagina 1) (julio de 2009}



NOTAS AL FORMULARIO PCT/ISA/220 {(continuacién)
La carfa debera indicar las diferencias entre las
reivindicaciones presentadas V% las reivindicaciones
enmendadas. Deberid, en particular, indicar, en relacidén con
cada reivindicacidén que aparece en la solicitud de patente
internacional (entendiéndose que las indicaclones idénticas
referidas a varias relvindicaciones pueden agruparse), si
{i) la reivindicacidén no cambia;
(ii) la reivindicacién se cancela;
(iii) la reivindicacidéd4n es nueva;
{iv) 1la reivindicacidn reemplaza a una ¢ mas reivindicaciones
presentadas;
(v} la reivindicacion es el resultado de la divisidén de una
reivindicacidn presentada
Los siguientes ejemplos ilustran la forma en que deben
explicarse las enmiendas en la carta que se acompana:
1. [Cuando originalmente habia 48 reivindicaciones y después
de la enmienda de algunas reivindicacicnes hay 51]:
“Las reivindicaciones 1 a 29, 31, 32, 34, 35, 37 a 48
reemplazadas por las reivindicaciones enmendadas que 1llevan
los mismos numeros; las reivindicaciones 30, 33 y 36 guedan
sin cambios; se agregan las nuevas reilvindicaciones 4% a 51”.
2. [Cuando originalmente habia 15 reivindicaciones y después

de la enmienda de todas las reivindicaciones hay 11]:



10

“Las reivindicaciones 1 a 11 reemplazadas por las
reivindicacicnes enmendadas 1 a 11”.

3. [Cuandoc originalmente habia 14 reivindicaciones y las
enmiendas consisten en cancelar algunas reivindicaciones vy
agregar nuevas reivindicaciones]:

“Las reivindicaciones 1 a 6 y 14 quedan sin cambios; las
reivindicaciones 7 & 13 se cancelan; se agregan nuevas
reivindicaciones 15, 16 y 17”7 o

“"Las reivindicacicnes 7 a 13 se cancelan; se agregan nuevas
reivindicaciones 15, lé v 17; todas las demés reivindicaciones
quedan sin cambios”.

4. [Cuando se rezlizan diversos tipos de enmiendas]:

“Las reivindicacicnes 1-10 gquedan sin cambios; se cancelan las
reivindicaciones 11 & 13, 18 y 1%; las reivindicaciones 14, 15
y 1la son reemplazadas  por la reivindicacién 14; la
reivindicacién 17 se subdivide en las reilvindicaciones
enmendadas 15, 16 y 17; se agregan nuevas reivindicaciones 20
y 217.

“Declaracién conforme a la Cliusula 19(1)” (Norma 46.4)

Las enmiendas pueden estar acompafadas por una declaracion
donde se explican las enmiendas y se indica cualguier impacto
que tales enmiendas podrian tener en la memoria descriptiva vy
los dibujos (gque no pueden ser enmendados conforme a 1la

Clausula 18(1)).
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La declaracidén se publicard con la solicitud de patente
internacicnal y las reivindicacicnes enmendadas.

Deberd estar en el idioma en el cual se ha de publicar la
solicitud de patente internacional.

Deberd ser breve, no excediendo las 500 palabras si estad en
inglés o se traduce al inglés.

No deberd confundirse con y no reemplaza a la carta donde se
indican las diferencias entre las reivindicacicnes presentadas
y las enmendadas. Deberd ser presentada en hoja aparte y
deberad ser identificada como tal con un encabezamiento,
preferentemente usando las palabras “Declaracidn conforme a la
Clausula 19(1)".

No podra contener ningun comentario gque desacrediten el
informe de basgueda internacional ¢ la relevancia de las citas
contenidas en ese informe. La referencia a citas, relevantes
para una reivindicacién, contenidas en el informe de busqueda
internacional puede efectuarse solamente en relacidén con una
enmienda de esa reivindicacidn.

Consecuencia si ya se ha presentado un pedido de examen
Preliminar internacional

Si, a la fecha de presentar enmiendas y declaraciones
adjuntas, conforme a la Cléusula 19, ya se ha presentado un
pedido de examen preliminar internacional, el solicitante
deberd preferentemente, en el momento de la presentacidn de

las enmiendas (y toda declaracidn) ante la Oficina



iz

Internacional, presentar también ante la Autoridad del Examen
Preliminar Internacional una copia de esas enmiendas (y de las
declaraciones adjuntas) y, cuando se reguiera, una traduccidn

de esas declaraciones para el procedimientc ante esa Autoridad

(ver las Normas 55.3{(a} y 62.2, 1inciso primero). Para mas
informacidn, ver las Notas al formularioc de pedido
(PCT/IPEA/401).

Consecuencia con respecto a la traduccidén de la solicitud de
patente internacional para el ingreso en la fase nacional

Se llama la atencién del solicitante sobre el hecho de que,
al ingresar en la fase nacional, puede tener gue presentar una
traduccién de las reivindicaciones enmendadas conforme a 1la
Clausula 19 ante las Oficinas designadas/elegidas, en lugar
de, o ademas de, la traduccién de las reivindicaciones
presentadas.

Para obtener mas detalles sobre los requisitos de cada Oficina
designada/elegida, ver Volumen II de la Guia del Solicitante

de PCT.

Notas al Formulario PCT/ISA/220 (pagina 1) (julic de 2009}
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*Atencidn:

Las copias de los documentos éitados en el informe de busqueda
internacional se podrén buscar en el siguiente sitio web en
inglés de la Oficina de la Propiedad Intelectual de Corea
durante tres meses desde la fecha de remisidn del infeorme de
bdsgueda internacicnal.

http://www.kipo.gov.kr/en/— Patent Search — PCT-Service

ID: numero de publicacién de la solicitud de patente
internacional PCT

Contrasena (PW): 0Y4KDL8S

Las preguntas relacionadas con el Informe de Busqueda
Internacional PCT o la Opinidédn Escrita preparada por la
Oficina de la Propiedad Intelectual de Corea (KIPO) como
Autoridad de Busqueda Internacional podrén ser respondidas no
solamente por la KIPO sino también a través del IPKC (Centro
Corea de la Propiedad Intelectual), sitce en Vienna, VA, que
funciona como Escritorio de Ayuda de PCT para solicitantes de
BCT.

PAgina principal: http://www.ipkcenter.com

Correo electrdnico: ipkc@ipkcenter.com

Nimerc telefonico: +1 703 388 1066

Fax: +1 703 3838 1084

Notas al Formulario PCT/ISA/220 (pagina tres) (julic de 2009)

R
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TRATADO DE COQPERACION EN MATERIA DE PATENTES

ECT

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(Clausula 18 vy Normas 43 y 44 del PCT)

Referencia de

PARA REALIZAR

Véase el Formulario

Archivo del OTRCS PCT/ISA/220 y, cuando

Solicitante o TRAMITES correspenda, del punto 5 a

agente: 2307K- continuacidn.

1678-3

Sclicitud de Fecha de | Fecha de Prioridad

Patente Presentacidn {Mas antigua)

Internacional N°: | Internacional {dia/mes/afio): 10 de

PCT/US2009/063921 | (dia/mes/afio): 10 de|noviembre de 2008
noviembre de 2009 | (10-11-2008)
{10-11-2009)

Solicitante: THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA Yy

otros

Este informe de busqueda internacional ha sido preparadc por

esta Autoridad de Busqueda Internacional y es transmitido al

solicitante conforme a la Clausula 18.

del mismo a la Oficina Internacional.

Se transmite una copila

Este informe de busqueda internacicnal consta de 4 paginas.

(] Estd acompafiade asimismo de una copia de cada documento de
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arte previo citado en el informe
1. Fundamento de Informe
a. Con respecto al idioma, la biusgueda internaciocnal se
lievé a cabo basada en:
[x] la solicitud de patente internacional en el
idioma en que ésta se presentd.
[ ] una traduccién de la solicitud de patente

internacional al , que es el idioma de

la traduccidn provista para los fines de la busqueda
internacional (Normas 12.3{(a) y 23.1(b)).
b. {] Este informe de busgueda internacional se ha
establecido teniendc en cuenta la rectificacién de un
error evidente autorizada o notificada a esta Autoridad
conforme a la Norma 921 (Norma 43.6bis(a)}.
c. [] Con respecto a cualquier secuencia de nucledtidos
y/o amincacidos revelada en la solicitud de patente
internaciocnal, wvéase el Casillerc N° I
2. [] Ciertas reivindicaciones se consideraron no buscables
{(Véase Casillero WN° II)
3. [x] Falta Unidad de Invencién (Véase Caslllero N® III).
4. Con respecto al titule:
[x] el texto se aprueba tal como lo presentd el solicitante
[] el texto ha sido establecidc por esta Autoridad como

sigue:




PCT/US2009/063921
PATENT CQOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Article 18 and Rulcs 43 and 44)

Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER sce Form PCT/ISA/220

2307K-1678-3 ACTION as well as, where applicable, item 5 below.
Internationat applicaticn No. Intemational filing date (dayimonth/vear) (Earlicst) Priority Date (day/month/year)

PCT/US2009/063921 10 NOVEMBER 2009 (10.11.2009) | 10 NOVEMBER 2008 (10.11.2008)
Applicant

THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA et al

This international scarch report has been prepared by this International Searching Autherity and is transmitted to the applicant according
to Article 18. A copy is being transmitied to the Intemational Bureau,

This internationnl search report consists of a total of 4 shees.
D 1t is also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Basis of the report
a. With regard to the language, the international search was carricd out on the basis of :

the international application in the language in which it was filed

a translation of the intematicnal application into , which is the language of a

translation furnished for the purposes of international search (Rules 12.3{a) and 23.1(b)}

b. D This international search report has been established taking into account the rectification of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 91 {Rule 43.65is(a)).

c. D With regard to any nucleatide and/or aming acid sequence disclosed in the international application, se¢ Box MNo. L.

2, Certain claims were found unscarchable (See Box No. 11}
3. D Unity of inveation Is iacking (See Box No. 111}

4, With regard to the title,
g the text is approved as submitted by the applicant.
D the text has been established by this Authority 10 read as follows:

5. With regard to the abstract,
g the text is approved as submitted by the applicant,
E] the text has been established, accarding to Rule 38.2, by this Authority as il appears in Box Na. IV. The applicant

may, within one month from the daic of mailing of this international search repert, submit comments to this Authority,

6. With regard to the drawings,
a the fipure of the drawings to be published with the abstract is Figure No. 3

g as suggested by the applicant.
I:I as selected by this Authority, because the epplicant failed to suggest 2 figure.

D as selecied by this Authorily, because this figure better characterizes the invention.
b D none of the figure is o be published with the abstract.

Fonn PCT/ISA/210 {first sheet) (Tuly 2009)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.
PCT/US2009/063921

Box No. 11 Observations where certain ¢laims were found unsearchable {Continuation of item 2 of first sheer)

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

L. Claims Nos.: 1-11
because they relate 1o subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

Claims |11 pertain to methods for treatment of the human body by therapy/diagnostic methods, and thus relate to a subject
matter which this International Searching Authority is not required, undet Arnticle 17(2)(a)(i) of the PCT and Rule 39. 1) of
the Regulation under the PCT, to search.

2. 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 oul, specifically:

3. [] Claitms Nos.
because they are dependent claims and are not drafted in accerdance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. 111 Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

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

1. D As all required addtional search fees were timely paid by the applicant, this internaticnal search report covers all searchable
claims.

2. D As all scarchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment
of any additional fee.

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

4. L___] No required additional search fecs were timely paid by the applicant. Consequently, this intemational search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant's protest and, where applicable, the
payment of a protest fee,
The additional search fecs were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.
D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCTAS A/210 {continuation of first sheet (2)) (July 2009)



[ntemational application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
PCT/US2009/063921

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

AGIK 39/395(2006.01)i, AGIP 35/00(2006.01)i, AGIP 13/08(2006.01)i

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)
A61K 397395 C12N 5/08; C12Q 1/68; GOIN 33/53; GOLIN 33/574

Documentation searched other than minimum documentation to the extent That szch documents are included in the fields searched

Korean utiity models and applications for utility models
Japanese utility models and applications for utility models

Etectronic data base consulted during the intemnational search (name of data base and, where practicable, search terms used}
eKOMPASS(KIPO internal) & Keywords: n-cadherin, cancer stem cell, prostate cancer, bladder cancer

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* Citation of document, with indication, wherc apprapriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
¥ WO 2007-109347 A2 (THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA et al.} 12-17
27 September 2007
See abstract. paragraphs [0009],{001C], claims 1,59
Y US 2007-0105133 Al {CIARKE, MICHAEL F. et al) 10 May 2007 12-17
See ahstract, paragraphs [0018), claims 1-7
A US 2004-0248219 Al (BLASCHUK, CREST W. et al.) 08 December 2004 12-17
See paragraphs [00061-[0009], [0024], {00711, [008G] , claims 44,46 ,47,49 .62
A TOMITA, KYOICHI et al., "Cadherin Swiching in Human Prostate Cancer Progress 12-17

See abstract, pages 3652, 3653

jon", Cancer Research, 1 July 2000, Vol.6C, pages 3650-3654

D Further documents are Hsted in the continuation of Box C.

g Sec patent family annex.

. Special categories of ciied documents:

*A"  document defining the generai state of the art which is not considered
to be of panticular relevance

E" earlier application or patent but published on or afler the international
filing date

"L*  document which may throw doubts on priority claim(s) or which is
cited to establish the publication date of cifation or other
special reason (as specified)

0" document referting to an osal disclosurs, use, exhibition or other
means

"p'  document published priar to the internationel filing date bui later
than the priority date claimed

“T* |ater document published after the intemational filing date or priority
date and rot in conflict with the application but cited to understand
the principte o7 theary underlying the invention

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

"Y' document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered to invelve an inventive step when the document is
combined with one or more ather such documents,such combination
being obvicus to & person skilled in the art

wg*  dgcument member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

28 JUNE 2010 (28.06.2010}

Date of mailing of the international search report

28 JUNE 2010 (28.06.2010)

Name and mailing address of the 1SA/KR

Korcan Intellectual Property Office
Govermnment Complex-Daejeon, 139 Seonsa-ro, Seo-
gu, Daejeon 302-701, Republic of Korea

Facsimile No. 82-42-472-7140

Authorized officer

Jung Da Won

Telephone No.  82-42-481-8147

Form PCT/SA/210 {second sheet) (July 2009)




INTERNATIONAL SEARCH REFORT

International application No.

Information on patent family members PCT/US2009/063921

Patent document Publication Patent family Publication

cited in search report date member(s) date

WO 2007-103347 A2 27.09.2007 AU 2007-227195 A1 27.09.2007
CA 2646597-A1 27.09.2007
EP 2004230 A2 24.12.2008
£P 2004230 A4 20.05.2009
JP 2009-530645 T 27.08.2009
US 2009-130108 A1 21.05.2008
WO 2007-109347 A2 27.09.2007
WO 2007-108347 A3 16.10.2008

US 2007-G105133 Al 10.05.2007 one

US 2004-(248216 Al 9. 12.2004 AU 1999-35806 A1 23.11,1999
AU 1993-35806 B2 08.08.2002
AU 1998-35907 82 03.04.2003
AU 2001-272717 B2 18,08. 2005
AU 2001-72717 Ad 08.10.2001
CA 2327530-A1 11.11.1999
CA 2404202-A1 04.10.2001
£P 1075494 A2 14.02.2001
EP 1386076 AZ 03.12.2003
EP 1970383 Al 17.09.2008
JP 2002-513804 A 14.05.2002
JP 2004-504809 A 15.02.2004
US 2002-0123044 Al 05.09.2002
US 2002-0146687 Al 10.10.2002
Us 2002-0169106 Al 14.11.2002
US 2003-0082156 Al 01.05,2003
US 2003-0096746 A1 22.05.2003
US 2003-0229199 A1 11.12.2003
US 2004-0229811 Al 18. 11,2004
UsS 6358920 B1 19.03.2002
US 6433149 B1 13.08.2002
US 6472367 B1 29.10.2002
US 6569956 B1 27.05.2003
US 6533297 B2 15.07.2003
Us 6638911 B1 28.10.2003
US 6680175 B2 20.01.2004
US 6682901 B2 27.01.2004
US 6962989 B2 08.11.2005
Us 7481999 B2 27.01,2009
Us 7554190 82 30.06.2009
Us 7653227 B2 16.02.2010
W0 01-72956 A3 04.10.2001
w0 2008-073707 A2 19.06.2008
WO 2003-100374 Al 13.08.2009
W0 99-57149 A2 11.11.1999
WO 9957565 A3 11.11.1999

Form PCT/ISA/210 {patent family annex) (July 2009)
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5.

Con respecto al resumen:
[x] el texto es aprobado comc lo presentd el sclicitante

[] el texte ha sido establecido, conforme a la Norma

38.2(b), por esta Autoridad como aparece en el Casillero N°

IV. El Solicitante puede, dentro de un mes desde la fecha de

remisién de este informe de blUsqueda internacional,

presentar comentarios ante esta Butoridad.

6. Con respecto a los dibujos,

a. La Lamina de dibujos gue se publicard con el resumen es:

Figura No. 3.
[x] sugerida por el Solicitante

[ 1 seleccicnada por esta Autoridad, debido a que el

Sclicitante no sugirié una Figura.
[] seleccionada por esta Autoridad, debido a gue ¢&sta es la
figura que mejor caracteriza a la invencidn

5. [] No se debe publicar ninguna de las figuras con el

resumen.

Formulario PCT/ISA/210 (pagina 1) (julio de 2009)

R
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INFORME DE BUSQUEDA | Solicitud de Patente Internacicnal N°

INTERNACIONAL PCT/US2009/063921

Casillerc N° II. Observacicnes cuande ciertas reivindicaciones
se consideraron no buscables {Continuacién del puntoc 2 de 1la

pagina 1).

El presente informe de busgueda internacional nc se ha
establecido con respecto a ciertas reivindicaciones conforme a
la Clausula 17(2) (a) por los siguientes motivos:

1. [%] Reivindicaciones N°: 1-11

porque se relacionan con un objeto que no se requiere dJue
busque esta Autoridad, a saber:

Las reivindicaciones 1-11 se refieren a métodos para el
tratamiento del cuerpo humano mediante métodos de
terapia/diagnéstico y por lo tante se relacicnan con un cobjeto
gue esta Autoridad de Busqueda Internacional no necesita
buscar, conforme a la Cléusula 17(2)(a) (k) del PCT y la Norma

39.1({kv) de la Reglamentacidén conforme al PCT.

2. [] Reivindicaciones N°:

porque se relacionan con partes de la solicitud internacional
que no cumplen con los requisitos establecidos en tal magnitud
gque no se puede realizar una busgqueda significativa,

especificamente:




i8

3. [] Reivindicagicnes N°:
porgue son reivindicaciones dependientes y no estéan redactadas
de acuerdo con la segunda y tercera oraciones de la Norma

b.4(a).

Casillero N° ITT. Observaciones cuande falta unidad de

invencién (Continuacién del punte 3 de la pagina 1)

Esta Autoridad de Busqueda Internacional encontrd wvarias
invenciones en esta solicitud de patente internacional, a
saber:

Véase la pagina adicicnal

1. [} Como todos los aranceles de busqueda adicionales se
pagaron oportunamente por el solicitante, este informe de
bisqueda internacional abarca todas las reivindicaciones
buscables.

2. [] Come las reivindicaciones buscables pudieron buscarse
sin esfuerzo gque Jjustifique un arancel adicicnal, esta
Autoridad no intima al pago de ningun arancel adicional.

3. {] Como ninguno de los aranceles de blsqueda adicionales
requeridos se pagaron oportunamente por el solicitante, este
informe de blGsgueda internacional abarca solamente aqguellas
reivindicaciones para las cuales se pagaron aranceles,
especificamente las reivindicaciones N°%:

4. []1 El solicitante no pagdé ninguno de los aranceles de

bisqueda adicionales. En consecuencia, este informe de




busqueda internacional se limita a la invencidén mencionada en
primer lugar en las reivindicacicnes; esté abarcada por las
reivindicaciones N¢:

Observacidn Bajo Protesta:

] Los aranceles de blusqueda adicionales estuvieron
acompafiades por la protesta del solicitante y . cuando
correspondia por el arancel de protesta

[] Los aranceles de busqueda adicionales estuvieron
acompafiados por la protesta del sclicitante pero el arancel de
protesta aplicablé nc se pagd dentro del plazo especificado en
la invencién.

(] Ninguna protesta acompafid el pago de los aranceles de

busqueda adicicnales.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la pagina 1 (2)) (julio de 2002}

INFORME DE RUSQUEDA Solicitud de Patente Internacional N°

INTERNACIONAL PCT/US2009/063921

A. CLASIFICACION DEL OBJETO:

A61K 39/395(2006.01)i, A61P 35/00(2006.01)i, A61P
13/08(2006.01)1

De acuerdo con la Clasificacién Internacional de Patentes

(IPC) o con la clasificacién nacional e IPC.

B. CAMPOS DE BUSQUEDA

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacién seguido
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por simbolos de clasificacidn)

A61K 39/395; Ci2N 5/08; C120¢ 1/68; GOIN 33/53; GOIN 33/574

Documentacién buscada ademas de la documentacidén minima en la
medida en gue tales documentos estan incluidos en los campos
de busgueda:

Modelos de utilidad vy solicitudes de modelos de utilidad
coreanos

Modelos de utilidad y solicitudes de modelos de wutilidad

japoneses

Base de datos electrénica consultada durante la busqueda
internacional (nombre de la base de dates y, si es posible,
términos de busgueda usados):

eKOMPASS (KIPO interna) y palabras clave: n-cadherina, célula

madre cancerosa, cancer de préstata, cancer de vejiga

C. Documentos Considerados Relevantes

Categoria* [ Cita de documento, indicando, |Relevante para la

si corresponde, los pasajes | reivindicacidn N°
relevantes
Y WO 2007-109347 AZ (THE REGENTS 12-17

OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA
et al.} 27 de septiembre de
2007. Véase el resumen,
parrafos [0009], (001071,

reivindicaciones 1, 5-9

Qﬁ*
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Y Us  2007-0105133 Al (C1ARKE, | 12-17
MICHAEL F. et al) 10 de mayo de
2007. Véase el resumen, parrafo
[0018], reivindicaciones 1-7

A Us 2004-024821¢ Al (BLASCHUK, | 12-17
OREST W. et al.) 9 de diciembre
de 2004. Véanse los parrafos
[0006]-]0009;, [0024], [0071],
[0080], reivindicaciones 44,
46, 47, 49, 62

A TOMITA, KYOICHI et al., 12-17
"Conmutacién de Cadherina en el
ion de Progreso de Cancer de
Préstata Humano'", Investigaciodn
en Cancer, 1 de julio de 2000,
Vol. 60, paginas 3650-3654.
Véase el resumen, paginas 3652,

3653

[] Se mencionan otros documentos en la continuacién del
Casillero C.

(%] Véase el anexc de familia de patentes

* Categorias especiales de “T”: documento posterioxr
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documentos citados:
“A”: documento gue define el
estado general del arte que no
se considera de particular
relevancia

“E”: documento anterior pero
puklicado en la fecha de
presentacidn internacional o
con postericridad a ella.
"L deccumento que

puede

arrojar dudas sobre la
reivindicacién de pricridad o
que se cita para establecer la
fecha de publicacidon de otra
cita o por otra razdn especial
(especificada) .

“0”: documento gque refiere a
una revelacion oral, uso,
exhibicidn v otro medio.

“P”: documento publicado antes
de la fecha de presentacidén
internacicnal pero con
posterioridad a la fecha de

pricridad reivindicada.

publicado con posterioridad a
ila fecha de presentacidn
internacional ¢ a la fecha de
prioridad y gque no esta en
conflicto «con la solicitud
pero citado para comprender un
teoria que

principio o

sustenta la invencidn.

“%”: dogumento de particular
relevancia: la invencidn
reivindicada neo puede

considerarse nueva o no puede
considerarse que implica un
paso inventivo cuando el

documento se toma solo.

“Y”: documento de particular
relevancia: la invencidn
reivindicada no puede

considerarse que implica un

paso inventivo cuando el
documento se combina con Qtro
siendo

u otros documentos,

dicha combinacién obvia para

un experto en el arte.
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“g£”: documento miembro de la

misma familia de patentes.

Fecha de la finalizacidn Fecha de envio del informe de
efectiva de la bisqueda busgueda internacional
internacional

28 de junio de 2010 (28-06- 28 de junio de 2010 (28-06-
2010) 2010}

Nombre 3% domicilio para Funcionario Autorizado:

correspondencia de la ISA/KR

Cficina de la Propiedad

Intelectual de Corea

Complejo Gubernamental-

Daejeon, 139 Secnsa-ro, Seo-

Daejeon 302-701, Republica

gu,
de Corea

N° de Fax 82-42-472-7140

Yung Da Won

N°® Telefénico: 82-42-481-8147

Formulario PCT/ISA/210 (pégina dos)

{julio de 2009}




24

INFORME DE BGSQUEDA Solicitud de Patente Internacional N°
INTERNACIONAL BCT/US2009/063921
Iinformacidn sobre
miembros de familia de
patentes
Documento de Fecha de Miembro{s) de Fecha de
patente citado publicacion familia de publicacidn
en el informe de patentes
busqueda
WO 2007-108247 A2 27-09-2007 Al ﬁﬂ?~ﬁ?i§5 Al 27052007
08 saaaRET-nd o7 o BT
Efr 2034230 B7 24 12,2008
EF 2004230 A EG_GSHEGQQ
JPA0a9-E30845 T P7.0B_2008

S 2009=-130108 A1 Z1.06.,2008
W 2007 - 169347 A2 QT.?Q.EDDT
WY 2007-10834T A3 16. 10,2008

Us2007-0105133 A1 10-05-2007 NINGUNA

262>



s 2004-024819 Rl

9-12-2004

25

Ay 1999-35906 At
AU 1999-35806 B2
AU 1999-35907 B2
Al 2001272717 B2
Al 2001-72717 Al
Ch 2327530-A1

CA 2404202-A1

EP 1075494 A2

EP 1386076 A2

EP 1870383 A1

JP 2002-512804 A
JP 2004-504808 A
US 2002-0123044 At
Us 2002-0146687 A1
US 2002-0169106 A1
US 2003-0082166 Al
US 2003-00896746 Al
US 2003-0229199 4l
US 2004-0220811 Al
US 6358920 B1

Us 6433149 81

US 6472367 81

US 6569996 B1

US 6593297 B2

US 6638911 B

US 6680175 B2

US 6582901 B2

US 6962869 82

US 7481989 B2

US 7554190 B2

Us 7663227 B2

0 01-72856 A3

WO 2008-073707 A2
WO 2008-100374 Al
W0 99-57148 A2

WO 99-57565 A3

23.11.1999
08.08.2002
03.04. 2003
18.08.2005
08.10.2001
11.11.1898
04, 10.2001
14.02.2001
03. 12,2003
17.09.2008
14.05.2002
19.02.2004
05.09. 2002
10.10. 2002
14.11.2002
01.05.2003
22.05.2003
11.12.2003
18.11.2004
19.03.2002
13.08.2002
29.10.2002
27.05.2003
15.07.2003
28.10.2003
20.01.2004
27.01.2004
08.11.2005
27.01.2008
30.06.2009
16.02.2010
04. 10.2001
19.06.2008
13.08.2008
11.11.1999
11, 11,1899

Formulario PCT/ISA/210 (anexo de familia de patentes)

(fulic de 2009)




‘| m PCT/US2009/063921

PATENT COOPERATION TREATY

From the
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

To:
P(;RENT ANNETTE 8. PC T

TOWNSEND AND TOWNSEND AND CREW LLP TWO WRITTEN OPINION OF THE
EMBARCADERQ CENTER, EIGHTH FLOOR SAN INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

FRANCISCO CA 94111-3834 USA
(PCT Rule 43bis.1)

Date of mailing

(dayfmonthiyear) 28 JUNE 2010 (28.06.2010)

Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER ACTION

2307K-1678-3 0 - F.bl? PC See paragraph 2 below
International application No. intermational filing date (day/monthyear) Pricrity date(day/month/year)
PCT/US2009/063921 + | 10 NOVEMBER 2009 (10.11.2009)-{10 NOVEMBER 2008 (10.11.2008) «

[nternational Patent Classification (IPC) or both national classification and IPC

ASTK 39/39572006.01)i, AGLP 35/00(2006.01)i, AGIP 13/08(2006.01)i

Applicant
THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA ctal /7

1. This cpinion contains indications relating to the following items:
N . ..
Box MNo. | Basis of the opinion

[] Boxwo.mm  Priority
Box No. Il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

X

Box No. IV Lack of unity of invention

BoxMNo.V  Reasoned statement under Rule 43bis. 1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial applicabélity;
citations and explanations supporting such statement

Box No. V1 Certain documents cited

4

Box No. VII  Certain defects in the international application

OO0

Box No. VIl Certain observations on the international application

2. FURTHER ACTION
If n demand for international preliminary examination is made, this opinion will be considered to be a written opinion of the
International Preliminary Examining Authority ("IPEA") except that this does not apply where the applicant chooses an Authority
other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notified the International Bureau under Rule 66.1bis(b) that written
opinions aFthis International Searching Authority will not be so considered.

. If this opinion is, as provided above, considered 1o be a written opinion of the [PEA, the applicant is invited to submit to the

IPEA a writien reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months from the date of mailing
of Form PCT/ISA/220 or before the expiration of 22 months from the priority date, whichever expires l:?tcrj L q’st%lo
For further options, see Form PCT/ISA/220. 4/(01! b T R Rt A - Muckeiad

e . i

3, For further details, see notes 1o Form PCT/ISA/220. T

Namec and mailing address of the ISA/KR Date of completion ofﬂ!i_s’uﬁrﬁ&f 7 P
Kaorean ntellectual Property Office . : Lo
Government Complex-Dacjeon, 139 S
Sonnsare Seo-gu, Dagjoon 303 |28 JUNE 2010 (28.06.2010) jung Da Won
-701, Republic of Korea
Facsimile No. 82-42-472-7140 Telephone No.82-42-481-8147

Form PCT/ISA/Z37 (cover sheet) (July 2009)



1 tional application No.
WRITTEN OPINION OF THE nternational application No

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US2009/063921

Box No. I Basis of this opinion

I. With repard to the language, this opinion has been established on the basis of:
@ the intemational application in the Janguage in which it was filed

D a translation of the internationat application into . which is the language of a
translation 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 reetification of an ebvious mistake authorized by or notified
to this Authority under Rule 91 (Rule 435is.1(a))

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

a. 2 sequence listing filed or furnished
[] on paper

D in electronic form

b, time of filing or furnishing
contained in the international application as filed.
EI filed together with the international application in electronic form.
[:| furnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

4. D 1n addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished, the required
statemens that the information in the subsequent or additioan! copies is identical to that in the application as filed or does

not go beyond the applicatiun as filed, as appropriate, were furnished.

5. Additional commenis:

Form PCT/ISA/237 (Box No. I)( July 2009)



WRITTEN OPINION OF THE [nternational application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US2009/063921

Box No. [Il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrisl applicability

The questions whether the claimed invention appears Lo be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), of to be
industrially applicable have not been examined in respect of:

D the entire international application
claims Nos.  1-11

because:

g the said international application, or the said claims Nos. 1-11

relate 10 the following subject matter which does not require an international search (spacifiy:
The subject-matter of claims 1-11 does not require an opinion with respect to industrial appiicability as it is directed to a
method for treatment of the human by therapy (Rule 43bis.1{b}: Rule 67.1{iv) PCT).

the description, claims or drawings (indicate particular elements helow) or said claims Nos.

are 50 unclear that no meaningful opinion could be formed (specifi):

the claims, ot said claims Nos. are so inadequately supported

by the description that no meaningful opinion could be formed {specifyy).

no international search report has been established for said claims Nos. _1-1 1

D a meaningful opinion could not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the prescribed time limit:

D firrnish 2 sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the Administrative

Istructions, and such listing was not available to the International Searching Authority in a form and manner acceptable

to it.

D furnish a sequence listing in elecronic form complying with the standard provided for in Annex C of the Administrative
Istructions, and such listing was not available to the International Searching Auvthority in a form and manner acceptable

to it.

D pay the required late fumishing fee for the fumnishing of a sequence listing in respense (o an invitation under Rule
13ter.1{a) or (b).

D See Supplemental Box for further details.

Form PCT/1SA/237 (Box No. 11y (July 2009)

044



WRITTEN OPINION OF THE [nternational application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US2009/063921

Box No. V Reasoned statement under Rule 43bis.1{a)(i) with regard to novelty, inventive step or in dustrial applicability;

citations and explanations supporting such statement

Statement
MNovelty (N) Claims 217 YES
Claims  NONE NO
Inventive step (IS) Clims NONE ] YES
Claims  12:17 NO
Industrial applicability (IA)  Claims  12-17 YES
Claims  NONE NO

2. Citations and explanations :

Reference is made to the following documents:

D1: WO 2007-109347 A2 (THE REGENTS OF THE UNIVERSITY CF CALIFORNIA et ai.) 27 September 2007
D2: US 2007-0105133 Al (CIARKE, MICHAEL F. et al) 10 May 2007

D3: US 20040248219 Al (BLASCHUK, OREST W. et al.) 09 December 2004

D4: TOMITA, KYOICHI et al. Cancer Research. 1 July 2000, Vol .60, pages 3650-3654.

1. Novelty and Inventive Step
1.1 Claim 12

D1, which is considered to be the closest prior art to the subject matter of claim 12,
discloses a method of diagnosing a urogenical cancer that over expresses a N-cadherin
protein, the method comprising the steps of: (a) obtaining a test tissue sample from an
individual at risk of having a cancer that expresses a N-cadherin protein; (b)
determining the presence or absence or amount of the N-cadherin protein in the test
tissue sample in comparison to a control tissue sample from an individual known to be
negative for the cancer. {see abstract, paragraphs [0009],[0010], claims 1, 5-9 of D1.)

Claim 12 differs from Di in describing the method of using a tissue sample such as
serum or blood, not the cancer stem cells. However, a method of detecting solid tumor
stem cells is well-known as well as novel stem ceil cancer markers in D2. (see
abstract, paragraphs [0018], claims 1-7 of D2). Accordingly, claim 12 would have been
obvious over D1 in view of D2. Therefore, claim 12 lacks an inventive step under PCT
Article 33(3).

1.2 Concerning Claims 13-17

The additional features of claims 13-17 depending on claim 12 are identical to the
feature of the tissue sample such as prostate or bladder tissue, and the kinds of
cancer such as prostate cancer, bladder cancer, a hormone refractory prostate cancer
and a metastatic cancer in D1. Therefore, ctaims 13-17 lack an inventive step under PCT
Article 33(3).

2. Industrial Applicability
Claims 12-17 are industrially applicable under PCT Article 33(4),

Form PCT/ISA/37 (Box No. V) (July 2009)
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TRATADO DE COOPERACIéN EN MATERIA DE PATENTES
De la

AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Para: PCT
OPINION ESCRITA DE LA
PARENT ANNETTE S. AUTORIDAD DE BUSQUEDA
TOWNSEND AND TOWNSEND AND INTERNACIONAL
CREW LLP TWO EMBARCADERO (Norma 43bis.1 del PCT)

CENTER, EIGHTH FLOOR SAN
FRANCISCO CA 94111-3834

Fecha de remisién (dia/mes/afio)

Estados Unidos 28 de junio de 2010 (28-06-
2010)

Referencia de archivo del PARA OTROS TRAMITES

Solicitante © Agente ver parrafo 2 mas abajo

2307K-1678-3

Solicitud Fecha de Fecha de prioridad

Internacional No. Presentacidn (dia/mes/afio)

PCT/U52006/063921 internacional 10 de noviembre de
(dia, mes, ario) 2008 (10-11-2008)

10 de noviembre de

2009 (10-11-2009)

Clasificacidn Internacional de Patente (IPC) o} tanto

clasificacién nacional como IPC

A61K 39/395(2006.01)i, A61P 35/00(2006.01)i, A6IP 13/08(2006.01)1

Solicitante: THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA vy

otros

26\
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1. Esta opinidn escrita contiene indicaciones relacionadas con
los siguientes puntos:

(%) Casillero N° I. Fundamento del informe

[] Casillerc N°® II. Prioridad

[2x] Casillero N° III. No establecimiento de opinién sobre la
novedad, paso inventivo y aplicabilidad industrial

[] Casillero HN° IV. Falta de unidad de invencién

[x] Casillero N° V. Declaracidén fundamentada conforme a la
Clausula 35(2) sobre la novedad, paso inventivo o)
aplicabilidad industrial; citas y explicaciones que
fundamentan dicha declaracién.

[] Casillero N°® VI. Ciertos documentcs citados

{] Casillero N° VII. Ciertos defectos en la solicitud de
patente internacicnal

[] Casilleroc N° VIII. Ciertas Observaciones sobre la solicitud
de patente internacional

2. OTRAS MEDIDAS

Si se presenta un pedido de informe preliminar internacional,
esta opinién se considerard como la opinidén escrita de la
Autoridad de Examen de Busqueda Internacional (“IPEA”)
excepto que ésta no corresponda cuando el solicitante elige
una Autoridad diferente de ésta para gque sea la IPEA y la IPEA
elegida ha notificado a la Oficina Internacional conforme a la

Norma 66.1bis(b) gue la opinién escrita de esta Autoridad de
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Busgueda Internacional nco se consideraréd asi.

S1 esta opinidn,
ocpinidn escrita de la

presentar ante la IPEA

cuando corresponda,

IPEA, se

enmiendas,

propercicnada anteriormente,

invita

se considera la

a2l solicitante a

una contestacidén escrita junto con,

con anterioridad al vencimiento

de tres meses desde la fecha de la remisién del Formulario

PCT/ISA/220 o con anterioridad al vencimiento de 22 meses
desde la fecha de la prioridad, la que sea posterior.

Para mé&s opciones, véase el Formulario PCT/ISA/220.

3. Para mas detalles, véase las neotas al Fermulario
PCT/ISA/220

Nombre vy domicilio para |Fecha de Funcionario
correspondencia de la | finalizacién autorizado

ISA/KR de esta Jung Da Won
Oficina de la Propiedad |opinidn N° Telefdénico: 82-
Intelectual de Corea 28 de junio de |[42-481-8147
Complejo Gubernamental- | 2010 (28-06-

Daejeon, 138 Secnsa-ro, | 2010)

Seo-gu, Daejeon 302-701,

Republica de Corea

N° de Fax 82-42-472-7140

Formulario (PCT/ISA/237) (Cardtula) (julic de 2009)



OPINION ESCRITA DE LA Seclicitud de Patente Internacional N°
AUTORIDAD DE BUSQUEDA PCT/US2009/063921

INTERNACIONAL

Casillero N° I. Fundamento de esta opinién.

1. Con respecto al idioma, esta opinién se ha establecido

basada en:

[2] la sclicitud de patente internacional en el idioma en que

se presentd.

[] una traduccién de la solicitud de patente internacional al
, que es el idioma de la traduccién provista para los

propésitos de la busgueda internacional {(Normas 12.3 ¥y

23.1(b)y.

2. [] Esta opinién se ha establecido tomando en cuenta la
rectificacidén de un error evidente autorizada o nctificada por

esta autoridad conforme a la Norma 91 (Norma 43kis.l(a}).

3. Con respecto a todas las secuencias de nucledtides y/o
aminocacidos que se revelan en la solicitud de patente
internacional, esta opinidn se ha establecido basado en:

a. un listado de secuencias presentado o provisto

[l en papel

[1 una forma electrdnica

b. fecha de presentacién o provisidn
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[1 contenido en la solicitud de patente internacional
presentada

[1] presentado junto con la solicitud de patente internacional
en forma electrénica

[] provisto «con posterioridad ante esta Autoridad con

propdsitos de busqueda.

3. [] Ademé&s, en caso de que se haya presentado o provisto mas
de wuna vwversién o copia de un listado de secuencias, se
prestaron las declaraciones requeridas de gue la informacidn
de las copias posteriores o adicionales es idéntica a aquella
de la solicitud de patente presentada o no va mas alla de la

solicitud de patente presentada, segin corresponda.

5. Comentarios adicionales

Formulario PCT/ISA/237 (Casillero N° I) (julio de 2009)
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OPINION ESCRITA DE LA Solicitud de Patente Internacional N°
AUTORIDAD DE BUSQUEDA PCT/US2008/063921

INTERNACTIONAL

Casillero N° III. No establecimiento de opinién sobre la

novedad, paso inventivo y aplicabilidad industrial

Las cuestiones sobre si la invencidn zreivindicada parece
novedosa, involucra un paso inventive (no es obvia) o es

aplicable industrialmente no se han examinado con respecto a:

[1 la solicitud de patente internacional completa

[2x] las reivindicaciones N°® 1-11

porque:

'x] la solicitud de patente mencionada, o las reivindicaciones
mencionadas N° 1-11 se relacicnan con la siguiente materia que
no reguiere un examen preliminar internacional (especifigue):
El objetoc de las reivindicaciones 1-11 no necesita una opinién
con respecto a la aplicabilidad industrial ya gue se refiere a
un método para el tratamiento del ser humano mediante terapila

(Norma 43bis.l{b); Nerma &7.1{iv} del PCT).

[] la descripcidn, las reivindicaciones o los dibujos (indique
los elementos particulares a continuacidn) o las

reivindicaciones mencionadas N° son tan poco claras que no
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se puede formar una opinidn sensata (especifique):

[] las reivindicaciones, o las reivindicaciones mencionadas N°
estan tan insuficientemente sostenidas por la descripcidn

gue no se pudo formar ninguna opiniodn sensata.

[x] noe se ha establecido ningdn informe de Dbusqueda

internacional para las reivindicacicnes mencilonadas N° 1-11

[] no se pude formar una opinién sensata sin el listado de
secuencias; el solicitante, dentro del plazo establecido, no:
[] proporciond un listado de secuencias en papel que cumpla
con la norma establecida en el BAnexo C de las Instrucciones
Administrativas, y dicho listade no estaba disponible para la
autoridad de Busqueda Internacional en una forma aceptable
para ella.

[1 proporcioné un listado de secuencias en forma electrdnica
que cumpla con la norma establecida en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas, vy dicho listado no estuvo
disponible para la Autcridad de Busqueda Internacional en una
forma aceptable para ella.

[1 pagd el arancel por provisién tardia establecido para la
provisién de un listado de secuencias en respuesta a una
invitacién conforme a la Norma l13ter.l(a) o (b).

[] Véase el Casillero Suplementaric para mas detalles.

Formulario PCT/ISA/237 {Casillero N° III) (julio de 20093)

%’%
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OPINION ESCRITA DE LA Solicitud de Patente Internacional N°

AUTORIDAD DE BUSQUEDA PCT/US2009/063921

INTERNACIONAL

Casillero N° V. Declaracién fundamentada conforme a la
Clausula 35 (2) sobre la novedad, paso inventivo o
aplicabilidad industrial; citas Y explicaciones que

fundamentan dicha declaracién.

1. Declaracidn

Novedad (N) Reivindicaciones 12-17 si

Reivindicaciones NINGUNA NG

Paso Inventivo (IS) Reivindicaciones: NINGUNA ST

Reivindicaciones 12-17 NO

Aplicabilidad industrial (IA) Reivindicaciones 12-17 si
Reivindicaciones: NINGUNA NO

2. Citas y explicacicnes:

En esta opinidn escrita se citan los sigulentes documentos:

Dl: WO 2007-109347 A2 (THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF

CALIFORNIA et al.) 27 de septiembre de 2007

D2: US 2007-0105133 Al (CLARKE, MICHAEL F. et al) 10 de mayo

de 2007

D3: US 2004-0248219 Al (BLASCHUK, OREST W. et al.) @ de

diciembre de 2004

D4: TOMITA, KYOICHI et al. Investigacién en Cancer. 1 de julio

de 2000, Vvol.&0, péginas 3650-3654.



1. Novedad y Pasc Inventivo

1.1. Reivindicacién 12

D1, que se considera el arte previo mis cercano al objeto de
la reivindicacién 12, revela un método de diagnéstico de
cancer urogenital que sobreexpresa una proteina N-cadherina,
el método comprende los pasos de: (a) obtener una muestra de
tejido de ensayo de un individuo en riesgc de tener cancer gue
expresa una proteina N-cadherina; (b) determinar la presencia
o la ausencia de la proteina N-cadherina en la muestra de
tejido de ensayo comparada con una muestra de tejido control
de un individuo que se sabe gue es negativo para el cancer.
{véanse el resumen, los parrafos (00091}, {00107, las

reivindicaciones 1, 5-2 de D1.)

La reivindicacién 12 difiere de D1 en la descripcién del
método de usc de una muestra de tejido tal como suerc ©
sangre, no las células madre cancerosas. Sin embargo, se
conoce un método de deteccién de células madre tumorales asi
como marcadores de cancer de células madre novedosas de D2.
(véase el resumen, parrafos [0018], las reivindicaciones 1-7
de D2). Por consiguiente, la reivindicacién 12 habria sido
obvia sobre Dl en wvista de D2Z2. En consecuencia, la
reivindicacién 12 carece de pasc inventivo de acuerdo con la

Clausula 33(3) del PCT.
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1.2. Con referencia a las reivindicacicnes 13-17

Las caracteristicas adicionales de la reivindicaciones 13-17
que dependen de la reivindicacidén 12 son idénticas a la
caracteristica de la muestra de tejido tal como tejido de
cancer de vejiga y los tipos de de céncer tales como cancer de
préstata, cancer de vejiga, un cancer de prostata refractario
de hormonas y un cancer metastatico de Dl. En consecuencia,
las reivindicaciones 13-17 carecen de paso inventive conforme

a la Clausula 33(3) del PCT.

3. Aplicabilidad Industrial
Las reivindicaciones 12-17 tienen aplicabilidad industrial

conforme a la Clausula 33(4) del PCT.

Formulario PCT/ISA/237 {Casillero N° V) (julio de 2008)
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SUPERINTENDENCIA
Bogota D.C.,

2020

Doctor(a)

MAYA RODRIGUEZ CARLOS ORLANDO

Apoderado(a) y/o Representante de

THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA

REFERENCIA Radicacion No. 11 070978
Solicitud internacicnal PCT/US2009/063921
Fecha inicio fase nacional 10/06/2011

Tramite 11
Evento 378
Actuacion 430 .

Oficio No. ‘ E.l 20 QQ

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de |a Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se fe comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lienc de los requisitos exigidos por los articulos
63 y subsiguientes del Cddigo de Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documento que
acredita la existencia y representacién legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere persona juridica.

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

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se consideraré abandonada y
perderd su prelacion.

Continua en la pagina siguiente...
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SUPERINTENDERMCIA

Con];i(r;.nacién radicado No: 11 070978 Pl‘OSEE?dad

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e}, del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

-

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creacione

05 220 201

£l anterior requerimiento fue notifitado por fijacién en lista de fecha .

adpati
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