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FULLY HUMAN ANTIBODIES AGAINST N-CADHERIN

CROSS-REFERENCES TO RELATED APPLICATIONS

[0001] This application claims priority to U.S. Provisional Application Serial No.
61/113,042, filed on November 10, 2008, which is incorporated herein by reference.

STATEMENT AS TO RIGHTS TO INVENTIONS MADE UNDER
FEDERALLY SPONSORED RESEARCH OR DEVELOPMENT

[0002] NIH/NCI SOMI Training Grant, R25 CA 098010, M. Phelps/A. Wu, Directors

NIH/NCI UCLA Prostate SPORE, P50 CA 092131, R. Reiter/A. Wu. The government has

certain rights in this invention.

REFERENCE TO A "SEQUENCE LISTING," A TABLE, OR A COMPUTER
PROGRAM LISTING APPENDIX SUBMITTED ON A COMPACT DISK

[0003] NOT APPLICABLE

BACKGROUND OF THE INVENTION
[0004] 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 correlate with clinical outcome or identify patients with



10

15

20

25

30

WO 2000/054377 PCT/US2009/A163881

potentially aggressive disease are urgently needed (Welsh et al., Proc Natl Acad Sci U S 4,
100: 3410-3415 (2003)).

[0005] Recent expression profiling studies suggest that expression signatures for metastatic
vs. non-metastatic tumors may reside in the primary tumor (Ramaswamy et al., Nat Genel,
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 discase. 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
kinase (Varambally et al., Nature, 419: 624-629 (2002); Yoshioka et al., Proc Natl Acad Sci
U S A, 100; 7247-7252 (2003)). However, neither of these two genes is secreted.

[0006] In order o identify new candidate serum or tissue markers of hormone refractory
prostate cancer, we have previously compared gene expression profiles of paired hormone
dependent and hormone refractory prostate cancer xenografts. The LAPC-9 xenograft was
established from an osteoblastic bone metastasis and progresses from androgen dependence
to independence following castration in immune deficient mice (Craft et al., Cancer
Research, In Press (1999)). It has been used previously to identify candidate therapeutic
targets in prostate cancer. Differentially expressed genes were validated and then examined
for sequence homology to secreted or cell surface proteins. N-Cadherin has been identified
as a marker of cancer. The identification, characterization and initial validation of N-
Cadherin, which is expressed in both hormone refractory prostate cancer and bladder cancer,

has been previously reported (W0/2007/109347).

[0007] One type of cell movement than can be observed in embryogenesis requires the loss
of cell-cell contacts for the migration of individual cells or small group of cells through the
extraceltular matix. This process is called epithelial to mesenchymal transition (EMT). EMT
also occurs in pathological situations, such as the acquisition of a motile and invasive
phenotype of tumor cells of epithelial origin. A halimark of EMT, is the loss of E-cadherin
and the de novo expression of N-cadherin adhesion molecules. N-cadherin promotes tumor
cell survival, migration and invasion, and high levels of N-cadherin expression is often
associated with poor prognosis. N-cadherin is also expressed in endothelial cells and plays

an essential role in the maturation and stabilization of normal vessels and tumor-associated
2
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angiogenic vessels. Increasing experimental evidence suggests that N-cadherin is a potential

therapeutic target in cancer.

[0008] The function of N-cadherin has been studied at the molecular level. N-cadherin N-
terminal extracellular region (160 to 724 a.a) consists of 5 domains (ECD1-ECDS). ECDI
and ECD?2 are the minimal domains required for intracellular adhesion but if all extracellular
domains are involved, the level of adhesion is strengthened. In addition a study has shown
that a 69 amino acid portion of ECD4 was found to be essential in migration and mobility but

not in cellular adhesion (Kimet al. J Cell Biol 2000).

[0009] Accordingly, the invention provides compositions and methods which target N-
Cadherin in the diagnosis, prognosis, and treatment of cancers expressing N-Cadherin
including, but not limited to, prostate cancer and bladder cancer. Antibodies, and fragments
thereof, which are specific to the extracellular domains of N-cadherin, are also reported

herein.

BRIEF SUMMARY OF THE INVENTION
{0010] The present application provides fully human antibodies against N-Cadherin for

therapeutic and diagnostic methods in cancer, e.g., prostate and bladder cancer.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS
[0011] Figure 1. Enrichment in anti-N-cadherin phage antibody through successive

panning rounds.

[0012] Figure2. Al4, C7, E4 and D4 diabody staining of PC3 cells.

[0013] Figure 3. Binding of C7 diabody to N-cadherin negative cells.

(0014] Figure 4. Specific binding of E4 and D4 diabodies to N-cadherin expressing cells.
[0015] Figure 5. Tumor localization of 1241 1abeled D4 Db in LAPC9 Al tumors.

[0016] Figure 6. N-cadherin activates NF-KB.

[0017] Figure 7. N-cadherin activates NF-kB.

[0018] Figure 8. N-cadherin is expressed on cell surface of C1 cells.

[0019] Figure 9. NF-KB localizes to nucleus in N-Cadherin positive cells (C1).
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[0020] Figure 10. N-Cadherin expression results in induction of IL-6, I1.-8, TGF 82, and
bel-2.

{0021] Figure 11. Correlation of induced genes with N-Cadherin level.

[0022] Figure 12. N-Cadherin knockdown leads to downregulation of IL-6 and [L-8.
[0023] Figure 13, NF-xB activity after N-Cadherin antibodies treatment.

{0024] Figure 14. Ncad in PC3 cells: 48hr antibody incubation.

[0025] Figure 15. N-Cadherin knockdown leads to downregulation of activated Akt.

[0026] Figure 16. N-Cadherin specific antibodies activate, then downregulate Akt

activation.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
[0027] We report here the method of treating a cancer patient and the method of identifying
cancer stem cells, 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. In addition,
we reported here antibodies, and fragments thereof, which are specific to the extracellular

domains of N-cadherin.

[0028] N-cadherin expression can contribute to prostate and bladder cancer invasion and
metastasis as well as the progression of prostate caner to hormone refractory disease. 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.

[0029] This invention relates to the discovery that 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. We have found
that targeting N-cadherin even in 5% of prostate cancer cells is sufficient io block the

progression of prostate cancers to castration resistance.

[0030] This invention also relates to N-cadherin as a target in cancer stem cells. We have
found that targeting of N-cadherin in 5% or fewer cells is sufficient to block tumor
progression. This discovery is consistent with the hypothesis that N-cadherin is a marker of
cancer stem cells, and that inhibilion of N-cadherin on these stem cells is sufficient to block

growth of the tumor as a whole.

O
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[0031] This invention further relates to the discovery that N-cadherin expressing cells,
consistent with its being a cancer stem cell marker, are more tumorigenic 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.

[0032] Accordingly, N-Cadherin is an especially promising therapeutic target. It is found
on cell surfaces, expressed in many epithelial tamors, and is associated with invasion,
metastasis and possibly androgen independence. Antibodies against N-cadherin therefore are
a particularly preferred agent for use in treating epithelial cancers, including but not limited
to 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, first to third domains,
or fourth extracellular domain of N-cadherin 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, J Cell Biol. 151{6):1193-206 (2000}, incorporated by

reference in its entirety with respect to the definition of the various N-cadherin domains.

[0033] Here we describe the selection and characterization of human ScFvs specific to two
independent N-cadherin recombinant proteins: N-cadherin extracellular domains one to three
(ECD1-3) and N-cadherin forth domain (ECD4). The two independent screens were designed
in an effort to generate specific reagents able to affect the adhesion and migration phenotypc
of this molecule as well as generating reagents to target N-cadherin expressing cells.
Individual phage clones from the fourth panning round were characterized by ELISA and
flow cytometry. Specific binders were sequenced and some of the selected clones were
reformatted into small bivalent antibody fragments (diabodies). The diabodies show specific

binding to N-cadherin expressing cells.

[0034] Anti-N-cadherin fragments, as described here, are the bastc building block upon
which can be fabricated human whole antibodies or engineered antibodies of varying shapes
and sizes, the primary attribute of which is the ability to bind specifically to the N-cadherin
protein. These antibodies can be used for the treatment or diagnosis of prostate, bladder or
other cancers expressing the N-cadherin protein. It is important to note that N-cadherin

expression in the tumor can be by the tumor cells themselves or any of the surrounding
5
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stroma (muscle, fibroblasts, blood vessels etc). We have previously shown that N-cadherin is
an important biological determinant of invasion, growth, metastasis and progression of
prostate, bladder and other cancers and is a critical diagnostic, prognostic, and therapeutic
target. Murine monoclonal antibodies against N-cadherin are able to block tumor growth,
metastasis, invasion and progression to androgen independence in animal models of cancer.
The discovery of human scFV’s that can easily be reformatted into whole or engineered
antibodies provides the ability to target cancers without inciting an immune response against

the antibodies.

[0035] To our knowledge, we describe the first human antibody fragments against N-
cadherin derived with the goal of prostate and other cancer diagnosis and treatment. The
invention is predicated on prior art developed by our group implicating N-cadherin in
prostate and bladder and other cancer progression, as well as the concept of targeting it
therapeutically. Phage display describes a well established technique for the isolation of
antibody fragments. The non-immune phage library used here was developed by Dr. JD
Marks at UC. San Francisco.

[0036] The invention describes the isolation and characterization of single chain fragments
that recognize N-cadherin. These can be use as single chain fragments or reformatted into
larger fragments, such as whole IgG, that can be used for the diagnosis or treatment of

cancers.

[0037] As stated, the invention describes a number of candidate fragments with putative
diagnostic and therapeutic utility that can be reformatted into larger constructs and used to
recognize N-cadherin in prostate and other cancers. These antibodies can be used by
themselves (naked antibodies) or conjugated to radioisotopes, nanoparticles, liposomes, virus
or any other “payload” for delivery to tumors for therapy, imaging or other purpose. The
fragments can be used to increase the specificity of any therapy or imaging modality for N-

cadherin expressing tumors.

[0038] To our knowledge, we are the first to show that antibodies against N-cadherin have
therapeutic activity, supetior to any other known means of targeting such tumors. The
advantage of this invention is that the antibody fragments are nonimmunogenic and human
and can be uged in patients without additional modification. Also, fragments recognizing N-

cadherin have the advantage of flexibility, in that they can easily be engineered for almost

any purpose.

Definitions
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[0039] “N-Cadherin and E-Cadherin” refer 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%, 70%, 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 Figure 7, 8, and 9, respectively; (2) specifically bind to antibodies, e.g.,
polyclonal antibodies, raised against an immunogen comprising a referenced amino acid
sequence as depicted in Figures 7, 8, and 9, respectively; immunogenic fragments
respectively thereof, and conservatively modified variants respectively thereof; (3)
specifically hybridize under stringent hybridization conditions to a nucleic acid encoding a
referenced amino acid sequence as depicted in Figure s 7, 8, and 9, 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%, 39%, 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 7, 8, and 9. 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.

[0040] “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.

[0041] The cancer to be treated herein may be one characterized by excessive activation of
N-cadherin. Alternatively, the cancer to be treated herein may be one where the N-cadherin
protein is expressed at normal or low levels, or one where the N-cadherin protein is expressed
by a subset of cells, and where the N-cadherin protein is not overexpressed. In one
embodiment of the invention, a diagnostic or prognostic assay will be performed to determine
whether the patient's cancer is characterized by expression of N-cadherin. Various assays for

7
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determining such amplification/express ion 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 vive
diagnostic assay, e.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 localization of the label. In some embodiments, the cancer

to be treated is not yet invasive, but expresses N-cadherin.

[0042] “Therapy resistant” cancers, tumor cells, and tumors refers to cancers that have
become resistant or refractory to cither 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)
cancer therapies, including chemotherapy, hormonal therapy, radiotherapy, and

immunotherapy.

[0043] “Overexpression” refers to RNA or protein expression of N-Cadherin, LY6-E, and
E-Cadherin in a test tissuc sample that is significantly higher that RINA or protein expression
of N-Cadherin, LY6-E, and E-Cadherin, respectively, in a control tissue sample. In one
embodiment, the tissue sample is autologous. Cancerous test tissue samples (e.g., bladder,
prostate) associated with invasiveness, metastasis, hormone independent (e.g., androgen
independence), or refractoriness to treatment or an increased likelihood of same typically
have at least two fold higher expression of N-Cadherin or LY6-E mRNA or protein, often up
to three, four, five, eight, ten or more fold higher expression of N-Cadherin, or LY6-Ein
comparison to cancer tissues from patients who are less likely to progress to metastasis or to
normal (i.e., non-cancer) tissue samples. Such differences may be readily apparent when
viewing the bands of gels with approximately similarly loaded with test and controls samples.
Prostate cancers expressing increased amounts of N-Cadherin or Ly6-E are more likely to
become invasive, metastasize, or progress to androgen independent or treatment refractory
cancer. Various cutoffs are pertinent for N-Cadherin or Ly6-E positivity, since it is possible
that a small percentage of N-Cadherin or Ly6-E positive cells in primary tumors may identify
tamors with a high risk for recurrence and metastasis. The terms “overexpress,”
“gverexpression” or “‘overexpressed” interchangeably refer to a gene that is transcribed or
translated at a detectably greater level, usually in a cancer cell, in comparison to a normal
cell. Overexpression therefore refers to both overexpression of protein and RNA (due to
increased transcription, post transcriptional processing, translation, post translational
processing, altered stability, and altered protein degradation), as well as local overexpression
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due to altered protein traffic patierns (increased nuclear localization), and augmented
functional activity, e.g., as in an increased enzyme hydrolysis of substrate. Overexpression

can also be by 50%, 60%, 70%, 80%, 90% or more in comparison to a normal cell or

comparison cell (e.g., a BPH cell).

[0044] The terms “cancer that expresses N-Cadhenn’ 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.

[0045] The terms “cancer-associated antigen” or “tumor-specific marker” or “turnor
marker” interchangeably refers to a molecule (typicaily protein, carbohydrate or lipid) that is
preferentiatly expressed in a cancer cell in comparison to a normat 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 expressed or stabilized with minimal degradation in a
cancer cell in comparison to a normal cell, for instance, 2-fold expression, 3-fold expression
or more in comparison to a normal cell. Oftentimes, a cancer-associated antigen is a
molecule that is inappropriately synthesized in the cancer cel], for instance, a molecule that
contains deletions, additions or mutations in comparison to 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 mucing ih nUMerous Cancers,
including breast, ovarian and colorectal. Exemplified intracellular tumor markers include, for

example, mutated tumor suppressor or cell cycie proteins, including p53.

[0046] E-cadherin is conversely typically underexpressed in cancerous tissue samples n
tissue samples from cancer patients which are likely to become invasive, metastasize, or
progress to androgen independent or treatment refractory cancer. This underexpression may
be two-fold, three-fold, four-fold, or at least five-fold. Such differences may be readily
apparent when viewing the bands of gels with approximately simitarly loaded with test and
controls samples. The combined N-cadherin/E-cadherin values in cancers which are likely to
become invasive, metastasize, or progress to androgen independent or treatment refractory
cancer, arc therefore cven greater and can be at least two-fold, three-fold, four-fold, five-fold,
ten-fold, or twenty-fold greater. Various cutoffs are pertinent for N-Cadherin positivity/e-
cadherin negativity, since it is possible that a small percentage of N-Cadherin positive cells in

primary tumors may identify tumors with a high risk for recurrence and metastasis.
9
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[0047] An “agonist” refers to an agent that binds to a polypeptide or polynucleotide of the
invention, stimulates, increases, activates, facilitates, enhances activation, sensitizes or up

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

[0048] 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.

{0049] “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, €.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, pariially 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, enhance activation or enzymatic activity,
sensitize or up regulale 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,
¢.g., applying putative modulator compounds to cells, in the presence or absence of a
polypeptide or polynucleotide of the invention and then determining the functional effects on
a polypeptide or polynucleotide of the invention activity. Samples or assays compnsing a
polypeptide or polynucleotide of the invention that are treated with a potential activator,
inhibitor, or modulator are compared to control samples without the inhibilor, activator, or
modulator to examine the extent of effect. Control samples (untreated with modulators) are
assigned a relative activity value 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.

[0050] 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., prolein, oligopeptide (e.g., from about 5 to about 25 amino acids in length, preferably
10
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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, RNA1,
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 partnet, e.g., targeting
compounds, rescue compounds, dimenzation compounds, stabilizing compounds,
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 vanant
compounds. Often, high throughput screening (HTS) methods are employed for such an
analysis.

[0051] 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.

[0052] 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 abihty of tubulin to
polymerize into microtubules, resuiting 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.

[0053] 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 target gene. “siRNA” or
"RNA]" 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 molecuie
typically have substantial or complete identity. In one embodiment, an siRNA refers to 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.8.,

each complementary sequence of the double stranded siRNA is 15-50 nucleotides in length,
11
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and the double stranded siRNA is about 15-50 base 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.

[0054] 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 (e.g., see, Figure 5) and scan for AA
dinucleotide sequences (scc, Elbashir et al. EMBO J 20: 6877-6888 (2001). Each AA and
the 3' adjacent nucleotides are potential siIRNA larget 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 po! III to transcribe hairpin
siRNAs. RNA pol ITI 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 contignous base pairs of homology to
other coding sequences can be avoided by conducting a BLAST search (see,
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

[0055] 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 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. 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., 3 to 9 nucleotides, or ionger).
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 example, include a promoter, optionally an operator sequence, and a
ribosome binding site. Eukaryotic cells are known to utilize promoters, polyadenylation
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signals, and enhancers. These control elements may be designed to atlow the clinician to turn
off or on the expression of the gene by adding or controlling external factors to which the

regulatory elements are responsive.

[0056] 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 oligonucleotides are cleaved, tailored, and re-ligated in the form desived.

[0057] 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 if it 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 are used in accordance

with conventional practice.

[0058] “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, €.g., measuring physical and chemical or phenotypic effects.
Such functional effects can be measured by any means known to those skilled in the art, €.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.g.,
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., receptor-ligand interactions, second messenger
concentrations (e.g., cAMP, IP3, or intracellular Ca2+); identification of downstream or

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

markers, and ligand binding assays.

[0059] Samples or assays comptising 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 (o the control is about 80%, 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.

[0060] “Biological sample” includes sections of tissues such as biopsy and autopsy
samples, and frozen sections taken for histological purposes. Such samples include blood
and blood fractions or products (¢.g., serum, plasma, platelets, red blood cells, and the like),
sputum, tissue, cultured cells, ¢.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, Mouse; rabbit; ora bird, reptile; or fish.

[0061] A “biopsy” refers to the process of removing a tissue sample for diagnostic or
prognostic evaluation, and to the tissue specimen itsclf. 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.¢., 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 “excisional biopsy” refers to the removal of an entire tumor mass with 2 small margin of
normal tissue surrounding it. An “incisional biopsy” refets 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, ef al., eds., 16th ed., 2005, Chapter 70, and throughout Part V.
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{0062] 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 hitp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ or the like). Such sequences are then said to
be “substantially identical.” This definition also refers to, or may be applied to, the
corapliment 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 lcast about 25 amino acids or nucleotides in length, or more preferably over a region that is

50-100 amino acids or nucleotides in length.

[0063] For sequence comparison, typically one sequence acts as a reference sequence, to
which test sequences are compared. When using a sequence comparison algorithm, test and
reference sequences are entered into a compuier, 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.

[0064] A “comparison window”, as used herein, includes reference 1o a segment of any one
of the number of contiguous positions selected from the group consisting of from 20 to 600,
usually about 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 sequences are optimally aligned. Metheds 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 hemology 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. USA
85:2444 (1988), by computerized implementations of these algorithms (GAP, BESTFIT,
FASTA, and TFASTA in the Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer
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Group, 575 Science Dr,, Madison, WI), or by manuat alignment and visual inspection (see,

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

[0065] 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 are
described in Altschul ez al,, Nuc. Acids Res. 25:3389-3402 (1977) and Altschul et al,, J. Mol.
Biol. 215:403-410 (1990), respectively. BLAST and BLAST 2.0 are 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.nim.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 (Altschul ef 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 seguence for as
far as the cumulative alignment score can be increased. Cumulative 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, 2 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
compatison of both strands. For amino acid sequences, the BLASTP program uses as
defaults a wordlength of 3, and expectation (E) of 10, and the BLOSUMS62 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.

[0066] “Nucleic acid” refers to deoxyribonucleotides or ribonucleotides and polymers
thereof in either single- or double-siranded form, and complements thereof. The term
encompasses nucleic acids containing known nucleotide analogs or modified backbone
residues or linkages, which are synthetic, naturally occurting, and non-naturally occurring,
which have similar binding properties as the reference nucleic acid, and which are
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metabolized in a manner similar to the reference nucleotides. Examples of such analogs
include, without limitation, phosphorothioates, phosphoramidates, methyl phosphonates,

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

[0067] Unless otherwise indicated, a particular nucleic acid sequence also implicitly
encompasses conservatively modified variants thereof (¢.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 et 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.

[0068] A particular nucleic acid sequence also implicitly encompasses “splice variants.”
Similarly, a particular protein encoded by a nucleic acid implicitly encompasses 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 transeript
may be spliced such that different (alternate) nucleic acid splice products encode different
polypeptides. Mechanisms for the production of splice variants vary, but include alternate
splicing of excns. Alternate polypeptides derived from the same nucleic acid by read-through
transcription arc 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, et al., J. Biol. Chem.

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

[0069] 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-

naturaily occurring amino acid polymer.

[0070] 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. Naturaily occurring amino acids are those encoded by the
genetic code, as well as those amino acids that are later modified, e.g., hydroxyproline, -

carboxyglutamate, and O-phosphoserine. Amino acid analogs refers to compounds that have
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the same basic chemical structure as a naturally occurring amino acid, i.e., an ¢ carbon that is
bound to a hydrogen, a carboxyl group, an amino group, and an R group, ¢.g., homoserine,
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

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

[0071] Amino acids may be referred to herein by either their commonly known three letter
symbols or by the one-letter symbols recommended by the IUPAC-IUB Biochemical
Nomenclature Commission. Nucleotides, likewise, may be referred to by their commonly

accepted single-letter codes.

[0072] “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 cncode 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 ali 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 sequences.

[0073] 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
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
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modified variants are in addition to and do not exclude polymorphic variants, interspecies

homologs, and alleles of the invention.

{0074] The following eight groups cach contain amino acids that are conservative
substitutions for one another: 1) Alanine (A), Glycine (G); 2) Aspartic acid (D), Glutamic
acid (E); 3) Asparagine (), Glutamine (Q); 4) Arginine (R), Lysine (K); 5) Isoleucine O,
Leucine (L), Methionine (M), Valine (V), 6) Phenylalanine (F), Tyrosine (Y), Tryptophan
(W); 7) Serine (S), Threonine (T); and 8) Cysteine (C), Methionine (M} (see, e.g., Creighton,
Proteins (1984)).

[0075] 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 2p, fluorescent dyes, electron-dense reagents, enzymes (€.g.,
as commonly used in an ELISA), biotin, digoxigenin, or haptens and proteins which can be
made detectable, e.g., by incorporating a radiolabel into the peptide or used to detect

antibodies specifically reactive with the peptide.

f0076] 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 modified. Thus, for example,
recontbinant cells express genes that are not found within the native (non-recombinant} form
of the cell or express native genes that are otherwise abnormally expressed, under expressed

or not expressed at all.

[0077] 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).

[0078] The phrase “stringent hybridization conditions” refers to conditions under which a
probe will hybridize to its target subsequence, typicaily in a complex mixture of nucleic
acids, but to no other sequences. Stringent conditions are sequence-dependent and will be

different in different circumstances. Longer sequences hybridize specifically at higher
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temperatures. An extensive guide to the hybridization of nucleic acids is found in Tijssen,
Technigues 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 (I for the specific sequence at a defined ionic strength pH. The Ty, 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 are present in excess, at T, 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 S5C, and
0.1% SDS at 65°C.

[0079] Nucleic acids that do not hybridize to each other under stringent conditions are still
substantially identical if the polypeptides which they encode 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, 1 M NaCl,
1% SDS at 37°C, and a wash in 1X SSC at 45°C. A positive hybridization 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, €.g.,

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

[0080] 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
65°C, depending on the primer length and specificity. Typical cycle conditions for both high
and low stringency amplifications inciude 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
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provided, e.g., in Innis ef al. (1990) PCR Protocols, A Guide to Methods and Applications,
‘Academic Press, Inc. N.Y.).

[0081] “Antibody” refers to a polypeptide comprising a framework region from an
immunoglobulin gene or fragments thereof that specifically binds and recognizes an anligen.
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.

[0082] 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 one “heavy” chain (about 50-70 kD). The N-terminus of each
chain defines a variable region of about 100 to 110 or more amino acids primarily responsible
for antigen recognition. The terms variable light chain (V) and variable heavy chain (Vy)

refer to these light and heavy chains respectively.

[0083] 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)’z,
a dimer of Fab which itself is a light chain joined to Vy-Cyl 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 digestion 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
chain Fv) or those identified using phage display libraries (see, e.g., McCafferty et al., Nature
348:552-554 (1990)).

[0084] For preparation of suitable antibodies of the invention and for use according to the

invention, e.g., recombinant, monoclonal, or polyclonal antibodies, many techniques known

in the art can be used (see, e.g., Kohler & Milstein, Nature 256:495-497 (1975); Kozbor et
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al., Immunology Today 4: 72 (1983); Cole et 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 gencs 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" ¢d. 1997)). Techniques for the
production of single chain antibodies or recombinant antibodies (U.S. Patent 4,946,778, U.S.
Patent No. 4,816,567) can be adapted to produce antibodies to polypeptides of this invention.
Also, transgenic mice, or othcr organisms such as other mammals, may be used to express
humanized or human antibodies (see, e.g., U.S. Patent Nos. 5,545,807; 5,545,806; 5,569,823,
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, Intern. 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 ef al., Methods in Enzymology 121:210 (1986)).
Antibodies can also be heteroconjugates, e.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).

[0085] 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
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., Joncs et al., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-327
(198R); Verhoeyen et al., Science 239:1534-1536 (1988) and Presta, Curr. Op. Struct. Biol.
2:593-596 (1992)), by substituting rodent CDRs or CDR scquences for the corresponding
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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 antibodics are typically human antibodies in which some
CDR residues and possibly some FR residues are substituted by residues from analogous sitcs

in rodent antibodies.

[0086] A “chimeric antibody” is an antibody molecule in which (a) the constant region, or a
portion thercof, 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 cntirely different molecule which confers new properties to the chimeric
antibody, e.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 preferred antibodies of, and for use according to

the invention include humanized and/or chimeric monoclonal antibodies.

[0087] In one embodiment, the antibody is conjugated to an “effector’” moiety. The
effector moicty 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 cytokine, 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.

[0088] The immunoconjugate can be used for targeting the effector moiety to a N-cadherin
positive cell, particularly cells, which express the N-cadherin or Ly6 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,
etoposide, tenoposide, vincristine, vinblastine, colchicine, dihydroxy anthracin dione,
actinomycin D, diphteria toxin, Pseudomornas 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.

[0089] Insome embodiments, the invention provides antibodies to N-cadherin. N-

cadherin antibodies may be used systemically to treat cancer (e.g., prostate or bladder cancer)
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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, GC4, 1H7, 1F12, 2B3.

{0090] Additionally, the recombinant protein of the invention comprising the antigen-
binding region of any of the 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, Pscudomonas exotoxin (PE) A, PEA40, ricin, abrin,

glucocorticoid and radioisotopes.

10091] Techniques for conjugating therapeutic agents to antibodies are well known (see,
e.g., Amon 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.), Robinsen 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)).

[0092] 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
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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).

[0093] 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., 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), and Pickar, Dosage
Calculations (1999)).

[0094] 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
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, dihydrogenphosphoric, 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, succinic,
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 glucuronic 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
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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.

(0095] 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,

[0096] 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 readily
undergo chemical changes under physiological conditions to provide the compounds of the
present invention. Additionally, prodrugs can be converted to the compounds of the present
invention by chemical or biochemical methods in an ex vivo 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.

[0097] 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.

[0098] Certain compounds of the present invention possess asymmetric carbon atoms
(optical centers) or double bonds; the racemates, diastercomers, geometric isomers and
individual isomers are all intended to be encompassed within the scope of the present

inventioi.

[0099] 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 undetlying metastasis. EMT is asssociated with poor
prognosis and is mediated by multiple transcription factors, such as, SNAIL, SLUG and
TWIST.

E-Cadherin is a cell surface protein involved in epithelial cell-cell adhesion which is

commonly lost in invasive and metastatic solid tumors.

Detailed Embodiments
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[0100] The present invention provides methods of treating a cancer patient. The methods
generally comprise 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, 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 is not overexpressed; and (c)
administering an effective amount of N-cadherin antibedy to the individual at risk of having a
cancer that expresses a N-Cadherin protein. Typically, the tissue sample is serurn, but can
also be a tissue from a biopsy, particularly from a urogenital tissue including prostate tissue
or bladder tissue. Usually, the antibody is 2 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%, 90%, 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.

[0101] In another embodiment, the detection methods can be carried out by contacting a
test tissue sample from an patient that expresses a N-Cadherin protein or mMRNA transcript
with a primer set of a first oligonucieotide and a second oligonucleotide that each 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 tissite sample in comparison to a control tissue

sample from an individual known not to have cancer.

[0102] The methods find particular application in the treatment of prostate and bladder
cancers. In certain embodiments the methods are applied to hormone refractory or therapy
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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.

[0103] Treatment will generally involve the repeated administration of the anti- N-
Cadherin antibodies via an acceptable route of administration such as intravenous injection
(IV), 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 level, 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 per week may be effective and well tolerated, although even higher
weekly doses may be appropriate and/or well tolerated. The principal determining factor in
defining the appropriate dose is the amount of a particular agent neccssary 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.

[0104) 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.

[0105] 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 cellisa
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 comprises a human immunoglobulin constant region. In further embodiments,
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the antibody fragment comprises an Fab, F(ab},, or Fv. In other embodiments, the fragment

comprises a recombinant protein having an antigen-binding region.

[0106] 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 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 forther receives patient hormone
ablation therapy. In some embodiments, the contacting comprises administering the antibody

directly into the cancer or a metastasis of the cancer.

{0107] In some embodiments, the invention provides a method of treating a cancer patient.
The method generally comprises (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; thereby
diagnosing the 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 is not
overexpressed; (c) determining whether a cancer is likely to become invasive, metastasize,
hormone independent, or refractory treatment; (d) administering a chemotherapeutic agent, an
immunotherapeutic agent, hormonal therapy, or radiotherapy according to whether there is an
increased likelihood of the cancer becoming invasive, metastasizing, hormone independent,

or refractory to treatment.

[0108] In some embodiments, the chemotherapeutic agent can be selected from the group
consisting of ricin, ricin A-chain, doxorubicin, daunorubicin, taxol, ethiduim bromide,
mitomycin, ctoposide, 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, phenomycin,
enomycin, curicin, crotin, calicheamicin, sapaonaria officinalis inhibitor, maytansinoids, and

glucocorticoidricin.
[0109] The invention further provides methods of identifying cancer stem cells. The

methods generally comprise () 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
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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.

[0110] In some embodiments, the invention comprises a monoclonal antibody or fragment
thereof capable of binding to extracellular domain 4 of N-cadherin, comprising the amino

acid scquence:

SEQ ID NO: 1:
MAQVQLVQSGGGLAQPGGSLRLSCAASGFTFSRHAMIWVRQAPGKGLEWVSSISGS
SDSTSYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNTLRAEDTAVYYCAKATGYSYYYGMD
VWGPGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSLSASLGDRVTITCRASQGIS
NYLAWYQQKPGKAPKLLIY GATTLQHGVPSRFSGSGSGTDFSLTISSLQPEDFAIYF C
QQAHSFPPTFGGGTKLEIKR

[0111] In some embodiments, the invention comprises a monoclonal antibody or fragment
thereof capable of binding to extracellular domains 1-3 of N-cadherin, comprising the amino

acid sequence selected from the groups of:

SEQ ID NO 2:
MAQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCQASGYTFTSY YIHWVRQAPGQGFEWMGIINPS
GGSASYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELRSLR

SEQ ID NO 3:
MAQVOQLQESGWYFDLWGRGTPVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPSSLSASV
GDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQKPGKAPKLLIY AASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTL

TISSLQPEDFATYYCLQDYNGWTFGQGTKVEIKR

SEQ ID NO 4:
MAQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFSFSNYGMHWVRQAPGKGLEW VAVISY
DGRVKSYADAVKGRFTISRDNSENILYVQIDSLRVEDTAVYYCARRGGDHAAGMDV
WGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQSALTQPASVSGSPGQSITISCTGGRSDIGG
YNYVSWYQQHPGKAPKLMIYDVGNRPSGVSNRFSGSKSGNT

SEQ ID NO 5:
MAPGAAGGVGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVISY
DGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTXVYYCARLEYSSSSRAFD
VWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSY
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YASWYQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSSGN"TASLTITGAQAEDEADYYC
NSRDSSGNHVVFGGGTKLTVLG

SEQ ID NO 6: MAQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGF

SEQ D NO 7:
MAQVQLVQSGAEVKRPGASVRISCKASGYPFTTYPTHWVRQAPGQGLEWMGGINPN
SGATKNVQKFQGRVTMTADTSIRTAYMELSRLTSDDTAVYYCARGEGDTGSYLGG
YWGLGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSY
Y ASWYQQKPGRAPLLVIY GKNIRPSGIPDRFSGSSSGNSASLTITGAQAEDEADYYCN
SRDRSGNYLFGVGTKVTVLG

SEQ ID NO &:

MAQVQLVQSGAEVKKP GESLEISCKGSGYSFANNWIGWVRQMPGKGLEWMGSIYP
GDSDVRYSRSFQGHVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYY CARHRVAYSGYDAF
DIWGQGTMVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSSVLTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRS
YYPSWYQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYY
CHSRDRSGNQVLFGGGTKVTVLG

SEQID NO 9:

MAQVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHW VRQAPGKGLEWVAVIW
YDGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARVGGEGGVWG
QGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQSPSTLSAS

In some embodiments, this invention provides antibody fragments capable of binding to
extracellular domains 1-3 of N-cadherin or extracellular domains 4 of N-cadherin, wherein
the fragment is a scFv. In some embodiments, this invention provides antibody fragments
capable of binding to extracellular domains 1-3 of N-cadherin or extracellular domains 4 of
N-cadherin, wherein the fragment is a diabody. To generate diabodies the linker
SGGGGSGGGGSGGGGS was replaced by SGGGGS

Methods of Administration and Formulation

[0112] 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
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irthalation routes. Intravenous or subcutaneous administration of the antibody is preferred.

The administration may be local or systemic.

[0113] The compositions for administration will commonly comprise an agent as described
herein (e.g., N-cadherin inhibitors, N-cadherin antibodies and immunoconjugates, N-cadherin
siIRNA and vectors thereof) dissolved in a pharmaceutically acceptable carrier, preferably an
aqueous carrier. A variety of aqueous carriers can be used, e.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 comipositions 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, sodinm acetate, sodium chloride, potassium chloride, caleium
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.

[0114] Thus, a typical pharmaceutical composition for intravenous administration will vary
according to the agent. 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).

[0115] 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 arc 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 2 liposome or a protection barrier.

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

[0116] 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,
excipients or stabilizers. Such formulations can be 1yophilized formulations or aqueous

solutions. Acceptable carriers, excipients, or stabilizers are nontoxic to recipients at the
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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.

[0117] The formulation may also provide additional active compounds, including,
chemotherapeutic agents, cytotoxic agents, cylokines, growth inhibitory agent, and anti-
hormonal agent. The active ingredients may also prepared as sustained-release preparations
(e.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 example,
hydroxymethylcellulose or gelatin microcapsules and poly- (methylmethacylate)
microcapsules, réspectively, in colloidal drug delivery systems (for example, liposomes,
albumin microsphercs, microemulsions, nano-particles and nanocapsules) or in

macroemulsions.

[0118] The compositions 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
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.
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[0119] In other embodiments, the methods of the invention with other cancer therapies (.2,
radical prostatectomy), radiation therapy (external beam or brachytherapy), hormone therapy
(e.g., orchiectomy, LHRH-analog therapy to suppress testosterone preduction, 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 is
thought not to have spread beyond the tissue. Radiation therapy is commeonly 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 thereby cause the prostate cancer to shrink or grow more slowly. Luteinizing
hormone-releasing 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.
Total androgen blockade refers to the use of anti-androgens in combination with orchiectomy
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.

(0120} In some embodiments, a "cardioprotectant” is also administered with the N-
cadherin antibody, N-cadherin binding inhibitor, or N-cadherin siRNA molecule for use to
according to the invention (see, U.S. Patent No. 6,949,245). A cardioprotectant is a
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
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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)ptopylphosphoro- thioic acid (WR-151327), see Green et al.
Cancer Research 54:738-741 (1994); digoxin (Bristow, M. R. In: Bristow MR, ed. Drug-
Induced Heart Disease. New York: Elsevier 191-215 (1980)); beta-blockers such as
metoprolol (Hjalmarson et al. Drugs 47:Suppl 4:31-9 (1 994); and Shaddy et al. Am. Heart J.
129:197-9 (1995)); vitamin E; ascorbic acid (vitamin C), free radical scavengers such as
oleanolic acid, ursolic acid and N-acetylcysteine (NACY); spin trapping compounds such as
alpha-phenyl-tert-butyl nitrone (PBN); (Paracchini et al., Anticancer Res. 13:1607-1612
(1993)); selenoorganic compounds such as P251 (Elbesen); and the like.

[0121] The combined administrations contemplates coadministration, using separate
formulations or a single pharmaceutical formulation, and consecutive administration in either
order, wherein preferably there is a time period while both (or all) active agents

simultaneously exert their biological activities.

[0122] 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-cadberin. 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.

[0123] 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 comprise 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.
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[0124] The compound of choice, alone or in combination with other suitable components,
can be made into acrosol formulations (i.e., they can be “nebulized”) to be administered via
inhalation. Acrosol formulations can be placed into pressurized acceptable propellants, such

as dichlorodifluoromethane, propane, nitrogen, and the like.

[0125] 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, polyethylene glycols, and

paraffin hydrocarbons.

[0126] Formulations suitable for parenteral administration, such as, for example, by
intraarticular (in the joints), intravenous, intramuscular, intratumoral, intradermal,
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
non-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, orally, topically, intraperitoneally,
intravesically or intrathecally. Parenteral administration, oral administration, and intravenous
administration are the preferred methods of administration. The formulations of compounds

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

[0127] 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.

[0128] 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.

[0129] Preferred pharmaceutical preparations deliver one or more active N-cadherin protein

modulators, optionally in combination with one or more chemotherapeutic agents or
36
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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.

[0130] In therapeutic use for the treatment of cancer, the WN-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 dosc 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
determined considering the type and stage of cancer diagnosed in a particular patient. The
dosc 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 extent of any adverse side-effects 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 compound. 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.

[0131] The pharmaceutical preparations (e.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).

EXAMPLES

[0132] The following examples are offered to illustrate, but not limit the claimed invention.

Example 1: Isolation and Characterization of Human ScFvs Specific to Human N-

Cadherin

MATERIALS AND METHODS
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N-Cadherin recombinant protein expression and cell lines.

[0133] Two independent N-cadherin recombinant proteins were generated (Z Wainberg); N-
cadherin extracellular domains one to three (ECD1-3) and N-cadherin forth domain (ECD4).
¢DNA sequence was cloned using RT- PCR from mRNA preparation. Nucleic acid 160 to
497 for ECDI1-3 and nucleic acid 489 to 603 were cloned into bacterial system of expression
in frame with an 6 histidine tag and in vector in frame with an GST tag. Expression was
induced with hours after induction the periplasmic fraction was isolated and recombinant
protein purified using Ni-NTA chromatography. The protein was analyzed on SDS-PAGE
for size and purity. LNCap N-cadherin transfected cells were generated. The complete N-
cadherin cDNA was cloned into the vector and tranfected into LNCap by infection. PC3 cells
and DU145 two Prostate cell lines were used to characterize the anti-N-cadherin antibody

fragments isolated.

Phage library panning

[0134] We panned a non immune phage library displaying human single-chain Fv (scFv),
containing 8.2 x 10° members generated in JD Marks laboratory as described previously (
Sheets M.D. PNAS 1998). Phages were affinity-selected to N-cadherin recombinant proteins.
ECDI-3 and ECD4 were separately absorbed onto two immunotubes (Nunc). The
immunotubes were then washed with PBS, blocked with 4 % milk in PBS at room
temperature for 2 hours then washed 3 times with PBS. 1ml aliquots of the phage-displayed
scFv library (8.10'" pfu) were mixed with 1ml 8% MPBS and added to the antigen-coated
immunotubes. Immunotubes were incubated 1 hour at room temperature. Immunotubes were
then washed once with 0.05% Tween 20 in PBS and three times with PBS. Phage were eluted
with 1ml of 100mM iricthylamine for 5 minutes and neutralized with 0.5ml of 1M Tris-Hel
pH 7.4. Half the eluted phage for each rounds was frozen while the other half was used to
infect TG1 cells. Phage amplification and purification were carried out as previously
described (Sheets M.D. PNAS 1998). Selection included another 3 rounds of panning similar
to the first round. 2ml of 40 ul/ml was used to coat immunotubes for rounds 1 and 2, while
20 pl/m] ul/ml was used to coat immunotubes for round 3 and 4. The numbers of washes
progressively increased in round 2, 3 and 4. Polyclonal phage antibodies from round 1, 2, 3
and individual 95 clones from the 4™ round of panning were evaluated by ELISA as

previously described (ref Marks JD J Mol Biol. 1951 Dec 5,222(3):581-97.).

ELISA screening of individual clones
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[0135] The binding of 95 individual phage clones to their target was determined by ELISA
(Marks JD J Mol Biol. 1991 Dec 5;222(3):581-97) (Poul M, et al. JIMB Volume 301, Issue
5, Pages 1149-1161). The target used for selection was used to coat a 96 wells ELISA plate.
The number of unique scFv was determined by fingerprinting the scFv genes with the
restriction enzyme BstNI and confirmed by DNA sequencing.

Reformating scFvs into Diabodies.

[0136] ScFv insert were cut out of the pHEN1 using Ncol and NotI rcstriction enzymes and
cloned into the pSyn vector using the same restriction enzyme sites. To reformat scFv into
diabody the linker from 15 to 5 a.a using splicing by overlapping extension PCR (SOE-PCR)
(Yazaki PI, et al. PEDS 2004 May;17(5):481-9). SOE-PCR products were cloned into the
TOPO vector (invitrogen) and sequenced to verify that no mutations were generated from the
PCR. The diabody constructs were finally cloned into the pSyn1 vector using Ncol and NotI
restriction sites.

Expression and purification of scFvs and Diabodies.

[0137] ScFvs and diabodies cloned into pSyn1 were transfected into TG1 bacteria for protein
expression. Bacteria were grown to a density of 0.5 O.Dgooum before the expression was
induced with 1mM IPTG. After four hours of induction the bacteria were spun down and the

periplasmic fraction prepared. 6HIS tag proteins were purified on a Ni-NTA column. The

eluted protein was dialyzed against PBS concentrated and filter.

Biochemical! Characterization

[0138] Purified protcins were analyzed by SDS-PAGE under non-reducing conditions.
Native structural size was determined by size exclusion columns (Superdex 75) (Pharmacia).

Flow Cytometry

[0139] Flow cytometry was conducted to assess binding of phage antibody clones and
diabodies to cellular N-cadherin. For phage antibody staining supernatant concentrated 20
times was used. Individual clones were grown in 20 ml 2TY to a density of 0.5 O.Dsoonm
when phage were rescued with helper phages. After an overnight culture, monoclonal phage
were harvested from the supematant by precipitation with PEG/NaCl and resuspended in 1ml
PBS/ 1%BSA. For flow cytometry staining, 5 x 10° cells were incubated for one hour on
ice with 100 p1 of 20x PEG concentrated phage antibody clone. Cells were washed in flow
buffer (PBS 1%FBS, ImM EDTA, 0.02% Sodium azide) and the phage antibody clones
detected with monoclonal anti-M13 antibody (Amersham Biosciences). Cells were washed

and stained with R-PE congugated anti-mouse antibody.For diabody staining, 5 x 10° cells
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were incubated for one hour on ice with the diabody at a 2pg/ml concentration in flow buffer.
Cells were washed and the diabody detected with 1/100 anti-c-Myc-biotin antibody in flow
buffer. Cells were finally washed and stained with 1/40 Streptavidin-R-PE (SIGMA) in flow
buffer.

In Vivo studies

[0140] D4Db protein was labeled with 1241 and injected in the tail vein of SCID mice bearing
LAPCS ATl tumors and nude mice bearing PC3 tumors, MicroPET imaging was performed 4
and 20 hours post injection. Biodistribution was performed 20 hours post injection.

Panning

[0141] The same non immune phage library displaying human single-chain Fv antibodies
(scFv), containing 8.2x1 0% members were panned against ECD1-3-6His or ECD4-6HIS
recombinant protein independently. Panning results including input, output, recovery and
enrichment are presented in Table 1. Panning against ECD1-3 resulted in early enrichment
starting from round 2, whilst enrichment only became superior to one at the last panning
round for ECD4. These results are consistent with the polyclonal ELISA as a signal appeared
at the second panning round with ECD1-3 while only the third panning round sample with
ECD4 showed a signal.

[0142] As shown in FIG. 1, polyclonal Phage antibody from panning rounds 1, 2 and 3
were analyzed by ELISA. The targets used for panning rounds were used to coat the ELISA
plate. Binding of phage antibody werc detected with HRP conjugated anti-M13 antibody.

Table 1
a) ECD1-3
Tmmobilized | Input (pfu) | Output (pfu) | Recovery | Enrichment
protein
Round 1 40 pl/ml 8*10" 2*10° 2.5%10°
Round 2 40 pl/ml 5+10" 2*10° 4*10°° 1.6
Round 3 20 pubml 5%10" 4*10° 10~ 2.5
Round 4 20 pl/ml 2*10" 5%10° 2.5%10” 250
b) ECD4
Immobilized | Input (pfu) | Output (pfu) | Recovery | Enrichment
protein
Round 1 40 pl/ml 8*10" 2*10’ 1.25*107
Round 2 40 pi/mi 5*10" 10° 2%10° 0.2
Round 3 20 pl/ml 5*10" 5+10° 107 0.05
Round 4 20 pl/m! 3.5%10" 5*10° 1.4%10° 1.4
Screening
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[0143] 95 clones were isolated from the forth round of selection for ECD1-3 and ECD4 and
tested by ELISA. The 95 clones isolated from the forth round of selection for ECD1-3-6HIS
were screened against ECD1-3-6HIS and ECD1-3-GST. 93 out of 95 clones were positive
when tested on ECD1-3 6HIS. Twenty two of the clones positive for ECD1-3 6HIS were also
positive of for ECD1-3-GST. The twenty two clones positive both for ECD1-3 6HIS and
ECD1-3-GST were finger printed to isolate unique clones. 7 clones had only one copy A7,
C7, C12, D10, E4, E10 and G2. B12 had one other copy. D4 had 3 other copics and A8 had 8
other copies. A8 Ncol-Notl insert was shorter that the other clones when analyzed on an
agarose gel. The 95 clones isolated from the forth round of selection for ECD4-6GHIS were
screened against and ECD4-6HIS and ECD1-3 GHIS. All the 95 clones tested were positive
when tested on ECD4-6HIS and negative when tested on ECD1-3 GHIS. We selected 8 of the
positive clones that gave the stronger signal on ELISA and fingerprinted them. These 8

clones had the same fingerprint. One of these clones, Al was renamed Al4

[0144] In summary, we selected 10 individual phage clones that bind N-cadherin ECD1-3
recombinant protein (A7, A8, B12, C7, Ci2, D4, D10, E4, E10, G2) and one phage clone
that binds N-cadherin ECD4 recombinant protein (A14) .

Binding of phage clones to cell surface N-cadherin

[0145] The eleven individual phage clones selected by ELISA were tested for cell binding
of N-cadherin positive celis (PC3 and LNCaP N-cadherin transfected cells) by flow
cytometry. Clones were also tested for cross-reactivity on N-cadherin negative cells (DU-145
and LNCap). For these experiments, a second batch of phage antibodies were generated and
retested by ELISA. Both ELISA results for the sclected clones are presented in Table 2. All
phage clones except one D4 stained N-cadherin positive cells but not N-cadherin negative
cells. The mean fluorescence intensity for each clone is presented in Table 2. We selected
Al4 as the only anti-ECD4 and the C7 and E4 as these phage antibody clones show the
strongest cell staining to be reformatted into diabody. The diabody generated; A14Db, C7Db
and E4 Db were used to stain N-cadherin positive and negative cells. A14Db and E4Db
showed a comparable weak staining while C7 Db showed stronger staining of N-cadherin
positive cells when analyzed by flow cytometry(data not shown). However C7Db also show

staining of an N-cadherin negative cell.

[0146] scFv protein from these clones have been sequenced. The sequences are listed

below:

Al14ScFv SEQIDNO: 1
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Table 2
Clone Fusion Nurmber of 1% ELISA 2" ELISA Flow
protein copies (0.D) (0.D) Cytometry
(MFT)
Ald (Al) HIS 1 0.32 ? 57
Domain 4
AT GST 1 0.1 0 48
HIS 0.26 0.38
A8 GST 9 0.17 0.05 30
(truncated) HIS 0.25 0.11
B12 GST 2 02 0.26 91
HIS 0.13 0.4
C7 GST 1 0.1 0.19 110
HIS 0.23 0.35
C12 GST 1 0.34 0.16 38
HIS 0.2 0.31
D4 GST 4 0.31 0.15 0
HIS 0.38 0.24
Di0 GST 1 (.22 0.13 25
HIS 0.24 0.28
E4 GST 1 0.17 0.21 216
HIS 0.35 0.39
E10 GST ] 0.13 0.14 12
HIS (.21 0.35
G2 GST 1 0.09 0.06 36
HIS 0.26 0.14
Table 3
Tumor Blood Liver Spleen Kidney Lung
LAPCY Al 0.6 0.9 0.3 0.2 0.6 0.3
PC3 0.3 0.6 0.3 0.1 0.6 0.3

Biodistribution data obtained 22h post injection of tumors ot mice.
Tumor/blood =0.7 (LAPC9) and 0.5 (PC3)

Selection of the best binder.

[0147] In an additional effort to select the best out of the 10 ECD1-3 binders, these phage
clones were generated, depleted on LNCaP cells and panned twice against N-cadherin
transfected LNCaP cells. Clones were sequenced. Although, staining of N-cadberin
transfected LNCaP cells with D4 phage clones were negative, D4 clone was prevalent with X

copies.

[0148] D4 diabody (D4Db) was generated and compared to E4Db for PC3 and DU145
staining (Figure 2). Both E4Db and D4Db stained PC3 and were negative for DU145. D4Db
staining of PC3 was stronger than E4Db (FIG. 4).
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[0149] As shown in FIG. 2, N-cadherin positive cells (PC3) were incubated with diabodies,
stained and analyzed by flow cytometry. Secondary antibodies only: anti-C-Myc-FITC (filled
in gray), A14 Db (dashed line}, E4 Db (thin line) C7 Db (thick line).

[0150] As shown in FIG. 3, N-cadherin negative cells (DU 145) and N-cadherin positive
cells (PC3) were incubated with C7 Db, stained and analyzed by flow cytometry. Sccondary
antibodies only: anti-C-Myc-FITC (filled in gray), C7 Db (solid line).

[0151]1 As shown in FIG. 4, N-cadherin negative cells (DU 145) and N-cadherin positive
cells (PC3) were incubated with diabodies, stained and analyzed by flow cytometry.
Secondary antibodies only: anti-C- Myc-biotin an spteptavidin R-PE (filled in gray), E4 Db
(dashed line), D4 Db (solid line).

[0152] FIG. 5 shows the tumor localization of '**] labeled D4 Db in LAPC9 AJ tumors.

Coronal section registered 4h hours post injection.

[0153] 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

PUIpoOsES.
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WHAT IS CLAIMED IS:

1. A monaclonal antibody or fragment thereof capable of binding to

extracellular domain 4 of N-cadherin, comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO: 1.
2, The antibody of claim 1, wherein the fragment is a scFv.
3. The antibody of claim 1, wherein the fragment is a diabody.

4. A monoclonal antibody or fragment thercof capable of binding to
extracellular domain 1-3 of N-cadherin, comprising the amino acid sequence of SEQ ID NOs:

2.3,4,5,6,7,8,0r9.
5. The antibody of claim 4, wherein the fragment is a scFv.
6. The antibody of claim 4, wherein the fragment is a diabody.

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

(a) obtaining a test tissne 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; 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, or is overexpressed; and

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

claims 1 or 4 to the individual at risk of having a cancer that expresses a N-Cadherin proteir.

8. The method of claim 7, wherein said tissue sample is prostate or

bladder tissue.
9. The method of claim 7, wherein said cancer is a prostate cancet.
10, The method of claim 7, wherein said cancer is a bladder cancer.

11. The method of claim 7, wherein said cancer is a hormone refractory

prostate cancer.

12.  The method of claim 7, wherein said antibody blocks hormone

refractory prostate cancer.
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13. The method of claim 7, wherein said antibody blocks cancer stem
cells.
14. The method of claim7, wherein said cancer is a metastatic cancer.
15. The method of claim7, wherein said antibody is a monoclonal
antibody.

16.  The method of claim 7, wherein the antibody is a scFv,
17.  The method of claim 7, wherein the antibody is a diabody.

18. A method of diagnosing 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 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 by contacting a sample with an effective amount of N-cadherin
antibody or fragment of claims 1 or 4; thereby diagnosing said cancer that expresses aN-
cadherin protein, wherein the N-cadherin protein is expressed at normal or low levels, or is

expressed by a subset of cells, or is overexpressed.

19. A method of identifying cancer stem cells, 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 of cancer stem cells in the test tissue
sample in comparison to a control tissuc sample from an individual knewn 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, using the antibodies of

claims claims 1 or 4.

20.  The method of claim 19, wherein said tissue sample is prostate or

bladder tissue.
21.  The method of claim 19, wherein said cancer is a prostate cancer.

22. The method of claim 19, wherein said cancer is a bladder cancer.
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ANTICUERPOS COMPLETAMENTE HUMANOS CONTRA N-CADHERINA

REFERENCIAS CRUZADAS A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] Esta solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud
de Patente de los EE.UU. N.° EE.UU. 61/113.042, presentada el
10 de noviembre de 2008, gue se incorpora en la presente a

titulo de referencia.

DECLARACION EN CUANTO A LOS DERECHOS A LAS INVENCIONES HECHAS

BAJO INVESTIGACIONES ¢ DESARROLLOS PATROCINADOS FEDERALMENTE.

[0002]} NIH/NCI SOMI Training Grant, R25 CA 098010, M. Phelps/A.

Wu, Directores

NIH/NCI UCLA Prostate SPORE, P50 CA 092131, R. Reiter/A. Wu. El

gobierno tiene ciertos derechos en esta invenciodn.

REFERENCIA A “LISTADO DE SECUENCIAS”, UNA TABLA, O UN APENDICE
CON UN LISTADO DE PROGRAMA DE COMPUTADCRA PRESENTADOS EN UN

DISCO COMPACTO

[0003] NO CORRESPONDE
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ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0004] EL céancer de prostata es la condicién maligna mas comun
y la segunda causa de muertes relacionadas con el cancer en los
hombres en los EE.UU. El cancer de proéstata es una enfermedad
bicldégicamente y clinicamente heterogénea. Una mayoria de
hombres con esta condicién maligna muestra canceres de
crecimiento lento que tal vez no incidan sobre la expectativa
de vida de un individuo, mientras que otros son afectados de
tumores metastasicos rapidamente progresivos. La deteccion
selectiva por PSA tiene un valor limitado por su falta de
carécter especifico y su incapacidad de predecir cuales
pacientes corren el peligro de desarrcllar una enfermedad
metastasica refractaria de las hormonas. Los estudios recientes
que preconizan reducir el umbral de PSA para el diagnodstico
pueden incrementar la cantidad de diagnésticos de cancer de
préstata y complicar mas aun la identificacidén de pacientes con
cénceres indolentes vs. canceres agresivos {Punglia et al., N
Engl J Med, 349: 335-342 (2003)). Se necesitan urgentemente
nuevos marcadores de sueros y tejidos que se correlacionan con
prondésticos 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)).

[0005] Los estudios de perfilado recientes sugieren que las

signaturas de expresién para tumores metastasicos vs. Do

2



metastdsicos puede residir en el ftumor primario (Ramaswamy et
al., Nat Genet, 33: 49-54 (2003); Sotiriou et al., PFProc Natl
Acad Sci U S5 A, 100: 10393-10398 (2002)). Con alguna
frecuencia, en el tumor primario puede haber presentes rasgos
adicicnales que predisponen & los tumores a formar metastasis
en o6rganos especificos (Kang et al., Cancer Cell, 3: 537-549
(2003)). Estas observaciones reclientes sugieren gue es posible
identificar en la etapa temprana de la enfermedad novedosos
marcadores de cancer de prostata premetastisicos o
prerrefractarios a las hormonas. Estos marcadores también
pueden desempafiar un rol en la bioclogia de la progresidn o
evolucién del cancer de prostata metastasicoe o refractario a
las hormonas. Los ejemplos recientes de genes presentes en
tumores primarios que se correlacionan con el desenlace O
diagnéstico y gque desempefian un rol en la biologia de la
progresién del cancer de prostata incluyen la EZHZ y LIM
quinasa (Varambally et al., Nature, 419: 624-629 (2002);
Yoshioka et al., Proc Natl Acad Sci U § A, 100: T7247-7252

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

[0006] & efectos de identificar nuevos candidatos a marcadores
de sueros o tejides de cancer de préstata refractario a las
hormonas, hemos comparado previamente perfiles de expresién de
genes de xenoinjertos apareados de cancer de préstata

dependientes e independientes de hormonas. S3e establecid el

3



xenoinjerto LAPC-9 & partir de una metastasis ostecoblastica de
hueso y de sus progresos desde dependencia de hormenas
androgenas a independenciz de drogas andrdégenas después de
castracidén en ratones inmuno deficientes (Craft et al., Cdncer
Research, In Press {1999)). Esto se ha utilizado antericrmente
paraz lidentificar candidatos a agentes terapéuticos en cancer de
prostata. Se validaron genes expresados diferencialmente vy
seguidamente se los examind para establecer la homologia de las
secuencias en cuanto a proteinas secretadas o proteinas de las
superficies de las células. Se ha identificado la N-cadherina
como marcador de cancer. Se ha informade anteriormente acerca
de 1la identificacién, caracterizacién y wvalidacién inicial de
la N-cadherina, que se expresa tantc en el céncer de prostata
como en el cancer de vejiga refractario a las hormonas

(documento WO/2007/109347).

[0007]1 Un tipo de movimiento de células gue puede observarse en
la embriogénesis requiere la pérdida de los contactos entre
células para la migracién de las células individuales o de
pequefios grupos de células a través de la matriz extracelular.
Este ©proceso recibe la denominacidén de EMT {mesenchymal
transition, transicién mesengquimal). El EMT se presenta también
en situaciones patolégicas, tales como la adguisicidn de un
fenotipe motil e invasivo de células tumorales de origen
epitelial. Una de las caracteristicas del EMT es la pérdida de
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E-cadherina y la expresidn de novo de las moléculas de adhesidn
de la N-cadherina. La N-cadherina promueve la supervivencia de
las células del tumor, su nigracidén e invasién, y los elevados
niveles de N-cadherina se asocian frecusntemente con un pcbre
pronéstico. La N-cadherina se expresa también en las células
endoteliales y desempefia un rol esencial en la maduracidn y
estabilizacién de los vasos sanguineos normales y de los vasos
sanguineos angiogénicos asociados con tumores. La creciente
evidencia experimental sugiere que la N-cadherina es un

potencial agente terapéutico para el tratamiento del cancer.

[0008] La funcién de la N-cadherina ha sido estudiada a nivel
molecular. La regién extracelular N-terminal N-cadherina (160 a
724 a.a) consiste en 5 dominios (ECD1-ECDS). El ECD1 y ECDZ2 son
los dominios minimos requeridos para la adhesidn intracelular,
pero si interviene la totalidad de los dominios extracelulares,
se refuerza el nivel de adhesién. Ademas, un estudio ha
demostrado que una porcién de 69 aminoacidos de ECD4 es
esencial para la migracién y movilidad perc no en la adhesidn

celular (Kimet al. J célula Biol 2000).

[0009] Por lo tanto, la invencidn provee composiciones ¥
métodos que apuntan a la N-cadherina en el diagnéstico y
tratamiento de canceres que expresan que incluyen a titulo no
limitante el cancer de préstata y el cancer de vejiga. En la

presente también se informa sobre anticuerpos y .fragmentos de
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ellos, que son especificos para los dominios extracelulares de

la N-cadherina.

BREVE SINTESIS DE LA INVENCION

[0010] La presente solicitud provee anticuerpos completamente
humanos contra la N-cadherina para métodos terapéuticos ¥ de
diagnéstico en cancer, por ejemplo cdncer de prostata y cancer

de veijiga.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0011) Figura 1. Enriquecimiento en anticuerpo fago anti-N-

cadherina mediante sucesivas recorridos de paneo.

[0012] Figura 2. Tefiidos de diacuerpo Ald4, C7, E4 y D4 de

células PC3.

[0013] Figura 3. Ligazén de diacuerpo C7 a células negativas a

N-cadherina.

[0014] Figura 4. Ligaz6n especifica de diacuerpos E4 yv D4 a

células que expresan N-cadherina.

[0015] Figura 5. Localizacidn de tumores o© iccalizacién de D4

Db etiquetado con '**I en tumores LAPCY AI.
[0016] Figura 6. La N-cadherina activa el NF-KB.

[0017] Figura 7. La N-cadherina activa el NF-KB.
6



[0018] Figura 8. La N-cadherina se expresa sobre la superficie
celular de las células Cl.

[0019] Figura 9. El NF-KB se localiza en el nucleo de células

positivas a N-Cacherina (C1).

[0020] Figura 10. TLa eXpresidén de N-cadherina tiene como

resultade la inducecidén de IL-6, IL-8, TGF B2, vy bcl-2Z.

[0021] Figura 1ll1. Correlacién de genes inducidos con el nivel

de N-cadherina.

[0022] Figura 12. El knockdown de la N-cadherina conduce a la

regulacidén descendente de IL-6 y IL-8.

[0023] Figura 13. Actividad de NF-KB después del tratamiento

con anticuerpos de N-cadherina.

[0024] Figura 14, Ncad en cé&lulas PC3: incubacién de

anticuerpos durante 48 horas.

[0025] Figura 15. El knockdown de la N-cadherina conduce a la

regulacién descendente de Akt activado.

[0026] Figura 16. Los anticuerpocs especificos con respecto a la
N-cadherina activan y seguidamente regulan descendentemente la

activacidédn del Akt.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0027] Aqui informamos acerca del métode para tratar un
paciente de cancer y acerca del método para identificar células
madre de cancer, en los gque la proteina N-cadherina en las
células de cancer se expresa en niveles normales o bajos, o se
expresa mediante un subconjunto de células de cdncer y no esta
sobre expresado. Ademads de ello, en la presente informamos
acerca de anticuerpos, y sobre fragmentos de ellos, que son
especificos con respecto a los dominios extracelulares de la N-

cadherina.

[0028] La expresién de la N-cadherina puede contribuir a la
invasién y metéstasis de cancer de vejiga asi como a la
progresién de la enfermedad refractaria a las hormonas. Es
posible apuntar a la N-cadherina terapéuticamente tanto sola
como en combinacién con otros inhibidores de moléecula pequefa
de mTOR y EGFR. El apuntar a la N-cadherina puede ayudar a
prevenir o a controlar el céncer de préstata invasivo ¥y

metastasico.

[0029] Esta invencién se refiere al descubrimientc de gue no es
necesario gue la N-cadherina esté sobre expresada a diferencia
de los tejidos normales para ser un cobjetive para el

tratamiento y diagnéstico. Puede expresarse con bajos niveles y
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también puede expresarse solamente mediante un subconjunto de
células. Hemos descubierto que el apuntar a la N-cadherina aun
en el 5 % de las células de cancer de prodstata es suficiente
para bloquear la pregresidn del céncer de préstata con respecto

a la resistencia a la castracidn.

[0030] Esta invencién también se relaciona con la N-cadherina
como un objetive en las células madre de céncer. Hemos
descubierto gue el apuntar a la N-cadherina en 5 % o menos de
las células es suficiente para bloguear la progresidén del
tumecr. Este descubrimiento es coherente con la hipétesis de gque
la N-cadherina es un marcador de células madre de céncexr, y gue
la inhibicién de la N-cadherina scobre estas células vastago es
suficiente para bloguear el desarrollo o crecimiento del tumor

como un todo.

[0031] Esta invencién se refiere también al descubrimiento de
que las células que expresan N-cadherina, compatible con el
hecho de gque se trata de un marcador de células madre de
cancer, son mas tumorigénicas que las células gue no expresan
N-cadherina. Las células que son N-cadherina positivas pueden
dar origen a células gue son N-cadherina negativas, lo que
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 adquirir N-cadherina

para crecer. Es decir, las células vastage tumcrales han de
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adquirir propiedades malignas de transicidén epiteliales a

mesenquimales para ser tumorigénicas.

[0032] Por lo tanto, la N-cadherina es un objetive terapéutico
especialmente prometedor. Se la encuentra sobre las superficies
de las células, expresada en muchos tumores epiteliales, y esta
ascciada con la invasion, metastasis Y pesiblemente
independencia con respecto a las hormonas andrédgenas. Por ello
los anticuerpos contra la N-cadherina el un agente
particularmente preferido para su uso en el tratamiento de
canceres epiteliales, los que incluyen pero nc a titulo de
limitacién, los canceres urogenitales (vejiga, prostata), y mas
particularmente, sus formas invasivas © de metastasis. En
algunas formas de realizacion, se prefieren anticuerpos
monoclonales dirigidos contra un dominio extracelular de N-
cadherina. En otras formas de realizacidn, para tratar estos
canceres se prefieren el primer dominio extracelular (ECL),
porciones de los dominios primero y segundo, de los dominies
primerc a tercero, o el cuarto dominio extracelular. En algunas
formas de realizacién, para estos tratamientos se prefiere
particularmente el uso de un anticuerpo dirigido hacia el
dominio extracelular por cuanto se ha compropado gue este
dominic es importante para el potencial de pro-motilidad e

invasivo (Véase, Kim et al, J célula Biol. 151(6):1193-206
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(2000), incorporado a titulc de referencia en su totalidad en

cuanto a la definicidén de los diversos dominios N-cadherina.

[0033] Aqui describimos la seleccidn y caracterizacidn de ScFvs
humanos que son especificos con respecto a dos proteinas
recombinantes N-cadherina independientes: los dominios
extracelulares N-cadherina uno & tres (ECD1-3) y el cuarto
dominic N-cadherina (ECD4). Se diseriaron las dos detecciones
selectivas correspondientes en un esfuerzo por generar
reactivos capaces de influir sobre el fenotipo de adhesidn y
migracidén de esta molécula asil como para generar reactivos para
apuntar a las células que expresan N-cadherina. Los clones de
fago individuales tomados de la cuarta corrida de paneo fueron
caracterizados mediante ELISA vy c¢itometria de flujo. Los
ligantes especificos fueron secuenciados, y algunos de los
clones seleccionados fueron reformateades en forma de pequenos
fragmentos de anticuerpo bivalentes {diacuerpecs) . Los
diacuerpos muestran una ligacién especifica con respecto a las

células que expresan N-cadherina.

[0034] Los fragmentos anti-N-cadherina, descritos en la
presente, son el bloque constructivo o ladrille bésico sobre el
cual es posible fabricar anticuerpos humanos entercs o0
anticuerpos disefiados de diversos tamafios y formas, siendo el
atributo primario de ellos su capacidad de ligarse

especificamente a la proteina N-cadherina. Estos anticuerpcs
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pueden utilizarse para el tratamiento o diagnéstico de cancer
de préstata, vejiga u otros canceres que expresan la proteina
N-cadherina. Es importante destacar gue la expresidn de la N-
cadherina en el tumor puede ser por las células como tales o
mediante cualguierz de los estromas rodeantes {misculos,
fibroblastos, vasos sanguineos, etc.). Hemos mostrado
previamente gque la N-cadherina es un importante determinante
biclégico de la invasién, desarrollo, metédstasis y progresion
de los canceres de prdstata, de vejiga y otros, y gue es5 un
agente terapéutico critico para el diagnéstico, prondéstico vy
terapia. Los anticuerpos monoclonales murinos contra la N-
cadherina tienen la capacidad de bloguear el desarrollo de los
tumores, su metastasis, invasién y progresién hacia la
independencia con respecto a las hormonas andrdgenas en los
modelos animales de cancer. El descubrimiento de scFV humanos
que pueden reformatearse facilmente en anticuerpos enteros o
diseflados provee la capacidad de apuntar a cénceres sin incitar

una inmunorrespuesta contra los anticuerpos.

[0035] De acuerdo con nuestre conocimiento, estamos
describiendo los primeros fragmentos de anticuerpos contra N-
cadherina derivados con 1la finalidad de diagndstico vy
tratamiento de cancer de préstata y de otros canceres. La
invencién se basa en la técnica anterior desarrollada por

nuestro grupo que :implica la N-cadherina en la progresidn del
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céncer de préstata y de vejiga, y de otros canceres, asl como
el concepto de apuntar a la misma con fines terapéuticos. La
visualizacién de los fagos describe una técnica bien
establecida para la aislacidn de fragmentos de anticuerpos. La
biblioteca de fagos no inmunes utilizada en la presente ha sido

desarrollada por el Dr. JD Marks en UC. San Francisco.

[0036] La invencién describe la aislacién y caracterizacidn de
fragmentos monocatenarios que reconocen la N-cadherina. Los
mismos pueden utilizarse come fragmentos monocatenarios o
reformatearse en forma de fragmentos més grandes, tales como
IgG entero, que pueden utilizarse para el diagnoéstico o

tratamiento de canceres.

[0037] Como se menciond, la invencién describe una cantidad de
fragmentos candidato con una pesible utilidad para diagndstico
y terapia que pueden ser reformateados en forma de constructos
mas grandes y utilizarse para reconocer N-cadherina en cancer
de préstata y otros canceres. Estos anticuerpos pueden
utilizarse tal cual (anticuerpos desnudes) o pueden ser
conjugados a radioisétopos, nanoparticulas, liposomas, virus o
cualguier otra “carga 0til” para su entrega a tumores para
fines de terapia, formacién de imagenes u otra finalidad.
Pueden utilizarse los fragmentos para incrementar el caracter
especifico de cualguier modalidad de formacion de imagenes para

tumores gue expresan N-cadherina.
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[0038] Hasta donde sabemos, somos los primeros en demostrar dque
los anticuerpos contra N-cadherina tienen wuna actividad
terapéutica, superior a la de cualquier otro medic conocido
para apuntar a tales tumcres. La ventaja de la invencidn es que
los fragmentos de anticuerpo son inmunégenos y humanos y pueden
utilizarse en pacientes sin una modificacidén adicional. Por
otra parte, los fragmentos que reconocen N-cadherina tienen la
ventaja de su flexibilidad, ya que es facil diseriarlos para

practicamente cualgquier finalidad.

Definiciones

[0039] Las expresiones “N-cadherina” 3% “E-cadherina” se
refieren a acidos nucleicos, por ejemplo genes, pre-mARN, mARN,
y polipéptidos, variantes polimorfas, alelos, mutantes, €
homoélogos interespecies gue: (1) tienen wuna identidad de
secuencia de aminocacidos superior a aproximadamente 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, preferentemente 91%, 92%, 93%, 04%,
5%, 96%, 97%, 98% o 99% o mayor, preferentemente sobre una
regién de por lo menos aproximadamente 25, 50, 100, 200, 500,
1000, o mas aminoacidos, <con respecto a un polipéptido
codificado por un acido nucleico respectivamente referenciado o
de una secuencia de aminoacidos descrita en la presente, por

ejemplo, comc se ilustra en las Figuras 7, g, y 9,

respectivamente; (2) se ligan especificamente a anticuerpos,
14



por ejemplo, anticuerpos policlonales, preparados contra un
inmundégenc que comprende una secuencia de amincacidos de
referencia como se ilustra en las Figuras 7, 8, y 9,
respectivamente; fragmentos inmundgenos respectivamente de
ellos; y variantes modificados de manera conservadora, de
ellos; (3) se hibridan especificamente bajo condiciones de
hibridacién a un secuencia de aminocédcidos de referencia como se
ilustra en las Figuras 7, 8, y 9, respectivamente, y variantes
modificadas de manera conservadora, de ellos; (4) tienen una
secuencia de Acido nucleico que tiene wuna identidad de
secuencias de nucleétidos superior a aproximadamente 95%,
preferentemente superior a aproximadamente 96%, 97%, 98%, 99%,
o superior, preferentemente sobre una regién de por lc menos
aproximadamente 25, 50, 100, 15C, 200, 250, 300, 1.000, o méas
nucledtidos, con respecto a una secuencia de acido nucleico de
referencia mostrada, respectivamente, en las Figuras 7, 8, y 9.
Una secuencia de polinucledtido o polipéptido proviene
tipicamente de un mamifero que incluye a titulo no limitativo,
los primates, por ejemplo, un ser humano; un roedor, por
ejemple, rata, ratdn, hamster; vaca, cerdo, caballeo, oveja o©
cualquier mamifero. Los &cidos nucleicos y las proteinas de la
invencién incluyen tanto moléculas de presentacidn natural como

reccmbinante.



[0040] El término “cancer” se refiere a cénceres y carcinomas,
adenccarcinomas, linfomas, leucemias, etc., humanos; 1o dgue
incluye tumocres solidos vy canceres linfoides, céancer de rifidn,
pecho, pulmén, rinén, vejiga, colon, de ovario, de priostata,
pancreas, de estdmago, de cerebro, cabeza y cuello, piel, de
Utero, testicular, de eséfago e higado, linfoma, lc que incluye
linfoma de Hodgkin y linfoma gue nc es de Hodgkin, y mieloma
miltiple. La expresién “cancer urogenital” se refiere a los
cédnceres humanos del tracteo urinario y de los tejidos
genitales, lo gue incluye pero no a titulo de limitacidén los
tejidos renales, de la vejiga, tracto wurinario, uretra,
préstata, pene, testiculos, de vulva, vagina, cuello de atero y

de ovario.

[0041] E1 cancer a ser tratado en la presente puede ser uno
caracterizado por una excesiva activacién de N-cadherina. Como
alternativa, el cancer a ser tratado en la presente puede ser
uno en el que la proteina N-cadherina se expresa con niveles
normales o bajos, o uno en el gue la proteina N-cadherina esta
expresada por un subconjunto de células, y donde la proteina N-
cadherina no esta sobreexpresada. En una forma de realizacidn
de la invencidén, se llevard a cabo un ensayo de diagndstico o
de prondstico para determinar si el céncer del paciente se
caracteriza por la expresiéon de N-cadherina. Se consideran
diversos ensayos para determinar dicha amplificacién/expresién,
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y los mismos incluyen ensayos de inmunchistoguimica, FISH vy
antigeno de shed, southern blotting, o técnicas de PCDR. Por
otra parte, la expresién ¢ amplificacién de la N-cadherina
puede ser evaluada mediante un ensayo de diagnéstico in vivo,
por ejemplo mediante 1la administracién de una molécula (tal
como un anticuerpo) gque se liga a la molécula a ser detectada y
que estd rotulada con una etiqueta detectable (por ejemplo un
radioisétopo radiocactivo) y escaneando externamente el paciente
para localizar la etiqueta. En algunas formas de realizacidn,
el caincer a ser tratade no es todavia invasivo, perc expresa N-

cadherina.

[0042] Las expresiones canceres, células tumorales, y tumores
“resistentes a la terapia” se refieren a canceres que se han
hecho resistentes o refractarios a cualquiera o a ambos de los
siguientes tipos de terapia: terapias de céncer mediadas por
apoéptosis (por ejemplo, mediante la seflalizacién de células
receptoras muertas, por ejemplo, el receptor de ligando Fas,
receptores TRAIL, TNF-R1, drogas quimioterapéuticas, radiacidn)
y terapias de cancer no mediadas por apoptosis (por ejemplo,
farmacos tdéxicos, productos guimicos), lo que incluye

guimioterapia, terapia hormcnal, radioterapia, e inmunoterapia.

[0043] La expresién “sobreexpresién” se refiere a una expresiodn
de ARN o de proteina de N-cadherina, LYé6-E, y de E-cadherina en

una muestra de tejido de prueba que es significativamente mas
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elevada que la expresidn de ARN ¢ de proteina de N-cadherina,
LY6-E, y E-cacherina, respectivamente, en una muestra de tejido
de control. En una forma de realizacidn, la muestra de tejido
es autdloga. Las muestras de tejido de prueba canceroso (por
ejemplo, veiiga, préstata) asociadas con el grado de invasién,
metéastasis independiente con respecto a las hormonas (por
ejemplo independiente con respecto a las hormonas androgenas) o
el grado refractario frente a un tratamiento o con una mayor
probabilidad ser llegar a ser refractario, tipicamente tienen
una expresién de proteina N-cadherina o LY6-E gque es por lo
menos el doble, frecuentemente una expresidén de N-cadherina o
de LY&-E de hasta tres, cuatre, cinco, ocho ¢ diez veces, en
comparacién con tejidos de céancer tomados de pacientes que
tienen una menor probabilidad de evolucionar hacia una
metastasis o con respecto a muestras de tejido normales (es
decir, que no tienen céancer). Tales diferencias pueden ser
facilmente evidentes cuando se examinan las bandas de geles con
una carga aproximadamente igual de muestras de prueba vy
muestras de control. Los canceres de prostata que expresen
cantidades incrementadas de N-cadherina o de Ly6-E tienen més
probabilidades de llegar a ser invasivas, formar metastasis o
de evolucionar en formas de cancer independientes de las
hormonas andrégenas o refractarias al tratamiento. Hay varios

cortes pertinentes para el cardcter positivo frente a N-
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cadherina o Ly6-E, ya que es posible gue un pegquefic porcentaje
de células positivas frente a N-cadherina o Ly6-E en tumores
primarios permitan identificar tumores con un elevado riesgo de
recurrencia y metastasis. Los Lérminos “sobreexpresa”,
“sobreexpresién” ‘o “sobreexpresado” se refieren de manera
intercambiable a un gen gue se transcribe o traduce en un nivel
detectablemente mas elevado, usualmente en una c¢élula de
céncer, en comparacién con una célula normal. Por ello la
sobreexpresién se refiere tanto a la sobreexpresidn de proteina
Como de ARN (debido a ia transcripcidn incrementada,
procesamiento transcripcicnal, traduccidn, procesamiento post
traduccién, estabilidad alterada, y degradacidén de la proteina
alterada), asi como la sobreexpresidén local debida a los
patrones alterados del trafico de proteinas (mayor localizacidn
nuclear), y una mayor actividad funcional, por ejemplc, como en
una hidrélisis enzimatica incrementada del substrato. La
sobreexpresién también puede ser del 50%, 60%, 70%, 80%, 390% o
mas en comparacién con una célula normal o con una celula de

comparacién (por ejemplo, una célula de BPH).

[0044] Las expresiones “cancer dque expresa N-cadherina” y
“cancer asociado con la expresién de N-cadherina” se refieren
de manera intercambiable a c¢élulas o tejidos de cancer dque

expresan N-cadherina de acuerdo con la precedente definicidn.
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[0045] Las expresiones “antigeno ascciadeo a cancer” o “marcador
especifico para tumcr” se refieren de manera intercambiable a
una molécula {tipicamente una proteina, carbohidrato de lipido}
que se expresa de manera preferente en una célula de céancer en
lugar de en una c¢élula normal, y que es util para el
apuntamiento preferencial de un agente farmacoldgico a la
célula de cancer. Es posible expresar un marcador o antigeno
sobre la superficie de la célula o dentro de 1la ceélula.
Frecuentemente un antigeno asociadc a céncer es una molécula
que se expresa o estabiliza con una degradacidén minima en una
célula de cancer en comparacidén con una célula normal, por
ejemplo, una expresién del doble, una expresién del triple o
mas en comparacién con una célula normal. Frecuentemente un
antigeno asociado a céncer es una molécula que esta
inadecuadamente sintetizada en una célula de cancer, por
ejemplo, una molécula que contiene supresiones, adiciocones o
mutaciones si se compara con la molécula expresada sobre una
célula ncrmal. Frecuentemente un antigeno asociadc 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 tumcres de superficie celular incluyen las
proteinas c-erbB-2 y el factor del receptor del desarrollo
epidérmico humanco (HER, human epidermal growth factor receptor)

para el céncer de mama, PSMA para el cancer de préstata, y los
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carbchidrates mucina en numerosos c¢énceres, lo que incluye
cancer de mama, de ovario y colorrectal. Los ejemplecs de
marcadores intracelulares incluyen, por ejemplo, proteinas
supresoras de tumor mutadas, o© proteinas de los ciclos de las

células, lo gue incluye p53.

[0046] A la inversa, tipicamente la E-cadherina se subexpresa
en muestras de tejidos cancerosos en muestras de tejidos
tomados de pacientes de cancer de los cuales es probable gque se
hagan invasivos, hagan metastasis o evolucionen en forma de un
céncer independiente a los androgenos o refractarios al
tratamiento. Esta subexpresién puede ser del doble, del triple,
del cuadruplo, o de por lo menos el quintuplo. Tales
diferencias pueden ser facilmente evidentes cuandc se observan
las bandas de geles con cargas aproximadamente iguales de
muestras de prueba y de control. Los valores combinados de N-—
cadherina/E-cadherina en canceres de los gue es probable gque se
haran invasivos, formen met&stasis o evolucionen en forma de un
cidncer independiente de las hormonas andrégenas o refractarios
al tratamiento, son por ello aun mds grandes y pueden ser de
por lo menos el doble, triple, cuddruple, décuplo o de veinte
veces mas grandes. Hay varios cortes pertinentes para el
cardcter positivo de la N-cadherina /caracter negativo de la E-
cadherina, por cuanto es posible gue un pequefio porcentaje de

células positivas a la N-cadherina en 1los tumores primarios
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permitan identificar tumores con un elevado riesgo de

recurrencia y metastasis.

[0047] La expresidn “agonista’ se refiere a un agente Jgue se
liga a un polipéptido o polinucleétido de la invencidn,
estimula, incrementa, activa, facilita, refuerza la activacion,
sensibiliza o regula ascendentemente la actividad o expresidn

de un polipéptido o polinucledtido de la invencién.

[0048] La expresidén “un antagonista” se refiere a un agente gque
inhibe la expresién de un polipéptido o polinucledtido de la
invencién o que se liga a, bloguea total o parcialmente la
estimulaciodn, disminuye, impide, retarda la activaciédn,
desactiva, desensibiliza, 0 regula descendentemente la

actividad de un polipéptido ¢ polinucleétido de la invencidn.

[0049] Las expresiones “activadoras” y ‘“moduladoras” de la
expresién o de la actividad se utilizan para referirse a
moléculas inhibidoras, activadoras, o moduladoras, que se
identifican mediante ensayos in vitro e in vivo para establecer
la expresién o actividad, por ejemplo, ligandes, agonistas,
antagonistas, y sus homdlogos y miméticos. El  término
“modulador” incluye inhibidcres y activadores. Los inhibidores
son agentes que, por ejemple, inhiben la expresidn de un
polipéptido o de un polinuclebdtido de la invencidon © que se
ligan a, bloguean parcialmente ¢ totalmente la estimulacidn de

blogque o la actividad enzimética, o gue se ligan o bloguean
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parcialmente o totalmente la estimulacidén de blogque o la

actividad enzimatica, disminuyen, previenen, retardan la
activaciodn, desactivan, desensibilizan e} regulan
descendentemente la actividad de un polipéptido o

polinucledétido de la invencidn, por ejemplo, antagonistas. Los
activadores son agentes que, por ejemplo, inducen o activan la
expresién de un polipéptido o polinucledtide de la invencidn o
gue se ligan, estimulan, incrementan, abren, activan,
facilitan, refuerzan la activacidén o la actividad enzimatica,
sensibilizan ¢ regulan ascendentemente la actividad de un
polipéptide o polinucledtido de 1la invencién, por ejemplo,
agonistas. Los moduladores incluyen ligandos, antagonistas,
agonistas, moléculas gquimicas y similares, de presentacidn
natural o sintéticos. Los ensayos para identificar inhibidores
y activadores incluyen, por ejemplo, la aplicacidén de
potenciales compuestos moduladores a células, en la presencia
de o ausencia de un polipéptidoc o polinucleétido de la
invencién y seguidamente se determinan los efectos funcionales
sobre la actividad de un polipéptido o polinucleétido de la
invencién. Las muestras o ensayos que comprenden un polipéptido
o polinucledtido de la invencién que son tratadeos con un
activador, inhibidor, o modulador, potenciales, se comparan con
muestras de control sin el inhibider, activador, o modulader

para observar la amplitud del efecto. A las muestras de control

23

oQx



(no tratadas con moduladores) se les asigna un valor de
actividad relativa del 100%. Se lleva a cabo la inhibicién
cuando el wvalor de la actividad de un ©polipéptido o
polinucleétideo de la invenciédn con respectc al control es de
aproximadamente el B80%, opcionalmente 50% o 25-1%. Se logra la
activacién cuando el valor de la actividad de un polipéptido o
polinucleédtido de la invenciédn con respectoc al control es del
110%, opcionalmente 150%, opcionalmente 200-500%, o 1.000-

3.000% superior.

[0050] Las expresiones “compuestos de prueba” o “candidato a
farmaco” o “modulador” o sus equivalentes gramaticales, tal
como se utilizan en la presente describen cualquier molécula,
de presentacién natural o sintética, por ejemplo, proteina,
oligopéptido (por ejemplo, con una longitud de aproximadamente
5  aproximadamente 25 amincacidos, preferentemente con una
longitud de aproximadamente 10 a 20 o de 12 a 18 aminoacidos,
preferentemente con una longitud de 12, 15, o 18 aminecacidos),
pequefias moléculas organicas, polisacédrides, lipidos, acidos
grasos, polinucleétidos, ARNi, s1ARN, anticuerpo,
oligonucledtido, etc. Los compuestos de prueba pusden estar en
forma de una biblioteca de compuestos de prueba, tal como una
biblioteca combinatoria o aleatorizada gue provea un suficiente
intervalo de diversidad. Los compuestes de prueba estéan

opcionalmente ligados a un compafero de fusidn, por ejemplo,
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compuestos de apuntamiento, compuestos de rescate, compuestos
de dimerizacion, compuestos estabilizadores, compuestos
dirigibles, y otras partes funcionales. De manera convencional,
las nuevas entidades quimicas con propledades Utiles se generan
mediante la identificacién de un compuesto de prueba
{denominade “compueste de guia”) con alguna propiedad ©
actividad deseables, por ejemplo, una actividad inhibidora,
credndose variantes del compuesto de guia, y evaluandose la
propiedad o actividad de dichos compuestos variantes. Es
frecuente gue para un analisis de este tipo se utilicen metodos
HTS (high throughput screening, deteccién selectiva de elevado

paso) .

[0051] La expresién “pequefia molécula organica” se refiere a
una molécula organica, de presentacidn natural o sintética, gue
tiene un peso molecular de mas de aproximadamente 50 Daltons vy
de menos de aproximadamente 2.500 Daltons, preferentemente,
inferior a aproximadamente 2.000, preferentemente entre
aproximadamente 100 vy aproximadamente 1.000 Daltons, mas
preferentemente entre aproximadamente 200 y aproximadamente 500

Daltons.

[0052] Los agentes citotdxicos incluyen farmacos “especificos
para el ciclo de las células” o Tantimitdticos” o de
“interaccién citoesquelética”. Estos términos se refieren de

manera intercambiable a cualguier agente farmacoldgico due
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bloquee las células en mitosis. Tales agentes son Utiles en
gquimioterapia. En términos generales, los farmacos especificos
para el ciclo de las células se ligan a la proteina tubulina
citoesquelética y bloguean la capacidad de la tubulina de
polimerizarse en forma de microtibulos, con el resultado de la
detencién de la divisién de las células en metatase. Los
ejemplos de farmacos relacionados con el ciclo de las células
incluyen los alcalcides vinca, taxanos, colchicina, 3%
podofilotoxina. Los ejemplos de vinca alcaloides incluyen la
vinblastina, vincristina, vindesina y vinorelbina. Los ejemplos
de taxanos incluyen paclitaxel vy docetaxel. Otro ejemplo de

farmaco de interaccién citoesquelética es 2-metoxiestradiol.

[0053] Las expresiones “siBRN” o “ARNi” se refieren a un acido
nucleico que forma un ARN de doble filamento, cuyo ARN de dokle
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 o gen apuntado. Por 1lo tanto, las
expresiones V“siARN” o “ARNi” se refieren al ARN de dokle
filamento formadc por los filamentos complementarios. Las
porciones complementarias del siARN que se hibridan de manera
de formar la molécula de doble filamento tienen una identidad
sustancial o completa. En una forma de realizacidn, un siARN se
refiere a un acido nucleico que tiene una identidad sustancial

o completa con un gen apuntado y forma un siARN de doble
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filamento. Tipicamente, el siARN tiene una longitud de por lo
menos aproximadamente 15-50 nucledtidos (por ejemplo, cada
secuencia complementaria del siARN de doble filamento tiene una
longitud de aproximadamente 15-5C nucledtidos, 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 0 de
aproximadamente 24-29 nucledétidos de longitud, por ejemplo, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 nucledtidos de

longitud.

[0054] El1 disefic y la preparacién de moléculas y vectores de
siARN son bien conocidos de la persona ceon pericia en la
especialidad. Por ejemplo, un procesc eficiente para disefar un
s1iARN adecuado consiste en empezar en el codén de inicic AUG
del transcripto de mARN (por ejemplo, wvéase la Figura 5) vy
escanear en busca de secuencias de dinucledtidos de AR (Véase,
Elbashir et al. EMBO J 20: 6877-6888 (2001). Cada AA y los
nucleotidos 2' adyacentes son sitios potenciales de objetivos
siARN. TLa longitud de la secuencia de sitio adyacente
determinara la longitud del siARN. Por ejemplo, 19 sitios
adyacentes darian un siARN de 21 nucleétidos de longitud. Los
SiARNs con 3 gque sobrevuela dinucledtidos v]e) son
frecuentemente los mas efectivos. Este enfoque es también
compatible con el usc de ARN pol III para transcribir siARNs de
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hebilla. E1 ARN pol III termina la transcripcidén en los tractos
poli(T) de 4 nucleéttidos de manera de crear moléculas de ARN
que tienen un corta cola poli(U). Sin embargo, los siARNs con
otros sobrevuelos de dinucledétidos 3' terminales también pueden
inducir de manera efectiva los ARNi, vy es posible selecciocnar
la secuencia empiricamente. Para la selectividad, es posible
evitar secuencias objetive 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).

[0055]1 E]l siARN puede administrarse directamente, o es posible
utilizar vectores de expresién siARN para inducir con dichos
criterios de disefio. Un vector puede tener dos repeticiones
invertidos separados por una corta secuencia separadora Jue
terminan con un filamento de T que sirven para terminar la
transcripcidn. Se predice que el transcripto de ARN expresado
se plegard en un siARN de hebilla corta. La seleccién de la
secuencia objetivo de siARN, la longitud de las repeticiones
invertidas que codifican el vastago de una hebilla potencial,
el orden de las repeticiones invertidas, la longitud ¥
composicién de la secuencia separadora que codifica el bucle de
la hebilla, y la presencia o ausencia de los sobrevuelos 57,
pueden variar. Un orden preferido para el casete de expresiodn
de siBARN es: filamento de sentido, separador corte, y filamento
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antisentido. Los siARRNs 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 que ligan
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
expresion u otros elementos reguladores que estan operablemente
ligados a la secuencia de nucleétidos que codifican el S1ARN.
La expresidén “secuencias de control” se refiere a secuencias de
ARN necesarias para la expresidn de una secuencia codificadera
operablemente ligada en un organismo hospedante particular. Las
secuencias de control que son adecuadas para los procariotas,
por ejemplo, incluyen un promotor, opcionalmente una secuencia
operadora, y un sitio de ligacidn ribosoma. Es sabido que las
células eucarictas utilizan promotores, senales 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 adicidn o
control de factores externos a los cuales responden los

elementos reguladores.

[0056] Para la construccién de vectores adecuados que contienen
el agente terapéutico deseado y las secuencias de control se
emplean técnicas de ligacién de restriccidn estédndar bien

conocidos de la persona con pericia en la especialidad. {Vease
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Maniatis et al., in Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, New York (1982)). Los plasmidos,
secuencias de DNA, o oligonucledtidos sintetizados, aislados,
son desdoblados, ajustados a medida, y vueltos a enlazar en la

forma deseada.

[0057]El &cido nucleico estd ‘“operablemente ligado” cuando
estd colocado en una relacidén funcional con otra secuencia de
4cido nucleico. Por ejemplo, el DNA para una presecuencia o
lider secretoric estd operablemente ligado a DNA para un
polipéptido si estd expresado como una preproteina que
participa en la secrecién del polipéptido: un promotoxr o
reforzador estd operablemente ligado a una secuencia de
codificacién si influye sobre la transcripcién de la secuencia;
o un sitio de ligacién ribosoma estéd operablemente ligado a una
secuencia de codificacién si estad posicionado de manera de
facilitar la traduccién. En términos generales, “operablemente
ligado” significa gque las secuencias de ADN que se estéan
ligando estén cercanas entre si, ¥y, en el caso de un lider
secretorio, contiguos y en fase de lectura. Sin embargo, no e&s
necesario que los reforzadores sean contiguos entre si. La
ligacién se lleva a cabo por.ligacién en sitios de restriccidn
adecuados. Si tales sitios no existen, se utilizan los
adaptadores o ligadores de oligcnucledétidos sintéticos, de

acuerdo con la practica convencional.
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[0058] La expresidon “determinacién del efecto funcional” se
refiere al hecho de someter a ensayo un compuesto dJue
incrementa © disminuye un pardmetro que se halla indirecta o
directamente bajo la influencia de un polinucledtido de la
invencién, por ejemplo, la medicién de efectos (fisicos vy
quimicos o fenotipicos. Tales efectos funcionales pueden
medirse mediante cualgquier medio conocido de la persona con
pericia en la especialidad, por ejemplc, mediante cambios en
las propiedades espectroscopicas (por ejemplo, fluorescencia,
absorcién, indice de refraccién), hidrodinédmicos (por ejemplo,
ia forma), cromatograficas o de solubilidad de la proteina; la
medicidn de marcadores inducibles o la activacion
transcripcional de la proteina; la medicién de la actividad de
ligacién o de los ensayos de ligacién, por ejemplo la ligacién
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 acumulacidén de un producto
enzimadtica de un polipéptido de la invencién o el agotamiento
de un substrato; cambios en la actividad enzimatica, por
ejemplo, la actividad de quinasa, la medicidn de cambios en los
niveles de las proteinas de un polipéptido de la invencidn; la
medicién de una estabilidad de ARN; la ligacién de la proteina
G: la fosforilacién o desfosforilacién de GPCR; la transduccidn

de sefiales, per ejemplo, las interacciones entre receptor Yy
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ligando; las concentraciones del segundo mensajerc {por
ejemplo, cAMP, IP3, o CaZ+ intracelular); la identificacidn de
la expresién de genes corriente abajo o de genes informantes
(CAT, 1luciferasa, p-gal, GFP y similares), por ejemplo,
mediante guimioluminiscencia, fluorescencia, reacciones
colorimétricas, ligacién de anticuerpos, marcadores inducibles,

y ensayos de ligacidén de ligandos.

[0059] Las muestras o ensayos que comprenden un &cido nucleico
o proteina revelados en la presente due son tratados con un
activador, inhibidor, o medulador potenciales, son comparados
con muestras de control sin el inhibidor, activador, o}
modulador a efectos de examinar la amplitud de la inhibicidén. A
las muestras de control (no tratadas ceon inhibidores) se les
asigna un valor de actividad relativa de proteina del 100%. La
inhibicién ha sido realizada cuando el valor relativo de la
actividad con respecto al control es de aproximadamente 80%,
preferentemente 50%, més preferentemente 25-0%. La activacidn
se ha logrado cuando el valor relativo de la actividad con
respecto al control (que no ha sido tratado con activadores) es
de 110%, mas preferentemente 150%, mds preferentemente 200-500%
(por ejemplo, con un valor que es del doble © quintuplc del
valor del control), mas preferentemente superior en 1.000-

3.000%.
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[0060] La expresién “muestra biolégica” incluye secciones de
tejidos tales como muestras de biopsia y autopsia, y seccilones
congeladas tomadas para estudios histoldgicos. Tales muestras
incluyen sangre vy fracciones o productos de sangre (por
ejemplo, suero, plasma, plaquetas, células rojas de la sangre,
y Ssimilares), esputos, tejidos, células cultivadas, por
ejemplo, cultives primarios, explantes, 3% células
transformadas, heces, orina, etc. Tipicamente se obtiene una
muestra bioldgica 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, ratdn, conejo; o un ave, reptil o pez.

[0061] El término “bicpsia” se refiere al procesc de remover
un tejido para su evaluacién para diagnéstico o prondstico; ¥
al espécimen de tejido comoc tal. En los métodos de diagnédstico
y de pronéstico de la presente invencidén puede emplearse
cualquier técnica de biopsia. La técnica de biopsia utilizada
dependera del tipo de tejide a ser evaluado (es decir,
préstata, nédulo linfatico, higado, célula sanguinea), el
tamafio y tipo del tumor (es decir, tumor sélidc o en suspension
(es decir, sangre o ascitis)), entre ctros factores. Las
técnicas representativas de bicpsia abarcan biocpsia de
escisién, biopsia de aguja, biopsia quirtrgica, y biopsia de
médula ésea. Una “biopsia de escisién” se refiere a la remocidén

33



de una masa tumcral entera con un pequefio margen de tejido
normal que lo rodea. Una “biopsia de incision” se refiere a la
remocién de una cufia de tejido gque incluye un diametro en
seccién transversal del tumor. Se si efectua un diagnéstico o
prondstico mediante endoscopia o fluoroscopia puede requerirse
una “biopsia de nucleo-aguja” de la masa tumoral, o una
“biopsia de aspiracién por aguja fina” que en términos
generales permite obtener una suspensién de células de dentro
de la masa tumoral. Las técnicas de biopsia se exponen por
ejemplo en Harrison’s Principles of Internal Medicine, Kasper,
et al., eds., 16th ed., 2005, Chapter 70, y a lo largo de la

Parte V.

[0062] Las expresicnes “idéntico” o© “identidad porcentual” en
el contexto de dos o mas secuencias de &cidos nucleicos o de
polipéptides, se refieren a dos o mas secuencias O
subsecuencias que son iguales o que tienen un porcentaje
especificado de radicales aminodcidos o nucledtidos que son
iguales (es decir, con una identidad de aproximadamente el 60%,
preferentemente 65%, 70%, 75%, B80%, 85%, 90%, 0921%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o una identidad superiocr scbre
una regién determinada, en comparacién y alineado de manera de
obtener una méxima correspondencia en una ventana de
comparacién o regién designadas, medida mediante algoritmos de
comparacidén de secuencias BLAST o BLAST 2.0 con los parametros
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por defecto descritos en lo que sigue o mediante alineacidn
manual e inspeccién visual (Véase, por ejemplo, NCBI web site
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ o similares). BEn este caso
se dice gue tales secuencias son “sustancialmente idénticas”.
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 aquellas que tienen sustituciones. Como se describe en lo
que sigue, los algoritmos preferidos pueden tener en cuenta los
huelgos vy similares. Es preferible que la identidad exista
sobre una regién que tiene una longitud de por lo menos
aproximadamente 25 aminoacidos 0 nucledtidos, o mas
preferentemente sobre una regién gque tiene una longitud de 50-

100 amincacidos © nucledtidos.

[0063] Para la comparacién de las secuencias, tipicamente una
de las secuencias actua come una secuencia de referencia con la
cual se comparan las secuencias de prueba. Cuando se utilice un
algoritmo para la comparacién de secuencias, 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 parémetros del programa de algoritmo para las
secuencias. Es preferible que puedan utilizarse parametros de
programa por defecto, o que pueden designarse parémetzros

alternativos. Seguidamente el algoritmo de comparacidn calcula
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las identidades porcentuales de las secuencias para las
secuencias de prueba con respectc a la secuencia de referencia,

sobre la base de los parametros del programa.

[0064] La expresidn “ventana de comparacién”, tal como se la
utiliza en la presente, incluye referencias a un segmento de
una cualguiera de entre la pluralidad de posiciones contiguas
seleccionadas entre el grupo consistente en de 20 a 600,
usualmente de aproximadamente 50 a aproximadamente 200, mas
usualmente de aproximadamente 100 a aproximadamente 150 en la
cual es posible comparar una secuencia con una secuencla de
referencia con la misma cantidad de posiciones contiguas
después de haberse alineado de manera optima las dos
secuencias. Los métodos para la alineacién de secuencias para
su comparacién son bien conocidos de la persona con pericia en
la especialidad. La alineacidén odptima 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 algoritmo de alineacidn de
homeclogia de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970),
mediante el método de la blUsqueda de similitud de Pearson &
Lipman, Proc. Nat’l. Acad. Sci. UéA §5:2444 {1988), mediante
implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP,
BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el paguete Wisconsin Genetics

Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr.,
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Madison, WI), o mediante alineacién manual e inspeccién visual
(Véase, por ejemplo, Current Protocols 1in Molecular Biology

(Ausubel et al., eds. 1995 suplemento);.

[0065] Ejemplos preferidos de algoritmo que son adecuados para
determinar la identidad porcentual de las secuencias vy 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 BAltschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990),
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 &cidos
nucleicos y proteinas de la invencion. El software para llevar
a cabo los andlisis por BLAST estéd disponible publicamente por
intermedio del HNational Center for Biotechnology Information
(htip://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo implica empezar
por identificar HSPs (high scoring sequence pairs, pares de
secuencias de elevado puntaje) mediante la identificacion de
palabras cortas de longitud W en la secuencia de consulta, que
sea concuerden con satisfagan algun puntaje T de umbral de
valor positivo cuando estadn alineadas con una palabra de la
misma longitud en la secuencia de base de datos. Por definicién
T es el umbral de puntaje de palabras de vecindad (Altschul et
al., supra). Estas coincidencias de palabras de vecindad

inicial acttian como semillas para iniciar busquedas destinadas
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a encontrar HSPs mas largos que los contengan. Las
concordancias de palabras se extienden en ambas direcclones a
lo largo de cada secuencia mientras sea posible incrementar el
puntaje de alineacién acumulativo. Los puntajes acumulativos se
calculan mediante la wutilizacién, para las secuencias de
nucledtidos, de los pardmetros M (puntaje de recompensa para un
par de residuos concordantes; siempre > 0} y N (puntaje de
penalizacién para residuos no concordantes; siempre < 0). Para
las secuencias de aminoacidos se utiliza una matriz de puntaje
para calcular el puntaje acumulativo. La extensidén de los
aciertos de palabras en cada direccién se detienen cuando:
decae el puntaje de alineacién acumulativo por la cantidad X a
partir de su méximo valor leogrado; el puntaje acumulativo pasa
a cero o menos, debido a la acumulacidén de una o mas
alineaciones de residuos de puntaje negativo; o se ha llegado
al extremo de cualquiera de las secuencias. Los pardmetros del
algoritme 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
aminoacidos, 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 BLOSUM62 (véase Henikoff & Henikoff,
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Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1989)) alineaciones (B)
iguales a 50, expectativa (E} igual a 10, M=5, N=-4, y una

comparacién de ambos filamentos.

[0066] La expresidn “acido nucleico” se refiere a
desoxirribonucledtides ¢ ribonucledtidos y polimeros de ellos
en forma de un soleo filamento o de dos filamentos, y 2
complementos de ellos. El términc abarca &cidos nucleicos que
contienen andlogos conccidos © enlaces de nucledtidos, o
residuos medulares andlogos ¢ modificados que son sintéticos,
de presentacién natural, y de presentacidén no natural, gue
tienen propiedades de ligacién similares a las del acido
nucleico de referencia, y que se metabolizan de una manera
similar a la de los nucledtidos de referencia. Los ejemplos de
tales analogos incluyen, sin limitacidn, fosforotiocatos,
fosforamidatos, metil fosfonateos, guiral-metil fosfonatos, 2-0-

metil ribonucledétidos, péptido-dcidos nucleicos (PNAs).

[0067] A menos gque se indique otra c¢osa, una secuencia de
dcido nucleico en particular también abarca implicitamente
variantes modificadas de manera conservadora, de ellos (pocr
ejemplo, sustituciones degeneradas de codones) y secuencias
complementarias, asi como 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 mads codones seleccionades (o la
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totalidad de ellos) estd sustituida por radicales de base mixta
y/o desoxiinosina (Batzer et al., Acido nucleicc Res. 19:5081
(1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985);
Rossclini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-98 (1994)). La
expresién acido nucleico se utiliza de manera intercambiable

con gen, cADN, mARN, oligonucledtido y polinucledtido.

[0068] Una secuencia de 4&cido 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 4cido nucleico. Las
“variantes de empalme”, como sugiere el nombre, son productos
de empalme alternativo de un gen. Después de la transcripcidn,
es posible desempalmar un transcripto de acido nucleico inicial
de manera tal que diferentes (alternados) productos de empalme
de 4&cido nucleico codifiquen diferentes polipéptidos. Los
mecanismes para la produccién de las variantes de empalme
varian, pero incluyen el empalmado alternado de exones. La
presente definicién también abarca polipéptidos alternados
derivados del mismo acido nucleico mediante transcripcién de
lectura pasante. En esta definicién también se Incluyen
productos de una reaccién de empalme, Jlo que incluye formas

recombinantes de los productos de empalme. Un ejemplo de
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variantes de empalme de canales de potasio se expone en

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

[0069] En la presente, las expresiones “polipéptido, “péptido”
y “proteina” se utilizan de manera intercambiable para
referirse a un polimerc de radicales aminoacidos. Las
expresiones rigen para polimeros de aminoacidos en los que unc
o mas radicales aminoicidos son un mimético gquimico artificial
de un correspondiente aminodcido de presentacion natural, asi
como para polimeros de aminodcidos gque se presentan en la

naturaleza y polimeros de aminoacidos de presentacidn natural.

[0070] La expresidén “aminodcido” se refiere a aminoacidos de
presentacién natural y sintéticos, asi como a analogos de
aminodcidos y miméticos de aminodcidos gque funcionan de una
manera similar a las de los amincacidos dque se presentan
naturalmente. Los aminoacidos gue se presentan naturalmente son
aquellos codificados por el cédige genetico, tales como
aquellos aminoadcidos que se modifican ulteriormente, por
ejemplo hidroxiprolina, y-carboxiglutamatc y C-fosfeserina. La
expresidn “analocgos de aminodcidos” se refiere a compuestos que
tienen la misma estructura guimica bésica que un aminoacido de
presentacidén natural, es decir, un carbono o que esta ligado a
un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino, Yy un grupo R,
por ejemplo, homoserina, norleucina, metionina suifdxido,

metionina metil sulfonio. Tales analogos tienen grupos R
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modificados (por ejemplo, norleucina) o médulas de péptido
modificadas, pero conservan la misma estructura quimica bédsica
gue un aminocadcido de presentacién natural. La expresidn
“miméticos de amincdcidos” se refiere a compuestos quimicos que
tienen una estructura que es diferente de la estructura quimica
general de un aminodcido, pero que funcionan de una manera

similar a la de un aminoacido de presentacidn natural.

[0071]En la presente, los aminoacidos pueden designarse sea
mediante sus simbolos de tres letras, cominmente conocidos, ©
mediante los simbolcocs de una socla letra recomendados por la
IUPAC-IUB Biochemical Nomenclature Commission. De manera
similar, los nucledtidos pueden designarse mediante sus cédigos

cominmente aceptados de una sola letra.

[0072] La expresidn “variantes modificadas de manera
conservadora” rige tanto para secuencias de aminoacidos como
para secuencias de &cidos nucleicos. Con respecto a secuencias
particulares de acidos nucleicos, la expresidn ‘“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 wuna secuencia de aminoadcidos, a secuencias
esencialmente idénticas. Debido a la degeneracidn del cbodigo
genético, una gran cantidad de &cidos nucleicos funcionalmente

idénticos codifican cualquier proteina dada. Por ejemplc, los
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codones GCA, GCC, GCG y GCU codifican, todos ellos, el
aminoacido alanina. Por lo tanto, en cada posicién donde una
zlanina esta especificada por un coddn, es posible alterar el
coddén en forma de cualquiera de los codones correspondientes
descritos, sin alterar el ©polipéptide codificado. Tales
variacicnes de &cidos nucleicos son “variacicnes silenciosas”,
gque son una especie de variaciones modificadas de manera
conservadora. Cada secuencia de acido nucleico en la presente
que codifique un polipéptido también describe cada variacidn
silenciosa posible del acidec nucleico. Una persona con pericia
en la especialidad reconocera que cada coddén en un acido
nucleico (excepto AUG, que es habitualmente el unico coddén para
metionina y TGG, gue es habitualmente el tnicoe coddn para
triptéfanc) puede ser modificado de manera de obtener una
molécula funcionalmente idéntica. Por lo tanto, cada variacidn
silenciosa de un acido nucleico gue codifique un polipéptido se
halla implicita en cada secuencia descrita con respecto al
producto de expresidn, perc no con respecto a las secuencias de

sonda reales.

[0073] En cuanto a las secuencias de aminoacidos, una persona
con pericia en la especialidad reconocera gue las
sustituciones, supresiones o adiciones, individuales, a una
secuencia de &cido nucleico, péptido, polipéptido, ¢ proteina
gque altere, afada © suprima un unico aminocacido o un pequeno
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porcentaje de aminoadcidos en la secuencia codificada es una
“variante modificada de manera conservadora” en la que la
alteracién tiene como resultadeo la sustitucién de un aminoacido
por un aminodcido guimicamente similar. En la técnica son bien
conocidas tablas de sustitucién conservadeoras gque proveen
aminoacidos funcionalmente similares. Ademas, tales variantes
modificadas de manera conservadora no excluyen variantes

polimorfas, homélogos interespecie, y alelos de la invencion,

[0074] Cada uno de los siguientes ochc grupos contiene
aminodcidos que son sustituciones conservadoras entre si: 1)
alanina (A), glicina (G); 2) &cido aspartice (D), dcido
glutamice (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), triptdfanc (W};
7) serina (8}, trecnina (T); y B8} cisteina (C}, metionina (M)}

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

[0075] Una “etiqueta” o "“parte detectable” es una composicidn
que es detectable mediante medios espectroscoépicos,
fotoquimicos, bioquimicas, u otros medios fisicos. Por ejemplo,
las etiquetas utiles incluyen °°P, tintes fluorescentes,
reactives densos en electrones, enzimas (por ejemplo, como se
utilizan comunmente en ELISA), biotina, digoxigenina, o
haptenos y proteinas gque pueden hacerse detectables, por

ejemplo, mediante la incorporacidén de una radioetigueta en el
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péptido utilizado para detectar los anticuerpos que de manera

especifica reaccionan con el péptido.

[0076] La expresién “recombinante” cuando se la utiliza, por
ejemplo con referencia a una célula, o anticuerpo, proteina, o
vecter, indica gue la célula, acido nucleico, proteina o
vector, ha sido modificade mediante la introduccidén de un acido
nucleico ¢ proteina heterélogos o mediante la alteracidn de un
dcide nucleico o proteina nativos, o que la célula ha sido
derivada de una célula asi modificada. Por 1lo tanto, por
ejemplo, las células recombinantes expresan genes due no se
hallan dentro de la forma nativa (no recombinante) de la celula
o que expresan genes nativos gue por lo demas se expresan

anormalmente, se subexpresan 0 no se expresan en abscluto.

[0077] La expresién “heterdlogo/a” cuando se la utiliza con
referencia a porciones de un acido nucleico indica que el acido
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 4&cido
nucleico funcional, por ejemplo, un promotor tomado de una
fuente y una regién de codificacién tomade de otra fuente. De
manera similar, una proteina heteréloga indica que la proteina

comprende dos o m&s subsecuencias gue no se hallan en la misma
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relacién entre si en la naturaleza (por ejemple, una proteina

de fusiédn).

[0078] La expresidon “condiciones de hibridacién estrictas” se
refiere a condiciones bajo las cuales una sonda se hibridara
con su subsecuencia apuntada, tipicamente en una mezcla
compleja de acidos nucleicos, pero 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 méas elevadas.
Puede encontrarse una guia exhaustiva para la hibridacidn de
dcidos nucleicos en Tijssen, Technigques in Biochemistry and
Molecular Biology—Hybridization with Nucleic Probes, “Overview
of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid
assays” (1993). En términos generales, se seleccionan las
condiciones estrictas de manera que sean de aproximadamente 5-
10°C mas bajas que el punto de fusidn térmico (Tn) para la
secuencia especifica bajo una intensidad iénica definida pH. Ei
T. s la temperatura {bajo una intensidad idénica definida, PpH,
v bajo una concentracién nucleica definida) bajo la cual el 50%
de las sondas complementarias con respecto al objetivo se
hibridan con la secuencia objetivo en eguilibrio (dado que las
secuencias objetivo se hallan presentes en exceso, a Ta, 50% de
las sondas estan ocupadas en equilibrio). Las condiciones

estrictas también pueden lograrse mediante la adicidén de
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agentes de desestabilizacidn tales como formamida. Para la
hibridacién selectiva o especifica, una sefal positiva es de
por lo menos dos veces el segundo plano, preferentemente una
hibridacién de 10 veces el segundo plano. Ejemplos de
condicicnes de hibridacién estrictas pueden ser las sigulentes:
50% de formamida, 5x SSC, y SDS al 1%, incubaciédn a 42°C, o, bx
SSC, SDS al 1%, incubacién a 65°C, con lavado en 0,2 % 53C, ¥y

SDS al 0,1 % a 65°C.

[0079] Los aAcidos nucleicos gque no se hibridan bajo condiciones
estrictas siguen siendo sustancialmente idénticos si los
polipéptidos que codifican son sustancialmente idénticos. Esto
sucede, por ejemplo, cuando se crea una copia de un acido
nucleico utilizando el codén de degeneracidn maxima permitido
por el cédigo genético. En tales casos, tipicamente los acidos
nucleicos hibridan bajo condiciones de hibridacién
moderadamente estrictas. Las “condiciones de hibridacidn
moderadamente estrictas” incluyen wuna hibridacién 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 hibridacién positiva es de por
lo menos el deble del segundo plano. Una persona con pericia en
la especialidad reconocerad féacilmente que es posible utilizar
condiciones de hibridacién y de lavado alternativas a efectos
de proveer condiciones iguales de estrictas. Se proveen

directivas adicionales para determinar parametros de
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hibridacién en numerosas referencias, por ejemplo, en Current
Protocols in Molecular Biology, ed. Busubel, et al., John Wiley

& Sons.

[0080] Para el PCR, una temperatura de aproximadamente 36°C es
tipica para una amplificacién poce 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 caracter especifico. Las
condiciones de ciclo tipicas tanto para las ampliaciones muy

estrictas como  poco  estrictas incluyen una fase de

desnaturalizacidén de 90°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. Se

proveen protocolos y directivas para la ampiificacidén poco ¥
muy estricta en por ejemplo Innis et al. (1930) PCR Protccols,
A Guide to Methods and Applications, Academic Press, Inc.

N.Y.).

[00B1] El término “anticuerpo” se refiere a un polipeptido gque
comprende una regién de armazén tomada de un gen de
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inmunoglobulina o fragmentos del mismo gue de manera especifica
se ligan a, y  reconoce url antigeno. Los genes de
inmunoglobulina reconocidos incluyen los genes de reglidn
constante kappa, lambda, alfa, gamma, delts, epsilon, y mu, asi
como la miriada de las regiones variables de inmunoglobulina.
Las cadenas livianas se clasifican sea coemoe kappa sea como
lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa,
delta, o vypsildén, los que su vez definen las clases de
inmunoglobulina, IgG, IgM, IgA, IgDh e IgE, respectivamente.
Tipicamente, la regidn de ligacién de antigeno de un anticuerpo
serd el mAs critico en cuanto al caracter especifico y de

afinidad de la ligacién.

[0082] Un ejemplo de unidad estructural de inmunoglobulina
{anticuerpo) comprende un tetrémero. Cada tetramero esté
compuesto de dos pares idénticos de cadenas de polipéptidos,
teniendo cada par una cadena “liviana” (de aproximadamente 25
kD) y una cadena “pesada” (de aprozimadamente 50-70 kD). El
terminal N de cada cadena define una regién variable de
aproximadamente 100 a 110 o mas aminoadcidos primariamente

responsables del reconocimiento del antigeno. Las expresiones

“cadena variable liviana” (Vy) y “cadena pesada variable” (Vi)
se refieren a estas cadenas livianas V' pesadas,
respectivamente.
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[0083] Los anticuerpos existen, por ejemplo, como
inmunogleobulinas intactas o como una cantidad de fragmentos
bien caracterizados producides por digestidén con diversas
peptidasas. Por lo tanto, por ejemplo, la pepsina digilere un
anticuerpo debajo de los enlaces disulfuro en la regién de
bisagra de manera de producir el F{ab)’z que es un dimero de
Fab gue de por si es una cadena liviana unida a Vy—Cyl mediante
un enlace disulfuro. El F(ab)’; puede reducirse bajo
condiciocnes moderadas para descomponer el enlace disulfuroc en
la regién de bisagra, con lo gque se convierte el dimero F(ab)’:
en un mondémero Fab’. El mondémerc Fab' es esencialmente Fab con
parte de la regién de bisagra {(Véase Fundamental Immunclogy
{Paul ed., 3d ed. 1993). Si bien se definen varios fragmentos
de anticuerpc en términcs de la digestidén de un anticuerpo
intacto, una persona con pericia en la especialidad comprendera
que tales fragmentos pueden sintetizarse de novo sea
guimicamente sea mediante la utilizacidn de tecnologia de ADN
recombinante. Por lo tanteo, la expresidn “anticuerpo”, tal como
se utiliza en la presente, también incluye fragmentos de
anticuerpo sea producidos mediante la modificacidn de
anticuerpos enteros, sea aquellos sintetizados de noveo mediante
tecnologias de DNA recombinantes (por ejemplo, Fv de cadena

simple) o aquellos identificados mediante bibliotecas de

50

DA



visualizacién de fagos (Véase, por ejemplo, McCafferty et al.,

Nature 348:552-554 (199%90)).

[0084] Para la preparacién de anticuerpos adecuados de la
invencién y para su uso de acuerdo con la invencidn, es posible
utilizar muchas técnicas recombinantes, monoclonales, o
policlonales conocidas de la perscna <on 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. 17-96 in Monoclonal Antibodies y
Céncer Terapia, Alan R. Liss, Inc. (1985); Coligan, Current
Protocols in Immunclogy (1991); Harlow & Lane, Antibodies, A
Laboratory Manual (1988); y Goding, Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice (2d ed. 1286)). 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 moncclonal pueden ser cleonades 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 y pesadas generan un gran conjunto de
anticuerpos con diferentes caracteres antigénicos (Veéase, por
ejemplo, Kuby, Immunology (3% ed. 1997)). Las técnicas para la
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produccién de anticuerpos de cadena simple o de anticuerpos
recombinantes (Patente de los EE.UU. N° 4.946.778, Patente de
Jos EE.UU. N° 4.816.567) pueden adaptarse para producir
anticuerpos mediante polipéptidos de esta invencidn. Asimismo,
es posible utilizar ratones transgenicos y Otros organismos
tales como otros mamiferos, para expresar anticuerpos humanos
(Véanse, por ejemplo, las Patentes de los EE.UU. Nros.
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 (1496); Neuberger, Nature Biotechnology 14:82¢6
(1996); vy Lonberg & Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13:65-93
(1995}). Como alternativa, es posible utilizar la tecnologila 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 348:552-5534 (1990); Marks et al., Biotechnology
10:779-783 {1992)). También es posible hacer gque 1los
anticuerpos sean biespecificos, es decir, capaces de reconccer
dos antigenos diferentes (Véase, por ejemplo, WO 93/08829,
Traunecker et al., EMBO J. 10:3655-365% (1991); y Suresh et
al., Methods in Enzymelogy 121:210 (1986})). Los anticuerpos

también pueden ser heteroconjugados, por ejemplo, des
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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).

[0085] Los métodos para humanizar o primatizar anticuerpos no
humanos son bien conocidos de la persona con pericia en la
especialidad. En términos generales, un anticuerpo humanizado
tiene uno o mas radicales aminodcidos introducidos en él
procedentes de una fuente que nc es humana. Estos radicales
aminoacidos no humanos reciben frecuentemente la denominacién
de radicales importados, gque tipicamente estan tomados de un
dominic variable de importacién. La humanizacidn 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 239:1534-1536 (1988) vy
Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992)), mediante la
sustitucién de secuencias CDRs o CRD de roedor por las
correspondientes secuencias de un anticuerpo humanoc. Por 1lo
tanto, tales anticuerpos humanizados son anticuerpos guiméricos
(Patente de los  RE.UU. N.° 4.816.567), en los que
sustancialmente menos de un dominio variable humano intacto ha
sido reemplazadoc por la correspondiente secuencia tomada de una
especie no humana. En la préactica, los anticuerpos humanizados

son tipicamente anticuerpos humanizados en ios gue algunocs
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radicales CDR vy eventualmente algunos radicales FR han sido
reemplazados por radicales tomados de sitios analogos de

anticuerpos de roedor.

[0086] Un “anticuerpo quimérico” es una molécula de anticuerpo
en la que: (a) la regién constante, © una porcidn de la misma,
es alterada, reemplazada o intercambiada de manera tal que el
sitio de ligacién del antigeno (regidén variable) esta ligado a
una region constante de una clase diferente o alterada, fung¢ioén
y/o especie efectoras, o a una molécula completamente diferente
gque confiere nuevas propiedades al anticuerpo guimérico, por
ejemplo, una enzima, toxina, hormona, factor de desarrollo,
farmaco, etc.; o (b) la regidén variable, o una porcién de la
misma, es alterada, remplazada o intercambiada con una region
variable gue tiene un cardcter especifico distinto con respecto
al antigeno diferente o alterado. Los anticuerpos preferidos
de, y para uso de acuerdo con la invencidn, incluyen

anticuerpos monoclonales humanizados y/o guiméricos.

[0087]1En wuna forma de realizacidn, el anticuerpo esta
conjugado a una parte “efectora”. La parte efectora puede ser
cualquier cantidad de moeléculas, lo que incluye partes
etiquetantes tales como etiquetas radicactivas 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 £férmaco anti-
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tumor, una toxina, un agente radioactivo, una citoequina, un
segundo anticuerpo ¢ una enzima. Por otra parte, la invencion
provee una forma de realizacidén en la que el anticuerpo de la
invencién estd ligado a una enzima que convierte un pro farmaco

en un agente citotdxico.

[0088] E1 inmunoconjugado puede ser utilizado para apuntar la
parte efectora hacia una célula positiva frente a la N-
cadherina, particularmente células gue expresan la N-cadherina
o la proteina Ly6. 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
ejemplos de agentes citotdxicos incluyen, peroc no se limitan a,
ricina, doxorrubicina, daunorrubicina, taxol, bromuro de
etidio, mitomicina, etopbdsido, tenopodsido, vincristina,
vinblastina, colchicina, dihidroxiantracindiona, actincomicina
D, toxina de difteria, exotoxina de Pseudomonas (PEY A, PEAQ,
abrina, y glucocorticoides y otros agentes quimicterapéuticos,
asi como radioisotopos. Los marcadores detectables adecuados
incluyen, pero no se limitan a, un radioisdétopo, un compuesto
fluorescente, un compuesto bioluminiscente, un compuesto

quimicluminiscente, un quelador de metales o una enzima.

[0089] En algunas formas de realizacién, la invencidn provee
anticuerpos a la N-cadherina. Los anticuerpos de N-cadherina

pueden ser utilizados sistémicamente para tratar el cancer {(por
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ejemplo, el céncer de proéstata o el cancer de vejiga) solo o
cuando estan conjugados con una parte efectora. Los anticuerpos
de N-cadherina conjugados con agentes toéxicos, tales como
ricina, asi como también los anticuerpos no conjugados pueden
ser agentes terapéuticos Gtiles naturalmente apuntados a
células de cancer de prostata portadoras de N-cadherina. Tales
anticuerpos pueden ser utiles para bloguear el grado de
invasién. Los anticuerpos de N-cadherina para uso de acuerdo
con la invencién incluyen, pero no se limitan a, GC4, 1H7,

1Fi2, 2B3.

[0090] Adicionalmente, 1la proteina recombinante de la invencion
que comprende la regién antigeno-ligacidén de cualgquiera de los
anticuerpos monoclonales de la invencién pueden utilizarse para
tratar cancer. En una situacién como ésta, la regidén antigeno-
ligacién de la proteina recompinante se une a por lo menos una
porcién funcionalmente activa de una segunda proteina que tiene
una actividad terapéutica. La segunda proteina puede incluir,
pero no se limita a, una enzima, linfoguina, oncostatina o
toxina. Las toxinas adecuadas incluyen doxorrubicina,
daunorrubicina, taxol, bromuro de etidie, mitomicina,
etopdsido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, c¢olchicina,
dihidroxiantracindiona, actinomicina D, toxina de difteria,
exotoxina de Pseudomonas (PE) A, PE4Q, ricina, abrina,

glucocorticoldes y radioisdtopos.
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[0091] Las técnicas para conjugar agentes terapeuticos a
anticuerpos son bien conocidas (Véase, por ejemplo, Arncn 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. 623-33
(Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe, “Antibody Carriers Of
Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review” in Monoclonal
Antibodies '84: Biological and Clinical Applicatiocns, Pinchera
et al. (eds.), pp. 475-506 (1985); y Thorpe et al., "The
Preparation and Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin

Conjugates”, Inmuncl. Rev., 62:119-58 (1982)).

[0092] La expresién “se liga de manera especifica (o de manera
selectiva)” a un anticuerpo © “es inmunorreactivo de manera
especifica (o de manera selectiva) con”, cuando se refiera a
una proteina o péptido, se refiere a una reaccidn de ligacién
gue es determinante de la presencia de la proteina,
frecuentemente en una pcblacién heterogénea de proteinas vy
otros materiales biolégicos. Por lo tante, bajo condiciones 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 planc y mas tipicamente
maés de 10 a 100 wveces que el segundo plano. La ligacidn
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especifica bajo tales condiciones requiere un anticuerpo que
haya sido seleccionadc en base a su caracter especifico frente
a una proteina en particular. Por ejemplo, es posible
seleccionar anticuerpos policlonales de manera de obtener
solamente aquellos anticuerpos policlonales gque de manera
especifica sean inmunorreactivos con el antigeno seleccionado y
no contra proteinas. Esta seleccidén puede efectuarse eliminando
por resta los anticuerpos que reaccionen cruzadamente con otras
moléculas. Puede utilizarse una variedad de formatos de
inmunoensayo para seleccicnar anticuerpos especificamente
inmunorreactivos con una proteina en particular. Por ejemplo,
se utilizan rutinariamente inmunoensayos ELISA de fase sélida
para seleccicnar anticuerpos que son especificamente
inmunorreactivos con una proteina (Véase, por ejemplo, Harlow &
Lane, Using Antibodies, A Laboratory Manual ({1938) para una
descripcién de formatos y condiciones de inmunoensayo que
pueden utilizarse para determinar la inmunorreactivitidad

especifica.

[0093] 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 y la
formilacién exactas dependerédn de la finalidad del tratamiento,
y podran ser determinadas por una perscna con pericia en la
especialidad que utilice las técnicas conocidas (Véase, por
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ejemplo, 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)).

[0094] La expresion “sal farmacéuticamente aceptable” 0
“vehiculo farmacéuticamente aceptable” tiene por finalidad
referirse a la inclusién de sales de los compuestos actives que
se preparan con acidos o bases relativamente no tdéxicos, en
funcién de los sustituyentes particulares hallados en los
compuestos descritos en la presente. S$i 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 potasio, sales de calcio, sales de amonio, sales amino
organicos, o sales de magnesio, ¢ sales similares. Si los
compuestos de la presente invencidn contienen funcionalidades
relativamente basicas, es posible obtener sales por adicién de
dcidos mediante la puesta en contacto de la forma neutra de
tales compuestos con una cantidad suficiente del &cido deseado,

sea en forma pura sea en un solvente inerte adecuado. Los
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ejemplos de sales por adicidén de &cido farmacéuticamente
aceptables incluyen los derivados de é&cidos inocrganicos tales

como acido clorhidrico, acido bromhidrice, acido nitrico, acido

carbdnico, 4acido monohidrégeno-carbénico, 4acido fosférico,
dcide monohidrégeno-fosforico, dcido dihidrégeno-fosforico,
dcidc sulfurico, dcido meonchidrdgenc-sulfarico, acido

yodhidrico ¢ &cido fosforoso y similares, asi come las sales
derivadas de &cidos organiceos relativamente no toéxicos tales
como &cidec acético, acido propiénico, &cido isobutirico, acido
maleico, acido malénico, acido benzoico, acido succinico, &acido
subérico, &cido fumarico, &cido lactico, acido mandélico, adcido
ftdlico, acido bencensulfénico, &acido p-tolilsulfénico, acido
citrico, &cido tartarico, é&cido metanosulfénico, y similares.
También se incluyen las sales de eaminoadcidos tales como
arginato y similares, y sales de acidos orgdnicos tales como
dcido glucurénico o acido galacturénice 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 basica y la
4cida, que permiten gue los compuestos sean convertidos en
bases de adicidén de base o de acido. Para la presente invencidn
son también adecuados otros vehiculos farmacéuticamente
aceptables conocidos de la persona con pericia en la

especialidad.
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[0095] Las formas neutras de los compuestos pueden regenerarse
poniendo en contacto la sal con una base o &cido y alslando el
compuesto progenitor de la manera convencional. La forma
progenitora del compuesto difiere de las diversas formas de
sales en determinadas propiedades fisicas, tales como la
solubilidad en solventes polares, pero por lo demds para los
fines de la presente invencién las sales son equivalentes a la

forma progenitora del compuesto.

[0096] Ademés de las formas de sal, la presente invencidn
provee compuestos que se hallan en una forma de profarmacc. Los
profarmacos de los compuestos descrites en la presente son
aquellos compuestos gue facilmente experimentan cambios
quimicos baje condiciones fisioldgices de manera de proveer los
compuestos de la presente invencidn. Adicionalmente, es posible
convertir los profarmacos en los compuestos de la presente
invencién mediante métodos quimicos o bioguimicas en un entorno
ex vivo. Por ejemplo, los procfarmacos pueden convertirse
lentamente en los compuestos de la presente invencidn cuandc se
los coloca en un reservorio parche transdérmico Jjunto con un

enzima © reactivo quimice adecuados.

[0097] Determinades compuestos de la presente invencidn pueden
existir en formas no solvato asi como en formas solvato, lo que
incluye las formas hidratadas. En términos generales, las

formas soclvatadas son equivalentes a las formas no soclvatadas y
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estdn destinadas a quedar incluidas dentro de los alcances de
la presente invencién. Determinados compuestos de la presente
invencién pueden existir en miltiples formas cristalinas o
amorfas. En términos generales, todas las formas fisicas son
equivalentes para los usos considerados por la presente
invencién, y estdn destinadas a quedar incluidas dentro de los

alcances de la presente invencidn.

[0098] Determinados compuestos de la presente invencion poseen
Adtomos de carbono asimétricos (centros odpticos) o enlaces
dobles; los racematos, diasterebdmeros, isdémeros geométricos y
los isémeros individuales, estén destinados a quedar incluidos,

todos ellos, dentro de los alcances de la presente invencidn.

[0099] La expresidon EMT (Mesenchymal Transicién, Transicién
Mesenquimal) se refiere a la adquisicién de rasgos estromales
por células de tumor epitelial. En el céncer, el EMT estéd
asociado con un comportamiento invasivo y motil y puede ser un
procesc central subyacente a la metastasis. El EMT esta
asociado con un pobre pronéstico y es mediado por multiples

factores de transcripcidén, tales come, SNAIL, SLUG y TWIST.

La E-cadherina es una proteina de la superficie de las células
que interviene en la adhesién entre células epiteliales vy
células y que se pierde cominmente en los tumores sélidos

invasivos y metastasicos.
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Formas de realizacidén detalladas

[0100] La presente invencidén provee metodos para tratar un
paciente de céancer. En términos generales los métodos
comprenden los pasos siguijentes: (a) obtener una muestra de
tejido de prueba tomadc de un individuo en riesgo de tener un
cdncer gue expresa una proteina N-cadherina; (b) determinar la
presencia o ausencia ¢ la cantidad de proteina N-cadherina en
la muestra de tejido de prueba en comparacién con una muestra
de tejido de control tomado de un individuo del que se sabe que
es negativo para el cancer; con ello diagnosticar dicho cancer
gue expresa una proteina N-cadherina, donde la proteina N-
cadherina se expresa en niveles normales o bajos, o esté
expresada por un subconjunto de células y no esta
sobreexpresada; vy (c) administrar una cantidad efectiva de
anticuerpo de N-cadherina al individuo que estd en riesgo de
tener un cancer que expresa una proteina N-cadherina.
Tipicamente, la muestra de tejido 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 diagnéstico 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
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la muestra de tejido de prueba en comparacidn con una muestra
de tejidc de contrel tomada de un individuo del gue se sabe que
no tiene céancer, por ejemplo, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 0%,
70%, 80%, 90%, 100%, el doble, el triple, el cuadruple, mas
elevado, o mas. Los métodos de deteccidn pueden llevarse a cabo
por ejemplo mediante técnicas ELISA estardar conocidas de la
persona con pericia en la especialidad (reviewed in Gosling,
Immunoassays: A Practical Approach, 2000, Oxford University
Press). La deteccién se lleva a cabo etiquetando un anticuerpo
primaric o un anticuerpo secundario con, por ejemplo, un
isdtopo radiocactivo, una etigueta fluorescente, una enzima o
cualquier otra etiqueta detectable conocida de la persona con

pericia en la especialidad.

[0101] En otra forma de realizacién, los métodos de deteccidn
pueden llevarse a cabo poniendo en contacto una muestra de
tejido de prueba tomada de un paciente gue expresa una proteina
N-cadherina o un transcripto de mARN con un primer conjunto de
un primer oligonucledtide y un segundo oligconucledtido cada unc
de los cuales se hibrida de manera especifica a un acido
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 tejide de
prueba en comparacién con una muestra de tejido de control

tomada de un dividuo del que se sabe que es negativo para un
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cAncer que expresa una proteina N-cadherina o un transcripto de
mARN. Nuevamente, usualmente la muestra de tejide es suero,
pero también podria ser un tejido tomado de una biopsia,
particularmente un tejido urogenital, lo que incluye un tejido
de préstata o vejiga. Se indica un diagndstice positivo para un
cancer que 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 transcripte de N-cadherina en comparacién
con una muestra de tejido de control tomada de un individuc del

gue se sabe que no tiene céancer.

[0102] Los métodos encuentran una aplicacidn particular en el
tratamiento de los cénceres de préstata y de vejiga. En
determinadas formas de realizacidén se aplican los métodecs a
canceres refractarios a hormeonas o resistentes a la terapia. En
determinadas formas de realizacién se aplican los métodos a
canceres metastasicos. Por ejemplo pueden utilizarse 1las
comparaciones de expresidén diferencial de la proteina N-
cadherina y/o de mARN para determinar la etapa de un cancer en
un individuo que tiene un cancer que expresa una proteina N-

cadherina o un transcripto de mARN.

[0103] En términos generales el tratamiento implicard la
administracién repetida de los anticuerpos anti-N-cadherina por
intermedio de una via de administracidén aceptable tal como 1V

(inyeccién intravencsa), con una dosis efectiva. Las dosis
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dependeran de diversos factores generalmente evaluados por la
persona con pericia en la especialidad, lc gque incluye sin
limitacién el tipo de céncer y la gravedad, grado o etapa del
céncer, la afinidad de ligacidén 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 concentraciédn 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 por
semana pueden ser efectivas y bien toleradas, si bien dosis
semanales mas elevadas pueden ser adecuadas y/o bien toleradas.
Bl principal factor determinante en la definicidn de la dosis
apropiada es la cantidad de un agente particular necesario para
ser terapéuticamente efectivo en un contexto particular. Pueden
ser necesarias administraciones repetidas a efectos de lograr
la inhibicién o regresién del tumor. Las dosis de carga
iniciales pueden ser mas elevadas. La dosis de carga inicial
puede administrarse en forma de una infusidn. De manera similar
pueden administrarse dosis de mantenimientc periddicas, con la

condicién de que la dosis inicial sea bien tolerada.
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[0104] También es posible la administracion directa de los
agentes, vy esto puede ser ventajoso en determinados contextes.
Por ejemplc, para el tratamiente del carcinoma de veljlga es
posible inyectar los agentes directamente en la vejiga. Dado
que los agentes administrados directamente a la vejiga seran
rapidamente eliminados por el paciente, puede ser posible
utilizar anticuerpos nc humanos ¢ quiméricos de manera efectiva

sin complicaciones antigenéticos significativos.

[0105] En algunas formas de realizacién, la invenclidn provee un
método para tratar el céancer, en particular un cancer gue
expresa N-cadherina, o para inhibir el desarrollo de una célula
de cancer gue expresa una proteina N-cadherina mediante el
tratamiento de un sujeto o poniendo en cecntacto la célula de
cancer <on un anticuerpce o fragmento del mismo gue reconoce ¥
se liga a la proteina N-cadherina en una cantidad gue es
efectiva para inhibir el desarrollo de la célula de céncer. En
algunas formas de realizacidn, el céncer de célula es un cancer
de células de préstata o un cdncer de células de vejiga. E1
anticuerpc de puesta en contacto puede ser un anticuerpo
monoclonal y/c un anticuerpo guimérico. En algunas formas de
realizacidn, el anticuerpo guimérico comprende una regidn
constante de inmunoglobulina humana. En algunas formas de
realizacién, el anticuerpo es un anticuerpo humanc o comprende

una regién constante de inmunogleobulina humana. En otras formas
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de realizacidén, el fragmento de anticuerpo comprende un Fab,
F(ab),, o Fv. En otras formas de realizacién, el fragmento
comprende una proteina recombinante gque tiene una regiodn de

ligacién con antigeno.

[0106] En cualquiera de las formas de realizacidn arriba
descritas, es ademis posible administrar un farmaco
guimioterapéutice y/o una terapla de radiacidén. En algunas
formas de realizacién, el paciente recibe también una terapia
antagonista de hormonas. La puesta en contacto del paciente con
el anticuerpo o fragmento de anticuerpo, puede efectuarse
administrando el anticuerpo al paciente por via intravenosa,
intraperitoneal, intramuscular, intratumoral o intradérmica. En
algunas formas de realizacién, el paciente tiene un cancer
urogenital (por ejemplo, cancer de vejiga, céncer de prdstata).
En algunas formas de realizacidén de las precedentes, el
paciente adolece de céncer de proéstata y el paciente recibe
ademas de manera oO6ptima una terapia de ablacién de hcrmonas. En
algunas formas de realizacién, la puesta en contacto comprende
administrar el anticuerpo directamente en el cancer © en una

metastasis del cancer.

[0107] En algunas formas de realizacidn, la invencidn provee un
método para tratar un paciente de cancer. En términos generales
el método comprende (a) obtener una muestra de tejido de prueba

tomada de un individuc c¢on el riesgo de tener un cancer dJue
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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 prueba por comparacién con una muestra de tejido
de control tomada de un individuo del que se sabe que es
negativo al céancer; con ello diagnosticar el cancer que expresa
una proteina N-cadherina, en la gue la proteina N-cadherina se
expresa en niveles normales o bajos, o esté expresada por un
subconjunto de células y no esté sobreexpresada; (c) determinar
si es probable que un céncer llegque a ser invasivo, haga
metastasis, se haga independiente de las hormonas, o© se haga
refractario al tratamiento; (d) administrar un agente
quimioterapéutice, un agente inmunoterapéutico, terapila
hormonal ¢ radioterapia de acuerdo con si hay wuna mayor
probabilidad de que el cancer se haga invasivo, haga
metdstasis, se vuelva independiente de las hormonas o se haga

refractario al tratamiento.

[0108] En algunas formas de realizacidn, es posible seleccionar
el agente quimioterapéutico entre el grupc consistente en
ricina, c¢adena A de ricina, dexorrubicina, daunorrubicina,
taxol, bromuro de etidio, mitomicina, etopdsido, tenopdsido,
vincristina, vinbklastina, colchicina, dihidroxiantracindiona,
actinomicina D, toxina de difteria, toxina de Pseudomonas (PE)
A, PE40, abrina, cadena A de arbrina, cadena A de modeccina,

alfa-sarcina, gelonina mitogelina, retstrictocina, fenomicina,
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enomiocina, curicina, c¢rotina, calicheamicina, inhibidor de

saponaria officinalis, maitansinoildes y glucocorticoidricina.

[0109] Por otra parte 1la invencidn provee métodos para
identificar células madre de cancer. En términos generales, los
métodos comprenden (a) obtener una muestra de tejide de prueba
tomada de un individuo con el riesgo de tener un céncer gue
expresa una proteina N-cadherina; (b) determinar la presencia o
ausencia de céiulas madre de cancer en la muestra de tejido de
prueba por comparacién con una muestra de tejido de control
tomada de un individue del que se sabe gue es negativo al
cdncer; en la que la proteina N-cadherina se expresa con
niveles normales o bajos, o se expresa mediante un subconjunto

de las células véastago y no estd sobreexpresada.

[0110] En algunas formas de reazlizacidn, la invencién comprende
un anticuerpo monoclonal ¢ fragmentoc del mismo capaz de ligarse
al dominio extracelular 4 de la N-cadherina, que comprende la

siguiente secuencia de aminoacidos:

SEQ ID NO: 1:

MAQVQLVQSGGGLAQPGGSLRLSCARSGFTFSRHAMIWVROAPGKGLEWVSSISGSSDSTSYA
DSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNTLRAEDTAVYYCAKATGYSYY YGMDVHGPGTTVTVSSGGG
GSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSLSASLGDRVTITCRASQGISNY LAWYQQKPGKAPKLLIYGA

TTLOHGVPSRFSGSGSGTDFSLTISSLQPEDFAIYFCQQOARSFPPTFGGGTELELXR
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[0111] En algunas formas de realizacion, la invencidn comprende
un anticuerpo monoclcnal o fragmento del mismo capaz de ligarse
a los dominios extracelulares 1-3 de la N-cadherina, que
comprende la secuencia de amincacidos seleccionada entre los

siguientes grupos:
SEQ ID NO 2:

MAQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCQASGYTFTSYY IHWVRQAPGOGFEWMGIINPSGGSASYA

QKFQGRVITMTRDTSTSTVYMELRSLR
SEQ ID NO 3:

MAQVQLQESGWYFDLWGRGTPVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPSSLSASVGDRVTIT
CRASQGIRNDLGWYQCKPGKAPKLLIYAASSLOSGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLOQPEDFAT

YYCLODYNGWTEFGQGTKVEIKR
SEQ ID NO 4:

MAQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFSFSNYGMHWVRQAPGKGLEWVAVISYDGRVKSYA
DAVKGRFTISRDNSENILYVQIDSLRVEDTAVYYCARRGGDHAARGMDVWGQGTTVTVSSGGGG
SGGGGSGGGGSQSALTQPASVSGSPGRSITISCTGGRSDIGGYNYVSWYQQHPGKAPRKLMIYD

VGNRPSGVSNREFSGSKSGNT
SEQ ID NO 5:

MAPGAAGGVGGGVVGPGRSLRLSCAASGRTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVISYDGSNKYYA
DSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTXVYYCARLEYSSSSRAFDVWGQGTTVTVSSGGE
GSGGGGSGGGGSSELTODPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYASWYQQKPGQAPVLVIYGKNN

RPSGIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCNSRDSSGNHVVEGGGTKLTVLG
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SEQ ID NO 6: MAQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGE
SEQ ID NC 7:

MAQVQLVQSGAEVKRPGASVRISCKASGYPFTTYPIHWVRCQAPGQGLEWMGGINPNSGATKNY
QKFQGRVTMTADTSIRTAYMELSRLTSDDTAVY YCARGEGDTGSYLGGYWGLGTLVIVESGGE
GSGGGGSGGGGSSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSY YASWYQQKPGRAPLLVIYGKNI

RPSGIPDRFSGSSSGNSASLTITGAQAEDEADY YCNSRDRSGNYLFGVGTRVTVLG

SEQ ID NO 8:

MAQVQLVQSGAEVKKPGESLEISCKGSGYSFANNWIGWVROMPGKGLEWMGSIYPGDSDVRY S
RSFQOGHVTISADKSISTAYLOWSSLKASDTAMYYCARHRVAYSGYDAFDIWGQGTMVTVSSGG
GGSGGGGSGGGEGSSVLTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYPSWYQQKPGQAPVLVIYGKN

NRPSGIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCHSRDRSGNQVLEGGGTRKVTIVLG

SEQ ID NO 9:

MAQVOLVQSGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGSNKYYA
DSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVGGEGGVWGQGTTVTVSSGGGGSGGE

GSGGGGSDIVMTQSPSTLSAS

En algunas formas de realizacidn, esta invencidén provee
fragmentos de anticuerpo capaces de ligarse a los dominios
extracelulares 1-3 de la N-cadherina o al dominio extracelular
4 de la N-cadherina, en donde el fragmento es un cFv. En
algunas formas de realizacidn, esta invencidn provee fragmentos
de anticuerpo capaces de ligarse a los dominios extracelulares

1-3 de la N-cadherina o al dominio extracelular 4 de la N-
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cadherina, en donde el fragmento es un diacuerpo. Para generar

diacuerpos se reemplazéd el linker SGGGGSGGGGSGGGGS con SGGGGS

Métodos de administracién y formulacidn

[0112] Los anticuerpos anti-N-cadherina o los inmunoconjugados
se administran a un paclente humano de acuerdo con métodos
conocidos, tales come la administracién intravenosa, por
ejemplo, en forma de un bolo o mediante infusidén continua a lo
largo de wun periode de tiempo, por vias intramuscular,
intraperitoneal, intracerebroespinal, subcutanea,
intraarticular, intrasinovial, intratecal, oral, toépica, o
irhalacién. Se prefiere la administracidén intravencsa ©
subcutanea del anticuerpo. La administracidén puede ser local o
sistémica.

[0113] Las composiciones para administracién comprenderéan
habitualmente un agente descrito en la presente (por ejemplo,
inhibidores de la N-cadherina, anticuerpos de N-cadherina e
inmunoconjugados, siARN de N-cadherina y vectores de ellos)
disueltos en un vehiculo farmacéuticamente aceptable,
preferentemente en un vehiculo acuoso. Puede utilizarse una
variedad de vehiculos acuosos, por ejemplo, soluciones salinas
tamponadas y similares. Estas soluciones son estériles y en

términos generales estén exentas de material indeseable. Estas



composiciones pueden ser esterilizadas mediante técnicas de
esterilizacidn convencionales, bien conocidas. Las
compcesicicones pueden contener sustancias auxilizares
farmacéuticamente aceptables en la medida de lo requerido para
aproximarse a las condiciones fisiclégicas tales como agentes
para ajustar y tamponar el pH, agentes ajustadores de la
toxicidad y similares, por ejemplo, acetato de sodio, cloruro
de sodio, cloruro de potasio, lactato de sodio y similares. La
concentracion del agente activo en estas formulaciones puede
variar ampliamente, y se seleccionard primariamente en base a
los volUmenes del fluido, viscosidades, peso corporal, ¥y
similares de acuerdc con el mocdo de administracidn particular
de administracién seleccicnado y de las necesidades el

paciente.

[0114] Por lo tanto, una composicidén farmacéutica tipica para
administracién intravenosa variara en funcién del agente. Los
métodos reales para preparar composiciones administrables por
via parenteral seran conocidos de la persona con pericia en la
especialidad o evidentes para la persona con pericia en la
especialidad y se han descrito «con mayor detalle en
publicaciones tales como Remington's Pharmaceutical Science,

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

[0115] Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse en

una variedad de formas de dosis unitarias en funcidén del método
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de administracién. Por ejemplo, las formas de dosis unitarias
incluyen, pero no se limitan a, polvos, comprimidos, pildoras,
capsulas y pastillas. Se reconoce que lcs 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 enzimatica, o envasandc las
moléculas en un vehiculo adecuadamente resistente, tal como un
liposoma ¢ una barrera de proteccién. Los medios para proteger
los agentes contra la digestién son bien conocidos en la

especlalidad.

[0116] Las formulaciones farmacéuticas, en particular, de los
anticuerpos e inmunoconjugados e inhibidores destinados a ser
utilizados en la presente invencidén pueden prepararse mediante

el mezclado de un anticuerpo que tiene el grado deseado de

pureza con opcionalmente vehilculos, excipientes )
estabilizadores farmacéuticamente aceptables. Tales
formulaciones pueden ser formulaciones liofilizadas o
soluciones acuosas. Los vehiculos, excipientes o
estabilizadores, farmacéuticamente aceptables, carecen de

toxicidad para los receptores destinatarios en las dosis ¥y
concentraciones utilizadas. Los wvehiculos, excipientes ©
estabilizadores, farmacéuticamente aceptables, pueden ser
acetato, fosfato, citrato, Y otLros adcidos organicoes;
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anticoxidantes {por ejemplo, &acido ascdrbicc) polipéptidos,
agentes de conservacién de bajo peso molecular; proteinas tales
como albumina de suero o gelatina, o polimeros hidrofilos tales
como pelivinilpirrelidona; y  amincacidos, monosacaridos,
disacaridos, vy otros carbohidratos gue incluyen glucosa,
manosa, o dextrinas; agentes quelantes; y surfactantes 1dnicos
vy no idénices (por ejemple, polisorbato); contraiones formadores
de sal tales como sodio; complejos de metal (por ejemplo,
complejos de Zn-proteina); y/o surfactantes no idnicos. El
anticuerpo puede ser formulade con una concentracidén de entre

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

[0117] La formulacién también puede proveer compuestos activos
adicicnales gque incluyen agentes quimioterapeuticos, agentes
citotéxicos, citoguinas, agentes inhibidores del desarrcllo, vy
agentes antihormonales. Los ingredientes activos también pueden
prepararse en forma de preparaciones de liberacidn prolongada
(por ejemplo, matrices semipermeables de polimeros hidréfobos
sélidos {por ejemplo, poliésteres, hidrogeles ({por ejemplo,
poli (2-hidroxietil-metacrilato}, o poli{alcchol vinilico) ),
polilactidos. Los anticuerpos e inmunoconjugados también pueden
estar entrampados en micro capsulas preparadas, por ejemplo,
mediante técnicas de coacervacién o mediante polimerizacidn
interfacial, por ejemplo, micro capsulas de

hidroximetilcelulosa o micro céapsulas de gelatina y micro
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cédpsulas de peli(metacrilato de metilo), respectivamente, en
sistemas coloidales para la entrega de farmacocs (por ejemplo,
liposomas, microesferas de alkbtimina, micreoemulsiones,

nancparticulas y nanocapsulas) © en macreocemulsiones.

[0118] Las composicicnes pueden administrarse para
tratamientos terapéduticos o profildcticos. En aplicaciones
terapéuticas, las composiciones se administran a un paclente
que adolece de una enfermedad (por ejemploc, cancer) en una
“dosis terapéuticamente efectiva”. Las cantidades efectivas
para esta utilizacién dependerédn de la gravedad de la
enfermedad y del estado general de la salud del paciente. Es
posible administrar administraciones simples o multiples de la
composicién en funciéon de la dosis y frecuencia regueridas vy
toleradas por el paciente. Un “paciente” o “sujeto” para les
fines de la presente invencién incluye tanto seres humancs como
otrcs animales, en particular mamiferos. Por lo tanto los
métodos pueden aplicarse tanto para fines de terapia humana
como veterinaria. En la forma de realizacidén preferida el
paciente es un mamifero, preferentemente un primate, y en la
forma de realizacién mas preferida el pacliente es un Sser
humano. Es posible utilizar otras terapias de cancer conocidas
en combinacién con los métodos de la invencidén. Por ejemplo,
las composiciones para ﬁtilizar' de acuerdo con la invencidn

también pueden utilizarse para apuntar & o sensibilizar una
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célula a otros agentes terapéuiticos para cancer tales como 5FU,
vinblastina, actinomicina D, cisplating, metotrexato, ¥

similares.

[0119] En otras formas de realizacién, los métodos de la
invencién <con otras terapias de cancer (por ejemplo,

prostatectomia radical), terapia de radiacidn (haz exterior o

braguiterapia)), terapia de hormonas (por eiemplo,
orguiectomia, terapia c¢on LHRH-andloge para suprimir la
produccion de testosterona, terapia anti-androégeno}, o

quimioterapia. La prostatectomia radical implice la remocidn de
la totalidad de la glandula préstata y ademas algo de tejido
rodeante. Se utiliza este tratamiento comunmente cuando se
considera que el cancer no se ha propagado mds allad del tejido.
Se utiliza comunmente la terapia de radiacidn para tratar un
cédncer de préstata que estd todavia confinado a la glandula
proéstata, o que se ha propagado al tejido circundante. 51 la
enfermedad estd mas avanzada puede utilizarse la radiacidn para
reducir el tamafic del tumor. Se emplea frecuentemente la
terapia de hormona en los pacientes &n los gue el cancer de
préstata se ha propagade més alla de la préstata o tiene una
recurrencia. El1 objetivo de la terapia hormonal es la de
reducir los niveles de las hormenas masculinas, los andrégenos
y con ello hacer que el cancer de préstata se contraiga o

crezca mas lentamente. Los agonistas de LHRH (luteinizing
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Disease. New York: Elsevier 191-215 (1880)}; beta-blogueadores
tales come metcprolel (Hialmarson et al. Drugs 47:Suppl 4:31-9
(1994); vy Shaddy et al. Am. Heart J. 129:197-2 (1995));
vitamina E; acido ascérbicc vitamina C); agentes secuestradores
de radicales libres tales como acido oleandlico, acide ursélico
y N-acetilcisteina (NAC}; compuestos atrapadores de espin tales
como alfa-fenil-ter-butilnitrona (PBN) (Paracchini et al.,
Anticéncer Res. 13:1607-1612 {1993)); compuestos

selenocorganicos tales como P251 (Elbesen}; y similares.

[0121] Las administracicnes cembinadas incluyen la
administracién conjunta, para lo cual se utilizan formulaciones
separadas o una Unica composiciédn farmacéutica, % la
administracién consecutiva en cualguier orden, en doncde hay
preferentemente un pericdo de tiempo mientras ambos agentes
activos (o todos ellos) ejercen simulténeamente sus actividades

bioldgicas.

[0122] Las moléculas Y compuestos identificados que
indirectamente o directamente modulan la expresién y/o funcidn
de una proteina N-cadherina pueden ser utiles para tratar
cédnceres que respectivamente, expresan la N-cadherina. Los
moduladores de la proteina N-cadherina puede ser administrados
solos o© conjuntamente en combinacidén con la quimioterapia,
radioterapia o inmunoterapia convencionales, asi como con los

métodos terapéuticos actualmente desarrcllados.
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[0123] Las formulaciones adecuadas para laz administracidn oral
pueden consistir en (a) soluciones liguidas, tales como una
cantidad efectiva del &cido nucleico empacade suspendido en
diluentes, tales como agua, solucidn fisioldgica salina o PEG
400; (b) capsulas, sachets o comprimidecs, cada uno de los
cuales contiene una cantidad predeterminada del ingrediente
activo, como liquidos, sélidos, granulos o gelatina; (c)
suspensiones en un liquide apropiade; y (d) emulsiones
adecuadas. Las formas de los comprimidos pueden incluir uno o
més de los siguientes: lactosa, sucrosa, manitol, sorbitol,
fosfatos de calcio, almidén de maiz, almidén de papa, celulosa
microcristalina, gelatina, didéxido de silicio coloidal, talco,
estearato de magnesio, accesc estedrico, y otros excipientes,
colorantes, rellenos, ligantes, diluyentes, agentes tamponantes
de soluciones, agentes de humectacidén, 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
ejemplo, sucrosa, asi como pastillas que comprenden el
ingrediente activo en una base inerte, tales como gelatina y
glicerina o suspensicnes de sucrosa y acacia, y similares que
contienen, ademé&s del ingrediente activo, vehiculos conocidos

de la persona con pericia en la especialidad.

82

A\



[0124] E1 compuesto elegido, solo o en combinacién con Otros
compuestos adecuados, puede ser preparado como formulaciones de
aerosol (es decir, se lo puedes “nepulizar”) a ser administradas
via inhalacién. Las formulaciones de aeroscl puede ser
colocados en agentes propelentes aceptables presurizados, tales

como diclorodiflucrometano, propanc, nitrédgeno, y similares.

[0125] Las formulaciones adecuadas para la administracion
rectal incluyen, por ejemplo, supositorios que consisten en el
4cido nucleico envasado con una base de supositorio. Las bases
adecuadas para los supositorios incluyen triglicéridos
naturales o sintéticos o hidrocarbonos parafina. BAdemas de
ello, es también posible utilizar capsulas rectales de gelatina
que consisten en una combinacién del compuesto elegido con una
base, lo gue incluye, por ejemplo, triglicéridos liguidos,

polietilenglicoles, e hidrocarbcnos parafina.

[0126] Las formulaciones adecuadas para la administracidn
parenteral tales como, por ejemplc, por via intraarticular (en
las articulacicnes), intravenosa, intramuscular, intratumoral,
intradérmica, intraperitoneal, y subcutéanea, incluyen
soluciones acucosas y no acuosas, isotonicas estériles, que
pueden contener antioxidantes, tampones en solucién, agentes
bacteriostaticos y solutoes gue hacen que la formulacidn sea
isoténica con la sangre del receptor previsto, y suspensiones

estériles acuosas y no acucsas que pueden incluir agentes de
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suspension, solubilizantes, agentes de espesamiento,
estabilizantes, y agentes de conservacién. En la préactica de
esta invencién, es posible administrar las soluciones por
ejemplo, por infusién intravenocsa, o por administracidn oral,
tepical, intraperitoneal, intravesical o intratecal. La
administracién parenteral, la administracidn oral, y la
administracién intravenosa son los métodos de administraciodn
preferidos. Las formulaciones de los ccompuestes pueden ser
presentadas en contenedores sellados de una sola dosis o de

miultiples dosis, tales como ampcocllas y frascos.

[0127] Las soluciones y suspensicnes para inyecciones pueden
prepararse a partir de polvos estériles, granulos, Y
comprimidos del tipo arriba descrito. Las células transducidas
por acidos nucleicos para la terapia ex vivo también pueden
administrarse por via intravenosa o parenteral como arriba

descrito.

[0128] 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 unitarias gque contienen
cantidades adecuadas del componente activo. La forma de dosis
unitarias puede ser una preparacién envasada; el envase
contiene cantidades discretas de la preparacidn, tales como
comprimidos, capsulas envasados, y polvos en frascos ©

ampollas. Por otra parte, la forma de dosis unitaria puede ser
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una capsula, comprimido, cachet, o tabletas por si mismo, o©
puede ser la cantidad adecuada de cualquiera de ellos en forma
envasada. S1i se desea, la composicidén puede también contener

otros agentes terapéuticos adecuados.

[0129] Las preparaciones farmacéuticas entregan uno o© mas
moduladores de la proteina N-cadherina, opciconalmente en
combinacién con uno ¢ mads agentes quimioterapéuticos o agentes
inmunoterapéuticos, en una formulacidn de likeracién
prolongada. Tipicamente, se administra el modulador de la N-
cadherina terapéuticamente como un agente de sensibilizacidn
que incrementa la sensibilidad de las células tumorales con
respecto a otras terapias citotdxicas contra el cancer, lo que
incluye la quimioterapia, terapia de radiacidén, inmunoterapia y

terapia hormonal.

[0130]1 En el uso terapéutico para el tratamientc del cancer,
los moduladores o inhibidores de la N-cadherina utilizados en
el método farmacéutico de la invencidén 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
un intervale de dosis diaria de aproximadamente 0,01 mg/kg a
aproximadamente 500 mg/kg, o© de aproximadamente 0,1 mg/kg &
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
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variarse en funcién de las necesidades del paciente, la
gravedad de la condicidn que se estd tratando, y del compuesto
gque se estd empleando. Por ejemplo, es posible determinar las
dosis empiricamente teniendo en cuenta el tipo y la etapa del
cancer diagnosticado en un paciente en particular. La dosis
administrada a un paciente, en el ceontexto de la presente
invencidén, deberia ser suficiente para lograr una respuesta
terapéutica beneficiosa en el paciente a lo largo del tiempo.
La magnitud de la dosis también serd determinada por la
existencia, naturaleza vy amplitud de cualesquiera efectos
secundarios adversos gque acompafan la administracidn de un
vector en particular, o de un tipc 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 mas
pequefias que son inferiores a la dosis éptima del compuesto.
Seguidamente se incrementa la dosificacidén de a pequenios
incrementos hasta lograr el efecto dptimo kajo las
circunstancias. Por razones de comodidad es posible dividir la

dosis diaria administrada en porciones durante el dia, si se .

[0131] Las preparaciones farmacéuticas (por ejemplo, N-
cadherina siARNs, anticuerpos de N-cadherina, vacunas de N-

cadherina, inhibidores de N-cadherina, e inmunoconjugados) para
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uso de acuexrdo con la invenciédn, se entregan tipicamente a un
mamifero, lo gue incluye animales humancos y no nhumanos. Los
mamiferos no humanos tratados mediante los métodos de la
presente incluyen animales domesticados (es decir, <aninos,
felinos, roedores, y lagcmorfos) vy animales de ganaderia vy

agricultura {(bovinos, egquinos, ovinos, porcinos).

EJEMPLOS

[0132] Se presentan los siguientes ejemplos a titulo de
ilustracién, que no tienen por objeto delimitar la invenciodn

reivindicada.

Ejemplo 1: aislacién y caracterizacién de ScFVs humanos

especificos con respecto a la N-cadherina humana

MATERIALES y METODOS

Expresién de proteina recombinante N-cadherina y cepas de

células.
[0133] Se generaron dos proteinas recombinantes N-cadherina
independientes (Z Wainberg); los dominios extracelulares de N-

cadherina uno a tres {(ECD1-3}) y el cuarto dominio de N-

cadherina (EDCD4). Se clond la secuencia cADN utilizando RT-
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PCR a partir de una preparacién de mARN. Se clonaron 1os adcidos
nucleicos 160 a 497 para ECD1-3 y los &cidos nucleicos 489 a
603 en el sistema bacterial de expresidn en marco con un rotulo
6 histidina en un vector en marco con un roétulo GST. Se indujo
la expresién dentro de horas después de la induccidn; se aisléd
la fraccién peripléasmica y se purificé la proteina recombinante
mediante cromatografia Wi-NTA. Se analizd la proteina en 35DS5-
PAGE para determinar su tamafioc y pureza. Se generaron celulas
transfectadas con N-cadherina. Se cloné el cADN de N-cadherina
completa en el vector y se transfectd en LNCap por infeccidn.
Se utilizaron dos células PC3 y dos cepas de células de
préstata DU145 para caracterizar los fragmentos de anticuerpo

anti-N-cadherina aislados.

Paneo de biblioteca de fagos

[0134] Planificamos una biblioteca de fagos inmune que
despliega un Fv humano de cadena unica (scFv}, que contiene B.2Z2
x 10° miembros generados en JD Marks laboratory tal como se
describid previamente (Sheets M.D. PNAS 19298). Leos fagos se
seleccionaron por afinidad para proteinas recombinantes de N-
cadherina. ECD1-3 y ECD4 se absorbieron por separado en dos
inmunotubos (Nunc). Los inmunotubos se lavaren luego con PBS,
se bloquearcn con 4% de leche en PBS a temperatura ambiente

durante 2 horas, luego se lavaron 3 veces con PBS. Se mezclaron
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alicuotas de 1 ml de la biblioteca de scFv visualizada por
fagos (8.10 pfu) con 1 ml de 8% de MPBS y se afadieron a los
inmunotubos recubiertos con antigeno. Los inmunotubos se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Los
inmunotubos se lavaron luego una vez con 0,05% de Tween 20 en
PBS y tres veces con PBS. Los fagos se eluyeron con 1 ml de 100
mM de trietilamina durante 5 minutcs y se neutralizarcn con 0,5
ml de 1 M de Tris-Hcl pH 7,4. La mitad del fago eluido para
cada corrida se congeld mientras que la otxa mitad se uso para
infectar las células TGl. La amplificacién y purificacidn de
fagos se llevaron a cabo tal como se describid con anterioridad
(Sheets M.D. PNAS 1998). La seleccidn incluia otras 3 vueltas
de panec similares a la primera vuelta. Se usarcen 2 ml de 40
nl/ml para recubrir los inmunotubos para las vueltas 1 v 2,
mientras que se usaron 20 pl/ml para recubrir inmunotubos para
las wvueltas 3 y 4. La cantidad de lavados se incrementd
progresivamente en las vueltas 2, 3 y 4. Los anticuerpcs de
fagos policlonales de las vueltas 1, 2, 3 vy 95 clones obhjeto de
la cuarta vuelta de paneo se evaluaron por medic de ELISA tal
como se describié previamente (referencia Marks JD J Mol Biol.

1991 Dec 5; 222(3):581-97.).

BAnalisis ELISA de clones individuales
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[0135] La unidn de 95 clones del fago individual a su blanco
se determind por ELISA (Marks JD J Mol Biol. 18991 Dec
5;222(3):581-97) (Poul M, et al. JMB  Volume 301, Issue
5, Paginas 1149-1161). El bplanco usado para la seleccidn se
empled para recubrir una placa de ELISA de 86 pocillos. Se
determindé el numero de scfv por identificacién de huella
genética de los genes scFv con la enzima de restriccion BstNI y

se confirmd por la secuenciacion del ADN.

Reformateado de scFvs en diacuerpos

[0136] Se cortaron inserteos de ScFv del pHEN1 usando enzimas
de restriccidén Ncol y Notl y se clonaron en el vector pSyn
usando los mismos sitios enzimadticos de restriccidn. Para
reformatear scFv en diacuerpo el ligador de 15 a 5 a.a mediante
el empalme con PCR de extensidn superpuesta (SOE-PCR) (Yazaki
PJ, et al. PEDRS 2004 May;17(5):481-9). Los productos de SOE-PCR
se clonaron en el vector TOPO (Invitrogen) y se secuenciarcn
para verificar que no se generaron mutaciones a partir de la
PCR. Los constructos del diacuerpo se clonaron finalmente en el

vector pSynl usande los sitios de restriccidn de Ncol y Notl.

Expresién y purificacién de scFv y diacuerpes
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[0137] Les  scFvs vy diacuerpos c¢lonades en  pSynl se
transfectarocn en las bacterias TGl para la expresidon de
proteinas. Las bacterias se cultivaron a una densidad de
D.Ogome C,5 antes de inducir la expresién con 1 mM de IPTG.
Después de cuatro horas de la inducciodn, las bacterias se
centrifugaron y se prepard la fraccidn periplasmica. Las
proteinas de marca HIS se purificaron en una columna Ni-NTA. La

proteina eluida se dializdé contra PBS, se concentrd y filtré.

Caracterizacidon biocquimica

[0138] Las proteinas purificadas se analizaron por SDS-PAGE
en condiciones no  reductoras. Se determindé el  tamafio
estructural nativo por columnas de exclusidn por tamano

{Superdex 75) (Pharmacia).

Citometria de flujo

[0139] La citometria de flujo se realizd para evaluar la
unidn de los clones de anticuerpo del fage y diacuerpos a la N-
cadherina celular. Para la tincidén del anticuerpo del fago se
usé scbrenadante concentradc 20 veces. Los clones individual se
cultivaron en 20 ml de 27Y a una densidad de D.Oggm 0,9 cuando
el fago se rescatd con los fagos auxiliares. Despues de un

cultivo de toda la noche, el los fagos monoclonales se
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recolectaron del scbrenadante por precipitacién con PEG/NaCl y
se resuspendieron en 1 ml de PBS/1% de BSA. Para la tinciodn de
citometria de flujo, 5 x 10° células se incubaron durante una
hora en hielo con 100 ul de c¢lon de anticuerpe del fago
concentrado en 20x PEG. Las células se lavaron en buffer de
flujo (PB3 1%FBS, 1 mM de EDTA, 0,02% de azida sdédica) y los
clones del anticuerpo del fage se detectaron con anticuerpo
anti-M13 monoclcnal (Amersham Biosciences). Las c¢élulas se
lavaron y tifieron con anticuerpo anti-ratdn conjugado R-PE.
Para la tincién del diacuerpe, 5 x 10° células se incubaron
durante una hora en hielo con el diacuerpoc a una concentracidn
de 2 ng/ml en buffer de flujo. Las células se lavaron y el
diacuerpo se detectd con 1/100 de anticuerpo anti-c-Myc-biotina
en buffer de flujo. Las células se lavaron finalmente y tifieron

con 1/40 estreptavidina-R-PE (SIGMA)} en buffer de flujo.

Estudios in vivo

[0140] La proteina D4Db se marcé con *'T y se inyectd en la
vena de cola de ratones SCID gue portan tumcres LAPCS Aly
ratones desnudos gue portan tumcres PC3. La visualizacidn de
imdgenes MicroPET se realizé 4 y 20 horas pos-inyeccidn. 5e

realizé la bicdistribucidn 20 horas pes— inyeccidn.
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Inmunopurificacién

[0141] Las mismas biblictecas de fagos no inmune gue exhiben
anticuerpos Fv de cadena simple humanos (scFv), gue contienen
8,2X108 miembros se inmunopurificaron de modo independiente
contra proteina recombinante ECD1-3-6His o ECD4-6HIS. Los
resultados de la inmunopurificacidén gque incluyen, entrada,
salida, recuperacidn y enriquecimiento se presentan en la Tabla
1. La inmunopurificacién contra un ECD1I-3 preodujo el
enriquecimiento tempranoc a partir de la ronda 2, mientras que
el enriquecimientc solo fue superior a uno en la ultima rcnda
de inmunopurificacién para 21 ECD4. Estos resultades son
compatibles con el ELISA policlonal ELISA ya gque una sefal
aparecié en la segunda ronda de inmuncpurificacidédn con ECD1-3
mientras gue solo la muestra de la tercera ronda de

inmunopurificacidn con ECD4 mostrd una sefal.

[0142] Como se muestra en la FIG. 1, los anticuerpos del fago
policlonal de las rondas de inmuncpurificacién 1, 2 y 3 se
analizaron por ELISA. Los blancos usados para las rondas de
inmunopurificacidn se usarcen para recubrir la placa de ELISA.
La unidn del anticuerpo del fage se detectd con anticuerpo

anti~-M13 conjugadc a HRP.

Tabla 1
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a) ECD1-3
Proteina | Entrada Salida Recupera | Enrigquec
inmovili | (pfu) {pfu) cidon imiento
zada
Ronda 1 |40 ul/ml |8*10™ 2*10° 2,5%107°
Ronda 2 |40 upl/ml | 5*10!f 2+10° 4%107° 1,6
Ronda 2 |20 ul/ml |5*10™ 4*10° 107 2,5
Ronda 4 20 pi/ml |2*10% 5+10° 2,5%107° | 250
b) ECD4
Proteina | Entrada Szlida Recupera | Enriguec
inmovili (pfw) (pLfu) cidn imiento
zada
Ronda 1 |40 pl/ml [8*10% 2%10" 1,25%107°
Ronda 2 |40 pl/ml [ 5%10°° 10° 2%107° 0,2
Ronda 3 |20 pl/ml |5*10Y 5%10° 107" 0,05
Ronda 4 |20 pl/ml |3,5*10% |s5*10° 1,4*107% | 1,4
Deteccién
[0143] Se aislaron 95 de la quinta ronda de seleccidn para

ECD1-2 y ECD4 y se analizaron per ELISA. Los 95 clones aislados
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de la cuarto ronda de seleccidn para ECDL-3-6HIS se analizaron
contra ECD1-3-6HTS y ECD1-3-GST. 93 de 1los 95 clones fuerocn
positives cuando se ensayaron con ECD1-3 6HIS. Veintidds de los
clones positivos para ECDL-3 6HIS también fueron pgsitivos para
ECD1-3-GST. Los veintidés clones positives para ECD1-3 6HIS vy
ECD1-3-GST se identificaron por huella genética para aislar
clones Unices. 7 clones tenian sole una coplia A7, C7, €12, D10,
E4, B10 y G2Z. Bl2 tenia otra copia. D4 tenia 3 copias
diferentes y A8 tenia otras 8 copias. El inserto AS Ncol-Notl
fue mas corto que los otros clones cuando se analizé en el gel
de agarosa. Los 95 clenes aislades de 1la cuarta ronda de
seleccidn parae ECD4-6HIS se analizaron contra ECD4-6HIS y ECDI1-
3 6HIS. Los 95 clones analizados fueron positivos cuando se
analizaron en ECD4-6HIS vy negativos cuando se analizaron en
ECD1-3 6HIS. Nosotros seleccionamos 8 de los c¢lones positivos
que dieron la sefial mas fuerte en el ELISA y se los identificd
por huella genética. Estos 8 clones tenian la misma huella

genética. Uno de estos clones, Al se llamd Al4

{0144] En sintesis, nosotros seleccionamos 10 clones del fago
individual que unen proteina recombinante ECD1-3 de N-cadherina
(17, A8, B2, C7, €12, 04, D10, E4, E10, G2} vy un clon del fago

gque une proteina recombinante ECD14 de N-cadherina {(Al4)
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Unidén de clones del fago a la N-cadherina de la superficie

celular

[0145] Los once clones del fago individuales seleccionados por
ELISA se ensayaron para determinar la union celular de las
células positivas a N-cadherina (células transfectadas con N-
cadherina PC3 y LNCaP) por citometria de flujo. Los clones
también se analizarcon para determinar reactividad cruzada en
las células negativas para N-cadherina (DU-145 y LNCap). En
estos experimentos, se generd un segunde lote de anticuerpos
del fago y se analizaron nuevamente por ELISA. Ambos resultados
de ELISA para los clones seleccionados se presentan en la Tabla
2. Todos los clones del fago excepto uno tific con D4 las
células positivas para N-cadherina pero no las células
negativas para N-cadherina. La intensidad de fluorescencia
media para cada clon se presenta en la Tabla 2. Nosotros
seleccionamos Al4 come el unico anti-ECD4 y C7 y E4 ya due
estos clones del anticuerpc del fago muestran Lla tincidn
celular mas fuerte al ser reformateados en el diacuerpo. Se
generé el diacuerpo; se usaron Al4Db, C7Db y E4 Db para tefir
las células positivas y negativas para N-cadherina. Al4Db vy
E4Db mostraron una tincién débil comparable mientras que C7 Db
mostrd tincién més fuerte de las células positivas para N-

cadherina cuando se analizaron por citometria de flujo (datos
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nos mostrades). Sin embargo C7Db también muestra tincidn de una

célula negativa para N-cadherina.

[0146] la proteina de scFv de estos clones se han secuenciado.

Las secuencias se listan a continuaciédn:

Al4ScFv SEQ ID NO: 1

A7 ScFv incomplete S8EQ ID NO: 2

A8 ScFv truncado SEQ ID NO: 3

Bl2 ScFv incompleto SEQ ID NO: 4

C7 ScFc SEQ ID NO: 5

Cl2 ScFv incompleto SEQ ID NO: 6

D4 ScFv SEQ ID NO: 7
E4 ScFv SEQ ID NO: 8
E1l0 ScFv incompleto SEQ ID NO: 9
Tabla 2
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(N

Cion Proteina de| Nuamero de | 1° ELISA 2do ELISA Citometria
fusidn coplas (OD) (OD) de flujo
(MFD)
Ald (Al HIS 1 032 ? 57
Domain 4
AT G3T 1 0.1 H] 43
HIS 0.26 038
AR GST 9 017 003 30
[truncado) HIS D25 011
Biz GST 2 0.2 026 o1
HIS 0.18 0.4
C7 GST 1 0.1 0.1¢ 110
HIS 0.23 035
cilz GST t D34 .16 3g
HIS 0.2 0.31
D4 G3T 4 031 013 0
HIS 038 0.24
Bl10 G3T 1 022 013 23
HIS 0.24 0.28
E4 GST l 017 0.21 216
HIS 0.35 0.39
EIO G3T | 0.13 0.14 12
HIS 0.21 0.35
G2 GST 1 0.09 00é 36
HIS 0.26 0.14
Tabla 3
Tumor Sangre Higado Bazo Rifién Pulmdn
LAPCS 0,6 0,9 0,3 0,2 0,6 0,3
AT
PC3 0,3 0,96 0,3 0,1 0,6 0,3

Los datos de biodistribucién se obtuvieron a 22h pos- inyeccidn

de los tumores © ratones.

Tumor/sangre =0,7

(LAPCY)

y 0,5

08

(PC3)



Seleccidén del mejor ligador

[0147] En un esfuerzo adicional para seleccicnar el mejor de
los 10 ligadeores ECD1-3, se generaron estos clones del fago, se
redujeron en las células LNCaP y se inmunopurificaron dos veces
contra las células LNCaP transfectadas con N-cadherina. Los
clones se secuenciaron. Si bien, la tincién de las células
LNCaP transfectadas con N-cadherina con los clones del fago Dd

fue negativa, el clon D4 fue prevalente con X copias.

[0148] Se generd el diacuerpo D4 (D4Db) y se compard con E4Db
por la tincién con PC3 y DULl45 (Figura 2). E4Db y D4Db tifieron
PC3 y fueron negativos para DU145. La tincién de D4Db de PC3

fue mas fuerte que E4Db (FIG. 4).

[0149] Como se muestra en la FIG. 2, las células positivas para
N-cadherina (PC3) se incubaron con diacuerpos, se tifleron y
analizaron por clitometria de fluio. Sclo anticuerpos
secundarios: anti-C-Myc-FITC (relleno en gris), Ald4 Dbk (linea

discontinua), E4 Db (linea fina} C7 Db (linea gruesa).

[0150] Como se muestra en la FIG. 3, las células negativas para
N-cadherina (DU 145) y células positivas para N-cadherina (PC3)
se incubaron con C7 Db, se tifieron y analizaron por citometria
de flujo. Sole anticuerpos secundarios: anti-C-Myc-FITC

(relleno en gris), C7 Db (linea entera).
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[0151] Como se muestra en la FIG. 4, las células negativas para
N-cadherina (DU 145) y las células positivas para N-cadherina
(PC3) se incubaron con diacuerpos, se tifieron y analizaron por
citometria de flujo. Solo anticuerpos secundarios: anti-C-Myc-
biotina en esptreptavidina R-PE (relleno en gris), E4 Db (linea
discontinua), D4 Db {(linea entera).

[0152) La FIG. 5 muestra la localizacidén del tumor de D4 Db

1241

marcado c¢on en tumores LAPCY AI. Se registraron las

secciones coronales 4 horas después de la inyeccidn.

[0153] Se entiende que los ejemplos y formas de realizacidn
descriptas en la presente son sclo con fines ilustrativos y que
a la luz de estos varias modificaciones o cambios seran
sugeridas a los expertos en la técnica y estadn dentro del
alcance del espiritu vy ambito de esta scolicitud y alcance de
las reivindicacicnes anexas. Todas publicaciones, patentes, vy
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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6. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidn

4, en donde el fragmentc es un diacuerpo.

7. Un método de tratamiento de un paciente con

cancer, que comprende las etapas de:

(a) obtener una muestra de tejido de prueba tomada de
un individuo «on riesgo de tener céncer que expresa  una

proeteina N-cadherina;

{b) determinar la presencia © ausencia o la cantidad
de la proteina N-cadherina en la muestra de tejido de prueba
por cecmparacidén con una muestra de tejido de control tomada de
un individuc del gue se sabe gque es negativo al cancer;
diagnosticando aqui dicho céancer que expresa una proteina N-
cadherina, en donde la proteina N-cadherina se expresa con
niveles normales o bajos, © estd expresada por un subconjunto

de células, ¢ estd sobreexpresada; y

{c) administrar una cantidad efectiva de anticuerpo
de N-cadherina o fragmento de acuerdo con la reivindicacidn 1 6
4 al individuo en riesgo de tener cancer Jue expresa una

proteina N-cadherina.

8. El método de acuerdc con la reivindicacidén 7, en

donde dicha muestra de tejido es tejido de prdstata o vejiga.
102
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15. Fl método de acuerdo con la reivindicacidén 7, en

donde dicho anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

16. FEl método de acuerde con la reivindicacidn 7, en

donde el anticuerpo es un sctv,

17. El método de acuerdo con la reivindicacidén 7, en

donde el anticuerpo es un diacuerpo.

18. Un método de diagndstico de un paciente con

cancer, que comprende las etapas de:

(a} obtener una muestra de tejido de prueba tomada de
un  individuo con riesgo de tener cancer Jue expresa una

proteina N-cadherina;

(b) determinar la presencia o ausencia o cantidad de
la proteina N-cadherina en la muestra de tejido de prusba por
comparacién con una muestra de tejido de control tomada de un
individuc del que se sabe que es negativo al cancer poniendo en
contacto una muestra con una cantidad efectiva de un anticuerpo
de N-cadherina o fragmento de acuerde con la reivindicacién 1 &
4; diagnosticando agui dicho cancer que expresa una proteina N-

cadherina, en donde la proteina N-cadherina se expresa con
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niveles normales o bajos, o estd expresada por un subconjunto

de células, © estéd scobreexpresada.

19. Un método de identificacién de células madre de

cancer, gue comprende las etapas de:

(a) obtener una muestra de tejido de prueba tomada de
un  individuc con riesgo de tener céancer gue expresa una

proteina N-cadherina;

(b} determinar la presencia o ausencia de ceélulas
madre de cancer en la muestra de tejido de prueba por
comparacién con una muestra de tejido de control tomada de un
individuo del gque se sabe que es negativo al cancer; en donde
la proteina N-cadherina se expresa coOn niveles normales o©
bajos, o se expresa mediante un subconjunto de las células
vastago y no estd sobreexpresada, usando los anticuerpos de

acuerdo con las reivindicacicnes 1 & 4.

20. El método de acuerdo con la reivindicacién 19,
en donde dicha muestra de tejido es tejido de proéstata o

vejiga.

105



volumen turnoral {mm*d)

1186

LAPCIAD a transicin Al | 1xPBS vs 1H7 vs EC4

4

—
bl f% oD EA e KR TRETYY L P

L4 & & @ B OLF I 20 k2 25 M

dias

B>



Recuento

3/16

Resultados de FACS en turmores
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La N-cadhierina actva NF-KB
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La N-cadherina activa NF-KB
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El knockdown de N-cadherina conduce a la regulacion hacia abajo
de lL-6 e IL-8
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~Actividad de NFKB después del tratamiento de ériﬁcuerpos de N-cadherina

®

Luciferasa (F/R}

0 6hrs 24hrs Tdays

Actividad de NFKB después de 7 dias de tratamiento de 1H7,
reducida ligeramente. Esto concuerda con western blot donde la
expresion de pAlt y Ncad era reducida.
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l.os anticuerpos especificos de N-cadherina se activan,
luego se desregula hacia abajo la activacion de Akt

1H7 EC4
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Offices unless an international preliminary examination report has becn ot is to e cstablished. Following the

expiration of 30 months from the priority date sr onments will also be made available to the public.
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rioﬁ

w
Shortly after the expiration of 18 months froff the p date, the intcrnational 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 ofpthc priority claim, must reach the International Bureau before the completion of the
technical prcparatim&fm injcrnational publication (Rules 90bis.1 and 90bis.3).
’
om

L
e
Within 19 months prignol date, but only in respect of some designated Offices, a demand for international
preliminary examination must be ﬁfcd if the applicant wishes to postpone the entry into the national phase until 30
months from the priority date (in some Offices even later), otherwise, the applicant must, within 20 menths from the
priority date, perform the prescribed acts for entry into the national phase before those designated Offices. ‘Z’(o..",f
In respect of other designated Offices, the time limit of 30 months {or later) will apply even if no demand is fifed
within 19months. v

ated

For details about the applicable timie limits, Office by Office, see www.wipo.int/pri/en/texts/time_limits.html and the
PCT Applicant's Guide, National Chapters.
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES

De la AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Para: PCT

PARENT ANNETTE S. NOTIFICACION DE REMISION DEL

TOWNSEND AND TOWNSEND AND CREW INFORME DE BUSQUEDA
LLP THO 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 remisién (dia/mes/afo)
22 de julio de 2010 (22-07-
2010}
Referencia de archivo del PARA OTROS TRAMITES
Solicitante o Agente Véanse los parrafo 1 y 4 a
2307K1934-1 continuacién
Solicitud de Patente Fecha de presentacidn
Internacional N° internacional {dia/mes/afio):
PCT/US2009/063881 10 de noviembre de 2009 (10-
11-2009)

Sclicitante: THE REGENTS OF THE OUNIVERSITY OF CALIFORNIA vy

otros

1. [x] Por la presente se notifica al solicitante que el
informe de busqgueda internacional y la cpinidén escrita de la
Autoridad de Busqueda 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




internacional (véase la Norma 46):

;Cuadndo? El plazc para presentar dichas modificaciones es
normalmente de 2 meses desde la fecha de transmisidn del
Informe de Busqueda Internacional.

:Dénde? Directamente a la Oficina Internacional de 1la
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 gue no se
establecerad informe de bisqueda internacional y que la
declaracién conforme al Articulo 17(2){a) a tal efecto y la
opinién escrita de la Autoridad de Busgueda Internacional se

ftransmiten con la presente.

3. [] Con respecto la protesta contra el pago de {(un)
arancel {es) adicionales conforme a la Norma 4C.2, se notifica
al solicitante que:
[] la protesta asi como la resolucidén sobre ella ha sido
transmitida a la ©ficina Internacicnal junte con el
pedide del solicitante de remitir los textos de la
protesta y de la resolucidén sobre ella a las Oficinas

designadas.
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4.

[] aun no ha habide resolucién sobre la protesta; el
solicitante sera notificado en cuanto haya una

resolucidn.

Recordatorios:

Poco después de los 18 meses desde la fecha de prioridad,
la Oficina Internacional publicard la solicitud de
patente internacional. Si el solicitante desea impedir o©
postergar la publicacién, un escrito de retiro de la
solicitud de patente internacional, o de la
reivindicacién de prioridad, deberdn ser presentados ante
la Oficina Internacional segun lo previsto en las Normas
S90kbis.1 y 90bis. 3, respectivamente, antes de la
finalizacién de los preparativos técnicos para la
publicacidén internacicnal.

El sclicitante podré presentar ante la Cficina
Internacional observacicnes en forma informal acerca de
la opinién escrita de la Autoridad de Busgqueda
Internacional. La Oficina Internacional remitird una
copia de esas observaciones a todas las oficinas
designadas a menos gque se haya establecido o se deba
establecer un informe del examen preliminar
internacicnal. Estas observaciones también estarian
disponibles para el publico pero no con anterioridad al

vencimiento del plazo de 30 meses des de la fecha de
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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 mas); de lo

contrario el solicitante deberd, dentro de los 20 meses,

realizar los trémites previstos para el ingreso en la

fase nacional ante aquellas Oficinas designadas.

Con respecto a las demds Oficinas designadas,

30 meses (o con posterioridad)

no se presente ningun pedido dentro de los 19 meses.

Véase el Anexc al Formularioc PCT/IB/301 v,

acerca de 1los plazos aplicables, Oficina por Oficina,

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

Nacionales y el sitio de Internet de la WIPO.

el plazo de

serd aplicable aun cuando

para detalles

Nombre y domicilio para
correspondencia de la ISA/KR
Oficina de la Propiedad
Intelectual de Ccrea

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

N° de Fax 82-42-472-7140

Funcionario Autorizado:
COMISARIO

N°® Telefénico: 82-42-481-8754

Formulario PCT/ISA/220 (Borrador para Caonsulta, julic de 2010)



*Atencion:

Las copias de los documentos citados en el informe de busgueda
internacional se podran buscar en el siguiente sitioc web en
inglés de la Oficina de la Propiedad Intelectual de Corea
durante tres meses desde la fecha de remisién del informe de
bisgueda internacional.

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

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

Contrasefia {PW): A496PRX4

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

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

Correo electrédnico: ipkc@ipkcenter.com

Numero telefénico: +1 703 388 1066

Fax: +1 703 388 1084

Notas al Formulario PCT/ISA/220 {Borrador para Consulta, julio de 2009)
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i International application No.
WRITTEN OPINION OF THE

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US2009/063881

Box No. I Basis of this opinion

1. With regard to the language, this opinian has been established on the basis of :
g the international epplication in the language in which it was filed

l:l a translation of the international application into , which is the language of a
transiation furnished for the purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1(b)}

2. D This apinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake outhorized by or notified
10 this Authority under Rute $1 (Rule 435is.1(a)}

3. With regard 10 any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, this opinion has been
established on the basis of;

a. a sequence listing filed or furnished

D on paper
[:] in electronic form

b. time of filing or furnishing
D contained in the international application as filed,
E] filed together with the international application in electronic form.
D furnished subsequently to this Autharity for the purposes of search.

4, D in addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished, the required
statements that the information in the subsequent or additioan] copies is identical to that in the application as filed or does

not go beyond the application as (iled, as appropriate, were fumished.

5. Additional comments:

Form PCT/SA/237 (Box No. Iy July 2009)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US2009/063581

Box No. IV Lack of unity of invention

L. D In response to the invitation (Form PCT/ISA/206) to pay additional fecs the applicant has, within the applicable time limit:
(] eaid additional fees
D paid additional fees under protest and, where applicable, the protest fee
D paid additional fees under protest but the applicable protest fee was not paid
‘:] not paid additional fees

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

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

D complied with

D<) ot complicd with for the foliowing teasons:

The separate inventions found by the Search Authority are as follows:

invention 1' A monoclonal antibody or fragment thereof capable of binding to extraceliular
domain 4 of N-cadherin, comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO:1. {claims 1-3;
claims 7-27 partially)

Inventions 2: A monoclonal antibody or fragment thersof capable of binding to extracellular
domain 1-3 of N-cadherin, comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO:2. (4-27
partially)

Inventions 3-9: 2s in invention 2, but relating to the amino acid sequence of SEQ 1D NO:
3.4,56.7,8, or 9. (4-27 partially)

The common technical feature among Inventions 1-9 is "4 monoclonal antibody or fragment
thereof capable of binding to extracellular domain of N-cadherin®, However, such antibodies
are already disclosed in D1{KIM et al.}, Thus, the commion technical feature is not considered
to contribute over the prior art as a whole, and the present application does not meet the
requirements of unity of invention (Rule 13.1 PCT).

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

g all parts.

D the parts relating to claims Nos.

Form PCT/ISAR3T (Box No. 1V) (July 2009)



international application No.

WRITTEN OPINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US2009/063881

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

1. Statement

Movelty (N} Claims  1-27 YES
Claims NONE NO

Inventive step (1S) Claims NONE YES
Claims 127 NO

industrial applicebility (IA)  Claims  1-27 YES
Claims ~NONE NO

2. Citations and explanations

1. Remarks of the Industrial Applicability

For the assessment of the present claims 7-27 on the question whether they are industrially
applicable, no unified criteria exist in the PCT. The palentability can also be dependent on
the formulation of the claims.

The search has been carried out based on the alleged effects of the composition.

2. The following documents are referred to in this written opinion:

D1l: KIM, J.-B. et al. 'N-Cadherin extracellular repeal 4 mediates epithelial to mesenchymal

transition and increased metility.'
Journal of Cell Biology. Vol. 151(8), pp. 1193~1205 (11 December 2000)

D2:HARRISON, O. I. et al. 'The mechanism of cell adhesion by classical adherins® the role of
domain 1.°
Journal of Cell Science. Vol. 118(Pt.4), pp. 711-721 (25 January 2005)

D3: TRAN, N. L. et al. 'N-cadherin expression in human prostate carcinoma cell lines.'
American Journal of Pathology. Vol. 155(3}, pp. 787-798 (September 1999)

D4: US 6682901 B2
3. Novelty and Inventive Step [PCT Article 33(2) and 33(3)]

3.1 None of the prior art discloses a monoclonal antibody comprising the amino acid
sequence of SEQ ID NO: 1,2,3.4,5,6.7.8, or 9. Thus, novelty for claims 1-27 is acknowledged.

3.2 as to claims 1-3

The document D1 is considered to be the closest prior art for claims 1-3. D1 discloses a
monoclonal antibody that binds to extracellular domain (ECD) 4 of N-cadherin.

Claims 1-3 differ from D1 in that they related to human and fragmented anti~ECD antibody.
However, methods for making of, as well as the advantages of human and/or fragmented
antibodies were known in the art. The description of the application does not provide
experimental data supporting that the antibody has an unexpected or advantageous effect.

Therefore, the subject—matter of claims 1-3 is not inventive.

Form PCT/ASA/237 (Box No. V) (July 2009)



International application No.
WRITTEN OPINION OF THE

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US2009/063881

Supplemental Box

In casc the space in any of the preceding boxes is not sufficient.
Continuation uf:

Box No. V.
3.3 as to claims 4-6

The document D2 is considered to be the closest prior art for claims 4-6. D2 discloses 4
monaclonal antibody that binds to extracellular domain (ECD) 1 of N-cadherin, which is
considered to bind to ECD 1-3.

Claims 4-6 differ from D2 in that they related to human and fragmented anti-ECD antibody.
However, methods for making of, as well as the advantages of human andfor fragmented
antibodies were known in the art. The description of the application does not provide
experimental data supporiing that the antibody has an unexpected or advantageous effect.

Therefore, the subject-matter of claims 4-6 is not inventive.

3.4, as to claims 7-27

Claims 7-17 are directed to a method of treating a cancer patient by administering
N-cadherin antibody of claim 1 or claim 4; claim 18 is directed to a method of diagnosing a

cancer patient; and claims 19-27 are directed to a method of identifying cancer stem cells.

D2 discloses that N-cadherin is expressed in prostate cancer cell line and the expression of
N-cadherin is associated with the loss of the epithelial phenotype in invasive prostate
adenocarcinoma cell lines.

D4 discloses methods for diagnosing cancer as well as leukemia using antibodies to
N-cadherin.

The subject—matter of claims 7~27 is not inventive since the antibody of claim 1 or claim 4 is
not inventive in the light of D1 or D2, and it is considered to be obvious for a skilled person in
the art to contemplate a method of treating or diagnosing cancer or cancer stem cells using
anti-N-cadherin antibodies in the light of D3 and D4.

4. Industrial Applicability [PCT Article 33(4)]

The subject—matter of claims 1-27 is considered to be industrially applicable.

Form PCT/ASA/237 (Supplemental Box) (July 2009)
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1. Esta opinién escrita contiene indicaciones relacionadas con
los siguientes puntoes:

[2x] Casillero N° I. Fundamento del informe

[] Casillero N°® II. Prioridad

[] Casillero N° III. No establecimiento de opinidén sobre la
novedad, paso inventive y aplicabilidad industrial

[x) Casillero N°® IV. Falta de unidad de invencién

[x] 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 declaraciénm.

{] Casilleroc N° VI. Ciertos documentos citados

[l Casillero N° VII. Ciertos defectos en la solicitud de
patente internacional

[! Casillero 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 considerara 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 gue sea la IPEA y la IPEA
elegida ha notificado a la Oficina Internacional conforme a la

Norma 66.1bis(bp) gue la opinidén escrita de esta Autoridad de

W
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Busqueda Internacional no se considerara asi.

Si esta opinidn, proporcionada antericrmente, se considera la
opinién escrita de la IPEA, se 1invita al solicitante a
presentar ante la IPEA una contestacion escrita junte con,
cuando corresponda, enmiendas, con anterioridad al vencimiento
de tres meses desde la fecha de la remisidon del Formulario
PCT/ISA/220 o con anterioridad al vencimiento de 22 meses
desde la fecha de la prioridad, la que sea posterior.

Para mas opciones, véase el Formulario PCT/ISA/220.

3. Para 1mas detalles, véase las notas al Formulario
PCT/ISA/220

Nombre vy domicilio para |Fecha de Funcionario
correspondencia de la | finalizacidn autorizado

ISA/KR de esta lMUN, Tae Jin
Oficina de la Propiedad |opinidn N°® Telefoénico: 82-
Intelectual de Corea 20 de julio de |42-481-8288

Complejo Gubernamental- | 2010 (20-C7-
Daejeon, 139 Seonsa-ro, { 2010)
Seo-gu, Daejeon 302-701,
Repliblica de Corea

N° de Fax 82-42-472-7140

Formulario (PCT/ISa/237) (Caratula) (julio de 2009)
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OPINION ESCRITA DE LA Solicitud de Patente Internacional N°
AUTORIDEZD DE BUSQUEDA PCT/US2009/063881

INTERNACIONAL

Casillero N° I. Fundamento de esta opinidn.

1. Con respecto al idioma, esta opinidén se ha establecido
basada en:

[x] la solicitud de patente internacional en el idioma en que
se presentd.

[] una traduccion de la solicitud de patente internacional al

, que es el idioma de la traduccién provista para los

propésitos de la Dbusgueda internacional {Normas 12.3 vy
23.1(b}).
2. [] EBsta opinién se ha establecido tomando en cuenta la

rectificacién de un error evidente autorizada o notificada por

esta autoridad conforme a la Norma 91 (Norma 43bis.l{a}).

3. Con respecto a todas las secuencias de nucleétidos y/o
aminoacidos que se revelan en la sclicitud de patente
internacional, esta opinién se ha establecido basado en:

a. un listado de secuencias presentado o provisto

[] en papel

[] una forma electrdnica

b. fecha de presentacidn o provisidn
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[] contenido en la solicitud de patente internacional
presentada

[] presentado junto con la sclicitud de patente internacional
en forma elecirdnica

(] provistoe con posterioridad ante esta Autoridad con

propdsitos de busgueda.

3. [] Ademas, en caso de que se haya presentado o provisto mas
de una versién o copia de un listado de secuencias, se
prestaron las declaraciones requeridas de que 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, seglin corresponda.

5. Comentarios adicionales

Formulario PCT/ISA/237 (Casillero N° I} (julic de 2009)

r)’\b
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OPINION ESCRITA DE L& Solicitud de Patente Internacional N°
AUTORIDAD DE BUSQUEDA PCT/US2009/063881

INTERNACIONAL

Casilleroc N° IV. Falta de unidad de invencién

1. [] En respuesta a la invitacién (Formulario PCT/IS/206)
para pagar aranceles adicionales, el solicitante, dentro
del plazo aplicablie, ha:

{1 pagadc aranceles adicionales;

[] pagado aranceles adicionales bajo protesta vy, cuande

corresponde, el arancel de proctesta.

[] pagado aranceles adicionales bajo protesta pero no se

pagd el arancel de protesta aplicable

i] no pagd aranceles adicionales

2. [x] La Autoridad considerdé que el requisito de unidad de
invencisén no se cumple y no elige invitar al sclicitante
a pagar los aranceles adiciocnales
3. Esta Autcridad considera que el requisitoe de unidad de
invencién de acuerdoe con la Norma 13.1, 13.2 y 13.3
[1 se cumple
(%] no se cumple por los siguientes motivos:
Las invenciones separadas que hallé la Autoridad de Busqueda
son las siguientes:

Invencién 1: Un anticuerpo monoclonal o un fragmento de él
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capaz de unirse al dominio extracelular 4 de N-cadherina, que
comprende la secuencia de aminocdcido de SEQ ID NO 1.

(reivindicaciocnes 1-3; reivindicaciones 7-27 parcialmente)

Invencién 2: Un anticuerpo monoclonal o un fragmento de &1
capaz de unirse al dominio extracelular 1-3 de N-cadherina, que
comprende la secuencia de aminocacido de SEQ ID NO 2 (4-27

parclialmente)

Invenciones 3-9: como en la invencién 2, pero en relacidn con
la secuencia de aminoédcideo de SEQ ID NO 3, 4, 5, 6, 7, 8, o 9.

{(4-27 parcialmente]).

La caracteristica técnica comin entre las invenciones 1-9 es
“un anticuerpo monoclonal o un fragmento de él capaz de unirse
al dominio extracelular de N-cadherina”. Sin embargo, dichos
anticuerpos también se revelan en DL(KIM et al). Es decir, la
caracteristica técnica comin no se considera gue contribuya
por encima del arte previo en su totalidad y la presente
solicitud de patente no cumple con los requisitos de unidad de

invencién (Norma 13.1 del PCT).

4. En consecuencia, este informe se ha establecido con

respecto a las siguientes partes de la solicitud de patente

r),\
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internacicnal
[x] todas las partes

(1 las partes relacionadas con las reivindicaciones N°

Formulario PCT/ISA/237 {Casiller¢ N® IV) (julic de 2009}

OPINION ESCRITA DE 1A Solicitud de Patente Internacional N°

AUTORIDAD DE BUSQUEDA PCT/US200¢/063881

INTERNACIONAL

Casillero N° V. Declaracién fundamentada conforme a la
Clausula 35(2) sobre la novedad, paso inventivo o
aplicabilidad industrial; citas A explicaciones que

fundamentan dicha declaracién.

1. Declaracidn

Novedad (N) Reivindicaciones 1-27 sT

Reivindicaciones NINGUNA NO

Paso Inventivo(IS) Reivindicaciones: NINGUNA _Si
Reivindicaciones 1-27 NO
Aplicabilidad industrial (IA) Reivindicaciones 1-27 si
Reivindicaciones: NINGUNA NO
2. Citas y explicacicones:
1. Observaciones de la Aplicabilidad Industrial
Para la evaluacién de las presentes reivindicaciones 7-27

sobre la cuestién de si tienen aplicabilidad industrial, no
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existen criterios unificados en el PCT. La patentabilidad
también puede depénder de la formulacidn de las

reivindicaciones.

La blisqueda se ha realizado basade en los efectos supuestos de

la composicion.

2. En esta opinién escrita se citan los siguientes documentos:
D1: KIM, J.-B. et al. ‘Repeticién extracelular de N-Cadherina
4 media la transicién de epitelial a mesenguimal y la
motilidad aumentada’. Diario de Biologia Celular. Vol. 151(6),
paginas 1193-1

D2: HARRISON, 0. J. et al. "El mecanismo de la adhesién a las
células por cadherinas clésicas: el papel del dominio 1"

Diario de Ciencia Celular. Volumen 118 (Pt.4), paginas 711-721
{25 de enero de 2005)

D3: TRAN, N. L. et al. 'Expresién de N-cadherina en lineas de
células de carcinoma de prostata humano.'

Diario Estadounidense de Patologia. Vol. 155(3), paginas 787-
798 (Septiembre de 1999)

D4: US 6682901 B2

2. Novedad y Pasc Inventivo [Clausulas 33(2) y 33(3) del PCT]

3.1. Ninguno de los documentos del arte previc revela un
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anticuerpoc moncclonal que comprende la secuencia de aminoacido
de SEQ ID WO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, B, o %. Por lo tanto, se

reconoce la novedad para las reivindicaciones 1-27.

3.2 en cuanto a las reivindicaciones 1-3

El documento D1 se considera que es el arte previc mas cercano
para las reivindicaciones 1-3. Dl revela un anticuerpo
monoclonal gue se une dominio extracelular (ECD) 4 de N-

cadherina.

lLas reivindicacicnes 1-3 difieren de D1 en que se relacionan
con el anticuerpo anti-ECD humano y fragmentadc. Sin embargo,
los métodos para la elaboracidén asi como las ventajas de
anticuerpos humanos y/o fragmentados eran conocidos en el
arte. La descripcién de la solicitud de patente no brinda
dates experimentales que respaldan qgue el anticuerpo tiene un

efecto inesperado o ventajoso.

En consecuencia, el objeto de las reivindicaciones 1-3 no es
inventivo.

Formulario PCT/ISA/237 ({Casillero N° V) (abril de 2009}
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OPINION ESCRITA DE LA | Solicitud Internacional N°
AUTORIDAD DE BUSQUEDA | PCT/US2009/005029

INTERNACIONAL

Casillero Complementarie

En caso de que el espacio en gque cualquiera de los casilleros
precedentes sea insuficiente.

Continuaciodon de:

Casillero N° V.

3.3 en cuanto a las reivindicacicnes 4-5

El documento D2 se considera el arte previo més cercano para
las reivindicaciones 4-6. Dl revela un anticuerpc moncclonal
que se une al dominio extracelular (ECD) 1 de N-cadherina, gue
se considera gue se une a ECD 1-3.

Las reivindicaciones 4-6 difieren de D2 en gque estan
relacionadas con el anticuerpoc anti-ECD humano y fragmentado.
Sin embargo, los métodos para la elaboracién asi como las
ventaias de anticuerpos humanos y/o fragmentados eran
conocidos en el arte. La descripcidén de la solicitud de
patente no brinda datos experimentales que respaidan que el
anticuerpo tiene un efecto inesperado o ventajoso.

En consecuencia, el objeto de las reivindicaciones 4-6 no es
inventive.

3.4. en cuanto a las reivindicaciones 7-27
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lLas reivindicacicnes 7-27 se refieren a un método de
tratamiento de un paciente con cancer mediante la
administracién de un anticuerpo de N-cadherina de acuerdo con
la reivindicacién 1 o la reivindicacién 4; la reivindicacidn
18 se refiere a un métcdo de diagnéstico de un paciente con
cancer; y las reivindicaciones 1%-27 se refieren a un metodo
de identificacidén de células madre cancerosas.

D3 revela gque N-cadherina se expresa en la linea de células
del cancer de préstata y la expresién de N-cadherina esta
asociada a la pérdida del fenotipo epitelial en las lineas de
células de adenocarcinoma de préstata invasivo.

D4 revela métodos para el diagnéstico del céncer asi como la
leucemia usando anticuerpos a N-cadherina.

El cobjeto de las reivindicacicnes 7-27 no es inventive ya que
el anticuerpo de la reivindicacidén 1 o la reivindicacidén 4 no
es inventivo a la luz de D1 o D2 vy se considera que es obvio
para un experto en el arte contemplar un método para el
tratamiento o el diagnéstico del céancer o de células madres
cancerosas usando anticuerpos anti-N-cadherina a la luz de D3
y D4,

4. Aplicabilidad Industrial {(Clausula 33(4) del PCT)

El objeto de las reivindicaciones 1-27 se considera aplicable

industrialmente.

Formulario PCT/ISA/237 (Casiliero Complementario) (julic de 2009)



PCT/US2009/063881
PATENT COOPERATION TREATY
INTERNATIONAL SEARCH REPORT
{PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent' file reference FOR FURTHER so¢ Form PCT/ISA220
2307K-1934-1 ACTION as well as, where applicable, ilem 5 below.
[ntermational application No. International filing date (day/month/year) (Earliest) Priority Date (day/monthiyear)
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to Article 18. A copy it being transmitted to the International Bureau.

This international search report consists of a total of 7 sheets.
D It is also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Basis of the repert
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g the infernational application in the language in which it was filed
which is the language ofa

D a translation of the international application into ,
translation furnished for the purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1(b)}

b. 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 {Rulc 43.65is(a)).

c. D With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the intemational application, see Box No. L
2. D Certain claims were found unsearchable {Sce Box Ne. 1I)

3. [ unity of invention is lacking (Sec Box No. 11D

4, With regard to the title,
the text is approved as submitted by the applicant.
D the text has been established by this Authority 1o read as follows:

5. With regard to the abstract,

E the texi is approved as submitted by the applicant.
D the lext has been established, according to Rule 38.2, by this Authority as it appears in Box No, IV, The applicant

may, within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority.

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

g as suggested by the applicant.
D as selected by this Autherity, because the applicant failed to suggest a figure.
D as selected by this Authority, because this figure betier characterizes the invention.

b. D none of the figure is to be published with the abstract,
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Box No.II Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation ef item 2 of first sheet)

This intemnational search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(n) for the following reasons:

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

2, Claims Nos,:
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requircments to such an
extent that ne meaningful intemational search can be carried out, specifically:

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

Box No. [l Observations where unity of invention Is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Autherity found multiple invemtions in this international application, as follows:

See Extra sheet.

L L___I As all required addtional search fees were timely paid by the applicant, this international search repart covers all searchable
claims.

2, E As all searchable 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 additionai search fees were timely paid by the applicant, this intemational search report covers
only those ¢laims for which fces were paid, specifically claims Nos.:

4. D No required additiona! search fees were limety paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricled to the jnvention 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 faes were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.
|:| No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/2 10 {continuation of first sheet (2)) (July 200%
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Internationa) apptication No.

PCT/US2009/063881

A.

CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

CO7K 16/18(2006.01)i, GOIN 33/574(2006.01)i, CI12N 15/13(2006.01)i

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and 1PC

B.

FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)
COTK 16/18; C12Q 1/68; GOIN 33/53; GOIN 33/567

Documentation scarched other than minimum documentati
Korean utility modets and apptications for utility models
Japanese utility madels and applications for utility models

on to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consuited during the international search {name of data basc and, where practicable, search tenms used)
¢KOMPASS({KIFO internal), Delphion, Pubmed

C.

DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category*

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

X KIM, J.-B. et al. "N-Cadheria extracellular repeat 4 mediates epithelial to 1-3

mesenchyma) transition and increased motility.”
Journal of Ceil Biology. Vol. 151(8}, pp. 1183-1205 (11 Decemher 2000}

Y See p.1201, left columa. 7-27
X HARRISON, 0. J. et al. “The mechanism of cell adhesion by classical cadherin 4-6
s the role of domain 1."
Journal of Cell Science. Vo!. 118{(Pt.4), pp. 711-721 (25 January 2005}
Y See p. 715, left column. 7-27
Y TRAN. N. L. et al. ‘N-cadherin expression in human prostate carcinoma cell 727
fines.'
American Jjournal of Pathology. Vol. 155(3), pp. 787-798 (September 199%)
See the abstract.
Y US 6682901 B2 (BLASCHUK: OREST ¥. et al.) 27 January 2004 7-27

See the abstract.

N7 . , L
Further documents are lisied in the continuation of Box C.

See patent family annex.

*

nak

nE"

wpn

ngye

wpn

Special categories of cited documens:

document defining the general state of the art which is nat considered
to be of particular refevance

earlier application ot patent but published on or after the internationat
filing date

document which may throw doubts on priority claim(s) ar which is
cited 1o zstablish the publication date of citation or other
special reasen (as specified)

document referring to an oral disclasure, use, exhibition or other
means

document published priot to the intermational filing date but later
than the priority date claimed

nn

g

nyn

fater document published after the intemational filing date or priority
date and not in conflict with the application but cited to understand
the principle or theory underlying the invention

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

document of particular relevance; the claimed invention cannot be
cansidered fo involve an inventive stecp when the document is
combined with one or more other such documents.such cambination
being obvious to a person skilled in the art

g document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

20 JULY 2010 (20.07.2010)

Date o mailing of the international search report

22 JULY 2010 (22.07.2010)

Name and mailing address of the ISA/KR

Korean Intellectual Property Office
Govermnment Complex-Daejeon, 139 Seonsa-ro, $eo-
gu, Dacjeon 302-701, Republic of Korea

Facsimile No. 82-42-472-7140

Authorized officer

Telephone No.

KIM, JT YUN

824248 1-8288
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C (Continuatjon). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

ptember 2007
See the abstract.

Category* Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
A ALEXANDER, N. R. 'M-cadherin gene expression in prostate carcinoma is modula 1-27
ted by integrin-dependent nuclear translocation of Twistl.'
Cancer Research. Vol. 66{7). pp. 33865-3369 (1 April 2006)
See the zbstract.
A %0 2007-100347 A2 (THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA et al.) 27 Se 1-27
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International application No.

[nformation on patent family members PCT/US2009/063881
Patent document Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) date
US 6682901 B2 27.01.2004 AU 1939-35906 At 23.11.1999

AU 1999-35906 B2 08.08.2002
AU 1999-35807 Al 23.11.1999
AU 1999-35907 82 03.04.2003
AU 2001-272717 B2 18.08.2005
AU 2001-72717 M 08.10.2001
CA 2327530-A1 11.11.1999
CA 2328112-A1 11.41.1999
CA 2404202-M 04, 10.2001
EP 1075494 AZ 14.02.2001
EP 1075662 A2 14.02., 2001
EP 1366076 AZ 03.12.2003
EP 1970383 At 17.09.2008
JP 2002-513804 A 14.05.2002
JP 2002-513937 A 14.05.2002
JP 2002-513837 T 14.05.2002
JP 2004-504809 A 19.02.2004
UsS 2002-0123044 A1 05.09.2002
LS 2002-0146687 At 10.10.2002
US 2002-0169106 Al 14.11.2002
US 2003-0082186 Al 01.05.2003
US 2003-0096745 Al 22.05.2003
US 2003-0229199 Al 11.12.2003
US 2004-0229811 Al 18.11.2004
US 2004-0248219 Al 09.12.2004
US 2004-0248220 Al £89.12.2004
S 2005-0203025 A1 15.09.2005
US 2005-0215482 Al 29.09.2005
US 2005-0222037 Al 06.10.2005
US 2006-0118925 Al 08.06.2006
US 20070127211 Al 07.06.2007
US 2008-0137300 At 12.06.2008
US 6358920 B1 19.03.2002
US 6433149 B1 13.08.2002
US 6472367 B1 28.10.2002
US 6569996 B1 27.05.2003
Us 6593297 B2 15.07.2003
US 6638311 B1Y 28.10.2003
Us 6680175 B2 20.01.2004
US 6962863 B2 08.11.2005
US 7481999 B2 27.01.2008
US 7554190 82 30.06.2009
Us 7663227 B2 16.02.2010
UsS 7755184 B2 13.07.2010
Wo 01-72956 A2 04.10.2001
WO 01-72856 A3 04.10.2001
W0 2008-G73707 A2 19.06.2008
W0 2008073707 A3 19.06.2008
WO 2009-100374 Al 13.08.2009
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Intemationat application No.

Information on patent family members PCT/US2009/063881
Patent document Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) date
W0 99-57149 AZ 11.11.1899
W0 99-57565 A2 11,11, 1996
W0 99-57565 A3 11.11.1899
W0 99-57565A3 30.03.2000
W0 2007-109347 A2 27.09.2007 AU 2007-227185 Al 27 .09.2007
CA 2646597-A1 27.09. 2007
EP 2004230 A2 24.12.2008
EP 2004230 A4 20.05.2009
JP 2009-530645 A 27.08.2009
JP 2000-530645 1 Z7.08.2009
Us 2009-130108 A1 21.05.2009
WO 2007-109347 A2 e7.09.2007
W0 2007-109347 A3 27.09.2007
WO 2007-108347 A3 16.10.2008
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The separate inventions found by the Search Authority are as follows:

Invention 1: A monoclonal antibody or fragment thereof capable of binding to extracellular domain
4 of N-cadherin, comprising the amino acid sequence of SEQ 1D NO:1. (claims 1-3i claims 7-27
partially)

inventions 2 A monoclonal antibody or fragment thereof capable of binding to extracellular
domain 1-3 of N-cadherin, comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO:2. (4-27 partially)

Inventions 3-8: as in invention 2, but relating to the amino acid sequence of SEG ID NO:
3.4.5,6,7.8, or 9. (4-27 partially}

The common technical feature among Inventions 1-9 is "a mohoclonal antibody or fragment
thereof capable of binding to extracellular domain of N-cadherin". However, such antibodies are
already disclosed in DI{(KIM et al). Thus, the common (echnical feature is not considered to
contribute over the prior art as a whole, and the present application does not meet the
requirements of unity of invention (Rule 13.1 PCT).

Since all searchable claims could be searched without exira effort, an opinion will be formulated
for the subject—matter of all inventions.
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES

PCT

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(Clausula 18 y Normas 43 y 44 del PCT)

Referencia de

PARA REALIZAR

Véase el Formulario

Archivo del QOTROS PCT/ISA/220 y, cuando

Solicitante o TRAMITES corresponda, del punto 5 a

agente: 2307K- continuaciodn.

1934-1

Solicitud de Fecha de | Fecha de Prioridad

Patente Presentacidn (Mas antigua)

Internacional WN°: | Internacional (dia/mes/afio): 10 de

PCT/US2009/063881 | (dia/mes/afio): 10 de |noviembre de 2008
noviembre de 2009 | (10-11-2008)

{(10-11-2009)

Solicitante:

otros

THE REGENTS OF THE UNIVERSITY O©F CALIFORNIA vy

Este informe de busqueda internacional ha sido preparado por

esta Autoridad de Busqueda Internacional y es transmitido al

solicitante conforme a la Cl&usula 18.

del mismo a2 la Oficina Internacional.

Se transmite una copia

Este informe de busqueda internacional consta de 7 péginas.

(] Estd acompafiade asimismo de una copia de cada documento de




arte previo citado en el informe
1. Fundamento de Informe
a. Con respecto al idioma, la busqueda internacional se
llevd a cabc basada en:
[x] la solicitud de patente internacional en el
idioma en que ésta se presentd.
[ ] una traduccidén de 1la scolicitud de patente

internacicnal al , que es el idioma de

la traduccién 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 teniendo en cuenta la rectificacidén de un
error evidente autorizada o notificada & esta Autoridad
conforme a la Norma 91 (Norma 43.6bis(a)).
c. [] Con respecto a cualquier secuencia de nucledtidos
y/o aminoacidos revelada en la solicitud de patente
internacional, véase el Casillerc N° I
2. [] Ciertas reivindicaciones se consideraron no buscables
(Véase Casillero N° II)
3. [x] Falta Unidad de Invencidn (Véase Casillero N° III).
4. Con respecto al titule:
(k] el texto se aprueba tal como lo presentd el solicitante
[] el texto ha sido establecido por esta Autoridad come

sigue:




5. Con respecto al resumen:

[x] el texto es aprobado como lo presentéd el solicitante

[] el texto ha sido establecido, conforme a la Norma
38.2(b), por esta Autoridad como aparece en el Casillero N°
IV. El Seolicitante puede, dentro de un mes desde la fecha de

remisidén de este informe de busgqueda internacional,

presentar comentarios ante esta Autoridad.

6. Con respecto a los dibujos,

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

Figura No.1l5.
[#] =sugerida por el Solicitante

[ ] seleccionada por esta Autcoridad, debido a que el

Sclicitante no sugirié una Figura.

{1 seleccionada por esta Autoridad, debido a gque ésta es la

figura que mejor caracteriza a la invencidn

b. [] No se debe publicar ninguna de 1las figuras con el

resumen.

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



INFORME DE BUSQUEDA | Solicitud de Patente Internacional N°

INTERNACIONAL PCT/US2009/063881

Casillero N° II. Observaciones cuando ciertas reivindicaciones
se consideraron no buscables (Continuacién del punto 2 de la

pagina 1) .

El presente informe de busqueda internacional no se ha
establecido con respecto a ciertas reivindicaciones conforme a
la Clausula 17(2} (a) por los siguientes motivos:

1. [] Reivindicaciones N©:

porque se relacionan con un objeto gue no se regulere dgue
busque esta Autoridad, a saber:

2. [] Reivindicaciones N°:

porque se relacionan con partes de la solicitud internacional
gque no cumplen con los requisitos establecidos en tal magnitud
gue no se puede realizar una busqueda significativa,
especificamente:

3. [] Reivindicaciones N°:

porque son reivindicaciones dependientes y no estan redactadas
de acuerdo con la segunda y tercera oraciones de la Norma

6.4 (a).

Casillerc N° IIT. Observaciones cuandeo falta wunidad de

invencién {Continuacién del punte 3 de la pagina 1)

Esta Autoridad de Busqueda Internacional encontrd varias

invenciones en esta sclicitud de patente internacional, a
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saber:
Véase la pagina adicional
1. [] Como todos los aranceles de busqueda adicionales se

pagaron oportunamente por el solicitante, este informe de
btisqueda internacional abarca todas las reivindicaciones
buscables.

2. [%] Como las reivindicaciones buscables pudieron buscarse
sin esfuerzo gue Jjustifigue un arancel adicional, esta
Autoridad no intima al pago de ningun arancel adicional.

3. [] Como ninguno de los aranceles de busqueda adicionales
requeridos se pagaron coportunamente per el solicitante, este
informe de busgqueda internacional abarca solamente aquellas
reivindicaciones para las cuales se pagaron aranceles,
especificamente las reivindicaciones N°:

4. [1 El1 solicitante no pagd ninguno de los aranceles de
busqueda adicionales. En consecuencia, este informe de
blisqueda internacional se limita a la invencidn mencionada en
primer lugar en las reivindicaciones; esta abarcada por las
reivindicacicnes N®:

Observacién Bajo Protesta:

[] Los aranceles de busqueda adicionales estuvieron
acompafiados por la protesta del solicitante y cuando
correspondia por el arancel de protesta

(] Los arancelies de bisgueda adicicnales estuvieron
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acompariados por la protesta del solicitante pero el arancel de
protesta aplicable no se pagd dentro del plazo especificado en
la invencidn.

[ Ninguna protesta acompafid el pago de los aranceles de

bisqueda adicionales.

Formulario PCT/ISA/210 {continuacién de la pagina 1 (2)) (julic de 2009)

INFORME DE BRUSQUEDA Solicitud de Patente Internacional N°

INTERNACIONAL PCT/US200%/063881

A. CLASIFICACION DEL OBJETO:

CO7K 16/18(2006.01)i, GOIN33/574(2006.01)1, CI12N
15/13(2006.01)1

De acuerdo con la Clasificacidén Internacional de Patentes

{IPC) o con la clasificacién nacional e IPC.

B. CAEMPOS DE BUSQUEDA

Documentacién minima buscada {sistema de clasificacién seguido
per simbolos de clasificacién)

CO7K 16/18; C12Q 1/68; GOLIN 33/53; GOLN 33/567

Documentacién buscada ademas de la documentacidn minima en la
medida en que tales documentos estan incluidos en los campos
de busqueda:

Modelos de utilidad y solicitudes de modelos de wutilidad
coreanos

Modelos de utilidad y solicitudes de modelos de utilidad
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japoneses

Base de datos electronica consultada durante la busqueda
internacional (nombre de la base de datos y, si es posible,
términos de busqueda usados):

eKOMPASS {KIPO interna), Delphion, Pubmed

C. Documentos Considerados Relevantes

Categoria* |Cita de documento, indicando, |Relevante para la

si  corresponde, los pasajes |reivindicacién N°
relevantes
X KIM, J.-B. et al. ‘Repeticién|1-3

extracelular de N-Cadherina 4
media la transicidn de
epitelial a mesenquimal y la
motilidad aumentada’

Diario de Biclogia Celular.
Vol. 151(6&}, pags. 1183-1205
A (11 de diciembre de 2000) 7-27
Véase Pag. 1201, columna
izquierda.

x HARRISON, 0. J. et al. "El|4-6
mecanismo de la adhesidn a las
células por cadherinas
clasicas: el papel del dominio

1"
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Diario de Ciencia Celular.
Volumen 118(Pt.4), pags. 711-

Y 721 (25 de enero de 2005) T-27
Véase pag. 715, columna
izquierda.

Y TRAN, N. L. et al. 'Expresion|7-27

de N-cadherina en lineas de
células de carcinoma de
prostata humano.'
Diario Estadounidense de
Patologia. Vol. 155(3), pags.
787-798 (Septiembre de 1929)
Véase el resumen

Y US 6682901 B2 (BLASCHUK; OREST|7-27
W. Et al.) 27 de enero de 2004
Véase el resumen.

(x] Se mencionan otros documentos en la continuacién del

Casiliero C.

[x] Véase el anexo de familia de patentes

* Categorias especiales de “T": documento posterior

documentos citados:

“A”: documente gue define el

estado general del arte gue no

se considera de particular

publicade con posterioridad a

la fecha de presentaciodn

internacicnal o a la fecha de

pricridad y que no estd en
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relevancia

“E”: documento anteriocr pero
publicado en la fecha de
presentacién internacicnal o

con posterioridad a ella.

“L documento que puede

arrojar dudas sobre la
reivindicacidn de prioridad o
que se cilta para establecer la
fecha de publicacidén de otra
cita o por otra razdn especial
{especificada).

refiere a

“0”: documento que

una revelacion oral, uso,

exhibicidn u otro medio.

“P”: documento publicado antes
de la fecha de presentaciédn
internacional pero con
posterioridad a la fecha de

prioridad reivindicada.

conflicto con la solicitud

pero citado para comprender un
teoria

principio o que

sustenta la invencidn.

“X”: documento de particular
relevancia: la invencidén
reivindicada no puede

considerarse nueva © no puede

considerarse que implica un

paso inventivo cuando el

documento se toma solo.

“Y”: documento de particular

relevancia: la invencidn.

reivindicada noe puede

considerarse gue implica un

paso inventivo cuando el

documento se combina con otro

u otros documentos, siendo

dicha combinacién obvia para

un experto en el arte.

“g": documento miembro de la

misma familia de patentes.

Fecha de la finaiizacién

efectiva de la bisqueda

Fecha de envio del informe de

busqueda internacional




15
internacional
20 de julio de 2010 (20-07- 22 de julic de 2010 (22-07-
2010) 2010)
Nombre Y domicilio para Funcionario Autorizado:

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 82-42-472-7140

KIM, JI YUN

N® Teleféniceo: 82-42-481-8288
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gen de N~-cadherina en carcinoma

de préstata es modulado per la

nuclear
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A Wo 2007-109347 &2

et al.)

2007,

Véase el resumen.

OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA

27

Véase el resumen.
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dependiente de integrina de
Twistl.?! Investigacidn en
Cancer. Vol. 66(7), pags 3365-
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(THE REGENTS ! 1-27
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INFORME DE BUSQUEDA Solicitud de Patente Internacional N°
INTERNACIONAL PCT/0US2002/063881
Informacidén sobre

miembros de familia de

patentes
Documento de Fecha de Miembrol(s) de Fecha de
patente citado publicacidén familia de publicacidn
en el informe de patentes
busqueda

WO 96-57149 A2 11.11.1299
WO 99%-57565 A2 11.11.1999
WO 99-57565 A3 11.11.199%
WO 995-57565A3 30.03.2000
WO 2007-1093247 A2 27.09.2007 AU 2007-227195 Al 27.09.2007
CA 26465927-A1 27.09.2007
EP 2004230 A2 24,12.2008
EpP 2004230 24 20.05.2009
JP 2005-530645 A 27.08.2009
JP 2009-530645 T 27.08.2008
US 2009-130108 Al 21.05.2009
WO 2007-109347 22 27.09.2007
WO 2007-109347 A3 27.09.2007
WO 2007-109347 A3 16.10.2008

Formulario PCT/ISA/210 (anexo de familia de patentes) (julio de 2009)
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INFORME DE BUOSQUEDA Solicitud de Patente Internacicnal N°

INTERNACIONAL PCT/US2009/063881

Las invenciones separadas que hallé la Autoridad de Busgueda
son las siguientes:

Invencién 1: Un anticuerpo monoclonal o un fragmento de éi
capaz de unirse al dominio extracelular 4 de N-cadherina, gue
comprende la secuencia de aminodcido de SEQ ID NO 1.

(reivindicaciones 1-3; reivindicaciones 7-27 parcialmente)

Invencién 2: Un anticuerpo monoclonal © un fragmento de él
capaz de unirse al dominio extracelular 1-3 de N-cadherina,
gque comprende la secuencia de aminodcido de SEQ ID NG 2 (4-27

parcialmente)

Invenciones 3-9: comc en la invencidén 2, pero en relacidon con
la secuencia de aminodcido de SEQ ID NO 3, 4, 5, 6, 7, 8, o 9.

(4-27 parcialmente) .

lLa caracteristica técnica comin entre las invenciones 1-9 es
“un anticuerpo monoclconal o un fragmento de él capaz de unirse
al dominio extracelular de N-cadherina”. Sin embargc, dichos
anticuerpos también se revelan en D1(KIM et al). Es decir, la

caracteristica técnica comin nc se considera que contribuya

A
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2 SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
' *" DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio f © " EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA B SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° de solicitud: {51} Int Cl:
22) Fecha de solicitud: 08-06-2011 (71)Solicitante{s) THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
) CALIFORNIA

(30) Prioridad  {31)  No. Priodidad 32} Fecha {33) Pais [(72) Inventor(es)  1.- REITER, Robert E
sl 61/113,042 101112008 us 2.- LEPIN, Eric
3.- WU, Anna M

(74) Apoderado:  CARLOS ORLANDO MAYA RODRIGUEZ

(85) Fecha limite inicio fase nacional: (87)  Publicacién internacional
{86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 1410512010
Fecha de presentacion de |a solicitud: ~ 10-11-2009 N® publicacion; WO 2010/054377 A8

No. de solicitud:  PCT/US2009/063881

(54) Titlo:  ANTICUERPOS COMPLETAMENTE HUMANOS CONTRA N-CADHERINA.

Reivindicacion(es):

El smockdown de N-cadherina condure & una requincion hoeis adzjo
da Akt activadn

! ol -Cadierinn

atli-P-ALI473;

andi-A

ati -G APDH

4 n N N C
Ny N si & 'siARM especeifica de N-cashedne: NC 31y C son controles

1. Un anticuerpo monoclonal o uno de sus fragmentos capaces de ligarse con el dominio

extracelular 4 de N-cadherina, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID

NO: 1.
2. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el fragmento es un sckv.
3. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el fragmento es un

diacuerpo.




El knockdown de i.cadhering conduce a una regulacidn hacia abajo
de Akt actvada

NCw Nsi

<3 3 N N ¢ ¢
Ny N si= ‘siARM especifico de N-cadherina; NG siy C son controles

anti-N-Cadires ioa

ant-P-AkT{4T3

anfi-Akt

ant-GAPDH
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-070983. -00000-0000

SUPERINTENDENGCIA Fecha: 2011-06-08 15:38:50

PATENTE DE INVENCION [} MODEww co wem

Dep. 2020 DIR.NUEVASC
Tra. 11 PATENTE)YI| Eva: 378 R
Act. 411 PRESENTACION Fbﬁos:ZT?SENAC'ONALI

1 .

NN

Indicacién que se solicita una patente.

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcion de la invencién

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)
Completa l_—_’ Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT E MODELQ DE UTILIDAD PCT I:] Art.33 Decision 486100, Circuiar Unica

XX X W

Indicacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada iniciaimente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

- Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de |as tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa m Incompleta l__—_l

DISENO INDUSTRIAL [ | ~ (Art. 119 Decision 486/00)

[]
L]

L]
L]

Indicacion que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacion grafica y fotografica de! Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa I:] Incompleta l:’

ESQUEMA DE TRAZADO [ | . (Art. 92 Decision 486/00)

HANENEE

Indicacién que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacidn gréfica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

PI02-FOB (2009-11-18)
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Bogotéa,
2020

Doctor{a)
MAYA RODRIGUEZ CARLQOS ORLANDO

REFERENCIA Radicacidn No. 11 70983
Solicitud internacional PCT/US2009/063881
Fecha inicio fase naciomal 10/06/2011
Tramite 11
Evento 378
Actuacién 430

Qficio No. ‘ 0 1 09 8 l

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 3B de
la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercic, se le comunica gue:

1. Con respecto al resumen y de conformidad con lo dispuesto en el articulo 31 D.
486 en el cual se establece dgue el resumen consiste en una sintesis de la
divulgacién técnica contenida en la solicitud de patente, debe adecuar el resumen a
los dispuesto en dicha norma, teniendo en cuenta que el extracto permitira precisar
el objeto de la invencién, sus elementos caracteristicos y el campo de aplicacidn.

2., La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el llenc de los
requisitos exigidoes por log articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberid presentar el documento gque acredita la
existencia y representacidén legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

3. La solicitud no c¢ontiene la copia del documento en gue consta la cesidn del
derecho a 1la patente del inventor al solicitante © a su causante, conforme a lo
establecide por el articulo 26 literal k) de la Decisidn 486 de la Comisién de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos
deber&n legalizarse de conformidad con lo dispuesto por losg articulos 259 y 260 del
Cédigo de Procedimiento Civil. Cuando se trate de las declaraciones a que hace
referencia la Regla 4.17 1ii} del Tratado de Cooperacidén en Materia de Patentes
PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinarid segln indiquen
claramente una cesién de derechos del inventor al sclicitante © su causante, de
conformidad c¢on lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinteo, Titulc X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los reguisitos anteriormente enunciados.
En casc de no dar cumplimiento al presente reguerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perdera su prelaciédn.

Continua en la pAgina siguiente...
Al contestar favor indigue el nimero Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: SE7¢000
de radicacibn consignado en el rétule Sede CAN: Av, Carrera 50 No. 26 - 55 int.2. Tel SBBOO70
. Call Center 5920400. Linea 01800-%10165
Heb: www.sic.gov.co e-mail: info@gic.geov.co
Bogotd D.C. Ceclombia
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Radicacidén No.:11 70983

el presente oficic conforme a lo dispﬁesto en el numeral 5.2, literal
ulo guinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

CARLOS DANI MUS GIRALDO
Profesional |Universitaric 2044-0% (P) con asignacién de funcicnes
de la Direc¢idn de Nuevas Creaciones.

El anterior requerlmlento fue notificade  por fijacidn en lista de

recne -5 oy

Al contestar faver indigque el nlmerc Sede Centro: Carrera 13 No., 27-00 pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000

de radicaci®n consignade en el rftulo Sede CAN: Av. Carrera 50 No. 26 - S5 int.2. Tel 5880070
i Call Center 5%20400. Linea 01800-9%1016S§
’ wWeb: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogotd D.C. Colombia



