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ANEXO No. 1

.TRADUCCION SIMPLE DE LA PRIMERA SOLICITUD - DESCRIPCION
| DE LA INVENCION

ANTICUERPOS MONOCLONALES FRENTE A PROGASTRINA'Y SUS USOS
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ANTICUERPOS MONOCLONALES FRENTE A PROGASTRINA Y SUS USOS

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS
[0001] Esta solicitud reivindica el beneficio bajo 35 U.S.C. § 119(e) de la solicitud
provisional no. 61/252.625, presentada el 16 de octubre, 2009, el contenido de todas las

cuales se incorporan en la presente memoria por referencia en su totalidad.

DECLARACION RESPECTO A INVESTIGACION FINANCIADA
FEDERALMENTE

[0002] Ninguna.

PARTES DE UN ACUERDO DE INVESTIGACION CONJUNTO

[0003] Ninguna.

REFERENCIA A LISTADO DE SECUENCIAS, TABLA O PROGRAMA
INFORMATICO

[0004] Un Listado de Secuencias se incluye adjunto.

CAMPO DE LA INVENCION

[0005] La presente descripcidn estd dirigida, entre otras cosas, a anticuerpos
monoclonales frente a progastrina, a composiciones y métodos para preparara dichos
anticuerpos y a métodos para usar dichos anticuerpos, por ejemplo en el diagnéstico y/o

tratamiento de cancer colorrectal.

ANTECEDENTES

[0006] E1 Cancer Colorrectal (CRC) es un problema de salud pablica importante, que
afecta a mds de 1.000.000 de personas cada afio y que es responsable de més de 500.000
muertes cada afio. CRC es la segunda causa principal de muerte debida al cdncer. En los
Estados Unidos s6lo, para 2009, se indicaron aproximadamente 147.000 nuevos casos y
mds de 49.900 muertes debidas a CRC. Existen tres formas de CRC: CRC esporadico;
céancer de colon hereditario no poliposo (HNPCC), causado por mutaciones en la linea
germinal en genes de reparacion de emparejamientos erréneos de ADN y poliposis
adenomatosa familiar (FAP), debida a mutaciones en la linea germinal en el gen APC. El
CRC esporadico representa cerca del 85% de los casos, mientras que HNPCC representa
aproximadamente €l 5% y FAP representa aproximadamente ¢l 1% (Heyer et al., 1999,
Oncogene 18:5325-5333).
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[0007] La gestion clinica de CRC implica tipicamente la reseccién quirtirgica de tumores
acompaiiada frecuentemente de quimioterapia. Actualmente, aproximadamente el 50% de
los pacientes con CRC mueren en los cinco afios después del diagnéstico. La ausencia de
ensayos de cribado fiables y la ineficacia de las terapias disponibles actualmente son las
causas principales de la alta proporcién de mortalidad. Existe una necesidad urgente de
nuevas estrategias clinicas para diagnosticar CRC, asi como de tratamientos eficaces
frente a los tumores de cdncer colorrectal que tengan efectos adversos minimos en, por lo

demas, el tejido sano.

RESUMEN

[0008] La presente solicitud proporciona composiciones y métodos ttiles para
diagnosticar y/o tratar el cancer colorrectal (CRC) en animales, incluyendo seres
humanos. Las diferentes invenciones descritas en la solicitud se basan, en parte, en el
descubrimiento de los solicitantes de anticuerpos monoclonales que se unen
especificamente a la progastrina (PG), por ejemplo, progastrina humana (hPG), un
polipéptido producido por las células de tumor de CRC y que presenta propiedades

antiproliferativas en modelos de CRC in vitro.

[0009] La progastrina es producida por las células de tumor colorrectal y se piensa que
estimula la proliferacién de estas células desencadenando una ruta de transduccién de la
sefial que bloquea los procesos de diferenciacién normales de las células, incluyendo
aquellos procesos que dan lugar a la muerte celular. La deplecién del transcrito del gen de
la gastrina que codifica la progastrina induce la diferenciacion celular y la muerte celular
programada en células tumorales en modelos de CRC in vitro € in vivo, reduciendo la
proliferacion de las células tumorales. Aunque no se pretende la vinculacién a ninguna
teoria de operacion, a través de la unién de PG, se piensa que los anticuerpos anti-hPG
bloquean o inhiben su capacidad de interaccionar con su o sus parejas de sefializacion.
Esto, a su vez, inhibe una ruta de transduccion de la sefial en células de tumor colorrectal

que de otra manera daria lugar a la proliferacion.

[0010] De acuerdo con esto, en un aspecto, la presente descripcion proporciona
anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a PG, por ejemplo hPG, pero no a

otros productos del gen de la gastrina. Respecto a la FIG. 1, el gen de la gastrina se
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traduce en un polipéptido de 101 aminodcidos, denominado pre-progastrina, que contiene
una secuencia sefial (subrayada) que se escinde, dando lugar a la progastrina, un
polipéptido de 80 amino4cidos. La progastrina, a su vez, se escinde para generar un
producto de 34 aminodcidos, correspondiente a los residuos 38 a 71 de la progastrina, que
se extiende en su extremo carboxi con un residuo de glicina, generando G34 extendido
con glicina (“G34-Gly”). Un subproducto de esta escisién es un péptido de 5
aminodcidos, denominado el péptido flanqueante C-terminal, o CTFP, que incluye los
residuos 75 a 80 de la progastrina. G34-Gly se escinde adicionalmente para generar un
polipéptido de 17 residuos correspondiente en secuencia a los residuos 55 a 71 de la
progastrina y referido como G17-Gly. La eliminacién de las glicinas C-terminales de
G34-Gly y G17-Gly, seguido de la amidacién C-terminal, da lugar a G34 y G17,
respectivamente, estando los dos amidados en el extremo C-terminal. Asi, mientras los
primeros 37 residuos de la progastrina son tnicos a ella (es decir, no estdn presentes en
sus productos de procesamiento, tales como G34, G34-Gly, G17, G17-Gly, o CFTP), los
residuos 38 a 80 también estdn presentes en los productos posteriores a la traduccién del

gen de la gastrina.

[0011] Los solicitantes han descubierto que, aunque pueden generarse anticuerpos
monoclonales anti-PG usando métodos conocidos para los expertos en la técnica, la
seleccion del antigeno es importante. No todos los antigenos derivados de hPG estimulan
la produccién de anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a hPG bajo
condiciones fisiolégicas. Como se describe mds adelante, varios antigenos usados para
generar anticuerpos policlonales frente a hPG, tales como progastrina humana
recombinante de longitud completa (véase, por ejemplo., Singh WO 08/076454) y
péptidos correspondientes a los tltimos diez aminodcidos en el extremo C-terminal de
hPG (véase, por ejemplo, Hollande WO 07/135542), fracasaron para generar anticuerpos
monoclonales anti-hPG. Los solicitantes, sin embargo, han descubierto secuencias N- y
C-terminales antigénicas en la secuencia de hPG que pueden usarse para generar
anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a hPG. Bastante
sorprendentemente, los solicitantes han descubierto que no es necesario limitar las
secuencias del antigeno a cadenas de la secuencia de PG que son tnicas a ella para

obtener anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a PG y no a otros
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productos derivados del gen de la gastrina. Los antigenos peptidicos que tienen
secuencias en comin con otros productos del gen de la gastrina, por ejemplo G17, G34, y
CTEFP, rindieron anticuerpos monoclonales que no sélo se unen a hPG, sino que se unen a

ella especificamente.

[0012] Los solicitantes han generado anticuerpos monoclonales usando ant{genos
derivados de diferentes regiones de la molécula de hPG. Los anticuerpos monoclonales
anti-PG que se pueden obtener usando un antigeno peptidico que tiene una secuencia
correspondiente a una region N-terminal de hPG, y/o que se unen a una regién N-
terminal de hPG, se refieren en la presente memoria como “anticuerpos monoclonales
anti-hPG N-terminales.” Una regién antigénica ejemplar especifica que puede usarse para
construir un inmunégeno iitil para obtener anticuerpos monoclonales anti-PG N-
terminales corresponde a los residuos 1 a 14 de hPG: SWKPRSQQPDAPLG (SEQ ID
NO:25). Los inmunégenos ejemplares incluyendo este antigeno ttiles para obtener
anticuerpos monoclonales anti-PG N-terminales se describen en la Tabla 1A y en la

seccién de los Ejemplos.

[0013] Los anticuerpos monoclonales anti-PG que se pueden obtener usando un antigeno
peptidico que tiene una secuencia correspondiente a una regién C-terminal de hPG, y/o
que se unen a una regién C-terminal de hPG, se refieren en la presente memoria como
“anticuerpos monoclonales anti-hPG C-terminales.” Una region antigénica ejemplar
especifica que puede usarse para construir un inmundgeno itil para obtener anticuerpos
monoclonales anti-PG C-terminales corresponde a los residuos 55 a 80 de hPG:
QGPWLEEEEEAYGWMDFG RRSAEDEN (SEQ ID NO:27). Los inmunégenos
ejemplares incluyendo este antigeno ttiles para obtener anticuerpos monoclonales anti-

PG C-terminales se describen en la Tabla 1B y en la seccién de los Ejemplos.

[0014] Para algunos usos, es deseable tener anticuerpos monoclonales anti-hPG con alta
afinidad para hPG. Para determinados usos, tales como usos terapéuticos, es deseable una
afinidad de al menos aproximadamente 100 nM, aunque los anticuerpos que tienen
afinidades mayores, por ejemplo afinidades de al menos aproximadamente 90 nM, 80
nM, 70 nM, 60 nM, 50 nM, 40 nM, 30 nM, 25 nM, 20 nM, 15 nM, 10 nM, 7 nM, 6 nM, 5
nM, 4 nM, 3 nM, 2 nM, 1 nM, 0,1 nM, 0,01 nM, o incluso mayores, pueden ser
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deseables. Los distintos anticuerpos monoclonales anti-PG ejemplares especificos
descritos en la presente memoria presentan afinidades que van de 10 a 10712 M (véase la
Tabla 6). Un anticuerpo monoclonal anti-PG que tiene una afinidad especialmente
adecuada para una aplicacién particular deseada puede seleccionarse facilmente de entre
éstos, o generarse o disefiarse usando los diferentes inmunégenos, secuencias de la regién
determinante de la complementariedad (CDR), secuencias variables de la cadena pesada
Vh y variables de la cadena ligera Vi, y métodos descritos en la presente memoria. La
afinidad de cualquier anticuerpo monoclonal anti-PG particular puede determinarse
usando técnicas muy conocidas en la técnica o descritas en la presente memoria, tales
como por ejemplo, ELISA, calorimetria isotérmica de titulacién (ITC), BIAcore, o

ensayo de polarizacién fluorescente.

{0015] hPG es un polipéptido relativamente pequefio, teniendo una longitud de sélo 80
aminodcidos. Se esperaria que cualquier anticuerpo monoclonal que se una
especificamente a hPG con una afinidad relativamente alta (por ejemplo, al menos
aproximadamente 10 nM) interfiera con la capacidad de PG de interaccionar con su o sus
parejas de sefializacion y, como resultado, inhiba la proliferacién de las células de CRC.
Sin embargo, los Solicitantes han descubierto que no todos los anticuerpos monoclonales
anti-PG son neutralizantes (es decir, no todos los anticuerpos monoclonales que se unen a
PG interfieren con o inhiben su actividad de sefializacién biolGgica). De hecho, como se
discutird con més detalle en la seccién de los Ejemplos, los Solicitantes han descubierto
que algunos de los anticuerpos monoclonales anti-PG, a pesar de presentar una
especificidad alta y una afinidad alta para PG, no neutralizan PG. Por ejemplo, el MAb14
anti-hPG se une a hPG con una Kp de aproximadamente 6 pM pero no inhibe el
crecimiento de las células de CRC in vitro como se detalla en la seccién de los Ejemplos
mas adelante. Aunque los anticuerpos monoclonales no neutralizantes que se unen
especificamente a hPG son ttiles para propésitos de diagndstico, aquellos anticuerpos
monoclonales anti-hPG que neutralizan PG son particularmente adecuados para las

aplicaciones terapéuticas para tratar CRC.

[0016] Tal y como se usa en la presente memoria, un “anticuerpo monoclonal anti-hPG
neutralizante” es un anticuerpo monoclonal anti-hPG que da lugar a una reduccién

estadisticamente significativa del nimero de células de CRC vivas en una muestra de
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control tratada con un anticuerpo monoclonal no especifico. Un ensayo especifico para
evaluar la capacidad de cualquier anticuerpo monoclonal anti-hPG particular para
neutralizar hPG se describe en la seccién de la Descripcién Detallada més adelante. Se
cree que aquellos anticuerpos monoclonales anti-hPG que presentan al menos
aproximadamente un 50% de reduccién del nimero de células vivas en este ensayo son
especialmente utiles para tratar CRC, aunque se espera que los anticuerpos monoclonales
anti-hPG que presentan niveles menores de actividad neutralizante, por ejemplo, una
reduccién estadisticamente significativa del 40%, 30%, 20%, 15%, o incluso 10% del

numero de células vivas en este ensayo proporcionen beneficios terapéuticos.

[0017] De acuerdo con esto, en algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales anti-
PG son anticuerpos monoclonales anti-PG neutralizantes. Se ha descubierto que la
capacidad de un anticuerpo monoclonal anti-PG para neutralizar PG no es dependiente de
epitopo. Como se ejemplifica en la seccion de los Ejemplos, tanto los anticuerpos anti-PG
N-terminales como C-terminales tienen actividad neutralizante. Asi, en algunas
realizaciones, los anticuerpos monoclonales anti-PG neutralizantes son anticuerpos
neutralizantes N-terminales, en otras realizaciones, los anticuerpos monoclonales anti-PG

son anticuerpos neutralizantes C-terminales.

[0018] El mapeo de epitopos revela que los anticuerpos monoclonales anti-PG N-
terminales no se unen todos al mismo epitopo, incluso cuando se generan frente al mismo
inmundégeno. Lo mismo es cierto para los anticuerpos monoclonales anti-hPG C-
terminales. Los epitopos unidos por los anticuerpos monoclonales anti-hPG N-terminales
y C-terminales ejemplares, segin se identifica mediante escaneo de alanina y técnica

SPOT, se proporcionan en la seccién de los Ejemplos, en las Tablas 8 y 9.

[0019] En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales anti-hPG se unen a un
epitopo que incluye una secuencia de aminodcidos correspondiente a una parte N-
terminal de hPG. En realizaciones especificas, los anticuerpos monoclonales anti-hPG N-
terminales se unen a un epitopo que incluye los residuos 10 a 14 de hPG (SEQ ID

NO:28), residuos 9 a 14 de hPG (SEQ ID NO:29), residuos 4 a 10 de hPG (SEQ ID
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NO:30), residuos 2 a 10 de hPG (SEQ ID NO:31), o residuos 2 a 14 de hPG (SEQ ID
NO:32).

[0020] En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales anti-hPG se unen a un
epitopo que incluye una secuencia de aminodcidos correspondiente a una parte de una
regién C-terminal de hPG. En realizaciones especificas, los anticuerpos monoclonales
anti-hPG C-terminales se unen a un epitopo que incluye los residuos 71 a 74 de hPG
(SEQ ID NO:33), residuos 69 a 73 de hPG (SEQ ID NO:34), residuos 76 a 80 de hPG
(SEQ ID NO:35), o residuos 67 a 74 de hPG (SEQ ID NO:36).

[0021] Se espera que las CDR y/o cadenas Vy y Vi correspondientes de los anticuerpos
monoclonales anti-hPG que se unen aproximadamente a los mismos epitopos puedan
intercambiarse para dar lugar a nuevos anticuerpos monoclonales anti-hPG. Por ejemplo,
como se indica en la Tabla 9, los anticuerpos monoclonales anti-hPG ejemplares MADb 5
y MAD 6 se unen al mismo epitopo. Puede disefiarse un anticuerpo monoclonal anti-hPG
que incluya, en su cadena V, varias combinaciones de las CDR de Vi de estos dos
anticuerpos, y/o en su cadena Vy varias combinaciones de las CDR de Vg de estos dos
anticuerpos. Como un ejemplo especifico, para ilustrar las varias combinaciones posibles,
dicho anticuerpo podria incluir en su cadena Vi, las CDR 1y 2 de MAb 5 (VL CDR1.5y
VL CDR2.5, respectivamente) y CDR 3 de MAD 6 (V, CDR3.6), y en su cadena Vy, la
CDR 1 de MAD 6 (Vy CDR1.6) y las CDRs 2 y 3 de MAb 5 (Vg CDR2.5 y Vg CDR3.5,

respectivamente).

[0022] Se han identificado varios anticuerpos monoclonales anti-hPG que tienen una alta
especificidad y afinidad para hPG y que presentan una buena actividad anti-tumoral en
ensayos in vitro, y en algunos casos se han determinado las secuencias de sus CDR,
secuencias de sus cadenas Vy y Vi, y/o secuencias de cadenas Vy y V| propuestas para
las versiones humanizadas. También se han depositado varios hibridomas. Todos estos
anticuerpos monoclonales anti-hPG ejemplares, asi como otras realizaciones especificas
de anticuerpos monoclonales anti-hPG titiles en los diferentes kits y métodos descritos en
la presente memoria, por ejemplo anticuerpos monoclonales que compiten para la unién a
PG con un anticuerpo de referencia, se describen con més detalle en la seccién de la

Descripcion Detallada.
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[0023] Los anticuerpos monoclonales anti-hPG de la descripcién incluyen anticuerpos
que compiten con un anticuerpo monoclonal anti-hPG de referencia para la unién a hPG.
El anticuerpo monoclonal anti-hPG de referencia puede ser cualquiera de los anticuerpos
monoclonales anti-hPG descritos en la presente memoria. Los ejemplos no limitativos
incluyen: anticuerpos que comprenden tres CDR de V| y tres CDR de Vi como se
describe en la presente memoria; anticuerpos que comprenden una cadena Vg y una
cadena V| que tienen secuencias de aminoacidos como se muestra en la presente
memoria; anticuerpos que comprenden polipéptidos de cadena pesada y ligera
humanizados como se muestra en la presente memoria; anticuerpos producidos por uno
cualquiera de los hibridomas descritos en la presente memoria; anticuerpos que se unen a

un epitopo en hPG como se describe en la presente memoria.

[0024] Los anticuerpos monoclonales anti-PG descritos en la presente memoria pueden
estar en la forma de anticuerpos de longitud completa, anticuerpos de multiples cadenas o
de cadena tnica, fragmentos de dichos anticuerpos que se unen selectivamente a PG
(incluyendo pero no limitado a Fab, Fab', (Fab'),, Fv, y scFv), surrobodies (incluyendo
construccion de cadena ligera sucedénea), anticuerpos de un tinico dominio, anticuerpos
humanizados, anticuerpos camelizados y semejantes. También pueden ser de, o derivados
de, cualquier isotipo incluyendo, por ejemplo, IgA (por ejemplo, IgA1 o IgA2), IgD, IgE,
IgG (por ejemplo, 1gG1, 1gG2, IgG3 o 1gG4), o IgM. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-PG es una IgG (por ejemplo,. 1gG1, 1gG2, 1gG3 o IgG4).

[0025] Los anticuerpos monoclonales anti-PG pueden tener un origen humano o no
humano. Los ejemplos de anticuerpos anti-PG con un origen no humano incluyen pero no
estén limitados a, aquellos con origen de mamiferos (por ejemplo, simios, roedores,
cabras y conejos). Los anticuerpos monoclonales anti-PG para uso terapéutico en seres

humanos son preferiblemente humanizados.

[0026] En otro aspecto, la presente descripcién proporciona dcidos nucleicos capaces de
ser usados para producir anticuerpos monoclonales anti-PG. Se proporcionan dcidos
nucleicos que codifican los polipéptidos de cadena ligera y de cadena pesada de
inmunoglobulinas para los anticuerpos monoclonales anti-hPG descritos en la presente

memoria, y los vectores que comprenden los 4cidos nucleicos. Ademads, en la presente
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memoria se proporcionan células huésped procariotas y eucariotas transformadas con
dichos vectores, asi como células huésped eucariotas, por ejemplo., de mamiferos,
modificadas por ingenieria para expresar los polipéptidos de las cadenas ligera y pesada
de los anticuerpos monoclonales anti-hPG. También se proporcionan células huésped
capaces de expresar tanto la cadena ligera como pesada y secretar los anticuerpos
monoclonales descritos en la presente memoria en el medio en el que se cultivan las
c€lulas huésped. En algunas realizaciones, la célula huésped es un hibridoma. También se
proporcionan métodos para producir anticuerpos monoclonales anti-hPG cultivando las

células huésped.

[0027] Los anticuerpos monoclonales anti-PG neutralizantes, tales como anticuerpos
monoclonales anti-hPG, se unen a PG y bloquean la sefializacién dependiente de PG, lo
que resulta en la inhibicién de las respuestas inducidas por PG en las células de tumor de
CRC. De acuerdo con esto, también se proporcionan métodos para inhibir las respuestas
inducidas por PG de células de CRC, lo que incluye la represién de la diferenciacién
celular, represién de la muerte celular y/o estimulacion de la proliferacién celular.
Generalmente, el método comprende poner en contacto una célula de CRC con, o
exponer una poblacién de células a, un anticuerpo monoclonal anti-PG neutralizante en
una cantidad eficaz para inhibir una o més de las respuestas inducidas por PG en células
de CRC. El método puede realizarse in vitro o in vivo, por la administracién de un
anticuerpo monoclonal anti-hPG neutralizante al entorno que contiene células de CRC,

que podria ser un cultivo celular o en un tumor.

[0028] Los anticuerpos monoclonales anti-PG neutralizantes descritos en la presente
memoria inhiben la proliferacién dependiente de PG de las células de tumor de CRC, lo
que les hace agentes terapéuticos ttiles para el tratamiento de cdncer colorrectal. De
acuerdo con esto, también se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden
un anticuerpo monoclonal anti-PG neutralizante y métodos para usar los anticuerpos
monoclonales anti-PG neutralizantes y/o composiciones farmacéuticas para tratar CRC.
Las composiciones farmacéuticas pueden formularse para cualquier ruta conveniente de
admunistracién, incluyendo por ejemplo inyeccién parenteral, subcuténea o intravenosa e
incluir4 tipicamente un anticuerpo monoclonal anti-hPG neutralizante y uno o méas

vehiculos, excipientes y/o diluyentes aceptables, adecuados para el modo deseado de
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administracién y pueden incluir otros componentes opcionales como se describira mis en
la seccion de la Descripcién Detallada. Para usos terapéuticos, las composiciones pueden

envasarse en forma de dosificacién unitaria para facilitar su uso.

[0029] Los métodos de tratamiento comprenden generalmente administrar a un sujeto que
necesita tratamiento, por ejemplo un sujeto diagnosticado de CRC, una cantidad de un
anticuerpo monoclonal anti-PG neutralizante y/o composicién farmacéutica de éste eficaz
para proporcionar un beneficio terapéutico. El beneficio terapéutico, descrito més
adelante con més detalle, incluye cualquier mejora de CRC, por ejemplo, ralentizar o
parar la progresién de CRC, reducir la gravedad de CRC, inhibir el crecimiento de
tumores de CRC o la proliferacién de células de CRC, reducir el tamafio de los tumores
de CRC y/o reducir los niveles séricos de PG en pacientes con CRC. El sujeto puede ser
un ser humano o no humano, incluyendo un animal domesticado (por ejemplo, gato,
perro, vaca, cerdo, caballo) o un animal no domesticado. Preferiblemente, el anticuerpo
monoclonal anti-PG es especifico para la PG de la especie que se trata. Por ejemplo, un
anticuerpo anti-hPG se administra a un paciente humano, un anticuerpo anti-PG de perro
se administra a un paciente canino, y semejantes. Los sujetos en los que la terapia con
anticuerpo monoclonal anti-hPG es titil pueden: ser pacientes en cualquier estadio de la
progresion de la enfermedad (por ejemplo, CRC Estadio 0, L, I, III, o IV), pacientes que
han recibido terapia para CRC (por ejemplo, quimioterapia, terapia de radiacién,

reseccion quirdrgica) o pacientes que estdn recibiendo otra terapia para CRC.

[0030] EI tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-PG como se describe en la
presente memoria puede combinarse con, o ser adyuvante de, otra terapia. Los ejemplos
no limitativos de otra terapia para CRC incluyen tratamiento quimioterapéutico, terapia
de radiacién, reseccion quirtirgica y terapia de anticuerpos, como se describe en la
presente memoria. En un ejemplo especifico, los anticuerpos monoclonales anti-hPG se
administran en combinacién con agentes quimioterapéuticos. En otro ejemplo especifico,
los anticuerpos monoclonales anti-hPG se administran como adyuvante con reseccién
quirurgica. Los anticuerpos monoclonales anti-PG también pueden usarse en

combinacién uno con otro.
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[0031] Los individuos con tumores de CRC tienen frecuentemente niveles elevados de
PG circulante (por ejemplo, en suero o plasma). De acuerdo con esto, los anticuerpos
monoclonales anti-hPG pueden usarse para detectar niveles de PG para propésitos de
diagnéstico de CRC. Ademds, en los pacientes ya diagnosticados con CRC, los
anticuerpos monoclonales anti-hPG pueden usarse para seleccionar sujetos adecuados
para recibir terapia anti-PG, o para monitorizar la eficacia del tratamiento. Como se
describe en la presente memoria, un método para diagnosticar cancer colorrectal en un
sujeto comprende determinar si la cantidad de progastrina en una muestra del sujeto, por
ejemplo una muestra de sangre o una muestra de suero, medida usando un anticuerpo
monoclonal anti-hPG segiin la presente descripcion, estd por encima de un nivel umbral.
En una realizacion especifica, el nivel umbral es 50 pM. En algunas realizaciones, se
usan dos anticuerpos anti-PG, uno que reconoce una regién C-terminal de PG y el otro
que reconoce una regién N-terminal de PG. En esta realizacion, uno o los dos de los
anticuerpos N-terminal o C-terminal es un anticuerpo monoclonal anti-PG como se
describe en la presente memoria. Preferiblemente, se usan anticuerpos monoclonales anti-
PG N-terminales y C-terminales. Los anticuerpos pueden ser, pero no necesitan ser,

neutralizantes.

[0032] Para propdsitos de monitorizar la eficacia del tratamiento, los anticuerpos
monoclonales anti-PG pueden usarse para determinar si el nivel de progastrina disminuye
con el tiempo en muestras de un sujeto que se ha tratado o se estd tratando para CRC
comparando la cantidad de PG en muestras tomadas a diferentes tiempos. Las
realizaciones especificas de anticuerpos anti-PG descritas en el parrafo precedente

también pueden usarse en este ensayo.

[0033] También se proporcionan kits adecuados para realizar los diferentes métodos de
diagndstico, monitorizacién y otros descritos en la presente memoria. Dichos kits
comprenderan tipicamente un anticuerpo monoclonal anti-PG como se describe en la
presente memoria y, opcionalmente anticuerpos anti-PG adicionales y/o reactivos
adecuados para llevar a cabo el ensayo especifico. En algunas realizaciones, uno o més
anticuerpos anti-PG incluidos en el kit estdn marcados con un marcaje detectable, tal
como un fluoréforo. En una realizacién especifica, el kit incluye un anticuerpo anti-PG

que se une especificamente a una regién N-terminal de PG, un anticuerpo anti-PG que se
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une especificamente a una regién C-terminal de PG y, opcionalmente, reactivos
adecuados para llevar a cabo un ensayo de diagndstico, en el que el anticuerpo N-
terminal especifico es un anticuerpo monoclonal anti-PG N-terminal como se describe en
la presente memoria y/o el anticuerpo C-terminal especifico es un anticuerpo monoclonal

anti-PG C-terminal como se describe en la presente memoria.

[0034 Las caracteristicas y ventajas de las diferentes invenciones descritas en la presente
memoria serdn m4s evidentes a partir de la descripcion detallada siguiente de las

realizaciones ejemplares de éstas.

DESCRIPCION BREVE DE LAS FIGURAS

[0035] La FIG. 1 proporciona las secuencias de aminodcidos de pre-progastrina,
progastrina y productos del procesamiento de la progastrina incluyendo G34, G34-Gly,
G17, G17-Gly, y el péptido flanqueante C-terminal, CTFP.

{0036] La FIG. 2 proporciona las secuencias de polipéptido, y el polinucleétido
correspondiente, de las cadenas Vy y V|, para anticuerpos monoclonales anti-hPG
murinos ejemplares: anti-hPG MAb 3 (SEQ ID NOS 16, 12, 17 y 13, respectivamente, en
orden de aparicién) (FIG 2A, 2B), anti-hPG MADb 4 (SEQ ID NOS 18, 14, 19 y 15,
respectivamente, en orden de aparicién) (FIG. 2C, 2D), anti-hPG MAb 8 (SEQ ID NOS
67,59, 71 y 63, respectivamente, en orden de aparicién) (FIG. 2E, 2F), anti-hPG Mab 13
(SEQ ID NOS 68, 60, 72 y 64, respectivamente, en orden de aparicién) (FIG. 2G, 2H),
anti-hPG MAD 16 (SEQ ID NOS 69, 61, 73 y 65, respectivamente, en orden de aparicién)
(FIG. 21, 2J), y anti-hPG MAb 19 (SEQ ID NOS 70, 62, 74 y 66, respectivamente, en
orden de aparicién) (FIG. 2K, 2L), en los que las tres CDR de cada cadena estén

subrayadas.

[0037] Las FIG. 3A-C proporcionan graficos que ilustran las afinidades relativas de
unién (medidas como absorbancia a 492 nm) a concentraciones crecientes de anticuerpo
(ug/mL) de anticuerpos monoclonales anti-hPG murinos ejemplares, MAbs 1-4 (FIG.
3A); MAbs 5-14 y 20-23 (FIG. 3B); y MAbs 3 y 15-19 (FIG. 3C).

[0038] La FIG. 4 proporciona un gréfico que ilustra la proporcién de absorbancia

(densidad 6ptica) a 280 nm y 330 nm para cuatro anticuerpos monoclonales anti-hPG

12




10

15

20

25

murinos ejemplares diferentes comparado con una muestra control de albiimina de suero

bovino (unidades arbitrarias).

[0039] Las FIG. 5A-C proporcionan gréficos que ilustran la unién de 23 anticuerpos
monoclonales anti-hPG murinos ejemplares diferentes a 25 6 50 ng de hPG comparado
con: tamp6n solo (control negativo), 250 ng de KLH (control negativo), y péptidos
derivados del gen de la gastrina (50 y 250 ng de CTFP, G17, o G17-Gly (referido en la
figura como “G-Gly”), como se indica. La FIG. 5A muestra 1a unioén de anti-hPG MAbs
1-4, 1a FIG. 5B muestra la unién de anti-hPG MAbs 5-14 y 21-23, y la FIG. 5C muestra
la unién de anti-hPG MAbs 3 y 15-20.

[0040] La FIG. 6 proporciona un gréfico que ilustra la unién de un anticuerpo policlonal

ant1-hPG N-terminal a hPG a concentraciones crecientes de anti-hPG MAb3.

[0041] La FIG. 7 proporciona graficos que ilustran la proliferacién de lineas celulares de
CRC representativas tratadas con anticuerpos monoclonales anti-hPG como sigue:
SW4380, HCT-116, LS174T, como se indica, tratadas con anticuerpos monoclonales anti-
hPG ejemplares MAb 3 y MADb 4 (FIG. 7A, 7B, 7C, respectivamente, mostrando el
cambio en el nimero de células vivas al final del tratamiento respecto al comienzo del
tratamiento (TO) con anticuerpo), o un anticuerpo policlonal anti-hPG (FIG. 7D, 7E, 7F,
respectivamente, mostrando el cambio en el nimero de células vivas al final del
tratamiento respecto al comienzo del tratamiento (TO) con anticuerpo); proliferacién de la
linea celular de CRC SW620 tratada con anti-hPG MAb 5 a MADb 23 (FIG. 7G,
mostrando c€lulas vivas tratadas con anti-hPG como porcentaje del nimero de células
tratadas con anticuerpo control al final del tratamiento respecto al comienzo del
tratamiento (T0)); proliferacién de células LS174T tratadas con anti-hPG MAD 8, 13, 14,
16, y 19 (FIG. 7H, mostrando células vivas tratadas con anti-hPG como porcentaje del
nimero de células tratadas con anticuerpo control al final del tratamiento respecto al
comienzo del tratamiento (T0)); y proliferacion de células HCT-116 tratadas con
anticuerpos monoclonales anti-hPG MAD 8, 13, 14, 16, 19 (FIG. 71, mostrando células
vivas tratadas con anti-hPG como porcentaje del niimero de células tratadas con

anticuerpo control al final del tratamiento respecto al comienzo del tratamiento (TO)).
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[0042] La FIG. 8 proporciona un grafico que ilustra el nimero de células LS174T vivas a
las 48 horas después de 4 tratamientos con un anticuerpo monoclonal control, anti-hPG
MAD 8 (Sug/mL), anti- hPG MADb 8 pre-incubado con hPG, el anticuerpo control pre-
incubado con hPG, o hPG solo.

[0043] La FIG. 9 proporciona gréficos que ilustran el nimero de tumores por ratén (FIG.
9A) y la longitud y altura medias del tumor (FIG. 9B) en ratones tratados con anticuerpos

anti-hPG comparado con un anticuerpo policlonal control.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES EJEMPLARES
Descripcién Detallada
[0044] La progastrina (PG) se identificé por primera vez como el precursor de la gastrina,
una hormona peptidica intestinal que estimula la secrecién de 4cido géstrico. La gastrina
existe en varias formas moleculares diferentes (G17, G34, G17 extendido con glicina,
G34 extendido con glicina) derivadas de la progastrina. Véase la FIG. 1. El gen de la
gastrina codifica un producto de 101 aminoécidos, la preprogastrina. Una primera
escision elimina un péptido sefial de 21 residuos de amino4cidos (subrayado en la FIG. 1)
y resulta en PG, un péptido de 80 aminodcidos. La secuencia entendida conocida de la
secuencia polipeptidica de la PG humana (hPG) se proporciona en SEQ ID NO:20. Como
se 1lustra en la FIG. 1, los residuos de aminoécidos de hPG estdn numerados de 1 a 80,
siendo el residuo més amino la posicién 1. Las secuencias en los primeros 40
aminoécidos de la progastrina se refieren como “N-terminales,” mientras que las

secuencias que estan en el residuo 41 a 80 se refieren como “C-terminales.”

[0045] Estudios recientes han mostrado que los niveles de progastrina estdn elevados en
pacientes con CRC. Bajo condiciones fisiolégicas normales, la progastrina representa
menos del 10% del péptido total secretado en los seres humanos. En el cdncer colorrectal,
los niveles de progastrina estdn significativamente elevados tanto en plasma como en
tejido tumoral, posiblemente como resultado de una expresion incrementada del gen de la
gastrina acoplado con un procesamiento incompleto del producto génico. Un estudio
mostré niveles significativamente altos en suero de progastrina en pacientes con CRC
comparado con pacientes control pero no una diferencia tal para las formas mds

procesadas de la gastrina (Siddheshwar et al., 2001, Gut 48:47-52). En muestras de tumor
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de CRC ensayadas, el 80-100% de las muestras mostré niveles incrementados de PG.
Véanse, por ejemplo, Ciccotosto et al., 1995, Gastroenterology 109:1142-1153; Baldwin
etal., 1998, Gut 42:581-584; Van Solinge, 1993, Gastroenterology 104:1099-1107. El
papel de PG en CRC se ha sustanciado ademds por experimentos que muestran que los
ratones que expresan PG humana recombinante tratados con el carcinégeno azoximetano
tenian nimeros significativamente mayores de focos de criptas aberrantes, adenomas, y
adenocarcinomas en el colon comparado con ratones de tipo salvaje o ratones que

expresan gastrinas amidadas (Singh et al. 2000, Gastroenterology 119:162-171).

[0046] Recientemente, Hollande et al., demostraron que la progastrina estimula la ruta
beta-catenina/Tcf4 reprimiendo ICAT, un regulador negativo de la sefializacién beta-
catenina/Tcf4 y que el bloqueo de la progastrina da lugar a la expresion de novo de
ICAT. Véase WO 2007/135542. Aunque no se pretende la vinculacién a ninguna teoria
de operacién, se cree que el bloqueo de la sefializacién de la progastrina da lugar a la
represion de la proliferacion inducida por beta-catenina/ Tcf4 como resultado de una
expresién incrementada de ICAT. En ausencia de sefializacién continuada dependiente de
PG, la proliferacién celular se inhibe y se desencadena la diferenciacién celular y/o

muerte celular (incluyendo la apoptosis).

[0047] A pesar de la necesidad urgente de nuevas estrategias clinicas para el tratamiento
y diagndstico de CRC, la evidencia de que PG estimula la proliferacién de células de
tumor de CRC, y a pesar de la atenci6én incrementada en terapias de anticuerpos
monoclonales en el tratamiento del cdncer, hasta la fecha, no hay publicaciones que
demuestren que ningun anticuerpo monoclonal sea capaz de bloquear la proliferacién de
células tumorales dependiente de PG o incluso la unién de PG. Dichos anticuerpos,
presentados en la presente memoria por primera vez, se han mostrado dificiles de
desarrollar. Como un primer reto, los solicitantes encontraron que la progastrina humana
recombinante, que puede usarse para generar anticuerpos policlonales anti-hPG, fue
incapaz de inducir una respuesta inmunogénica monoclonal en ratones de ensayo. Por lo
tanto, fue necesario disefiar inmunégenos usando sélo fragmentos peptidicos de PG para
generar anticuerpos especificos para progastrina y no para otros productos del gen de la
gastrina. Incluso una vez que los clones de hibridoma rindieron anticuerpos que se unian

al péptido antigénico, se encontré que la unidn al péptido no era predictiva de la
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capacidad para unirse a PG, especificamente o ni siquiera la unién. Como se muestra con
mds detalle en los Ejemplos mds adelante, muchos hibridomas rindieron anticuerpos que
se unian al péptido antigénico de PG usado en el inmunégeno pero no se unieron a PG.
La presente descripcion proporciona anticuerpos monoclonales anti-hPG que se unen no
solo al antigeno peptidico frente al que se generaron sino que también se unen a hPG
especificamente. Bastante sorprendentemente, se obtuvieron anticuerpos monoclonales
altamente especificos para hPG respecto a sus productos de procesamiento (por ejemplo,
G34, G34-Gly, G17, G17-Gly, CTFP) con antigenos que en algunos casos no eran inicos
para hPG, sino que incluian regiones con secuencia de aminodcidos comiin a uno o mis
de los productos de procesamiento de la progastrina. Ademads, también se descubri
sorprendentemente que a pesar del tamafio relativamente pequefio de hPG (80
amino4cidos) no todos los anticuerpos monoclonales anti-hPG, incluso aquellos que
presentan un alto grado de afinidad y especificidad para hPG, neutralizan su actividad

biolégica.
Anticuerpos monoclonales anti-hPG

[0048] Los solicitantes han descubierto antigenos peptidicos ttiles para generar
anticuerpos monoclonales anti-hPG. Los péptidos ttiles para generar anticuerpos anti-
hPG de la presente descripcién comprenden secuencias especificas de la progastrina no
encontradas en las formas mas procesadas del polipéptido, tales como gastrinas
extendidas con glicina o amidadas o CTFP, pero también pueden comprender secuencias
que se encuentran en las formas procesadas de hPG. En algunas realizaciones, los
anticuerpos monoclonales anti-hPG se generan frente a un antigeno peptidico que tiene
una secuencia de aminoécidos correspondiente a una regién N-terminal de hPG y se
designan anticuerpos monoclonales anti-hPG N-terminales. Una regién antigénica
ejemplar especifica que puede usarse para construir un inmunégeno ttil para obtener
anticuerpos monoclonales anti-PG N-terminales corresponde a los residuos 1 a 14 de hPG
(SWKPRSQQPDAPLG (SEQ ID NO: 25)) acoplado con una secuencia conectora. En
otras realizaciones, los anticuerpos monoclonales anti-hPG se generan frente a un
antigeno peptidico que tiene una secuencia de aminodcidos correspondiente a una regién
C-terminal de hPG y se designan anticuerpos monoclonales anti-hPG C-terminales. Una

region antigénica ejemplar especifica que puede usarse para construir un inmunégeno Ttil
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para obtener anticuerpos monoclonales anti-PG C-terminales corresponde a los residuos

55 a 80 de hPG (SEQ ID NO:27) acoplado a una secuencia conectora. Véase la Tabla 1.

[0049] Los anticuerpos monoclonales anti-PG de la presente descripcién se unen a PG y
son utiles para detectar y aislar PG de mezclas complejas. Ademads, los anticuerpos
monoclonales anti-PG de la descripcién son excepcionalmente adecuados para
aplicaciones terapéuticas y/o de diagndstico para cédncer colorrectal. En varias
realizaciones, los anticuerpos monoclonales anti-hPG (1) se unen especificamente a PG
frente a otros productos del gen de la gastrina, (2) tienen una alta afinidad para hPG, (3)
inhiben la proliferacién de células de cancer colorrectal in vitro e in vivo, (4) reducen el
tamafio y nimero de los tumores in vivo, (5) detectan PG en mezclas complejas que

contienen otros productos derivados del gen de la gastrina.

[0050] El gen de la gastrina se expresa y procesa extensamente, para rendir varios
productos proteicos que tienen papeles en la homeostasis normal. La progastrina, por otra
parte, tipicamente no es detectable en la circulacién de los sujetos sanos. Los anticuerpos
monoclonales de la presente descripcién se pretende que estén dirigidos a la progastrina
pero no a otros péptidos derivados del gen de la gastrina. De acuerdo con esto, los
anticuerpos monoclonales anti-hPG se unen especificamente a la progastrina, de seres
humanos y otros animales, pero no a otros productos del gen de la gastrina, tales como,
pero no limitados a, gastrinas extendidas con glicina o amidadas o Péptido Flanqueante
C-terminal (CTFP).

[0051] La especificidad de los anticuerpos monoclonales anti-hPG puede determinarse
usando un ELISA como sigue. Se incuban placas de 96 pocillos toda la noche a 4°C con
la concentracion o concentraciones apropiadas del polipéptido de ensayo (por ejemplo, 25
y 50 ng de PG humana recombinante, y 50 y 250 ng de CTFP u otros productos derivados
del gen de la gastrina) en Disolucién Salina Tamponada con Fosfato (PBS), después de lo
cual los pocillos se lavan tres veces con disolucién de lavado (PBS y 0,1% Tween-20), y
se incuban durante 2 horas a 22°C con 100 pL de disolucién de blogqueo (PBS, 0,1%
Tween-20, 0,1% Albtimina de Suero Bovino o hidrolizado de caseina) por pocillo.
Después del bloqueo, los pocillos se lavan tres veces y se afiade el anticuerpo que se va a

ensayar (anticuerpo de ensayo). Se afiaden a cada pocillo 100 pL del anticuerpo de
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ensayo (a 0,3 a 1 ng/mL) en PBS y 0,1% Tween-20. Las placas se incuban durante 2
horas a 22°C, después de lo cual la disolucién del anticuerpo de ensayo se desecha y se
reemplaza, después de una etapa de lavado (3X 100 pL de disolucién de lavado, como se
ha indicado anteriormente), con disolucién de bloqueo que contiene un anticuerpo
secundario, un anticuerpo IgG (Fc) de cabra anti-ratén acoplado a peroxidasa de rdbano.
Después de 1 hora de incubacién con el anticuerpo secundario, se afiaden 100 pL de
disolucién de sustrato (por ejemplo,. Fast OPD, o Dihidrocloruro de O-Fenilendiamina,
disponible en Sigma-Aldrich Co., preparado segiin las instrucciones del fabricante) a
cada pocillo y se incuba en oscuridad durante 20 minutos a 22°C. La reacci6n se para por
la adicién de 50 pL de 4N 4cido sulfiirico y se determina la cantidad de sustrato
catalizada midiendo la densidad éptica (D.O.) a 492 nm. La conversién del sustrato es
proporcional a la cantidad de anticuerpo primario (de ensayo) unido al antigeno. Los
experimentos se hacen en duplicado y las medidas de DO se representan como una
funcion de la concentracién de antigeno. Los anticuerpos de ensayo se clasifican como
especificos para PG si la D.O. medida es entre 0,2 y 1,5 para hPG y no hay una sefial
estadisticamente significativa por encima del fondo con CTFP o ninguno de los demas
péptidos derivados del gen de la gastrina, en el que el fondo es la sefial media de los

pocillos control que sélo contienen PBS.

[0052] Se encontré que varios anticuerpos monoclonales anti-hPG de la presente
descripcion eran altamente especificos. En algunas realizaciones, los anticuerpos
monoclonales anti-hPG presentan una especificidad 100 veces mayor para la progastrina
comparado con los demds productos del gen de la gastrina. En dichas realizaciones, se
requiere 100 veces mds de antigeno (por ejemplo, gastrina extendida con glicina o
amidada) para rendir la misma unién que la observada cuando el antigeno es la

progastrina.

[0053] Otros métodos para determinar la unién incluyen, pero no estén limitados a, un
método inmunofluorescente, un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), un
inmunoensayo con material marcado radiactivamente (RIA), un ELISA sandwich
(Monoclonal Antibody Experiment Manual (publicado por Kodansha Scientific, 1987),
Second Series Biochemical Experiment Course, Vol. 5, Inmunobiochemistry Research

Method, publicado por Tokyo Kagaku Dojin (1986)).
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[0054] Los anticuerpos monoclonales anti-hPG con alta afinidad para PG son deseables
tanto para usos terapéuticos como de diagndstico. Para determinados usos, tales como
usos terapéuticos, es deseable una afinidad de al menos aproximadamente 100 nM,
aunque pueden ser deseables los anticuerpos que tienen afinidades mayores, por ejemplo
afinidades de al menos aproximadamente 90 nM, 80 nM, 70 nM, 60 nM, 50 nM, 40 nM,
30 nM, 25 nM, 20 nM, 15 nM, 10 nM, 7 nM, 6 nM, 5 nM, 4 nM, 3 nM, 2 nM, 1 nM, 0,1
nM, 0,01 nM, 10 pM, 1 pM, o incluso mayores. En algunas realizaciones, los anticuerpos
monoclonales se unen especificamente a hPG con una afinidad en el intervalo de
aproximadamente 1 pM a aproximadamente 100 nM, o una afinidad en el intervalo entre

cualquiera de los valores anteriores.

[0055] La afinidad de los anticuerpos monoclonales anti-hPG para hPG puede
determinarse usando técnicas muy conocidas en la técnica o descritas en la presente
memoria, tales como por ejemplo, pero no como limitacién, ELISA, calorimetria

isotérmica de titulacién (ITC), BIAcore, Proteon, o ensayo de polarizacién fluorescente.

[0056] Usando antigenos de las regiones N- o C-terminales de hPG, pueden generarse
anticuerpos que reconozcan diferentes epitopos de hPG. El epitopo reconocido por un
anticuerpo monoclonal depender4 del antigeno particular usado para generar el
anticuerpo y puede mapearse usando técnicas conocidas para el experto en la técnica,
tales como escaneo de alanina y andlisis SPOT (véase la seccién de Ejemplos mas
adelante). Por ejemplo, el mapeo de epitopos revela que anti-hPG MAb 2 y MADb 4 se
unen al mismo epitopo; anti-hPG MAb 1 y MADb 3 se unen aproximadamente al mismo
epitopo; MAb 17, MADb 18, MADb 19, y MAb 20 se unen éproximadamente al mismo
epitopo; MAb 15 y MADb 16 se unen aproximadamente al mismo epitopo; anti-hPG MAb
5, MAb 6, MAb 7, MAb 9, y MAD 12 se unen al mismo epitopo y se unen
aproximadamente al mismo epitopo que anti-hPG MAb 10; y anti-hPG MADb 11 y MAb

14 se unen aproximadamente al mismo epitopo.

[0057] Si un anticuerpo monoclonal anti-hPG reconoce o no un epitopo particular puede
determinarse usando un ensayo de competicién como se describe en la presente memoria,
en el que se conoce el epitopo unido por el anticuerpo de referencia. En algunas

realizaciones, el anticuerpo monoclonal anti-hPG compite con un anticuerpo de
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referencia que se une a un epitopo que tiene una secuencia de aminoacidos
correspondiente a una region N-terminal de hPG. En realizaciones especificas, los
anticuerpos monoclonales anti-hPG compiten con un anticuerpo de referencia que se une
a un epitopo que incluye los residuos 10 a 14 de hPG (SEQ ID NO:28), residuos 9 a 14
de hPG (SEQ ID NO:29), residuos 4 a 10 de hPG (SEQ ID NO:30), residuos 2 a 10 de
hPG (SEQ ID NO:31), o residuos 2 a 14 de hPG (SEQ ID NO:32). En algunas
realizaciones, el anticuerpo monoclonal anti-hPG compite con un anticuerpo de
referencia que se une a un epitopo que tiene una secuencia de amino4cidos
correspondiente a una regién C-terminal de hPG. En realizaciones especificas, los
anticuerpos monoclonales anti-hPG compiten con un anticuerpo de referencia que se une
a un epitopo que incluye los residuos 71 a 74 de hPG (SEQ ID NO:33), residuos 69 a 73
de hPG (SEQ ID NO:34), residuos 76 a 80 de hPG (SEQ ID NO:35), o residuos 67 a 74
de hPG (SEQ ID NO:36).

[0058] Los anticuerpos monoclonales anti-PG pueden ser neutralizantes. Aunque no se
pretende la vinculacién a ninguna teoria de operacidn, se piensa que, a través de la unién
a PG, los anticuerpos monoclonales anti-hPG neutralizantes bloquean o inhiben su
capacidad de interaccionar con su o sus parejas de sefializacién. Esto, a su vez, inhibe una
ruta de transduccién de la sefial en células de tumor colorrectal que de otra manera darfa
lugar a la proliferacién, diferenciacién celular reducida y muerte celular. En algunas
realizaciones, los anticuerpos monoclonales anti-PG neutralizantes se unen a una region
N-terminal de hPG. En realizaciones especificas, los anticuerpos monoclonales anti-PG
neutralizantes compiten por la unién a PG con anti-hPG MAb1, MAb2, MAb3, MAb4,
MAbI15, MAb 16, MAb 17, MAD 18, MAD 19, o MAD 20. En otras realizaciones, los
anticuerpos monoclonales anti-PG neutralizantes se unen a una regién C-terminal de
hPG. En realizaciones especificas, los anticuerpos monoclonales anti-PG neutralizantes
compiten por la unién a PG con anti-hPG MAb 5, MAb 6, MAb 7, MADbS, MAD9,
MADI10, MAb11, MAb12, MAb13, MAb21, MAD 22, 0 MAb23.

[0100] Un ensayo especifico para ver si un anticuerpo monoclonal anti-PG es
neutralizante puede llevarse a cabo como sigue. Se siembran células CRC LS174T en una
placa de 6 pocillos, como se describe en el Ejemplo 7 més adelante, a aproximadamente

50,000 células por pocillo. Las células se tratan a intervalos de 12 horas durante 48 horas
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con el anticuerpo monoclonal anti-PG de ensayo o un anticuerpo monoclonal control
como se indica en el Ejemplo 7, a concentraciones de anticuerpo de aproximadamente 5
ug/mL. Un anticuerpo de ensayo se define como neutralizante en el ensayo, si el nimero
de células de cdncer CRC tratadas con el anticuerpo de ensayo muestra una reduccién
estadisticamente significativa de al menos 10% en el nimero de células supervivientes
comparado con el mimero de células tratadas con un anticuerpo control, no especifico,
usando un ensayo de dos colas de Mann-Whitney (con las diferencias consideradas como
significativas cuando p<0,05). Los nimeros de células totales se corrigen por el nimero

de células al comienzo del periodo de tratamiento, referido como TO.

[0059] Tal y como se usa en la presente memoria, un anticuerpo (Ab) se refiere a una
molécula de inmunoglobulina que se une especificamente a, o es inmunolégicamente
reactiva con, un antigeno particular, e incluye anticuerpos policlonales, monoclonales,
modificados por ingenierfa genética y formas modificadas de otra manera de anticuerpos,
incluyendo pro no limitado a anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados y
fragmentos de unién a antigenos de anticuerpos, incluyendo por ejemplo, fragmentos
Fab', F(ab'),, Fab, Fv, 1IgG, y scFv. En varias realizaciones, los anticuerpos monoclonales
anti-hPG comprenden toda o una parte de una regién constante de un anticuerpo. En
algunas realizaciones, la region constante es un isotipo seleccionado de: IgA (por

ejemplo, 1gAl o IgA2), IgD, IgE, 1gG (por ejemplo, 1gG1, 1gG2, 1gG3 o IgG4), e IgM.

[0060] El término “anticuerpo monoclonal” tal y como se usa en la presente memoria no
estd limitado a anticuerpos producidos mediante la tecnologia del hibridoma. Un
anticuerpo monoclonal se deriva de un tnico clon, incluyendo cualquier clon eucariota,
procariota o de fago, por cualquier medio disponible o conocido en la técnica. Los
anticuerpos monoclonales ttiles con la presente descripcién pueden prepararse usando
una amplia variedad de técnicas conocidas en la técnica incluyendo el uso de tecnologias
de hibridoma, recombinantes y de exposicion en fagos, o una combinacién de éstas. En
muchos usos de la presente descripcion, incluyendo el uso in vivo de los anticuerpos
monoclonales anti-hPG en seres humanos y los ensayos de deteccién in vitro, pueden

usarse adecuadamente anticuerpos quiméricos, primatizados, humanizados o humanos.
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[0061] El término “scFv” se refiere a un anticuerpo de unica cadena Fv en el que los
dominios variables de la cadena pesada y la cadena ligera de un anticuerpo tradicional se

han unido para formar una cadena.

[0062] Las referencias a “Vy” se refieren a la region variable de la cadena pesada de una
inmunoglobulina de un anticuerpo, incluyendo la cadena pesada de un Fv, scFv, o Fab.
Las referencias a “V” se refieren a la region variable de una cadena ligera de una
inmunoglobulina, incluyendo la cadena ligera de un Fv, scFv, dsFv o Fab. Los
anticuerpos (Abs) e inmunoglobulinas (Igs) son glicoproteinas que tienen las mismas
caracteristicas estructurales. Mientras los anticuerpos presentan especificidad de unién
para una diana especifica, las inmunoglobulinas incluyen tanto anticuerpos como otras
moléculas semejantes a anticuerpos que carecen de especificidad de diana. Los
anticuerpos y las inmunoglobulinas nativas son habitualmente glicoproteinas
heterotetraméricas de aproximadamente 150.000 daltons, compuestas por dos cadenas
ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H) idénticas. Cada cadena pesada tiene en un
extremo un dominio variable (Vy) seguido de un nimero de dominios constantes. Cada
cadena ligera tiene un dominio variable en un extremo (Vi) y un dominio constante en su

otro extremo.

[0063] Los anticuerpos monoclonales anti-hPG de la descripcién comprenden regiones
determinantes de la complementariedad (CDR). Las CDR también se conocen como
regiones hipervariables tanto en los dominios variables de la cadena ligera y la cadena
pesada. Las partes més altamente conservadas de los dominios variables se denominan el
marco (FR). Como se conoce en la técnica, la posicién /limite de aminoacidos que
delinea una regién hipervariable de un anticuerpo puede variar, dependiendo del contexto
y de varias definiciones conocidas en la técnica. Algunas posiciones en un dominio
variable pueden verse como posiciones hipervariables hibridas ya que puede considerarse
que estas posiciones estdn en una regién hipervariable bajo un conjunto de criterios
mientras que puede considerarse que estan fuera de una regién hipervariable bajo un
conjunto diferente de criterios. Una o més de estas posiciones también puede encontrarse
en regiones hipervariables extendidas. La descripcion proporciona anticuerpos que
comprenden modificaciones en estas posiciones hipervariables hibridas. Los dominios

variables de las cadenas pesada y ligera nativas comprenden cada uno cuatro regiones
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FR, sobre todo adoptando una configuracién de lamina B, conectadas por tres CDR, que
forman bucles que conectan, y en algunos casos forman parte de, la estructura de 14mina
B. Las CDR de cada cadena se mantienen muy cerca por las regiones FR y, con las CDR
de la otra cadena, contribuyen a la formacién del sitio de unién a la diana de los
anticuerpos (Véase Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest

(National Institute of Health, Bethesda, Md. 1987).

[0064] Varios anticuerpos monoclonales anti-hPG que tienen una alta especificidad y
afinidad para hPG y una buena actividad anti-tumoral se han identificado y sus CDR y
cadenas variables pesada y ligera se han secuenciado. Los dominios variables de la
cadena pesada y ligera murinos se refieren en la presente memoria como mVy y mVy
seguido del mimero del anticuerpo monoclonal correspondiente, por ejemplo mVy.3 y
mV.3 para anti-hPG MAb3. Los anticuerpos monoclonales anti-hPG tienen tres CDR
variables de cadena ligera y tres CDR variables de cadena pesada, referidas como Vy
CDR1, 2,63,y VLCDRI, 2, 6 3, respectivamente, seguido del nimero del anticuerpo
monoclonal anti-hPG ejemplar. Por ejemplo, VL. CDR1 de MAb 3 se indica como Vi,
CDR1.3 y V4 CDRI1 de MAD 3 se indica como Vg CDR1.3. De manera similar, los
dominios variables de cadena pesada y ligera humanos se refieren en la presente memoria

como hVy y hVy seguido del nimero del anticuerpo monoclonal correspondiente.

[0065] En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales anti-hPG generados frente
a una parte N-terminal de hPG tienen tres CDR variables de cadena ligera y tres CDR
variables de cadena pesada, en los que VL. CDR1 se selecciona de QSIVHSNGNTY (“V,
CDR 1.3”; SEQ ID NO:4), QSLVHSSGVTY (“VL CDR 1.4”; SEQ ID NO:10),
QSLLDSDGKTY (“V, CDR 1.16”; SEQ ID NO:50), y SQHRTYT (*V. CDR 1.19”;
SEQ ID NO:51); Vi CDR2 se selecciona de KVS (“Vi CDR 2.3” y (“V. CDR 2.4”; SEQ
ID NO:5), LVS (“VL CDR 2.16”; SEQ ID NO:53), y VKKDGSH (“V CDR 2.19”; SEQ
ID NO:54); VL. CDR3 se selecciona de FQGSHVPFT (“V CDR 3.3”; SEQ ID NO:6),
SQSTHVPPT (VL CDR 3.4”; SEQ ID NO:11), WQGTHSPYT (“VL CDR 3.16”; SEQ
ID NO:57), y GVGDAIKGQSVFV (“Vi, CDR 3.19”; SEQ ID NO:58); Vi CDR1 se
selecciona de GYIFTSYW (“Vy CDR 1.3”; SEQ ID NO:1), GYTFSSSW (“Vy CDR
1.47; SEQ ID NO:7), GYTFTSYY (“Vx CDR 1.16”; SEQ ID NO:39), y GYSITSDYA
(“Vu CDR 1.197; SEQ ID NO:40); Vi CDR2 se selecciona de FYPGNSDS (“Vy CDR
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2.37; SEQ ID NO:2), FLPGSGST (“Vi CDR 2.4”; SEQ ID NO:8), INPSNGGT (“Vy
CDR 2.16”; SEQ ID NO:43), y ISFSGYT (“Vy4 CDR 2.19”; SEQ ID NO:44); y Vy
CDR3 se selecciona de TRRDSPQY (“Vy CDR 3.3”; SEQ ID NO:3),
ATDGNYDWFAY (“Vy CDR 3.4” SEQ ID NO:9), TRGGYYPFDY (“Vi CDR 3.167;
SEQ ID NO:47), y AREVNYGDSYHFDY (“Vy CDR 3.19”; SEQ ID NO:48). Véase la
Tabla 1A.

[0066] En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales anti-hPG generados frente
a una parte C-terminal de hPG tienen tres CDR variables de cadena ligera y tres CDR
variables de cadena pesada, en los que Vi, CDR1 se selecciona de KSLRHTKGITF (“V,
CDR 1.87; SEQ ID NO:49) y QSLLDSDGKTY (“Vi, CDR 1.13”; SEQ ID NO:50); VL
CDR?2 se selecciona de QMS (“V, CDR 2.8”; SEQ ID NO:52) y LVS (“V. CDR 2.13”;
SEQ ID NO:53); Vi CDR3 se selecciona de AQNLELPLT (“Vy CDR 3.8”; SEQ ID
NO:55) y WQGTHFPQT (“V. CDR 3.13”; SEQ ID NO:56); Vg CDR1 se selecciona de
GFTFTTYA (“Vu CDR 1.8”; SEQ ID NO:37) y GFIFSSYG (“Vy CDR 1.13”; SEQ ID
NO:38); Vi CDR2 se selecciona de ISSGGTYT (“Vy CDR 2.8”; SEQ ID NO:41) y
INTFGDRT (“Vi CDR 2.13”; SEQ ID NO:42); y Vg CDR3 se selecciona de
ATQGNYSLDF (“Vy CDR 3.8”; SEQ ID NO:45) y ARGTGTY (“Vy CDR 3.13”; SEQ
ID NO:46). Véase 1a Tabla 1B.
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Tabla 1A

Anticuerpos Monoclonales Anti-hPG N-terminales

o5

Hibridoma Secuencias Vy y Vi,

Inmundégeno | (Depdsito#f) {MAb [ Secuencias CDR Murinas Secuencias Vg y Vi Murinas Humanizadas (proyectado)

N1 43B9G11 MAb1

N1 WESH2G7 |MAb2

N2 6B5B11C10 |MAb3 |V CDR 1.3 GYIFTSYW (SEQID NO:1) mVy3 (SEQIDNO.12) hVy3 (SEQ ID NO:21)
V4 CDR 23 FYPGNSDS (SEQID NO:2)
Vi CDR 3.3 TRRDSPQY (SEQ ID NO:3)
VL.CDR 1.3 QSIVHSNGNTY (SEQ ID NO:4) mVy3 (SEQID NO:13) hv,3 (SEQ ID NO:22)
VL CDR 23 KVS (SEQ ID NO:5)
VL. CDR 33 FQGSHVPFT (SEQ ID NO:6)

N2 20D2C3G2 |MAb4 |V4CDR 14 GYTFSSSW (SEQ ID NO:7) mVy4 (SEQID NO:14) hvy4 (SEQ ID NO:23)
Vy CDR 24 FLPGSGST (SEQ ID NO:8)
Vg CDR 34 ATDGNYDWFAY (SEQ ID NO:9)
V_LCDR 14 QSLVHSSGVTY (SEQ ID NO:10) mVy,4 (SEQID NO:15) hv, 4 (SEQ ID NO:24)
VL CDR 24 KVS (SEQ ID NO:5)
VL CDR 34 SQSTHVPPT (SEQ ID NO:11)

N2 1E9A4A4 |MADbIS

(1-4376)

N2 1E9D9B6 |MAbl16 |VyCDR 1.16 GYTFTSYY (SEQ ID NO:39) mVy 16 (SEQ ID NO:61) hVy 16a (SEQ ID NO:84)
Vy CDR 2.16 INPSNGGT (SEQ ID NO:43) hVy 16b (SEQ ID NO:86)
Vy CDR 3.16 TRGGYYPFDY (SEQ ID NO:47) hVy 16c  (SEQ ID NO:88)
V_LCDR 1.16 QSLLDSDGKTY (SEQ ID NO:50) mVy 16 (SEQ ID NO:65) hVy 16a (SEQ ID NO:85)
V. CDR 2.16 LVS (SEQ ID NO:53) hVy 16b (SEQ ID NO:87)
VL CDR 3.16 WQGTHSPYT (SEQ ID NO:57) hV 16c (SEQ ID NO:89)

N2 1C8DI10F5 |MAb17

N2 1A7C3F11 [MAbI8
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Tabla 1B

Anticuerpos Monoclonales Anti-hPG C-terminales

‘ Hibridoma Secuencias Vg y V|,
Inmundgeno | (Depédsito #) | MAb | Secuencias CDR Murinas Secuencias Vg y Vi, Murinas | Humanizadas (proyectado)
Cl1 \ 1B4A11D11 | MAbS

i (1-4371)

Cl ‘ 1B6A11F2 [MAb6

| |a-4372)
c1 | |1BLIE4B11 |MAbY

|| a4373)

C1 1C10D3B9 [MAb8 |V4CDR 1.8 GFTFTTYA (SEQID NO:37) mVy.8 (SEQID NO:59) hvy8a (SEQ ID NO:75)
| Vi CDR 2.8 ISSGGTYT (SEQ ID NO:41) hvyg8b (SEQID NO:77)

{ V4 CDR 3.8 ATQGNYSLDF (SEQ ID NO:45) hViy8c  (SEQID NO:79)

“ vV, CDR 1.8 KSLRHTKGITF (SEQ ID NO:49) mVp.8  (SEQID NO:63) hv.8a (SEQID NO:76)

| V. CDR 2.8 QMsS (SEQID NO:52) hv,.8b (SEQID NO:78)

; VL CDR 338 AQNLELPLT (SEQ ID NO:55) hV_8c (SEQID NO:76)
Cl1 | ID8FSB3 | MAb9
C1 ‘ 1E1C7B4 |MAb10
Cl | |2B4C8C8 | MAbI1

| |@-4374)
C1 ‘ 2B11E6G4 |MAbI12
i | a-4375)
Cl ‘ 2C6C3C7 MAD13 | V4 CDR 1.13 GFIFSSYG (SEQ ID NO:38) mVg.13 (SEQ ID NO:60) hVy.13a (SEQ ID NO:80)
i V4CDR2.13  INTEGDRT (SEQ ID NO:42) hV4.13b (SEQ ID NO:82)
V4 CDR 3.13 ARGTGTY (SEQ ID NO:46)
VLCDR1.13  QSLLDSDGKTY (SEQ ID NO:50) mV,.13 (SEQ ID NO:64) hVg 13a (SEQ ID NO:81)
VLCDR2.13  LVS (SEQ ID NO:53) hV, 13b (SEQ ID NO:83)
V.CDR3.13  WQGTHFPQT (SEQ ID NO:56)
Cl1 2H9F4B7 |MAbl4
c2 1F11F5E10 {MAb21
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[0067] En algunas realizaciones, las CDR de la cadena pesada Vy del anticuerpo
monoclonal anti-hPG son V4CDR1.3, VECDR2.3 y V4CDR3.3. En una realizacién
especifica, la cadena Vy del anticuerpo monoclonal anti-hPG tiene una secuencia de

aminodcidos correspondiente a mVy.3 (SEQ ID NO:12). Véase 1a FIG. 2A.

[0068] En algunas realizaciones, las CDR de la cadena Vi, del anticuerpo monoclonal
anti-hPG son V.CDR1.3, VL.CDR2.3 y V.CDR3.3. En una realizacién especifica, la
cadena Vy del anticuerpo monoclonal anti-hPG tiene una secuencia de aminodcidos

correspondiente a mV.3 (SEQ ID NO:13). Véase la FIG. 2B.

[0069] En algunas realizaciones, las CDR de la cadena Vy del anticuerpo monoclonal
anti-hPG son V4CDR1.4, V4CDR2.4 y V4CDR3.4. En una realizacién especifica, la
cadena Vy del anticuerpo monoclonal anti-hPG tiene una secuencia correspondiente a
mVy.4 (SEQ ID NO:14). Véase la FIG. 2C.

[0070] En algunas realizaciones, las CDR de la cadena V|, del anticuerpo monoclonal
anti-hPG son ViCDR1.4, Vi.CDR2.4 y V.CDR3.4 En una realizaci6n especifica, la
cadena V|, del anticuerpo monoclonal anti-hPG tiene una secuencia de aminoacidos
correspondiente a mVy.4 (SEQ ID NO:15). Véase 1a FIG. 2D.

[0071] En algunas realizaciones, las CDR de la cadena Vy del anticuerpo monoclonat
anti-hPG son V4CDR1.8, V4CDR2.8 y VECDR3.8. En una realizacién especifica, la
cadena Vy del anticuerpo monoclonal anti-hPG tiene una secuencia correspondiente a
mVy.8 (SEQ ID NO:59). Véase 1a FIG. 2E.

[0072] En algunas realizaciones, las CDR de la cadena Vi del anticuerpo monoclonal
anti-hPG son Vi CDR1.8, Vi, CDR2.8 y Vi, CDR3.8. En una realizacion especifica, 1a
cadena Vi, del anticuerpo monoclonal anti-hPG tiene una secuencia de amino4cidos

correspondiente a mVy, .8 (SEQ ID NO:63). Véase la FIG. 2F.

[0073] En algunas realizaciones, las CDR de la cadena Vy del anticuerpo monoclonal

anti-hPG son VECDR1.13, V4CDR2.13 y V4CDR3.13. En una realizacién especifica, la

cadena Vy del anticuerpo monoclonal anti-hPG tiene una secuencia correspondiente a
mVy.13 (SEQ ID NO:60). Véase 1a FIG. 2G.
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[0074] En algunas realizaciones, las CDR de la cadena V|, del anticuerpo monoclonal
anti-hPG son V. CDR1.13, VL CDR2.13 y Vi CDR3.13. En una realizacién especifica, la
cadena V|, del anticuerpo monoclonal anti-hPG tiene una secuencia de aminodcidos

correspondiente a mVy.13 (SEQ ID NO:64). Véase la FIG. 2H.

[0077] En algunas realizaciones, las CDR de la cadena Vy del anticuerpo monoclonal
anti-hPG son VHCDR1.16, V4CDR2.16 y V4CDR3.16. En una realizacion especifica, la
cadena Vy del anticuerpo monoclonal anti-hPG tiene una secuencia correspondiente a
mVy.16 (SEQ ID NO:61). Véase la FIG. 21.

[0076] En algunas realizaciones, las CDR de la cadena V. del anticuerpo monoclonal
anti-hPG son Vi CDR1.16, V, CDR2.16 y Vi, CDR3.16. En una realizacién especifica, la
cadena Vi del anticuerpo monoclonal anti-hPG tiene una secuencia de aminodcidos

correspondiente a mV .16 (SEQ ID NO:65). Véase la FIG. 2J.

[0077] En algunas realizaciones, las CDR de la cadena Vg del anticuerpo monoclonal
anti-hPG son V4CDR1.19, V4CDR2.19 y V4CDR3.19. En una realizacién especifica, la
cadena Vy del anticuerpo monoclonal anti-hPG tiene una secuencia correspondiente a

mVy.19 (SEQ ID NO:62). Véase la FIG. 2K.

[0078] En algunas realizaciones, las CDR de la cadena V|, del anticuerpo monoclonal
anti-hPG son Vi CDR1.19, V| CDR2.19 y V|, CDR3.19. En una realizacién especifica, la
cadena Vi del anticuerpo monoclonal anti-hPG tiene una secuencia de aminoécidos

correspondiente mVy.19 (SEQ ID NO:66). Véase la FIG. 2L.

[0079] En algunas realizaciones, las CDR de la cadena Vy del anticuerpo monoclonal
anti-hPG son V4CDR1.3, V4CDR2.3 y V4CDR3.3 y las CDR de la cadena V| son
ViCDR1.3, VL.CDR2.3 y V.CDR3.3. En una realizacién especifica, la cadena Vy del
anticuerpo monoclonal anti-PG tiene una secuencia de aminodcidos cotrespondiente a
mVy.3 (SEQ ID NO: 12) y la cadena Vy tiene una secuencia correspondiente a mVy.3
(SEQ ID NO:13).

[0080] En algunas realizaciones, las CDR de la cadena Vy del anticuerpo monoclonal
anti-hPG son VygCDR1.4, VyCDR2.4 y V4CDR3.4 y las CDR de la cadena V. son
ViCDR1.4, VLCDR2.4 y ViCDR3.4. En una realizacién especifica, la cadena Vy del
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anticuerpo monoclonal anti-hPG tiene una secuencia de amino4cidos correspondiente a
mVy.4 (SEQ ID NO:14) y una cadena Vy, tiene una secuencia de aminodcidos

correspondiente a mV .4 (SEQ ID NO:15).

[0081] En algunas realizaciones, las CDR de la cadena Vy del anticuerpo monoclonal
anti-hPG son V4CDR1.8, V4CDR2.8 y V4CDR3.8 y las CDR de la cadena V| son
VLCDR1.8, VLCDR2.8 y VL.CDR3.8. En una realizacién especifica, el anticuerpo
monoclonal anti-hPG es anti-hPG MADb 8 descrito en la presente memoria y comprende
una secuencia de aminodcidos correspondiente a mVy.8 (SEQ ID NO:59) y una

secuencia de aminodcidos correspondiente a mVy..8 (SEQ ID NO:63).

[0082] En algunas realizaciones, las CDR de la cadena Vy del anticuerpo monoclonal
anti-hPG son V5CDR1.3, V4CDR2.13 y V4CDR3.13 y las CDR de la cadena Vi, son
VLCDRI1.13, VLCDR2.13 y VL.CDR3.13. En una realizacién especifica, el anticuerpo
monoclonal anti-hPG es anti-hPG MAb 13 descrito en la presente memoria y comprende
una secuencia de amino4cidos correspondiente a mVy.13 (SEQ ID NO:60) y una

secuencia de aminoécidos correspondiente a mVy.13 (SEQ ID NO:64).

[0083] En algunas realizaciones, las CDR de la cadena Vy del anticuerpo monoclonal
anti-hPG son V4CDRI1.16, VHCDR2.16 y V4CDR3.16 y las CDR de la cadena V| son
VLCDRI1.16, ViCDR2.16 y V.CDR3.16. En una realizaci6n especifica, el aaticuerpo
monoclonal anti-hPG es anti-hPG MAD 16 descrito en la presente memoria y comprende
una secuencia de aminodcidos correspondiente a mVy.16 (SEQ ID NO:61) y una

secuencia de amino4cidos correspondiente a mVy.16 (SEQ ID NO:65).

[0084] En algunas realizaciones, las CDR de la cadena Vy del anticuerpo monoclonal
anti-hPG son VyCDR1.19, V4CDR2.19 y V4CDR3.19 y las CDR de la cadena Vy son
ViCDR1.19, VL.CDR2.19 y VL.CDR3.19. En una realizacién especifica, el anticuerpo
monoclonal anti-hPG es anti-hPG MAb 19 descrito en la presente memoria y comprende
una secuencia de aminodcidos correspondiente a mVy.19 (SEQ ID NO:62) y una

secuencia de amino4cidos correspondiente a mVy.19 (SEQ ID NO:66).

[0085] Los anticuerpos monoclonales anti-hPG de la descripcién incluyen tanto
moléculas intactas como fragmentos de anticuerpo (tales como, por ejemplo, fragmentos

Fab y F(ab'),) que son capaces de unirse especificamente a hPG. Los fragmentos Fab y
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F(ab'), carecen del fragmento Fc del anticuerpo intacto, se aclaran mds rapidamente de la
circulacién del animal o planta y pueden tener menos unién inespecifica a tejido que un
anticuerpo intacto (Wahl ez al., 1983, J. Nucl. Med. 24:316). Los fragmentos de

anticuerpo son litiles por lo tanto en aplicaciones terapéuticas entre otras aplicaciones.

[0086] El término “fragmento de anticuerpo” se refiere a una parte de un anticuerpo de
longitud completa, generalmente la region de unién a la diana o variable. Los ejemplos de
fragmentos de anticuerpo incluyen los fragmentos Fab, Fab', F(ab")2 y Fv. Un fragmento
“Fv” es el fragmento minimo de anticuerpo que contiene un sitio completo de
reconocimiento y unién a la diana. Esta regién consiste en un dimero de un dominio
variable de una cadena pesada y una cadena ligera en una asociacién firme, no covalente
(dimero Vy-VL). Es en esta configuracién en la que las tres CDR de cada dominio
variable interaccionan para definir un sitio de unién a la diana en la superficie del dimero
Vu-VL. Frecuentemente, las seis CDR confieren especificidad de unién a la diana al
anticuerpo. Sin embargo, en algunos casos incluso un tnico dominio variable (o mitad de
un Fv que comprende sélo tres CDR especifico para una diana) puede tener la capacidad
de reconocer y unirse a la diana, aunque con una afinidad mds baja que el sitio de unién
completo. Los fragmentos de anticuerpo “Fv de cadena unica” o “scFv” comprenden los
dominios Vy y Vi de un anticuerpo, en el que estos dominios estdn presentes en una
unica cadena de polipéptido. Generalmente, el polipéptido Fv comprende ademds un
conector polipeptidico entre los dominios Vg y Vi, que permite a scFv formar la
estructura deseada para la unidn a la diana. Los “anticuerpos de dominio Gnico” estan
compuestos por un unico dominio Vg o VL que presenta suficiente afinidad para hPG. En
una realizacion especifica, el anticuerpo de dominio tinico es un anticuerpo camelizado

(Véase, por ejemplo, Riechmann, 1999, Journal of Immunological Methods 231:25-38).

[0087] El fragmento Fab contiene el dominio constante de la cadena ligera y el primer
dominio constante (CH;) de la cadena pesada. Los fragmentos Fab' difieren de los
fragmentos Fab por la adicién de unos pocos residuos en el extremo carboxilo del
dominio CH; de la cadena pesada incluyendo una o més cisteinas de la regién bisagra del
anticuerpo. Los fragmentos F(ab') se producen por la escisién del puente disulfuro de las

cisteinas bisagra del producto de digestién con pepsina F(ab'),. Los acoplamientos
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quimicos adicionales de los fragmentos de anticuerpo son conocidos por los expertos en

la técnica.

[0088] Los anticuerpos monoclonales anti-hPG de la descripcién pueden ser anticuerpos
quiméricos. El término anticuerpo “quimérico” tal y como se usa en la presente memoria
se refiere a un anticuerpo que tiene secuencias variables derivadas de una
inmunoglobulina no humana, tal como anticuerpo de rata o rat6n, y regiones constantes
de inmunoglobulinas humanas, elegidas tipicamente de un molde de inmunoglobulina
humana. Los métodos para producir anticuerpos quiméricos se conocen en la técnica.
Véanse, por ejemplo, Morrison, 1985, Science 229(4719):1202-7; Oi et al., 1986,
BioTechniques 4:214-221; Gillies et al., 1985, J. Immunol. Methods 125:191-202; Pat.
U.S. Nos. 5.807.715; 4.816.567; y 4.816.397, que se incorporan en la presente memoria

por referencia en su totalidad.

[0089] Los anticuerpos monoclonales anti-hPG de la descripcién pueden ser
humanizados. Las formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos (por ejemplo,
murinos) son inmunoglobulinas quiméricas, cadenas de inmunoglobulina o fragmentos de
éstas (tales como Fv, Fab, Fab', F(ab'), u otras subsecuencias de unién a la diana de
anticuerpos) que contienen secuencias minimas derivadas de inmunoglobulinas no
humanas. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todo o al
menos uno, y tipicamente dos, dominios variables, en los que todas o sustancialmente
todas las regiones CDR corresponden a aquellas de una inmunoglobulina no humana y
todas o sustancialmente todas las regiones FR son aquellas de una secuencia consenso de
una inmunoglobulina humana, y pueden referirse como “injertadas con CDR.” El
anticuerpo humanizado también puede comprender al menos una parte de una regién
constante de una inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una secuencia consenso de una
inmunoglobulina humana. Los métodos para la humanizacién de anticuerpos, incluyendo
los métodos para disefiar anticuerpos humanizados, se conocen en la técnica. Véanse, por
ejemplo, Lefranc et al., 2003, Dev. Comp. Immunol. 27:55-77 ; Lefranc et al., 2009,
Nucl. Acids Res. 37: D1006-1012; Lefranc, 2008, Mol. Biotechnol. 40: 101-111;
Riechmann et al., 1988, Nature 332:323-7; Patentes U.S. Nos: 5.530.101; 5.585.089;
5.693.761; 5.693.762; y 6.180.370 de Queen et al.; EP239400; publicacién PCT WO
91/09967; Patente U.S. No. 5.225.539; EP592106; EP519596; Padlan, 1991, Mol.
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Immunol., 28:489-498; Studnicka et al., 1994, Prot. Eng. 7:805-814; Roguska et al.,
1994, Proc. Natl. Acad. Sci. 91:969-973; y Patente U.S. No. 5.565.332, todas las cuales

se incorporan en la presente memoria por referencia en su totalidad.

[0090] Las secuencias para anticuerpos monoclonales anti-hPG humanizados se
disefiaron a partir de anticuerpos monoclonales anti-hPG murinos de la presente
descripcién como se describe en los Ejemplos mds adelante. Las realizaciones especificas
de anticuerpos humanizados incluyen anticuerpos que comprenden: (1) cualquiera de tres
VL CDR y cualquiera de tres VH CDR descritas en la presente memoria; (2) una region
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoécidos correspondiente
a SEQ ID NO:21 y una regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminodcidos correspondiente a SEQ ID NO:22; (3) una regién variable de cadena pesada
que comprende una secuencia de aminoécidos correspondiente a SEQ ID NO:23 y una
regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoécidos
correspondiente a SEQ ID NO:24; (4) una regién variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoécidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO:75, 77, y 79 y una regi6n variables de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoécidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:76 y 78; (5) una regién
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO:80 y 82 y una region variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO:81 y 83; (6) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:84, 86, y 88 y una
region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoécidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:85, 87, y 89; (7) una region variable
de cadena pesada que comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO:90, 92, y 94 y una regi6n variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoécidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID

NO:91, 93, y 95.

[0091] Los anticuerpos monoclonales anti-hPG de la descripcién pueden ser
primatizados. El término “anticuerpo primatizado” se refiere a un anticuerpo que

comprende regiones variables de mono y regiones constantes humanas. Los métodos para
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producir anticuerpos primatizados son conocidos en la técnica. Véanse, por ejemplo, las
Patentes U.S. Nos. 5.658.570; 5.681.722; y 5.693.780, que se incorporan en la presente

memoria por referencia en su totalidad.

[0092] Incluidos en los anticuerpos monoclonales anti-hPG estdn los anticuerpos que
compiten con un anticuerpo de referencia, tal como, por ejemplo, un anticuerpo
policlonal anti-hPG o cualquiera de los anticuerpos monoclonales anti-hPG descritos en
la presente memoria. Los anticuerpos que compiten con los anticuerpos monoclonales
anti-hPG de la descripcidn son titiles para varias aplicaciones de diagnéstico y
terapéuticas. Las realizaciones especificas de anticuerpos monoclonales anti-hPG de
referencia adecuados incluyen los anticuerpos descritos en la presente memoria, por
ejemplo, pero no como limitacion, anticuerpos que comprenden cualesquiera tres VL
CDR vy cualesquiera tres VH CDR descritas en la presente memoria; anticuerpos en los
que la cadena VH tiene una secuencia de aminoécidos correspondiente a SEQ ID NO:12
(mVH.3) y la cadena VL tiene una secuencia de aminoécidos correspondiente a SEQ ID
NO:13 (mVL.3); y anticuerpos en los que la cadena VH tiene una secuencia de
aminoécidos correspondiente a SEQ ID NO:14 (mVH.4) y la cadena VL tiene una
secuencia correspondiente a SEQ ID NO:15 (mVL.4), anticuerpos en los que la cadena
VH tiene una secuencia de aminoécidos correspondiente a SEQ ID NO:59 (mVH.8) y la
cadena VL tiene una secuencia de aminodcidos correspondiente a SEQ ID NO:63
(mVL.8); anticuerpos en los que la cadena VH tiene una secuencia de aminodcidos
correspondiente a SEQ ID NO:60 (mVH.13) y la cadena VL tiene una secuencia de
aminoécidos correspondiente a SEQ ID NO:64 (mVL.13); anticuerpos en los que la
cadena VH tiene una secuencia de aminoacidos correspondiente a SEQ ID NO:61
(mVH.16) y la cadena VL tiene una secuencia de aminodacidos correspondiente a SEQ ID
NO:65 (mVL.16); anticuerpos en los que la cadena VH tiene una secuencia de
aminoécidos correspondiente a SEQ ID NO:62 (mVH.19) y la cadena VL tiene una
secuencia de aminodcidos correspondiente a SEQ ID NO:66 (mVL.19) o cualquier

combinacion de cadenas VH y VL descritas en la presente memoria.

[0093] Los anticuerpos de referencia adecuados también incluyen anticuerpos producidos
por un hibridoma seleccionado del grupo que consiste en 43B9G11, WESH2G7,
6B5B11C10, 20D2C3G2, 1B4A11D11, 1B6A11F2, IB11E4B11, 1C10D3B9, 1D8F5B3,
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1E1C7B4, 2B4C8C8, 2B11E6G4, 2C6C3C7, 2HIF4B7, 1E9A4A4, 1E9D9B6,
1C8D10F5, 1A7C3F11, 1B3B4F11, 1C11F5E8, 1F11F5E10, 1F11F5G9, y 1A11F2C9;
anticuerpos que se unen a un epitopo que incluye los residuos 10 a 14 de hPG (SEQ ID
NO:28), residuos 9 a 14 de hPG (SEQ ID NO:29), residuos 4 a 10 de hPG (SEQ ID
NO:30), residuos 2 a 10 de hPG (SEQ ID NO:31), o residuos 2 a 14 de hPG (SEQ ID
NO:32); y anticuerpos que se unen a un epitopo que incluye los residuos 71 a 74 de hPG
(SEQ ID NO:33), residuos 69 a 73 de hPG (SEQ ID NO:34), residuos 76 a 80 de hPG
(SEQ ID NO:35), o residuos 67 a 74 de hPG (SEQ ID NO:36).

[0094] La capacidad para competir con un anticuerpo monoclonal de la presente
descripcion para unirse a PG, por ejemplo hPG, puede ensayarse usando un ensayo de
competicién como sigue. Se recubren placas de 96 pocillos con un anticuerpo de captura
(anticuerpo policlonal o monoclonal que reconoce una regién N o C terminal de la
progastrina que difiere del epitopo reconocido por el anticuerpo monoclonal de
referencia), a una concentracion a elegir en el intervalo de 1-10 pg/mi, toda la noche a
4°C (0,1 a 1pg/pocillo). Después de bloquear con 0,1% Tween-20/0,1% BSA en PBS
(tampodn de bloqueo) durante 2h a 22°C, se afiade progastrina humana recombinante a una
concentracién de 10pM a 1nM (10 a 1.000 pg/pocillo) y se incuba durante 2h a 22°C.
Posteriormente, el anticuerpo monoclonal anti-hPG biotinilado de referencia o una
mezcla que contiene el anticuerpo monoclonal de referencia se afiade junto con
concentraciones crecientes de anticuerpos de ensayo no marcados y se incuba durante 1
horas a 22°C. Después de lavar, la deteccién se lleva a cabo incubando durante 1h a 22°C
con un sustrato fluorogénico para peroxidasa de rabano, seguido de la cuantificacion de
las unidades relativas de luz (RLU) en un luminémetro. Los ensayos se llevan a cabo en
duplicado. Los anticuerpos que compiten con un anticuerpo monoclonal anti-hPG de
referencia de la presente descripcion inhiben la unién del anticuerpo de referencia a hPG.
Un anticuerpo que se une al mismo epitopo que los anticuerpos control serd capaz de
competir eficazmente para la unién y asf reducird significativamente (por ejemplo, al
menos un 50%) la unién del anticuerpo de referencia, como se manifiesta por una
reduccién en el marcaje unido. La reactividad de los anticuerpos de referencia (marcados)
en ausencia de un anticuerpo completamente irrelevante sera el valor alto de control. El

valor bajo de control se obtendrd incubando los anticuerpos de ensayo no marcados con
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células que expresan la progastrina e incubando la mezcla célula/anticuerpo con
anticuerpos control marcados de exactamente el mismo tipo, en el que ocurrird la
competicion y la unién reducida de los anticuerpos marcados. En un ensayo de ensayo,
una reduccion significativa de la reactividad del anticuerpo marcado en presencia de un
anticuerpo de ensayo es indicativa de un anticuerpo de ensayo que reconoce

sustancialmente el mismo epitopo.

[0095] La inhibicién de la unién puede expresarse como una constante de inhibicién, o

Ki, que se calcula segiin la f6rmula siguiente:
Ki = CI50/ (1 + [Concentracién de Ab de referencia]/Kd)

En la que CI50 del anticuerpo de ensayo es la concentracién el anticuerpo de ensayo que
rinde un 50% de reduccién en la unién del anticuerpo de referencia y Kd es la constante

de disociacién del anticuerpo de referencia, una medida de su afinidad por la progastrina.
Los anticuerpos que compiten con los anticuerpos monoclonales anti-hPG descritos en la
presente memoria pueden tener una Ki de 10 pM a 10 nM bajo las condiciones de ensayo

descritas en la presente memoria.

[0096] En varias realizaciones, un anticuerpo monoclonal anti-hPG no marcado de la
descripcién reduce la unién del anticuerpo de referencia marcado al menos un 40%, al
menos un 50%, al menos un 60%, al menos un 70%, al menos un 80%, al menos un 90%,
un 100%, o un porcentaje en el intervalo entre cualquiera de los valores anteriores (por
ejemplo, un anticuerpo monoclonal anti-hPG de la descripcién reduce 1a unién del
anticuerpo de referencia marcado un 50% a 70%) cuando el anticuerpo monoclonal anti-
hPG se usa a una concentracion de 0,01 pg/ml, 0,08 pg/ml, 0,4 pg/ml, 2 pg/ml, 10 pg/mi,
50 pg/ml, 100 pg/ml o a una concentracidn en el intervalo entre cualquiera de los valores

anteriores (por ejemplo, a una concentracion en el intervalo de 2 pg/ml a 10 pg/ml).

[0097] En la realizacién de un estudio de competicién de anticuerpos entre un anticuerpo
de referencia y cualquier anticuerpo de ensayo (independientemente de especie o isotipo),
se puede marcar en primer lugar la referencia con un marcaje detectable, tal como biotina
0 un marcaje enzimatico (o incluso radiactivo) para permitir la identificacién posterior.
En este caso, el anticuerpo de referencia marcado (en concentraciones fijas o crecientes)

se incuba con una cantidad conocida de progastrina. El anticuerpo de ensayo no marcado
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se afiade al complejo pre-unido de progastrina y el anticuerpo marcado. Se mide la
intensidad del marcaje unido. Si el anticuerpo de ensayo compite con el anticuerpo
marcado para la unién a un epitopo superpuesto, la intensidad disminuird respecto a la

unidn del anticuerpo control marcado en ausencia del anticuerpo de ensayo.

[0098] Los ensayos de competicién son conocidos y pueden adaptarse para rendir
resultados comparables con el ensayo descrito anteriormente. El ensayo puede ser uno
cualquiera de un rango de ensayos inmunolégicos basados en la competicién de
anticuerpos, y los anticuerpos de referencia se detectardn mediante la deteccién de su
marcaje, por ejemplo, usando estreptavidina en el caso de anticuerpos biotinilados o
usando un sustrato cromogénico respecto a un marcaje enzimatico (tal como sustrato
3,3'5,5"-tetrametilbencidina (TMB) con la enzima peroxidasa) o simplemente detectando

un marcaje radiactivo o un marcaje fluorescente.

[0099] También se incluyen en la presente memoria anticuerpos monoclonales anti-hPG
que estdn derivatizados, modificados covalentemente, o conjugados con otras moléculas,
para usarse en aplicaciones de diagnéstico y terapéuticas. Por ejemplo, pero no como
limitacion, los anticuerpos derivatizados incluyen anticuerpos que han sido modificados,
por ejemplo, por glicosilacién, acetilacién, pegilacién, fosforilacién, amidacién,
derivatizacion con grupos protectores/bloqueantes conocidos, escisién proteolitica, unién
a un ligando celular u otra proteina, etc. Cualesquiera de numerosas modificaciones
quimicas pueden realizarse por técnicas conocidas, incluyendo, pero no limitadas a,
escisién quimica especifica, acetilacién, formilacion, sintesis metabdlica de tunicamicina,

etc. Ademas, el derivado puede contener uno o mas aminoécidos no clésicos.

[0100] En otro ejemplo, los anticuerpos de la presente descripcion pueden unirse a restos
de poli(etilenglicol) (PEG). En una realizacién especifica, el anticuerpo es un fragmento
de anticuerpo y los restos PEG estdn unidos mediante cualquier cadena lateral de
amino4cido disponible o grupo funcional terminal de amino4cidos localizado en el
fragmento de anticuerpo, por ejemplo cualquier grupo amino libre, imino, tiol, hidroxilo
o carboxilo. Dichos aminodcidos pueden estar presentes de forma natural en el fragmento
de anticuerpo o pueden modificarse por ingenieria en el fragmento usando métodos de

ADN recombinante. Véase, por ejemplo la Patente U.S. No. 5.219.996. Pueden usarse
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multiples sitios para unir dos o més moléculas de PEG. Los restos PEG pueden unirse
covalentemente mediante un grupo tiol de al menos un residuo de cisteina localizado en
el fragmento de anticuerpo. Cuando se usa un grupo tiol como el punto de unién, pueden
usarse restos efectores apropiadamente activados, por ejemplo derivados selectivos de

tiol tales como maleimidas y derivados de cisteina.

[0101] En un ejemplo especifico, un conjugado de un anticuerpo monoclonal anti-hPG es
un fragmento Fab’ modificado que estd PEGilado, es decir, tiene PEG (poli(etilenglicol))
unido covalentemente a €l, por ejemplo, segln el método descrito en EP0948544. Véanse
también Poly(ethyleneglycol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical Applications, (J.
Milton Harris (ed.), Plenum Press, Nueva York, 1992); Poly(ethyleneglycol) Chemistry
and Biological Applications, (J. Milton Harris y S. Zalipsky, eds., American Chemical
Society, Washington D.C., 1997); y Bioconjugation Protein Coupling Techniques for the
Biomedical Sciences, (M. Aslam y A. Dent, eds., Grove Publishers, Nueva York, 1998);
y Chapman, 2002, Advanced Drug Delivery Reviews 54:531-545. El PEG puede estar
unido a un cistefna en la regién bisagra. En un ejemplo, un fragmento Fab' modificado
con PEG tiene un grupo maleimida unido covalentemente a un tinico grupo tiol en una
region bisagra modificada. Un residuo de lisina puede unirse covalentemente al grupo
maleimida y a cada uno de los grupos amino del residuo de lisina puede unirse un
polimero metoxipoli(etilenglicol) que tiene un peso molecular de aproximadamente
20.000 Da. El peso molecular total del PEG unido al fragmento Fab' puede ser por lo

tanto aproximadamente 40.000 Da.

[0102] Los anticuerpos monoclonales anti-hPG incluyen anticuerpos marcados, ttiles en
aplicaciones de diagnéstico. Los anticuerpos pueden usarse para el diagnéstico, por
ejemplo, para detectar la expresién de una diana de interés en células especificas, tejidos
0 suero; o para monitorizar el desarrollo o progresién de una respuesta inmunolGgica
como parte de un procedimiento de ensayo clinico, por ejemplo, para determinar la
eficacia de un régimen de tratamiento dado. La deteccién puede facilitarse por
acoplamiento del anticuerpo a una sustancia detectable o “marcaje.” Un marcaje puede
conjugarse directamente o indirectamente con un anticuerpo monoclonal anti-hPG de la
descripcidn. El marcaje puede ser detectable por si mismo (por ejemplo, marcajes con

radiois6topos, marcajes isotopicos, o marcajes fluorescentes) o, en el caso de un marcaje
- g
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enzimatico, puede catalizar la alteracién quimica de un compuesto o composicién
sustrato que es detectable. Los ejemplos de sustancias detectables incluyen varias
enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales luminiscentes,
materiales bioluminiscentes, materiales radiactivos, metales que emiten positrones
usando varias tomografias de emisién de positrones e iones metalicos paramagnéticos no
radiactivos. La sustancia detectable puede acoplarse o conjugarse directamente al
anticuerpo (o fragmento de éste) o indirectamente, mediante un intermediario (tal como,
por ejemplo, un conector conocido en la técnica) usando técnicas conocidas en la técnica.
Los ejemplos de marcajes enzimaticos incluyen luciferasas (por ejemplo, luciferasa de
luciérnaga y luciferasa bacteriana; Patente U.S. No. 4.737.456), luciferina, 2,3-
dihidroftalazindionas, malato deshidrogenasa, ureasa, peroxidasa tal como peroxidasa de
rabano (HRPO), fosfatasa alcalina, -galactosidasa, acetilcolinesterasa, glucoamilasa,
lisozima, sacérido oxidasas (por ejemplo, glucosa oxidasa, galactosa oxidasa, y glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa), oxidasas heterociclicas (tales como uricasa y xantina oxidasa),
lactoperoxidasa, microperoxidasa, y semejantes. Los ejemplos de complejos de grupo
prostético adecuados incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina; los ejemplos de
materiales fluorescentes adecuados incluyen umbelliferona, fluoresceina, isotiocianato de
fluoresceina, rodamina, diclorotriacinilamina fluoresceina, cloruro de dansilo, cloruro de
dimetilamina-1-nafalensulfonilo, o ficoeritrina y semejantes; un ejemplo de un material
luminiscente incluye luminol; los ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen
luciferasa, luciferina, y aecuorina; los ejemplos de materiales isotopicos adecuados

incluyen *C, N, y deuterio; y los ejemplos de material radiactivo adecuado incluyen

1
1251, 131L llIn 0 99TC.

[0103] Los anticuerpos monoclonales anti-hPG de todas las especies de origen estdn
incluidos en la presente invencién. Los anticuerpos naturales ejemplares no limitantes
incluyen anticuerpos derivados de seres humanos, simios, pollo, cabras, conejos y
roedores (por ejemplo, ratas, ratones y hamsters) (Véanse, por ejemplo, Lonberg et al.,
WO093/12227; Pat. U.S. No. 5.545.806; y Kucherlapati, et al., WO91/10741; Pat. U.S.
No. 6.150.584, que se incorporan en la presente memoria por referencia en su totalidad).
Los anticuerpos naturales son anticuerpos producidos por un animal huésped después de

haber sido inmunizado con un antigeno, tal como un polipéptido.
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Acidos nucleicos y sistemas de expresion

[0104] La presente descripcién engloba moléculas de 4cido nucleico que codifican genes
de cadena ligera y pesada de inmunoglobulinas para anticuerpos monoclonales anti-hPG,
vectores que comprenden dichos 4cidos nucleicos y células huésped capaces de producir

los anticuerpos monoclonales anti-hPG de la descripcién.

[0105] Un anticuerpo monoclonal anti-hPG de la descripcién puede prepararse por la
expresion recombinante de genes de cadena ligera y pesada de inmunoglobulinas en una
célula huésped. Para expresar un anticuerpo de forma recombinante, una célula huésped
se transfecta con uno o més vectores de expresion recombinantes que portan fragmentos
de ADN que codifican las cadenas ligera y pesada de inmunoglobulina del anticuerpo de
manera que las cadenas ligera y pesada se expresan en la célula huésped vy,
opcionalmente, se secretan en el medio en el que se cultivan las células huésped, medio
del cual pueden recuperarse los anticuerpos. Las metodologias de ADN recombinante
estndar se usan para obtener genes de cadena pesada y ligera de anticuerpos, incorporar
estos genes en vectores de expresion recombinantes e introducir los vectores en células
huésped, tales como las descritas en Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Segunda
Edici6én (Sambrook, Fritsch y Maniatis (eds), Cold Spring Harbor, N. Y., 1989), Current
Protocols in Molecular Biology (Ausubel, F.M. et al., eds., Greene Publishing
Associates, 1989) y en la Patente U.S. No. 4.816.397.

[0106] Para generar 4cidos nucleicos que codifican dichos anticuerpos monoclonales
anti-hPG, se obtienen en primer lugar fragmentos de ADN que codifican las regiones
variables de la cadena ligera y pesada. Estos ADN pueden obtenerse por amplificacién y
modificacién de ADN de linea germinal o0 ADNc que codifica secuencias variables de
cadena ligera y pesada, por ejemplo usando la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). Las secuencias de ADN de linea germinal para los genes de la regién variable de
la cadena pesada y ligera se conocen en la técnica (Véanse, por ejemplo, Lefranc et al.,
2003, Dev. Comp. Immunol. 27:55-77 ; Lefranc et al., 2009, Nucl. Acids Res. 37:
D1006-1012; Lefranc, 2008, Mol. Biotechnol. 40: 101-11 1; 1a base de datos de
secuencias de la linea germinal humana “VBASE”; véanse también Kabat, E. A. et al.,

1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicién, U.S. Department
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of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242; Tomlinson et al., 1992, J.
Mol. Biol. 22T:116-198; y Cox et al., 1994, Eur. J. Immunol. 24:827-836; los contenidos

de cada una de ellas se incorporan en la presente memoria por referencia).

[0107] Una vez que se obtienen los fragmentos de ADN que codifican los segmentos Vy
y V1 relacionados con el anticuerpo monoclonal anti-hPG, estos fragmentos de ADN
pueden manipularse adicionalmente por técnicas de ADN recombinante estandar, por
ejemplo para convertir los genes de la regién variable en genes de cadena de anticuerpo
de longitud completa, en genes de fragmento Fab o en un gen de scFv. En estas
manipulaciones, un fragmento de ADN que codifica Vi, 0 Vi se une de manera operativa
a otro fragmento de ADN que codifica otra proteina, tal como una regién constante de
anticuerpo o un conector flexible. El término “unido de manera operativa,” tal y como se
usa en este contexto, se pretende que signifique que los dos fragmentos de ADN se unen
de manera que las secuencias de aminoéacidos codificadas por los dos fragmentos de

ADN permanecen en marco.

[0108] El ADN aislado que codifica la region Vy puede convertirse en un gen de cadena
pesada de longitud completa por unién de manera operativa del ADN que codifica Vi con
otra molécula de ADN que codifica las regiones constantes de cadena pesada (CH;, CHj,
CH3 y, opcionalmente, CHy). Las secuencias de los genes de la regién constante de
cadena pesada humana se conocen en la técnica (Véase, por ejemplo, Kabat, E.A., et al.,
1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicién, U.S. Department
of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242) y los fragmentos de ADN
que engloban estas regiones pueden obtenerse por amplificacién por PCR estdndar. La
regién constante de cadena pesada puede ser una regién constante de IgGy, IgG,, IgGs,
IgGy, IgA, IgE, 1gM o IgD, pero en determinadas realizaciones es una regién constante de
IgG, o IgGy. Para un gen de cadena pesada de fragmento Fab, el ADN que codifica Vi
puede unirse de manera operativa con otra molécula de ADN que codifica sélo la regién

constante CH, de cadena pesada.

[0109] El ADN aislado que codifica la region Vi puede convertirse en un gen de cadena
ligera de longitud completa (asi como un gen de cadena ligera de Fab) por 1a unién de

manera operativa del ADN que codifica Vi, con otra molécula de ADN que codifica la
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regidn constante de la cadena ligera, CL. Las secuencias de los genes de la regién
constante de la cadena ligera humana se conocen en la técnica (Véase, por ejemplo,
Kabat, E. A, et al., 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta
Edicién (U.S. Department of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-
3242)) y los fragmentos de ADN que engloban estas regiones pueden obtenerse por
amplificacién por PCR estidndar. La regién constante de cadena ligera puede ser una
region constante kappa o lambda, pero en determinadas realizaciones es una regién
constante kappa. Para crear un gen de scFv, los fragmentos de ADN que codifican Vy y
VL se unen de manera operativa con otro fragmento que codifica un conector flexible, por
ejemplo, que codifica la secuencia de aminodacidos (Glys~Ser); (SEQ ID NO: 99), de
manera que las secuencias de Vg y Vi, pueden expresarse como una proteina de cadena
tinica contigua, con las regiones Vi y Vy unidas por el conector flexible (Véanse, por
ejemplo, Bird et al., 1988, Science 242:423-426; Huston et al., 1988, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 85:5879-5883; McCafferty et al., 1990, Nature 348:552-554).

[0110] Para expresar los anticuerpos monoclonales anti-hPG de la descripcién, los ADN
que codifican cadenas ligeras y pesadas parciales o de longitud completa, obtenidos como
se ha descrito anteriormente, se insertan en vectores de expresion de manera que los
genes estan unidos de manera operativa con secuencias de control de la transcripcién y la
traduccion. En este contexto, el término “unido de manera operativa” se pretende que
signifique que un gen de anticuerpo est4 ligado en un vector de manera que las
secuencias de control de la transcripcién y la traducci6n en el vector camplen su funcién
pretendida de regular la transcripcién y la traduccién del gen de anticuerpo. El vector de
expresién y las secuencias de control de la expresion se eligen para ser compatibles con
la célula huésped de expresion usada. El gen de la cadena ligera de anticuerpo y el gen de
la cadena pesada de anticuerpo pueden insertarse en vectores separados o, mas

tipicamente, ambos genes se insertan en el mismo vector de expresién.

[0111] Los genes de anticuerpo se insertan en el vector de expresién por métodos
estandar (por ejemplo, ligacién de sitios de restriccién complementarios en el fragmento
del gen de anticuerpo y el vector, o ligacién de extremos romos si no est4n presentes
sitios de restriccién). Antes de la insercién de las secuencias de la cadena ligera o pesada

relacionadas con el anticuerpo monoclonal anti-hPG, el vector de expresién puede portar
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ya secuencias de regién constante de anticuerpo. Por ejemplo, una estrategia para
convertir las secuencias Vi y Vi relacionadas con el anticuerpo monoclonal anti-hPG en
genes de anticuerpo de longitud completa es insertarlas en vectores de expresién que ya
codifican regiones constantes de cadena pesada y constantes de cadena ligera,
respectivamente, de manera que el segmento Vy estd unido de manera operativa al o a los
segmentos CH en el vector y el segmento V, estd unido de manera operativa al segmento
CL en el vector. Ademds o alternativamente, el vector de expresién recombinante puede
codificar un péptido sefial que facilita la secrecién de la cadena de anticuerpo de una
célula huésped. El gen de la cadena de anticuerpo puede clonarse en el vector de manera
que el péptido sefial estd unido en marco con el extremo amino del gen de 1a cadena de
anticuerpo. El péptido sefial puede ser un péptido sefial de inmunoglobulina o un péptido
sefial heterdlogo (es decir, un péptido sefial de una proteina que no es una

inmunoglobulina).

[0112] Ademds de los genes de cadena de anticuerpo, los vectores de expresién
recombinantes de la descripcién portan secuencias reguladoras que controlan la expresién
de los genes de la cadena de anticuerpo en una célula huésped. El término “secuencia
reguladora” se pretende que incluya promotores, amplificadores y otros elementos de
control de la expresion (por ejemplo, sefiales de poliadenilacién) que controlan la
transcripcién o traduccién de los genes de cadena de anticuerpo. Dichas secuencias
reguladoras se describen, por ejemplo, en Goeddel, Gene Expression Technology:
Methods in Enzymology 185 (Academic Press, San Diego, CA, 1990). Los expertos en la
técnica apreciardn que el disefio del vector de expresion, incluyendo la seleccién de
secuencias reguladoras, puede depender de factores tales como la eleccién de la célula
huésped que se va a transformar, el nivel de expresion de proteina deseado, etc. Las
secuencias reguladoras adecuadas para la expresién en células huésped de mamiferos
incluyen elementos virales que dirigen altos niveles de expresién de proteinas en células
de mamifero, tales como promotores y/o amplificadores derivados de citomegalovirus
(CMV) (tales como el promotor/amplificador CMV), Virus de Simio 40 (SV40) (tal
como el promotor/amplificador SV40), adenovirus, (por ejemplo, el promotor tardio
principal de adenovirus (AdJMLP)) y polioma. Para una mayor descripcién de los

elementos reguladores virales, y secuencias de éstos, véanse, por ejemplo, Patente U.S.
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No. 5.168.062 por Stinski, Patente U.S. No. 4.510.245 por Bell et al., y Patente U.S. No.
4.968.615 por Schaffner et al.

[0113] Ademais de los genes de cadena de anticuerpo y de las secuencias reguladoras, los
vectores de expresién recombinantes de la descripcion pueden portar secuencias
adicionales, tales como secuencias que regulan la replicacién del vector en células
huésped (por ejemplo, origenes de replicacién) y genes de marcadores seleccionables. El
gen de marcador seleccionable facilita la seleccién de células huésped en las que el vector
se ha introducido (Véanse, por ejemplo, Patentes U.S. Nos. 4.399.216, 4.634.665 y
5.179.017, todas por Axel et al.). Por ejemplo, tipicamente el gen de marcador
seleccionable confiere resistencia a fAirmacos, tales como G418, higromicina o
metotrexato, en una célula huésped en la que se ha introducido el vector. Los genes de
marcadores seleccionables adecuados incluyen el gen de la dihidrofolato reductasa
(DHFR) (para usarse en células huésped DHFR™ con seleccién/amplificacién con
metotrexato) y el gen neo (para seleccién con’G418). Para la expresién de las cadenas
ligera y pesada, el o los vectores de expresion que codifican las cadenas pesada y ligera
se transfectan en una célula huésped por técnicas estandar. Las distintas formas del
término “transfeccion” se pretende que engloben una amplia variedad de técnicas usadas
comunmente para la introduccién de ADN exdgeno en una células huésped procariota o
eucariota, por ejemplo, electroporacion, lipofeccién, precipitacién con fosfato de calcio,

transfeccién con DEAE-dextrano y semejantes.

[0114] Es posible expresar los anticuerpos de la descripcién en células huésped
procariotas o eucariotas. En determinadas realizaciones, la expresién de los anticuerpos
se realiza en células eucariotas, por ejemplo, células huésped de mamiferos, para la
secrecion 6ptima de un anticuerpo plegado apropiadamente e inmunolégicamente activo.
Las células huésped de mamiferos ejemplares para la expresion de los anticuerpos
recombinantes de la descripcidn incluyen células de Ovario de Hamster Chino (células
CHO) (incluyendo células CHO DHFR, descritas en Urlaub y Chasin, 1980, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 77:4216-4220, usadas con un marcador seleccionable DHFR, por
ejemplo, como se describe en Kaufman y Sharp, 1982, Mol. Biol. 159:601-621), células
de mieloma NSO, c€lulas COS y células SP2. Cuando los vectores de expresion

recombinantes que codifican genes de anticuerpo se introducen en células huésped de
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mamiferos, los anticuerpos se producen cultivando las células huésped durante un
periodo de tiempo suficiente para permtir la expresién del anticuerpo en la células
huésped o la secrecién del anticuerpo en el medio de cultivo en el que se crecen las
células huésped. Los anticuerpos pueden recuperarse del medio de cultivo usando
métodos de purificacion de protefnas estdndar. Las células huésped también pueden
usarse para producir partes de anticuerpos intactos, tales como fragmentos Fab o
moléculas scFv. Se entiende que las variaciones del procedimiento anterior est4n en el
alcance de la presente descripcién. Por ejemplo, puede ser deseable transfectar una célula
huésped con ADN que codifica la cadena ligera o la cadena pesada (pero no ambas) de un

anticuerpo monoclonal anti-hPG de esta descripcién.

[0115] La tecnologia de ADN recombinante también puede usarse para eliminar parte o
todo el ADN que codifica una o las dos cadenas ligera y pesada que no es necesaria para
la unién a hPG. Las moléculas expresadas a partir de dichas moléculas truncadas de ADN

también estdn englobadas por los anticuerpos de la descripcién.

[0116] Para la expresion recombinante de un anticuerpo monoclonal anti-hPG de la
descripcion, la célula huésped puede co-transfectarse con dos vectores de expresion de la
descripcion, un primer vector que codifica un polipéptido derivado de cadena pesada y el
segundo vector que codifica un polipéptido derivado de cadena ligera. Los dos vectores
pueden contener marcadores seleccionables idénticos o cada uno puede contener un
marcador seleccionable separado. Alternativamente, puede usarse un Gnico vector que

codifica ambos polipéptidos de cadena pesada y ligera.

[0117] Una vez que un 4cido nucleico codifica una o mas partes de un anticuerpo
monoclonal anti-hPG, pueden introducirse alteraciones o mutaciones adicionales en la
secuencia codificadora, por ejemplo para generar dcidos nucleicos que codifican
anticuerpos con diferentes secuencias CDR, anticuerpos con una afinidad reducida para el

receptor Fc o anticuerpos de diferentes subclases.

[0118] Los anticuerpos monoclonales anti-hPG de la descripcién también pueden
producirse por sintesis quimica (por ejemplo, por los métodos descritos en Solid Phase

Peptide Synthesis, 2* ed., 1984 The Pierce Chemical Co., Rockford, II1.). Los anticuerpos
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variantes también pueden generarse usando una plataforma sin células (Véase, por

ejemplo, Chu et al., Biochemia No. 2, 2001 (Roche Molecular Biologicals).

[0119] Una vez que se ha producido un anticuerpo monoclonal anti-hPG de la
descripcién por expresion recombinante, puede purificarse por cualquier método
conocido en la técnica para la purificacién de una molécula de inmunoglobulina, por
ejemplo, por cromatografia (por ejemplo, cromatografia de columna de intercambio
i6nico, de afinidad y de tamafio), centrifugacién, solubilidad diferencial o por cualquier
otra técnica estdndar para la purificacién de proteinas. Ademads, los anticuerpos
monoclonales anti-hPG de la presente descripcién o fragmentos de éstos pueden
fusionarse con secuencias polipeptidicas heterlogas descritas en la presente memoria o

conocidas de otra manera en la técnica para facilitar la purificacién.

[0120] Una vez aislado, el anticuerpo monoclonal anti-hPG puede, si se desea, purificarse
adicionalmente, por ejemplo, por cromatografia liquida de alto rendimiento (Véase, por
ejemplo, Fisher, Laboratory Techniques In Biochemistry And Molecular Biology (Work
and Burdon, eds., Elsevier, 1980), o por cromatografia de filtracién en gel en una

columna Superdex™ 75 (Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suecia).

[0121] La presente descripcién proporciona células huésped capaces de producir
anticuerpos monoclonales anti-hPG. Las células huésped pueden ser células modificadas
por ingenieria usando técnicas de ADN recombinante para expresar genes que codifican
genes de cadena pesada y ligera o hibridomas derivados de un organismo adecuado y

seleccionados para la capacidad de producir los anticuerpos deseados.

[0122] Las células huésped capaces de producir anticuerpos monoclonales anti-PG
pueden ser hibridomas. Los métodos para generar hibridomas son conocidos en la técnica
(véase, por ejemplo, Kohler y Milstein, 1975, Nature 256:495) y un ejemplo se
proporciona mds adelante. Generalmente, un animal huésped, tal como un ratén se
inmuniza con un inmundgeno, tal como un péptido de interés, para inducir el desarrollo
de linfocitos, por ejemplo células del bazo, que producen anticuerpos capaces de unirse
especificamente al inmunégeno. Alternativamente, los linfocitos aislados, incluyendo
c€lulas del bazo, células de ganglios linféticos o linfocitos de sangre periférica, pueden

inmunizarse in vitro. Los linfocitos se fusionan con una linea celular inmortalizada, tal
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como una linea celular de mieloma, usando un agente de fusién adecuado (por ejemplo,
polietilen glicol), para formar una linea celular de hibridoma. Las lineas celulares
inmortalizadas adecuadas pueden ser de origen mamifero, tal como murino, bovino o
humano. Las c€lulas de hibridoma se cultivan en cualquier medio adecuado que contiene
una o mas sustancias que inhiben el crecimiento o supervivencia de las células no
inmortalizadas, no fusionadas. Por ejemplo, cuando se usan las células parentales que
carecen de la enzima hipoxantina guanina fosforibosil transferasa (HGPRT o HPRT), las
fusiones pueden crecerse en medio que contiene hipoxantina, aminopterina, y timidina

(medio “HAT”) que inhibe el crecimiento de las células parentales, no fusionadas.

[0123] En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales anti-hPG N-terminales
tienen CDR de cadena ligera variable (V) que corresponden a la Vi del anticuerpo
monoclonal que se puede obtener de los hibridomas 43B9G11 (que producen anti-hPG
MAD 1), WESH2G7 (que producen anti-hPG MAb 2), 6B5B11C10 (que producen anti-
hPG MAb 3), 20D2C3G2 (que producen anti-hPG MAb 4), 1IE9A4A4 (que producen
anti-hPG MADb 15), IE9D9B6 (que producen anti-hPG MAb 16), 1C8D10F5 (que
producen anti-hPG MADb 17), 1A7C3F11 (que producen anti-hPG MAb 18), 1B3B4F11
(que producen anti-hPG MAb 19), y 1C11F5E8 (que producen anti-hPG MAb 20).

[0124] En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales anti-hPG N-terminales
tienen CDR de VL y Vu que corresponden a las CDR de Vi, y Vi de los anticuerpos

monoclonales que se pueden obtener de los hibridomas anteriores.

[0125] En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales anti-hPG C-terminales
tienen CDR de V|, que corresponden a la Vi, del anticuerpo monoclonal que se puede
obtener de los hibridomas 1B4A11D11 (que producen anti-hPG MAD 5), 1B6A11F2 (que
producen anti-hPG MAb 6), 1B11E4B11 (que producen anti-hPG MAb 7), 1C10D3B9
(que producen anti-hPG MAb 8), 1D8F5B3 (que producen anti-hPG MAb 9), 1IE1C7B4
(que producen anti-hPG MAb 10), 2B4C8C8 (que producen anti-hPG MAb 11),
2B11E6G4 (que producen anti-hPG MADb 12), 2C6C3C7 (que producen anti-hPG MAb
13), 2H9F4B7 (que producen anti-hPG MADb 14), 1F11F5E10 (que producen anti-hPG
MAD 21), 1F11F5G9 (que producen anti-hPG MAbD 22), y 1A11F2C9 (que producen
anti-hPG MAD 23).
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[0126] El algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales anti-hPG C-terminales
tienen CDR de VL y VH que corresponden a las CDR de VL y VH de los anticuerpos

monoclonales que se pueden obtener de los hibridomas anteriores.

[0127] En una realizaci6n, se proporciona una célula huésped capaz de producir un
anticuerpo anti-hPG que comprende una regién variable de cadena pesada que
comprende SEQ ID NO:12 y una regi6n variable de cadena ligera que comprende SEQ
ID NO:13. En una realizacién, se proporciona una célula huésped capaz de producir un
anticuerpo anti-hPG que comprende una regién variable de cadena pesada que
comprende SEQ ID NO:14 y una regién variable de cadena ligera que comprende SEQ
ID NO:15. En una realizacién, se proporciona una célula huésped capaz de producir un
anticuerpo anti-hPG que comprende una regién variable de cadena pesada que
comprende SEQ ID NO:59 y una regién variable de cadena ligera que comprende SEQ
ID NO:63. En una realizacidn, se proporciona una célula huésped capaz de producir un
anticuerpo anti-hPG que comprende una regién variable de cadena pesada que
comprende SEQ ID NO:60 y una regién variable de cadena ligera que comprende SEQ
ID NO:64. En una realizacidn, se proporciona una célula huésped capaz de producir un
anticuerpo anti-hPG que comprende una regién variable de cadena pesada que
comprende SEQ ID NO:61 y una regién variable de cadena ligera que comprende SEQ
ID NO:65. En una realizacién, se proporciona una célula huésped capaz de producir un
anticuerpo anti-hPG que comprende una regién variable de cadena pesada que
comprende SEQ ID NO:62 y una regién variable de cadena ligera que comprende SEQ
ID NO:66.

[0128] En algunas realizaciones, se proporciona una célula huésped de la descripcién que
comprende un 4cido nucleico seleccionado de: una secuencia de nucleétidos que codifica
el polipéptido de la regién variable de cadena pesada de SEQ ID NOs:12, 14, 59, 60, 61,
y 62; y un 4cido nucleico seleccionado de: una secuencia de nucleétidos que codifica el
polipéptido de la region variable de cadena ligera de SEQ ID NOs:13, 15, 63, 64, 65, y
66. En algunas realizaciones, la regién variable de cadena pesada esté codificada por una
secuencia de 4cido nucleico seleccionada de: SEQ ID NOs: 16, 18, 67, 68, 69 y 70. En
algunas realizaciones, la regién variable de cadena ligera esta codificada por una

secuencia de 4cido nucleico seleccionada de: SEQ ID NOs:17, 19, 71, 72, 73, y 74.
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[0129] En algunas realizaciones, se proporcionan secuencias polinucleotidicas que
codifican una regién variable de cadena pesada de un anticuerpo monoclonal anti-hPG
humanizado. Las realizaciones especificas incluyen polinucleétidos que codifican un
polipéptido que tiene una secuencia de amino4cidos seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO:21, 23, 75, 77, 79, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, y 94. En algunas
realizaciones, se proporcionan secuencias polinucleotidicas que codifican una regi6én
variable de cadena ligera de un anticuerpo monoclonal anti-hPG humanizado. Las
realizaciones especificas incluyen polinucleétidos que codifican un polipéptido que tiene
una secuencia de amino4cidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:22,
24,76, 78, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93, y 95.

Actividades bioldgicas de los anticuerpos monoclonales anti-hPG

[0130] Se ha implicado a PG en la supervivencia y/o proliferacién de células de tumor de
CRC. Aungque no se pretende la vinculacién a ninguna teorfa de operacidn, se piensa que,
a través de la unién a PG, los anticuerpos monoclonales anti-PG neutralizantes bloquean
o inhiben la capacidad de PG de interaccionar con su o sus parejas de sefializacién. Esto,
a su vez, bloquea o inhibe las respuestas celulares a la progastrina, tal como proliferacién
celular, diferenciacion celular reducida y/o muerte celular reducida, y/o crecimiento
tumoral. Como consecuencia de estas actividades, los anticuerpos monoclonales anti-hPG
neutralizantes de la descripcién pueden usarse en una variedad de contextos in vitro, in

vivo, y ex vivo para unirse a PG y bloquear la sefializacién dependiente de PG.

[0131] De acuerdo con esto, la descripcién proporciona métodos para inhibir las
respuestas dependientes de PG en células de CRC. Generalmente, los métodos
comprenden poner en contacto una célula de CRC con, o exponer una poblacién de
c€lulas a, un anticuerpo monoclonal anti-PG neutralizante en una cantidad eficaz para
inhii)ir una o mas de las respuestas inducidas por PG de células de CRC, por ejemplo
proliferacién y/o supervivencia de células de CRC. La proliferacion, o inhibicién de ésta,
in vitro e in vivo puede determinarse segtin los ensayos para medir incrementos en el
nimero de células, niimero de tumores o tamafio de los tumores en el tiempo. Los
ensayos para la inhibicion de la proliferacién de células y tumores son muy conocidos en

la técnica.

50




10

15

20

25

30

[0132] El bloqueo de la sefializacién dependiente de PG puede inhibir la supervivencia de
las células de CRC mediante el incremento de 1a muerte celular. La inhibicién de la
supervivencia de las células de CRC in vitro o in vivo puede determinarse midiendo la
reduccion del nimero de células de cancer de higado en el tiempo (por ejemplo, 24 6 48
horas). Los ensayos para muerte celular son muy conocidos en la técnica. Ademds, un

ejemplo de un ensayo de supervivencia celular se proporciona en la presente memoria.

[0133] Los estudios sugieren ademds que la inhibicién de la sefializacién dependiente de
PG en células de tumor de CRC puede inhibir la supervivencia de las células de CRC
desencadenando la muerte celular programada, o apoptosis. La induccién de la apoptosis
puede determinarse por cualquier medio conocido en la técnica, incluyendo pero no
limitado a, medir cambios en la expresién de genes que tienen actividad pro o anti-
apoptotica. Por ejemplo, un incremento de la expresién en el tiempo (por ejemplo, 48
horas) de un gen pro-apoptdtico, tal como, por ejemplo, Bax, es indicativo de un
incremento de la apoptosis. De manera similar, una disminucién de la expresién en el
tiempo (por ejemplo, 72 6 96 horas) de un gen anti-apoptético, tal como, por ejemplo,
pero no como limitacién, Bcl-2, es indicativa de un incremento de la apoptosis. Las
técnicas para medir cambios en la expresion génica, tal como PCR cuantitativa en tiempo

real, son muy conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Hollande et al., WO
2007/135542.

[0134] La inhibicién de la sefializacién dependiente de progastrina también estimula la
diferenciacion celular. De acuerdo con esto, los métodos para inhibir la proliferacién y/o
supervivencia de las células de CRC comprende administrar una cantidad de un
anticuerpo monoclonal anti-PG neutralizante eficaz para inducir la diferenciacién de las
células de CRC in vitro o in vivo. La diferenciacién de las células de CRC puede
determinarse midiendo incrementos en el tiempo (por ejemplo, 24 6 48 horas) de la
expresion de marcadores genéticos para la diferenciacién celular, tales como, por
ejemplo, pero no como limitacién, Muc-2 u otros marcadores para células intestinales
diferenciadas (por ejemplo, células caliciformes). Los cambios en la expresién génica
pueden medirse por cualquier medio conocido en la técnica. Véase, por ejemplo,
Hollande et al., WO 2007/135542. También pueden ensayarse otros genes cuya expresién

o represion sea dependiente de PG, tales como ICAT, usando métodos estdndar. Véase id.
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Composiciones farmacéuticas

[0135] Los anticuerpos monoclonales anti-PG pueden formularse en composiciones.
Opcionalmente, las composiciones pueden comprender uno o més agentes terapéuticos
adicionales, tales como los segundos agentes terapéuticos descritos mds adelante, se
proporcionan en la presente memoria. Las composiciones se suministrardn habitualmente
como parte de una composicién farmacéutica estéril que incluird normalmente un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Esta composicién puede estar en cualquier forma

adecuada (dependiendo del método deseado para administrarla a un paciente).

[0136] Los anticuerpos monoclonales anti-hPG de la descripcién pueden administrarse a
un paciente por una variedad de rutas tales como ruta oral, transdérmica, subcuténea,
intranasal, intravenosa, intramuscular, intraocular, t6pica, intratecal e
intracerebroventricular. La ruta mas adecuada para la administracién en cualquier caso
dado dependera del anticuerpo particular, del sujeto y de la naturaleza y gravedad de la
enfermedad y de la condicién fisica del sujeto. El anticuerpo puede formularse como una

disolucion acuosa y administrarse por inyeccién subcutdnea.

[0137] Las composiciones farmacéuticas pueden presentarse convenientemente en formas
de dosis unitarias que contiene una cantidad predeterminada de un anticuerpo monoclonal
anti-hPG de la descripcién por dosis. Dicha unidad puede contener por ejemplo pero sin
limitacién S5 mga 5 g, por ejemplo 10 mga 1 g, 6 20 a 50 mg. Los vehiculos
farmacéuticamente aceptables para usarse en la descripcién pueden tomar una amplia
variedad de formas dependiendo, por ejemplo, de la afeccién que se va a tratar o de la

ruta de administracién,

[0138] Las composiciones farmacéuticas de la descripcién pueden prepararse para
almacenamiento como formulaciones liofilizadas o disoluciones acuosas mezclando el
anticuerpo que tiene el grado deseado de pureza con vehiculos, excipientes o
estabilizadores farmacéuticamente aceptables opcionales tipicamente empleados en la
técnica (todos los cuales se refieren en la presente memoria como “vehiculos™), es decir,
agentes tamponadores, agentes estabilizadores, conservantes, isotonificadores,

detergentes no idnicos, antioxidantes y otros aditivos misceldneos. Véase, Remington’s
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Pharmaceutical Sciences, 16a edicién (Osol, ed. 1980). Dichos aditivos no deben ser

téxicos para los receptores a las dosificaciones y concentraciones empleadas.

[0139] Los agentes tamponadores ayudan a mantener el pH en el intervalo que se
aproxima a las condiciones fisioldgicas. Pueden estar presentes en una concentracion que
varia de aproximadamente 2 mM a aproximadamente 50 mM. Los agentes tamponadores
adecuados para usarse con la presente descripcion incluyen 4cidos orgénicos e
inorgéanicos y sales de éstos tales como tampones citrato (por ejemplo, mezcla de citrato
de monosodio-citrato de disodio, mezcla de acido citrico-citrato de trisodio, mezcla de
acido cftrico-citrato de monosodio, efc.), tampones succinato (por ejemplo, mezcla de
acido succinico- succinato de monosodio, mezcla de dcido succinico-hidréxido de sodio,
mezcla de acido succinico-sucinato de disodio, ezc.), tampones tartrato (por ejemplo,
mezcla de 4dcido tartarico-tartrato de sodio, mezcla de acido tartarico-tartrato de potasio,
mezcla de 4cido tartdrico-hidréxido de sodio, etc.), tampones fumarato (por ejemplo,
mezcla de 4cido fumérico-fumarato de monosodio, mezcla de dcido fumérico-fumarato
de disodio, mezcla de fumarato de monosodio-fumarato de disodio, etc.), tampones
gluconato (por ejemplo, mezcla de acido glucénico-gliconato de sodio, mezcla de 4cido
glucénico-hidréxido de sodio, mezcla de dcido glucénico-gliconato de potasio, etc.),
tampon oxalato (por ejemplo, mezcla de 4cido oxdlico-oxalato de sodio, mezcla de acido
oxalico-hidréxido de sodio, mezcla de dcido oxdlico-oxalato de potasio, ezc.), tampones
lactato (por ejemplo, mezcla de acido lactico-lactato de sodio, mezcla de 4cido lactico-
hidréxido de sodio, mezcla de dcido lactico-lactato de potasio, efc.) y tampones acetato
(por ejemplo, mezcla de acido acético-acetato de sodio, mezcla de 4cido acético-
hidréxido de sodio, ezc.). Ademds, pueden usarse tampones fosfato, tampones histidina y

sales de trimetilamina tales como Tris.

[0140] Pueden afiadirse conservantes para retrasar el crecimiento microbiano y pueden
afadirse en cantidades que van de 0,2%-1% (p/v). Los conservantes adecuados para
usarse con la presente descripcion incluyen fenol, alcohol bencilico, meta-cresol, metil
parabeno, propil parabeno, cloruro de octadecildimetilbencil amonio, haluros de
benzalconio (por ejemplo, cloruro, bromuro y yoduro), cloruro de hexametonio, y alquil
parabenos tales como metil o propil parabeno, catecol, resorcinol, ciclohexanol, y 3-

pentanol. Los isotonificantes conocidos algunas veces como “estabilizadores” pueden

53



10

15

20

25

30

afiadirse para asegurar la isotonicidad de las composiciones liquidas de la presente
descripcion e incluyen alcoholes azicar polihidricos, por ejemplo alcoholes azticar
trihidricos o mayores, tales como glicerina, eritritol, arabitol, xilitol, sorbitol y manitol.
Los estabilizadores se refieren a una amplia categoria de excipientes que pueden variar en
funcion desde un agente de volumen hasta un aditivo que solubiliza el agente terapéutico
0 ayuda en la prevencion de la desnaturalizacién o adherencia a la pared del contenedor.
Los estabilizadores tipicos pueden ser alcoholes aziicar polihidricos (enumerados
anteriormente); aminodcidos tales como arginina, lisina, glicina, glutamina, asparagina,
histidina, alanina, ornitina, L-leucina, 2-fenilalanina, 4dcido glutdmico, treonina, etc.,
azcares orgénicos o alcoholes aziicar, tales como lactosa, trealosa, estaquiosa, manitol,
sorbitol, xilitol, ribitol, mioinisitol, galactitol, glicerol y semejantes, incluyendo ciclitoles
tales como inositol; polietilen glicol; polimeros de aminodcidos; agentes reductores que
contienen azufre, tales como urea, glutatién, 4cido tioctico, tioglicolato de sodio,
tioglicerol, a-monotioglicerol y tiosulfato de sodio; polipéptidos de bajo peso molecular
(por ejemplo, péptidos de 10 residuos o menos); proteinas tales como albimina de suero
humano, albimina de suero bovino, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos,
tales como polivinilpirrolidona, monosacaridos, tales como xilosa, manosa, fructosa,
glucosa; disacéridos tales como lactosa, maltosa, sacarosa y trisacéridos tales como
rafinosa; y polisacdridos tales como dextrano. Los estabilizadores pueden estar presentes

en el intervalo de 0,1 a 10.000 partes en peso del peso de la proteina activa.

[0141] Los tensioactivos o detergentes no idnicos (también conocidos como “agentes de
humectacioén”) pueden afiadirse para ayudar a solubilizar el agente terapéutico asi como
para proteger la proteina terapéutica frente a la agregacién inducida por la agitacién, lo
que también permite que la formulacién pueda exponerse a estrés de cizalla superficial
sin causar la desnaturalizacién de la proteina. Los tensioactivos no iénicos adecuados
incluyen polisorbatos (20, 80, efc.), polioxdmeros (184, 188, etc.), Polioles plurénicos,
monoéteres de polioxietilen sorbitin (TWEEN®-20, TWEEN®-80, etc.). Los
tensioactivos no iénicos pueden estar presentes en un intervalo de aproximadamente 0,05
mg/ml a aproximadamente 1,0 mg/ml, por ejemplo aproximadamente 0,07 mg/ml a

aproximadamente 0,2 mg/ml.

54




10

15

20

25

[0142] Los excipientes misceldneos adicionales incluyen agentes de volumen (por
ejemplo, almidén), agentes quelantes (por ejemplo, EDTA), antioxidantes (por ejemplo,

dcido ascérbico, metionina, vitamina E), y codisolventes.

[0143] Los anticuerpos monoclonales anti-PG pueden administrarse individualmente,
como mezclas de uno o mas anticuerpos monoclonales anti-PG, mezclados o en
combinacién con otros agentes utiles para tratar CRC, o como adyuvantes de otra terapia
para CRC. Los ejemplos de terapias de combinacién y adyuvantes adecuadas se

proporcionan més adelante.

[0144] La presente descripcién engloba kits farmacéuticos que contienen anticuerpos
monoclonales anti-hPG neutralizantes (incluyendo conjugados de anticuerpo) de la
descripci6n. El kit farmacéutico es un envase que comprende un anticuerpo monoclonal
anti-hPG neutralizante (por ejemplo, bien en forma liofilizada o como una disolucién

acuosa) y uno o mds de los siguientes:

Un segundo agente terapéutico, por ejemplo como se describe més adelante;

Un dispositivo para administrar el anticuerpo monoclonal anti-hPG, por ejemplo una
pluma, aguja y/o jeringa; y

Agua o tampon de grado farmacéutico para resuspender el anticuerpo si el anticuerpo

esta en forma liofilizada.

[0145] Cada dosis unitaria del anticuerpo monoclonal anti-hPG puede estar envasada
separadamente y un kit puede contener una o mas dosis unitarias (por ejemplo, dos dosis
unitarias, tres dosis unitarias, cuatro dosis unitarias, cinco dosis unitarias, ocho dosis
unitarias, diez dosis unitarias o mas). En una realizacién especifica, la una o mds dosis

unitarias estdn contenidas cada una en una jeringa o pluma.
Dosificaciones eficaces

[0146] Los anticuerpos monoclonales anti-PG neutralizantes, las composiciones de éstos,
se usardn generalmente en una cantidad eficaz para conseguir el resultado pretendido, por
ejemplo una cantidad eficaz para tratar CRC en un sujeto que lo necesite. Las
composiciones farmacéuticas que comprenden anticuerpos monoclonales anti-PG

neutralizantes pueden administrarse a pacientes (por ejemplo, sujetos humanos) a
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dosificaciones terapéuticamente eficaces. Tal y como se usa en la presente memoria, una
dosificacion “terapéuticamente eficaz” es una cantidad que confiere un beneficio
terapéutico. En el contexto de la terapia de CRC, un beneficio terapéutico significa
cualquier mejoria de CRC, incluyendo una cualquiera de, o combinaci6n de, parar o
retrasar la progresion de CRC (por ejemplo, de un estadio del cdncer colorrectal al
siguiente), parar o retardar el empeoramiento o deterioro de los sintomas o signos de
CRC, reducir la gravedad de CRC, inducir la remisién de CRC, inhibir la proliferacién de
células de tumor de CRC, el tamaiio del tumor de CRC o el niimero de tumores de CRC o

reducir los niveles séricos de PG.

[0147] La cantidad de anticuerpo monoclonal anti-PG neutralizante administrada
dependera de una variedad de factores, incluyendo la naturaleza y estadio del CRC que se
estd tratando, la forma, ruta y sitio de administracidn, el régimen terapéutico (por
ejemplo, si se usa un segundo agente terapéutico), la edad y condicién del sujeto
particular que se est4 tratando, la sensibilidad del pacientes que se est4 tratando a
anticuerpos monoclonales anti-PG. La dosificacién apropiada la puede determinar
facilmente un experto en la técnica. Finalmente, un médico determinara las
dosificaciones apropiadas que se van a usar. Esta dosificacién puede repetirse tan
frecuentemente como sea apropiado. Si se desarrollan efectos secundarios la cantidad y/o
frecuencia de la dosificacién puede alterarse o reducirse, segin la practica clinica normal.
La dosificacién y régimen de tratamiento adecuados pueden establecerse monitorizando
el progreso de la terapia usando técnicas convencionales conocidas para los expertos en

la técnica.

[0148] Las dosificaciones eficaces pueden estimarse inicialmente a partir de ensayos in
vitro. Por ejemplo, una dosis inicial para usarse en animales puede formularse para
conseguir una concentracién circulante en sangre o suero de anticuerpo monoclonal anti-
PG que estd en o por encima de la afinidad de unién del anticuerpo para la progastrina
como se mide in vitro. El célculo de las dosificaciones para conseguir dichas
concentraciones circulantes en sangre o suero teniendo en cuenta la biodisponibilidad del
anticuerpo particular estd dentro de las capacidades de los expertos en la técnica. Como

guia, el lector se refiere a Fingl & Woodbury, “General Principles” en Goodman and
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Gilman’s The Pharmaceutical Basis of Therapeutics, Capitulo 1, dltima edicién,

Pagamonon Press, y las referencias citadas en ella.

[0149] Las dosificaciones iniciales pueden estimarse a partir de datos in vivo, tales como
modelos animales. Los modelos animales ttiles para ensayar la eficacia de los
compuestos para tratar CRC son muy conocidos en la técnica. Ademds, en los Ejemplos
mds adelante se describen modelos animales de CRC. Los expertos en la técnica pueden
adaptar rutinariamente dicha informacién para determinar las dosificaciones adecuadas

para la administracion a seres humanos.

[0150] La dosis eficaz de un anticuerpo monoclonal anti-hPG neutralizante de la
descripcion puede variar de aproximadamente 0,001 a aproximadamente 75 mg/kg por
administracién Unica (por ejemplo, bolo), miltiples administraciones o administracién
continua o para conseguir una concentracién en suero de 0,01-5.000 pg/ml concentracion
en suero por administracién tinica (por ejemplo, bolo), miltiples administraciones o
administracién continua o cualquier intervalo eficaz o valor en éste dependiendo de la
afeccién que se esta tratando, la ruta de administracion y la edad, peso y condicién del
sujeto. En una determinada realizacién, cada dosis puede variar de aproximadamente

0,5 pg a aproximadamente 50 pg por kilogramo de peso corporal, por ejemplo de

aproximadamente 3 pg a aproximadamente 30 pg por kilogramo de peso corporal.

[0151] La cantidad, frecuencia y duracién de la administracién dependeran de una
variedad de factores, tales como la edad, peso y afecci6én patolégica del paciente. Un
régimen terapéutico para la administracion puede continuar durante 2 semanas a
indefinidamente, durante 2 semanas a 6 meses, de 3 meses a 5 afios, de 6 mesesa 1 6 2
afios, de 8 meses a 18 meses, o semejantes. Opcionalmente, el régimen terapéutico
proporciona una administracién repetida, por ejemplo, una vez al dia, dos veces al dia,
cada dos dfas, tres dias, cinco dias, una semana, dos semanas, o un mes. La
administracién repetida puede ser a la misma dosis o a una dosis diferente. La
administracién puede repetfrse una vez, dos veces, tres veces, cuatro veces, Cinco veces,
seis veces, siete veces, ocho veces, nueve veces, diez veces o mds. Una cantidad
terapéuticamente eficaz del anticuerpo monoclonal anti-hPG puede administrarse como

una dosis tnica o durante el curso de un régimen terapéutico, por ejemplo, durante el
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0 més.
Métodos terapéuticos

[0152] La capacidad de los anticuerpos monoclonales anti-hPG neutralizantes de la
presente descripcién para bloquear las respuestas dependientes de PG, incluyendo la
proliferacién celular, les hace utiles para tratar céncer colorrectal. De acuerdo con esto,
en otro aspecto, la presente descripcién proporciona métodos para tratar CRC en un
paciente que lo necesita. Generalmente, los métodos comprenden administrar al paciente
una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo monoclonal anti-hPG neutralizante

de la descripcidn.

[0153] Un “sujeto” o “paciente” al que se administra un anticuerpo monoclonal anti-hPG
de la descripcién es preferiblemente un mamifero tal como un no primate (por ejemplo,
vaca, cerdo, caballo, gato, perro, rata, etc.) o un primate (por ejemplo, mono o ser
humano). El sujeto o paciente puede ser un ser humano, tal como un paciente adulto o un

paciente pediétrico.

[0154] Los pacientes adecuados para la terapia con un anticuerpo monoclonal anti-hPG
son pacientes diagnosticados con CRC. El CRC puede ser de cualquier tipo y estar en
cualquier estadio o manifestacién. Los sujetos adecuados incluyen pacientes con tumores
de CRC (operables o inoperables), pacientes cuyos tumores se han eliminado o
reseccionado quirdrgicamente, pacientes con un tumor de CRC que comprende células
que portan una mutacién en un oncogén, tal como, por ejemplo, RAS o APC, pacientes
que han recibido otra terapia para CRC en combinacién con o adyuvante a la terapia con
anticuerpo monoclonal anti-hPG. Otra terapia para CRC incluye, pero no estd limitada a,
tratamiento quimioterapéutico, terapia de radiacién, reseccién quirtrgica y tratamiento

con uno o mas antibiéticos terapéuticos adicionales, como se detalla mds adelante.

[0155] La terapia con anticuerpo anti-hPG puede combinarse con, o ser adyuvante de,
uno o mas tratamientos distintos. Otros tratamientos incluyen, sin limitacion, tratamiento
quimioterapéutico, terapia de radiacién, reseccién quirdrgica y terapia con anticuerpo

como se describe en la presente memoria.
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[0156] La terapia con anticuerpo monoclonal anti-hPG puede ser adyuvante a otro

tratamiento, incluyendo reseccién quirdrgica.

[0157] La terapia de combinacién como se proporciona en la presente memoria implica la
administracion de al menos dos agentes a un paciente, el primero de los cuales es un
anticuerpo monoclonal anti-hPG neutralizante de la descripcion y el segundo de los
cuales es un segundo agente terapéutico. El anticuerpo monoclonal anti-hPG
neutralizante y el segundo agente terapéutico pueden administrarse simultdneamente,

sucesivamente o separadamente.

[0158] Tal y como se usa en la presente memoria, el anticuerpo monoclonal anti-hPG
neutralizante y el segundo agente terapéutico se dice que se administran sucesivamente si
se administran al paciente el mismo dia, por ejemplo durante la misma visita del paciente.
La administracién sucesiva puede ocurrir con una separacién de 1,2, 3,4,5,6,7u 8
horas. Por el contrario, el anticuerpo monoclonal anti-hPG de la descripcién y el segundo
agente terapéutico se dice que se administran separadamente si se administran al paciente
en dias diferentes, por ejemplo, el anticuerpo monoclonal anti-hPG de la descripcién y el
segundo agente terapéutico pueden administrarse en intervalos de 1 dfa, 2 dfas 6 3 dfas,
una semana, 2 semanas o mensualmente. En los métodos de la presente descripcién, la
administracién del anticuerpo monoclonal anti-hPG de la descripcién pede preceder o

seguir a la administracién del segundo agente terapéutico.

[0159] Como ejemplo no limitativo, el anticuerpo monoclonal anti-hPG neutralizante y el
segundo agente terapéutico pueden administrarse simultdneamente durante un periodo de
tiempo, seguido de un segundo periodo de tiempo en el que la administracién del
anticuerpo monoclonal anti-hPG de la descripcién y del segundo agente terapéutico se

alterna.

[0160] Las terapias de combinacion de la presente descripcion pueden resultar en un
efecto mas que aditivo, o sinérgico, proporcionando beneficios terapéuticos en el que ni
el anticuerpo monoclonal anti-hPG neutralizante ni el segundo agente terapéutico se
administra en una cantidad que, sola, es terapéuticamente eficaz. Asi, dichos agentes
pueden administrarse en cantidades menores, reduciendo la posibilidad y/o gravedad de

los efectos adversos.
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[0161] Un segundo agente terapéutico puede ser un agente quimioterapéutico. Los
agentes quimioterapéuticos incluyen, pero no estan limitados a, moléculas radiactivas,
toxinas, también referidas como citotoxinas o agentes citotéxicos, que incluye cualquier
agente que es perjudicial para la viabilidad de las células, agentes, y liposomas u otras
vesiculas que contienen compuestos quimioterapéuticos. Los ejemplos de agentes
quimioterapéuticos adecuados incluyen pero no estdn limitados a 1-dehidrotestosterona,
5-fluorouracil decarbazina, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, actinomicina D, adriamicina,
aldesleuquina, agentes alquilantes, alopurinol sodio, altretamina, amifostina, anastrozol,
antramicina (AMC)), agentes anti mitéticos, cis-diclorodiamina platino (II) (DDP)
cisplatino), diamino dicloro platino, antraciclinas, antibiéticos, antimetabolitos,
asparaginasa, BCG vivo (intravesical), fosfato de betametasona sodio y acetato de
betametasona, bicalutamida, sulfato de bleomicina, busulfan, calcio leucouorina,
caliqueamicina, capecitabina, carboplatino, lomustina (CCNU), carmustina (BSNU),
Clorambucilo, Cisplatino, Cladribina, Colchicina, estrégenos conjugados,
Ciclofosfamida, Ciclotosfamida, Citarabina, Citarabina, citocalasina B, Citoxén,
Dacarbazina, Dactinomicina, dactinomicina (anteriormente actinomicina), daunirrubicina
HCL, daunorrucbicina citrato, denileuquina diftitox, Dexrazoxano, Dibromomanitol,
dihidroxi antracin diona, Docetaxel, dolasetron mesilato, doxorrubicina HCL, dronabinol,
L-asparaginase de E. coli, emetina, epoetina-a, L-asparaginase de Erwinia, estrégenos
esterificados, estradiol, fosfato de estramustina sodio, bromuro de etidio, etinil estradiol,
etidronato, factor etopdsido citrororum, fosfato de etopdsido, filgrastim, floxuridina,
fluconazol, fosfato de fludarabina, fluorouracilo, flutamida, acido folinico, gemcitabina
HCL, glucocorticoides, acetato de goserelina, gramicidina D, granisetrén HCL,
hidroxiurea, idarrubicina HCL, ifosfamida, interferon a-2b, irinotecdn HCL, letrozol,
leucovorina calcio, acetato de leuprolida, levamisol HCL, lidocaina, lomustina,
maitansinoide, mecloretamine HCL, acetato de medroxiprogesterona, acetato de
megestrol, melfalan HCL, mercaptipurina, mesna, metotrexato, metiltestosterona,
mitramicina, mitomicina C, mitotano, mitoxantrona, nilutamida, acetato de octreétido,
ondansetrona HCL, oxaliplatino, paclitaxel, pamidronato disodio, pentostatina,
pilocarpina HCL, plimicina, polifeprosdn 20 con implante de carmustina, porfimer sodio,

procaina, procarbazina HCL, propranolol, rituximab, sargramostim, estreptozotocina,
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tamoxifeno, taxol, tegafur, tenipdsido, tenopdsido, testolactona, tetracaina, tioepa
clorambucilo, tioguanina, tiotepa, topotecan HCL, citrato de toremifeno, trastuzumab,
tretinofna, valrrubicina, sulfato de vinblastina, sulfato de vincristina y tartrato de

vinorelbina.

[0162] Los anticuerpos monoclonales anti-hPG neutralizantes descritos en la presente
memoria pueden administrarse a un paciente que necesita tratamiento para cancer
colorrectal recibiendo una combinacién de agentes quimioterapéuticos. Las
combinaciones ejemplares de agentes quimioterapéuticos incluyen 5-fluorouracilo (5FU)
en combinacidn con leucovorina (4cido folinico o LV); capecitabina, en combinacién con
uracilo (UFT) y leucovorina; tegafur en combinacién con uracilo (UFT) y leucovorina;
oxaliplatino en combinacién con SFU, o en combinacién con capecitabina; irinotecn en
combinacién con capecitabina, mitomicina C en combinacién con SFU, irinotecan o
capecitabina. El uso de otras combinaciones de agentes quimioterapéuticos descritos en la

presente memoria también es posible.

[0163] Como se conoce en la técnica relevante, los regimenes de quimioterapia para
céncer colorrectal que usan combinaciones de diferentes agentes quimioterapéuticos se
han estandarizado en ensayos clinicos. Dichos regimenes se conocen frecuentemente por
acrénimos e incluyen SFU Mayo, SFU Roswell Park, LVFU2, FOLFOX, FOLFOX4,
FOLFOX6, bFOL, FUFOX, FOLFIRI, IFL, XELOX, CAPOX, XELIRI, CAPIR],
FOLFOXIRI. Véanse, por ejemplo, Chau, L, et al., 2009, Br. J. Cancer 100:1704-19 y
Field, K., et al., 2007, World J. Gastroenterol. 13:3806-15, ambos de los cuales se

incorporan por referencia.

[0164] Los anticuerpos monoclonales anti-hPG neutralizantes también pueden
combinarse con otros anticuerpos terapéuticos. De acuerdo con esto, la terapia con
anticuerpo monoclonal anti-hPG puede combinarse con, o administrarse como adyuvante
con un anticuerpo monoclonal diferente tal como, por ejemplo, pero no como limitacién,
un anticuerpo monoclonal anti-EGFR (receptor de EGF) o un anticuerpo monoclonal
anti-VEGF. Los ejemplos especificos de anticuerpos anti-EGFR incluyen cetuximab y

panitumumab. Un ejemplo especifico de un anticuerpo anti-VEGF es bevacizumab.
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Deteccion de progastrina usando anticuerpos anti-hPG

[0165] Los anticuerpos monoclonales anti-PG, ya sean neutralizantes o no neutralizantes,
también son titiles para aplicaciones que dependen de la deteccién de la PG tales como
diagndstico de CRC o monitorizacién del tratamiento en el CRC de un sujeto. De acuerdo
con esto, la presente descripcién proporciona un método para diagnosticar cincer
colorrectal en un paciente, que comprende determinar la cantidad de progastrina en una
muestra del paciente usando un anticuerpo monoclonal anti-hPG segiin la presente
descripcion. Generalmente, los métodos para diagnosticar cincer colorrectal en un
paciente comprenden medir la progastrina en una muestra obtenida de un paciente usando
los anticuerpos monoclonales anti-hPG de la descripcién, en el que 1la medida de 20 pM a
400 pM de progastrina en la muestra es indicativa de cancer colorrectal. La progastrina
puede medirse en muestras, por ejemplo, de sangre, suero, plasma, tejido y/o células. La
deteccion de hPG puede realizarse usando ensayos conocidos en la técnica y/o descritos
en la presente memoria, tales como, ELISA, ELISA sandwich, inmunotransferencia

(transferencia Western), inmunoprecipitacion, tecnologia BIACORE y semejantes.

[0166] Como se indica en la presente memoria, la progastrina no es sino uno de varios
polipéptidos diferentes que resultan del procesamiento posterior a la traduccién del
producto del gen de la gastrina. El diagnéstico, monitorizacién y otros métodos descritos
en la presente memoria detectan especificamente hPG a diferencia de otros productos del
gen de la gastrina, incluyendo productos de degradacién. De acuerdo con esto, en
realizaciones especificas, hPG se detecta usando un ELISA como se describe en la
presente memoria, en el que se usan dos anticuerpos frente a hPG, dirigidos al extremo N
y C terminal de hPG respectivamente. En algunas realizaciones, uno de los dos
anticuerpos usados para la deteccién es un anticuerpo monoclonal anti-hPG como se
describe en la presente memoria. Los niveles de hPG que van de 20 pM a 400 pM son

indicativos de cancer colorrectal.

[0167] En general, el procedimiento para determinar los niveles de hPG usando los
anticuerpos monoclonales anti-hPG es como sigue. Se prepara una superficie, tal como
los pocillos de una placa de 96 pocillos, a la que se une una cantidad conocida de un

primer anticuerpo, “de captura”, frente a hPG. El anticuerpo de captura puede ser, por
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ejemplo, un anticuerpo anti-hPG que se une al extremo C o N terminal de hPG. Después
de bloquear, se aplica una muestra de ensayo a la superficie seguido de un periodo de
incubacién. La superficie se lava para eliminar el antigeno no unido y se aplica una
disolucion que contiene un segundo anticuerpo, “de deteccion”, frente a hPG. El
anticuerpo de deteccién puede ser cualquiera de los anticuerpos monoclonales anti-hPG
descritos en la presente memoria, siempre que el anticuerpo de deteccién se una a un
epitopo diferente que el del anticuerpo de captura. Por ejemplo, si el anticuerpo de
captura se une a una regién peptidica C-terminal de hPG, un anticuerpo de deteccién
adecuado serd uno que se una a una regién peptidica N-terminal de hPG. Los niveles de
progastrina pueden detectarse bien directamente (si, por ejemplo, el anticuerpo de
deteccidn estd conjugado con un marcaje detectable) o indirectamente (mediante un

anticuerpo secundario marcado que se une al anticuerpo de deteccién anti-hPG).

[0168] En una realizacién especifica, los niveles de hPG se miden como sigue en una
muestra de ensayo. Se recubren placas de 96 pocillos con entre 0,5 y 10 pg/mL de un
anticuerpo policlonal anti-hPG C-terminal de conejo y se incuba toda la noche. Las
placas se lavan tres veces en PBS-Tween (0,05%) y se bloquean con 2% (p/v) de leche
seca desnatada en PBS-Tween (0,05%). Separadamente, las muestras de ensayo, muestras
control (blanco o muestras de plasma o suero negativas para PG), y entre
aproximadamente 5 pM (0,5 x 10! M) y aproximadamente 0,1 nM (1x10°M) de un
estandar de referencia de hPG (hPG liofilizada diluida en plasma o suero negativo para
PG) se preparan en un diluyente apropiado (por ejemplo, PBS-Tween 0,05%). Las
muestras se incuban en las placas recubiertas durante entre 2 y 4 horas a 37°C, o
alternativamente entre 12 y 16 horas a 21°C. Después de la incubacion, las placas se
lavan tres veces con PBS-Tween (0,05%) y se incuban con entre 0,001 y 0,1 ug/mL de un
anticuerpo monoclonal anti-hPG N-terminal como se describe en la presente memoria,
acoplado a peroxidasa de rdbano (HRP)(Nakane et al., 1974, J. Histochem. Cytochem.
22(12): 1084-1091) durante 30 minutos a 21°C. Las placas se lavan tres veces en PBS-
Tween (0,05%) y se aiiade el sustrato de HRP durante 15 minutos a 21°C. La reaccién se
para afiadiendo 100 uL de 0,5M 4cido sulfiirico y se toma una medida de densidad optica

a 405 nm. Los niveles de hPG de la muestra de ensayo se determinan por comparacién
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con una curva estindar construida a partir de las medidas derivadas del estdndar de

referencia de hPG.

[0169] Tipicamente, los pacientes se diagnostican tomando como base procedimientos
invasivos tales como evaluacion histolégica de tejido de biopsia asi como otros
procedimientos invasivos tales como colonoscopia. CRC se divide en 5 estadios que van
de Estadio 0 (cancer limitado al recubrimiento mds interno del colon o recto), Estadio 1
(céncer en la pared interna del colon o recto), Estadio 2 (céncer extendido a través de la
pared del colon pero no encontrado en los ganglios linfaticos adyacentes), Estadio 3
(céncer encontrado en los ganglios linféticos y tejido que rodea al colon o recto), y
Estadio 4 (el céncer se ha diseminado a otras partes del cuerpo). Desde una perspectiva
histolégica, los tumores colorrectales presentan un amplio espectro de neoplasmas, que
van de crecimientos benignos a céncer invasivo y son predominantemente tumores
derivados del epitelio (es decir, adenomas o adenocarcinomas). Las lesiones pueden
clasificarse en tres grupos: pdlipos no neoplésicos, pélipos neopldsicos (pSlipos
adenomatosos, adenomas), y canceres. Los pélipos adenomatosos son tumores benignos
que pueden sufrir transformacién maligna y se han clasificado en tres tipos histolégicos,
con potencial maligno creciente: tubular, tubulovelloso y velloso. Los adenocarcinomas
también se han categorizado segiin su histologia en adenocarcinoma mucinoso (coloide);

adenocarcinoma en anillo de sello; tumores escirro; y neuroendocrino.

[0170] A diferencia de los medios actuales para diagnosticar CRC, la presente
descripcién proporciona métodos para diagnosticar a sujetos con CRC en ausencia de
ningln andlisis histoldgico o estadio de la enfermedad, tomando como base la medida de
los niveles de hPG que pueden determinarse a partir de una muestra de sangre. Ademas,
los métodos de la presente descripcién son ttiles para seleccionar pacientes con CRC
adecuados para terapia monoclonal anti-hPG independientemente de ¢émo se ha

diagnosticado a un paciente.

[0171] Los niveles séricos de PG también son ttiles para evaluar la eficacia del
tratamiento de CRC. De acuerdo con esto, la presente descripcién proporciona un método
para monitorizar la eficacia de la terapia de cdncer colorrectal que comprende determinar

los niveles de PG en un paciente que se esta tratando para CRC. Los métodos para
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monitorizar la eficacia de la terapia de céncer colorrectal comprenden determinar
repetidamente los niveles de hPG usando un anticuerpo monoclonal anti-PG de la
presente descripcién en un paciente con cdncer colorrectal que se estd sometiendo a
tratamiento para cdncer colorrectal, en el que una disminucién en los niveles circulantes
de hPG del paciente durante un intervalo de tratamiento es indicativa de la eficacia del
tratamiento. Por ejemplo, puede tomarse una primera medida de los niveles circulantes de
hPG de un paciente seguido de una segunda medida mientras o después de que el
paciente recibe tratamiento para cancer colorrectal. Las dos medidas se comparan y una

disminucion en los niveles de hPG es indicativa de beneficio terapéutico.

[0172] En un aspecto, la descripcion proporciona kits de diagnéstico que contienen los
anticuerpos monoclonales anti-hPG (incluyendo conjugados de anticuerpo). El kit de
diagndstico es un envase que comprende al menos un anticuerpo monoclonal anti-hPG de
la descripcién (por ejemplo, bien en forma liofilizada o como una disolucién acuosa) y
uno o mds reactivos ttiles para llevar a cabo un ensayo de diagnéstico (por ejemplo,
diluyentes, un anticuerpo marcado que se une a un anticuerpo monoclonal anti-hPG, un
sustrato apropiado para el anticuerpo marcado, hPG en una forma apropiada para usarse
como un control positivo y estdndar de referencia, un control negativo). En realizaciones
especificas, un kit comprende dos anticuerpos anti-hPG, en el que al menos uno de los
anticuerpos es un anticuerpo monoclonal anti-hPG. Opcionalmente, el segundo
anticuerpo es un anticuerpo policlonal anti-hPG. En algunas realizaciones, el kit de la
presente descripcién comprende un anticuerpo monoclonal anti-hPG N-terminal como se

describe en la presente memoria.

[0173] Los anticuerpos anti-hPG pueden estar marcados, como se ha descrito
anteriormente. Alternativamente, el kit puede incluir un anticuerpo marcado que se une a
un anticuerpo monoclonal anti-hPG y se conjuga con una enzima. Cuando el anticuerpo
monoclonal anti-hPG u otro anticuerpo se conjuga con una enzima para deteccion, el kit
puede incluir sustratos y cofactores requeridos por la enzima (por ejemplo, un sustrato
precursor que proporciona el croméforo o fluoréforo detectable). Ademas, pueden
incluirse otros aditivos, tales como estabilizadores, tampones (por ejemplo, un tampén de
bloqueo o tampén de lisis) y semejantes. Los anticuerpos monoclonales anti-hPG

incluidos en un kit de diagnéstico pueden inmovilizarse en una superficie sélida o,
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alternativamente, una superficie sélida (por ejemplo, un portaobjetos) en la que puede
inmovilizarse el anticuerpo se incluye en el kit. Las cantidades relativas de los diferentes
reactivos pueden variar ampliamente para proporcionar concentraciones en disolucién de
los reactivos que optimizan sustancialmente la sensibilidad del ensayo. Los anticuerpos y
los demés reactivos pueden proporcionarse (individualmente o combinados) como polvos
secos, habitualmente liofilizados, que incluyen excipientes que, en disolucidn,

proporcionaran una disolucién de reactivo que tiene la concentracién apropiada.

[0174] Los kits pueden incluir materiales de instruccién que contienen instrucciones (por
ejemplo, protocolos) para la prictica de los métodos de diagndstico. Aunque los
materiales de instruccién comprenden tipicamente materiales escritos o impresos, no
estdn limitados a éstos. Esta invencién contempla un medio capaz de almacenar dichas
instrucciones y comunicarlas al usuario final. Dichos medios incluyen, pero no estdn
limitados a, medios de almacenamiento electrénico (por ejemplo, discos magnéticos,
cintas, cartuchos, chips), medios épticos (por ejemplo, CD ROM), y semejantes. Dichos
medios pueden incluir direcciones de sitios de internet que proporcionan dichos

materiales de instruccion.

EJEMPLOS

[0175] Los ejemplos siguientes son ilustrativos y no se pretende que sean limitantes.

Ejemplo 1: Generaciéon de anticuerpos monoclonales frente a
progastrina

Inmunégenos para progastrina humana

[0176] Se generaron varios inmundgenos para desarrollar hibridomas que producen
anticuerpos monoclonales frente a la progastrina humana. Los antigenos usados
previamente para generar anticuerpos policlonales, tales como progastrina humana de
longitud completa e inmundgenos basados en los residuos 70 a 80 de hPG, no dieron
lugar a una respuesta inmune monoclonal ni dieron lugar a anticuerpos monoclonales
especificos de PG. Como se describe con més detalle més adelante, los antigenos de 14
aminodcidos y més largos, que incluian secuencias dnicas de hPG en el extremo N-
terminal y C-terminal de la proteina, fueron capaces de inducir una respuesta inmune

adecuada en animales y se usaron para generar hibridomas que producen més de 20
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anticuerpos monoclonales diferentes frente a hPG. Sorprendentemente, varios
inmunégenos que incluian los residuos 55 a 80 de hPG, algunos de los cuales también se
encuentran en otros péptidos derivados del gen de la gastrina, se usaron con €xito para
generar anticuerpos monoclonales que eran especificos para hPG. La tabla siguiente

resume los inmundgenos ensayados.

Tabla 2
Experimento Inmundégeno No. de clones
positivos
1 Progastrina humana (SEQ ID NO:20) 0*
1 (SEQ ID NO:26)-Ahx-Cys-BSA 2
2 (SEQ ID NO:26)-Ahx-Cys-KLH 2
3 (SEQ ID NO:26)-Ahx-Cys-KLH 8
1 BSA-Cys-Ahx-Ahx-(SEQ ID NO:97) 0
2 KLH-Cys-Ahx-Ahx-(SEQ ID NO:97) 0
3 KLH-Cys-Ahx-Ahx-(SEQ ID NO:96) 10
DT-Cys-Ahx-Ahx-(SEQ ID NO:96) 3

* Los ratones inmunizados no presentaron ninguna respuesta inmune.

[0177] Los inmundgenos listados en la Tabla 2 se prepararon segiin las técnicas
conocidas en la técnica, usando sintesis quimica de la secuencia peptidica y el conector,
seguido de entrecruzamiento con el vehiculo Albiimina de Suero Bovino (BSA),
Hemocianina de Lapa (KLH), o Toxina de la Difteria (DT) usando un agente de
entrecruzamiento apropiado (por ejemplo, MBS (éster de m-Maleimidobenzoil-N-
hidrosuccinimida), glutaraldehido o Sulfo-SMCC (Sulfosuccinimidil 4-[N-
maleimidometil]ciclohexano-1-carboxilato). (Coligan JE et al., Current protocols in
Immunology, Vol. 2, Nueva York: John Wiley and Sons; 1996, p 9.0.1-9.0.15; Harlow
DL. Antibodies: A Laboratory Manual. Nueva York: Cold Spring Harbor Laboratory;
1998, p72-87). Los conectores usados fueron uno o dos residuos de dcido

aminohexanoico (Ahx) acoplados a un residuo de cisteina.
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[0178] En cada uno de tres experimentos, se inyectaron a los ratones Balb/c 4 a 5 veces
inmundgenos N-terminales, y 2 a 4 veces inmundgenos C-terminales. Cada inyeccién

administré 10 ug del inmunégeno con Ribi, Alun o de adyuvante de Freund.
Fusiones Celulares y cribado de hibridomas

[0179] El suero de cada ratén se ensayé por ELISA frente al inmunégeno y se recogieron
los esplenocitos de los ratones con la respuesta inmune més fuerte. Los esplenocitos se
fusionaron con células de mieloma Sp2 usando polietilen glicol y se sembraron en placas
de 96 pocillos a una densidad de 15.000 a 35.000 células por pocillo. Las células
fusionadas se seleccionaron, usando un medio que contiene hipoxantina, aminopterina, y

timidina (medio HAT).

[0180] Los sobrenadantes de los hibridomas se cribaron por ELISA para la capacidad de
unirse al inmundégeno y a la progastrina de longitud completa. Se realizaron tres ciclos de
cribado para asegurar que sélo se seleccionaron los hibridomas que producen de manera

estable anticuerpos que reconocen hPG de longitud completa y el inmunégeno.

[0181] El cribado de los hibridomas y anticuerpos monoclonales para determinar la unién
a diferentes péptidos PG se realiz6 usando una técnica ELISA como se describe mds
adelante. Este protocolo se us6 para cribar para unién a PG de los esplenocitos
fusionados, subclones del primer y segundo ciclo, asi como para verificar la especificidad
de los anticuerpos frente a PG, comparado con otros péptidos derivados del gen de la

gastrina.

[0182] Brevemente, se incubaron placas de 96 pocillos toda la noche a 4°C con la
concentracién o concentraciones apropiadas de un péptido de ensayo en Disolucién
Salina Tamponada con Fosfato (PBS), después de lo cual los pocillos se lavaron tres
veces con disolucidn de lavado (PBS y 0,1% Tween-20), y se incubaron durante 2 horas a
22°C con 100 pL de disolucién de bloqueo (PBS, 0,1% Tween-20, 0,1% Albimina de
Suero Bovino o hidrolizado de caseina) por pocillo. Después del bloqueo, los pocillos se
lavaron tres veces y se afiadié el anticuerpo primario — el anticuerpo que se va a ensayar—.
Para el cribado inicial de los esplenocitos fusionados, se afiadieron 50 uL del
sobrenadante de cultivo de cada cultivo que se va a ensayar a cada pocillo de la placa. En

los ensayos realizados en anticuerpos monoclonales, se afiadieron 100 uL del anticuerpo
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de ensayo en PBS y 0,1% Tween-20 a cada pocillo. Las placas se incubaron durante 2
horas a 22°C, después de lo cual la disolucién de anticuerpo primario se deseché y se
reemplazd, después de una etapa de lavado (3X 100 pL de disolucién de lavado, como se
ha indicado anteriormente), por disolucién de bloqueo que contiene el anticuerpo
secundario, que se une al anticuerpo primario y estd acoplado a una enzima. El anticuerpo
secundario fue un anticuerpo IgG (Fc) anti-ratén de cabra acoplado a peroxidasa de
rdbano. Después de 1 hora de incubacién con el anticuerpo secundario, se afiadieron

100 uL de disolucién de sustrato (por ejemplo, Fast OPD, o dihidrocloruro de O-
Fenilendiamina, disponible en Sigma-Aldrich Co., preparado segiin las direcciones del
fabricante) a cada pocillo y se incubé en oscuridad durante 20 minutos a 22°C. La
reaccién se paré afiadiendo 50 pL de 4N 4cido sulfiirico y se determiné la cantidad de
sustrato catalizado midiendo la densidad 6ptica (D.0.) a 492 nm. La conversién del
sustrato es proporcional a la cantidad de anticuerpo primario (de ensayo) unido al
antigeno. Los experimentos se hicieron en duplicado y las medidas de DO se
representaron como una funcion de la concentracién de antigeno o anticuerpo
dependiendo del objetivo del experimento. Las muestras se clasificaron como positivas
para anticuerpos anti-PG si la D.O. medida estaba entre 0,2 y 1,5. El mismo intervalo de
D.O. se usé para identificar los anticuerpos que se unieron al péptido inmunogénico

usado para inocular a los animales de ensayo.

[0183] Los materiales y reactivos ejemplares usados en el ensayo son los siguientes:

Producto Fuente Referencia
Placas de 96 pocillos Greiner Microlon Dutscher # 655092
10X DPBS Dutscher # P04-53500
Tween-20 Sigma #63158
BSA (para blogueo) Euromedex # 04-100-810-C
Caseina hidrolizada (cuando se usa en lugar de BSA) | Sigma 22090
Sobrenadantes de hibridoma o anticuerpos BioRéalités As described herein
monoclonales N-terminales o C-terminales
IgG (Fc) anti-ratén de cabra, acoplada con peroxidasa | Thermo # 31439
Fast OPD Sigma # P9187
95-97% Acido Sulfiirico Sigma #30743

[0184] Los péptidos ejemplares usados en el cribado de hibridomas y anticuerpos

monoclonales fueron los siguientes:
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Péptidos de cribado Fuente Referencia

BSA Euromedex # 04-100-810-C

Progastrina humana recombinante BioRéalités McQueen et al., 2002,

J. Protein Chem.,
21(7):465-471.

Gastrina humana I (G-17) Sigma # 53673
Gastrina etendida con glicina 17 (G-Gly) Auspep # S10082
KLH Pierce (Perbio) # 77653
Péptido flanqueante C-terminal (CTFP) Auspep # R41345

La progastrina humana recombinante se produjo como se describe en McQueen et al,
2002, J. Protein Chem. 21: 465-471) con pequefias modificaciones. Brevemente, células
bacterianas BL.21 DE3 Star (InVitrogen) se transformaron con un vector que contiene la
secuencia de la progastrina humana de longitud completa en un niicleo PGEX-GST-TEV
(GE Healthcare). Las bacterias se crecieron en medio LB que contiene 0,5 mM IPTG
durante 3 horas a 37°C. Los sedimentos bacterianos se rompieron usando una Prensa
French, y las fracciones tanto solubles como no solubles se separaron por centrifugacién.
Posteriormente, se aislé hPG etiquetada con GST usando una columna de afinidad de
glutatién y PG se escindi6é de GST con la proteasa del Virus del Mosaico del Tabaco Nla
(TEV). Finalmente, PG se dializé frente al tampén final (10mM Hepes, 0,5 % BSA, pH
74).

[0185] Los hibridomas se clonaron en primer lugar, después se subclonaron y se
amplificaron. Los hibridomas positivos se seleccionaron tomando como base los criterios
siguientes: (1) especificidad de PG e inmunégeno, (2) afinidad relativa de los
anticuerpos, (3) crecimiento de las células del hibridoma, (4) secrecién de anticuerpos, y
(5) monoclonalidad de los hibridomas. Los ensayos y los criterios de seleccién fueron

como sigue.

[0186] Para especificidad, los sobrenadantes de los hibridomas de ensayo se ensayaron
por ELISA como se ha descrito anteriormente (50 uL de una dilucién 1 en 2 del
sobrenadante en el medio de ensayo PBS). Los hibridomas se clasificaron como positivos
si la medida de D.O. estaba ente 0,2 y 1,5 en un ensayo con hPG o el inmunégeno usado
para inocular los ratones de ensayo. Como criterio adicional para la especificidad, los
clones se seleccionaron tomando como base la ausencia de unién a otros péptidos

derivados del gen de la gastrina. La ausencia de unién se midié como una diferencia no
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estadisticamente significativamente diferente entre la sefial de los pocillos de ensayo y la

sefial media de los pocillos control que contienen sélo PBS.

[0187] Para la caracterizacién de la afinidad, se ensayaron diluciones seriadas de los
anticuerpos por ELISA para unién a hPG, como se ha descrito anteriormente. Las
diluciones estdndar usadas en los ensayos de los anticuerpos N-terminales fueron 0, 0,1,
0,3, 1, 3, 10, 30, 100 ng/ml. Las diluciones estdndar usadas en ensayos de anticuerpos C-

terminales fueron 0, 0,03, 0,1, 0.3, 1, 3, 10, 30 ng/ml.

[0188] EI crecimiento de las células de hibridoma a través de muiltiples ciclos de cultivo
seriado se evalu6 por observacién microscdpica dos dias después de la siembra. Se espera
que las células proliferen y llenen el pocillo unas 48 horas después de la siembra. Se
realiz6 la dilucion seriada (tipicamente, una primera dilucién a 1:5, seguido de al menos 2
diluciones mds a 1:10), seguido de observacién microscdpica a las 48 horas para
confirmar un crecimiento adecuado. Las células de los hibridomas que cumplen este
criterio se diluyeron y sembraron de nuevo, para observarse con el microcopio 48 horas
mds tarde. Dichos ciclos de “dilucion-siembra-observacion” se repitieron 3 veces antes de

que clasificar un hibridoma como que cumple los criterios de “crecimiento”.

[0189] La secrecién de anticuerpos se ensayé realizando ELISA usando hPG como se ha
descrito anteriormente en diluciones seriadas (1/2, 1/20, 1/200, 1/500, 1/1.000, 1/2.000)

de los sobrenadantes sin células.

[0190] La monoclonalidad se determiné sembrando un clon o hibridoma en una placa de
96 pocillos a una densidad de 0,6 células/pocillo e incubando durante dos semanas. A las
dos semanas, los sobrenadantes se ensayaron para unién a hPG por ELISA vy la naturaleza
clonal de la poblacién se determiné tomando como base €l tener un valor DO consistente

en al menos el 90% de los pocillos que contienen células vivas.
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Anticuerpos monoclonales frente a progastrina de longitud completa

[0191] Cada uno de tres ratones se inoculé con progastrina humana recombinante
(descrito anteriormente). El inmunégeno no indujo ninguna respuesta inmune detectable
en los ratones: no pudo detectarse ninguna unién a PG usando un ELISA como se ha

descrito anteriormente. No se realizaron fusiones.
Anticuerpos monoclonales N-terminales frente a la progastrina

[0192] Como se ha indicado anteriormente, los anticuerpos monoclonales N-terminales
se generaron frente a un antigeno que contiene los residuos 1 a 14 de hPG unido a
albiimina de suero bovino (BSA) o hemocianina de lapa (KLH) mediante un conector
Ahx-Cys en el extremo C-terminal del antigeno de 14 residuos (SWKPRSQQPDAPLG-
Ahx-Cys (SEQ ID NO:26)).

[0193] En un primer experimento, tres ratones se inocularon con un péptido N-terminal
unido a BSA. De tres fusiones, realizadas con esplenocitos de dos de los tres ratones, una
fusién no rindi6 clones que mostraran unién a PG o al inmunégeno. De las otras dos
fusiones sembradas en placas de 96 pocillos, una gener6 4 hibridomas que se unen a PG y
especificos de PG, de los cuales se recuperd un tinico subclén estable que produce IgG.
La segunda fusion también result6 en un subclén de hibridoma dnico estable que produce
IgG1, unién a PG y especifico para PG. Globalmente, de los tres ratones, 17 hibridomas
en el primer ciclo, 6 0,74% de los hibridomas cribados) fueron positivos para unién a PG
e inmundgeno, de los cuales se subclonaron 9 lineas celulares positivas, de las cuales dos
fueron lineas celulares positivas, que producen IgG. Asf, el primer experimento generd
dos clones después de un par de ciclos de subclonacién que retuvieron una sefial positiva
fuerte frente al inmunégeno y hPG (positivo para “unién a PG™) y no se unieron a otros
péptidos derivados del gen de la gastrina (positivo para “especifico para PG”): los
hibridomas 43B9G11 y WESH2G7, que producen anti-hPG MADI y anti-hPG MAb 20

respectivamente.

[0194] En un segundo experimento, los ratones se inocularon con un péptido N-terminal
unido a KLH. Se realizaron dos fusiones con células de mieloma Sp2. De éstas, sélo una
fusion genero clones positivos para PG e inmunégeno, que también fueron especificos

para PG. De ésta, se sembraron 1.920 hibridomas. Muchos hibridomas fueron positivos
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en el ensayo con los péptidos inmunizantes pero no progastrina, o no fueron especificos
para PG. Especificamente, 297 hibridomas mostraron una sefial positiva fuerte para el
péptido inmunizante (aproximadamente 15,5% de 1.920), de los cuales 124 también
fueron positivos para unién a progastrina (6,5%). Hubo 36 hibridomas, 6 1,8%, que
fueron positivos para progastrina pero no el inmundgeno usado. S6lo 12 hibridomas de
los 1.920 sembrados rindieron anticuerpos que se unen especificamente a progastrina
pero no a otros productos del gen de la gastrina (0,6% del total de hibridomas, 3,6% de
los clones que fueron positivos para el péptido y/o progastrina en el primer cribado). De
los 12 clones seleccionados, s6lo 2 fueron lo suficientemente estables como para
establecerse como clones permanentes y congelarse durante un almacenamiento a largo
plazo. Asi, en este segundo experimento, de los casi 2.000 hibridomas que se sembraron,
solo se recuperaron 2 clones, 6B5B11C10 (que produce anti-hPG MAD 3) y 20D2C3G2
(que produce anti-hPG MAb4), que producen anti-hPG MAb3 y MAb4 respectivamente,
que expresan anticuerpos monoclonales capaces de unirse a hPG y al péptido
inmunizante y que tienen especificidad para la progastrina sobre otros productos del gen

de la gastrina y alta afinidad para hPG. Ambos anticuerpos ejemplares son del isotipo
IgGl1.

[0195] En un tercer experimento, los ratones se inocularon con el mismo inmunégeno
que en el segundo experimento. Las fusiones con células de mieloma Sp2 se realizaron
con esplenocitos de dos ratones con la respuesta inmune mas fuerte. Los hibridomas se
sembraron a partir de las fusiones (3.840 hibridomas de una fusién cada uno, por ratén) y
los sobrenadantes se ensayaron para unién a PG e inmundgeno, asi como especificidad
para PG. De cada fusidn, 6 hibridomas mostraron especificidad para PG, de los cuales se
seleccionaron 3 subclones que cumplian la seleccién adicional para crecimiento,
monoclonalidad, secrecién de anticuerpos, afinidad relativa. Asi, en total, 2,9% de los
hibridomas ensayados después de sembrar (220/7.680) fueron positivos para PG e
inmundgeno, de los cuales 0,15% fueron clones positivos (12/7.680), constituyendo los
subclones finales recuperados 0,15% de los hibridomas originales sembrados (6/7.680).
Este experimento gener6 los hibridomas 1E9A4A4 (que producen anti-hPG MAb 15),
1E9D9B6 (que producen anti-hPG MAD 16), IC8D10F5 (que producen anti-hPG MAb
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17), 1ATC3F11 (que producen anti-hPG MAD 18), 1B3B4F11 (que producen anti-hPG
MAD 19), y 1C11F5E8 (que producen anti-hPG MAb 20).

[0196] La tabla siguiente muestra el niimero de clones sembrados para cada experimento

b

el inmundgeno usado y el nimero y porcentaje de hibridomas que producen anticuerpos

monoclonales que reconocieron tanto el inmunégeno como la progastrina de longitud

completa.
Tabla 3
Expt Inmunégeno Clones sembrados | Sobrenadantes de | Clones Subclones
hibridoma PG* especificos de | especificos para
PG PG, que
producen IgG
1 (SEQ ID NO:26)-Ahx- 2.304 17 (0,74%) 9 (0,39%) 2 (0,087%)
Cys-BSA
2 (SEQ ID NO:26)-Ahx- 1.920 124 (6,5%) 12 (0,6%) 2 (0,1%)
Cys-KLH
3 (SEQ ID NO:26)-Ahx- 7.680 220 (2,9%) 12 (0,15%) 6 (0,1%)

Cys-KLH

Anticuerpos monoclonales C-terminales frente a progastrina

[0197] Se generaron anticuerpos monoclonales C-terminales frente a un antigeno que

contiene los residuos 55 a 80 de hPG unidos bien a KLH o a DT mediante un conector

Cys-Ahx-Ahx en el extremo N-terminal del antigeno de 26 residuos (Cys-Ahx-Ahx-
QGPWLEEEEEAYGWMDFGRRSAEDEN (SEQ ID NO:96)). Los intentos de generar

hibridomas con un antigeno mds pequeiio que s6lo contiene los residuos 70 a 80 de hPG,
Cys-Ahx-Ahx-FGRRSAEDEN (SEQ ID NO:97), conjugado bien con BSA o KLH,

fracasaron en la generacidn de clones,

[0198] Se realizaron tres experimentos. En los dos primeros experimentos, en los que se

uso el péptido mds corto, se recuperaron cero subclones. Especificamente, en un primer

experimento se inyecté a 4 ratones un péptido C-terminal correspondiente a SEQ ID

NO:97, unido a BSA. Ninguna de las fusiones gener6 ningtn hibridoma que produce
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IgG. En un segundo experimento, se inyect6 a 6 ratones, 3 a cada uno, un péptido
correspondiente a SEQ ID NO:97, unido a KLH en su extremo N-terminal, o un péptido
correspondiente a SEQ ID NO:97, unido a KLH en su extremo C-terminal. Para el primer
inmundgeno, se realizaron fusiones y se recuperaron los hibridomas, pero no se aislaron
subclones positivos para unién a PG y especificidad para PG. Para el segundo
inmundgeno, ninguno de los ratones desarroll6 una respuesta inmune y no se realizaron

fusiones.

[0199] En un tercer experimento, se usé un péptido de 26 aminoécidos que incluye las
secuencias C-terminales no dnicas de hPG. El inmunégeno, que incluia un péptido
correspondiente a SEQ ID NO:96 unido a KLH o DT, se inyect6 a los ratones. Las
fusiones con células de mieloma Sp2 se realizaron con esplenocitos de los dos ratones
que tuvieron la respuesta mas fuerte. Se sembraron 3.840 hibridomas a partir de una
fusidén por ratén. Globalmente, de los 7.680 hibridomas cribados, de los cuales 382 (5%)
fueron positivos para PG y especificos para PG, se recuperaron 13 (0,17%) subclones
estables, positivos: 1B4A11D11 (que produce anti-hPG MAb 5), 1B6A11F2 (que
produce anti-hPG MAb 6), 1B11E4B11 (que produce anti-hPG MAb 7), 1IC10D3B9 (que
produce anti-hPG MAD 8), DS8F5B3 (que produce anti-hPG MAb 9), 1IE1C7B4 (que
produce anti-hPG MAb 10), 2B4C8C8 (que produce anti-hPG MAb 11), 2B11E6G4 (que
produce anti-hPG MADb 12), 2C6C3C7 (que produce anti-hPG MADb 13), 2H9F4B7 (que
produce anti-hPG MAb 14), 1F11F5E10 (que produce anti-hPG MAb 21), 1F11F5G9
(que produce anti-hPG MAb 22), y 1A11F2C9 (que produce anti-hPG MADb 23).

[0200] La tabla siguiente muestra el nimero de clones sembrados para cada experimento,
el inmundégeno usado, el nimero de hibridomas cribado, el nimero y porcentaje de
hibridomas que producen anticuerpos monoclonales que se unen a PG y el inmunégeno,
que son especificos para PG y que cumplen los criterios de seleccién (crecimiento,

monoclonalidad, afinidad relativa, etc.) después de tres ciclos de subclonacién.
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Tabla 4
Expt Inmunégeno Clones Sobrenadantes | Clones Subclones
sembrados de hibridoma especificos para | especificos para
PG* PG PG, que producen
IsG

1 BSA-conector-(SEQ ID 3.072 10 (0,32%) 9(0,29%) 0
NO:97)

2 KLH- conector-(SEQ ID 1.920 27 (0.47%) 4 (0,07%) 0
NO:97)
(SEQ ID NO:97)- conector- 0 0 0
KLH

3 KLH-conector-(SEQ ID 3.840 192 (5%) 17 (0,44%) 10 (0,26%)
NO:96)
DT-conector-(SEQ ID NO:96) 3.840 190 (4,95%) 13 (0,34%) 3 (0,08%)

[0201] Los anticuerpos monoclonales y los hibridomas estables a partir de los que se

producen se detallan en la tabla siguiente:

Tabla §

Anticuerpo monoclonal Hibridoma Ig de Raton
MAb 1 43B9Gl11 IgGl
MAb 2 WESH2G7 IgG1
MAD 3 6B5B11C10 IeG1
MADb 4 20D2C3G2 IgG1
MADb 5 1B4A11D11 IgG1
MADb 6 1B6A11F2 IeGl
MAD 7 1B11E4B11 IeGl1
MAD 8 1C10D3B9 1gG1
MAb 9 1D8F5B3 IeGl
MADb 10 1E1C7B4 IgG1
MAb 11 2B4C8C8 1gGl
MAb 12 2B11E6G4 IgG1
MADb 13 2C6C3CT IgG1
MAD 14 2H9F4B7 IgGl
MADb 15 1E9A4A4 IsG1
MAD 16 1E9D9B6 IgGl
MAb 17 1C8D10F5 N.D.
MAD 18 1A7C3F11 IgG2
MAb 19 1B3B4F11 IgG2
MAb 20 1C11F5ES8 I1sG2
MAb 21 1F11F5E10 12G2
MADb 22 1F11F5G9 IeG2
MAD 23 1A11F2C9 1gG2
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[0202] Las lineas celulares de hibridoma 1B4A11D11 (MAb 5, no. de registro CNCM I-
4371), 1B6A11F2 (MAD 6, no. de registro CNCM 1-4372), 1B11E4B11 (MAb 7, no. de
registro CNCM 1-4373), 2B4C8C8 (MAb 11, no. de registro CNCM 1-4374), 2B11E6G4
(MADb 12, no. de registro CNCM 1-4375), y 1IE9A4A4 (MAD 15, no. de registro y NCM
1-4376) se depositaron segtin el Tratado de Budapest y se recibieron el 6 de octubre, 2010
por la Collection Nationale de Cultures de Microorganisms (CNCM), Instituto Pasteur,

Paris, Francia.
Clonacion y secuenciacion de los anticuerpos monoclonales anti-hPG

[0203] Los anticuerpos monoclonales producidos por los hibridomas pueden clonarse y
secuenciarse usando técnicas conocidas por los expertos en la técnica. Los anticuerpos
monoclonales de los hibridomas listados en la Tabla 5 anterior se secuenciaron como se

describe mas adelante.

[0204] Las secuencias que codifican los anticuerpos monoclonales producidos por los
hibridomas 6B5SB11C10 y 20D2C3G2 se clonaron y secuenciaron usando técnicas
estdndar. Brevemente, se aisl6 el ARN total a partir de sedimentos celulares congelados
usando reactivo RNABee, AMSBio no. de catdlogo CS-104B, usado segin las
instrucciones del fabricante. El ADNc para las regiones V se preparé a partir d&¢ ARNm
usando la reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR),
seguido de una amplificacion rapida 5° de los extremos del ADNc (RACE). La sintesis de
ADNC se realizé usando cebadores especificos de la regién constante, después de lo cual
el producto de la primera cadena se purificé y se usé desoxinucledtido transferasa
terminal para afiadir colas homopoliméricas a los extremos 3’ del ADNc. Las secuencias
de ADNc “con cola” se amplificaron por PCR usando parejas de cebadores, cada uno de
los cebadores para la cola homopolimérica y bien la regién Vy o Vi, respectivamente.
Los productos de PCR de la regi6n variable de cadena pesada y ligera se clonaron en un
vector de clonacion “TA” (p-GEM-T easy, Promega no. de cat. A 1360) y se
secuenciaron usando procedimientos estdndar. Véase la FIG. 2A-B (MAb 3), FIG. 2C-D
(MAbD 4).

[0205] Las secuencias que codifican los anticuerpos monoclonales producidos por los

hibridomas 1C10D3B9, 2C6C3C7, 1B3B4F1, y IE9D9B61 se determinaron como sigue.
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Se aisl6 el ARN total de los sedimentos celulares congelados usando el kit

RNAqueous®-4PCR (Ambion No. de cat. AM1914) usado segin las instrucciones del

fabricante. El ARNm de la regién V de la cadena pesada se amplificé usando un conjunto

de seis grupos de cebadores degenerados (HA a HF) y el ARNm de la regién V de la

cadena ligera se amplific6 usando un conjunto de ocho grupos de cebadores degenerados,

siete para el grupo x (KA a KG) y uno para el grupo A (LA). El ADNCc para las regiones

variables se prepard a partir de ARNm usando RT-PCR. La sintesis de ADNCc se realizé

usando cebadores especificos para la region constante, seguido de PCR usando grupos de

cebadores degenerados para las secuencias sefial murinas 5° y cebadores para las regiones '

constantes 3’ para cada una de IgGVH, IgkVL e IgAVL. (Jones et al., 1991, Rapid PCR

cloning of full-length mouse immunoglobulin variable regions, Bio/Technology 9:88-89).
Los productos de PCR de la regién variable de la cadena pesada y ligera se clonaron en
un vector de clonacion “TA” (p-GEM-T easy, Promega no. de cat. A 1360) y se
secuenciaron usando procedimientos estdndar. Véanse las FIGs. 2E-F (MAD 8), 2G-H

(MADb 13), 2I-J (Mab 16), y 2K-L (Mab 19).

Ejemplo 2: Afinidad de union de los anticuerpos anti-hPG

A. Afinidad Relativa

[0206] La afinidad relativa de los anticuerpos monoclonales ejemplares se midié usando

el método ELISA descrito anteriormente, en el que los pocillos se recubrieron con una

disolucién de péptido que contiene 50ng de progastrina y se incubé en presencia de

concentraciones crecientes de cada anticuerpo monoclonal como sigue:

Anticuerpo monoclonal Intervalo de concentracién
ensayado

Anticuerpos monoclonales 0,001-1 ug/mL

anti-hPG N-terminales MAbs
1-4

Anticuerpos monoclonales 0,1-100 ng/mL

anti-hPG N-terminales MAbs
3, 15-20

Anticuerpos monoclonales 0,03-30 ng/mL

anti-hPG C-terminales MAbs
5-14,21-23

[0207] La FIG 3A muestra la afinidad relativa de cuatro anticuerpos monoclonales anti-

hPG, MADs 1-4 ensayados a concentraciones de 1 ng/mL a 1 pg/mL. La FIG 3B muestra
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la afinidad relativa de los anticuerpos monoclonales anti-hPG N-terminales MAbs 3 y 15-
20 ensayados a concentraciones de anticuerpo de 0,1-100 ng/mL. La FIG 3C muestra la
afinidad relativa de los anticuerpos monoclonales anti-hPG C-terminales MAbs 5-14 y

21-23 ensayados a concentraciones de anticuerpo de 0,03-30 ng/mL.
B. Medidas de la constante de afinidad

[0208] Para proporcionar una cuantificacién més absoluta de la afinidad para los
anticuerpos monoclonales, las constantes de afinidad se midieron usando la Técnica
Proteon (BioRad), segtin Nahshol et al., 2008, Analytical Biochemistry 383:52-60,
incorporada por referencia en la presente memoria en su totalidad. Brevemente, un
anticuerpo IgG anti-ratén (50 pg/ml) se utiliz6 para recubrir un chip sensor en primer
lugar, asegurando que la sefial detectada por el chip después de la inyeccién del
anticuerpo estd entre 10.000 y 11.500 RU (unidades de respuesta). El anticuerpo
monoclonal murino que se va a ensayar se inyect6 (concentraciones tipicas: 30 ug/ml).
La uni6n suficiente del anticuerpo que se va a ensayar se determiné tomando como base
una sefial adicional de al menos 500 RU en el chip sensor. Se midié un curso de tiempo
de la interaccion entre los anticuerpos monoclonales anti-progastrina y la progastrina
inyectando varias concentraciones de progastrina, por ejemplo 200, 100, 50, 25,y 12,5
nM, y se detect6 el nivel de asociacién. Tipicamente, estdn disponibles varios canales
para ensayar multiples anticuerpos en paralelo en un tinico experimento, haciendo posible
ensayar la unién de los anticuerpos de ensayo a varias concentraciones de PG en paralelo.
Tipicamente, un canal se reserva para un anticuerpo monoclonal murino que no es
especifico para PG, como un control para unién no especifica, y en otro canal se inyecta
tamp6n de dilucién solo como una linea base para la sefial de fondo. Generalmente, no es
detectable ninguna unién en los canales en los que se ha inyectado anticuerpo murino no
especifico. Los anticuerpos que presentan un alto nivel de asociacién en este entorno, que
puede resultar en la saturacion del anticuerpo monoclonal atrapado por progastrina, puede
ensayarse frente a concentraciones menores de progastrina (50, 25, 12,5, 6,25 y 3,125

nM), lo que permite una medida ma4s refinada.

[0209] Las constantes de afinidad (KD) se calcularon como la relacion entre la constante

de disociacion (kd) y la constante de asociacidn (ka). Los valores experimentales se
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validaron analizando la similitud estadisticamente relevante entre las curvas
experimentales tomando como base las medidas de unién y los perfiles teéricos. El
modelo matematico usado en los experimentos Proteon para seleccionar si las curvas
experimentales se ajustan al modelo tedrico fue el modelo de Langmuir, basado en una

interaccién 1:1 entre las moléculas de progastrina y los anticuerpos monoclonales anti-

progastrina.

Tabla 6
Anticuerpo Constante de afinidad
Monaclonal medida Kn (M)
Anti-hPG MAD 1 2,5 uM (2,5 x10™°M)
Anti-hPG MAD 2 185 nM (1,85 x10M)
Anti-hPG MAD 3 6,4 1M (6,4 x10°M)
Anti-hPG MAb 4 3,50M (3,5 x10°M)
Anti-hPG MAD 5 13 pM (1,30 x107™™M)
Anti-hPG MAb 6 0,6 1M (6,38 x10™M)
Anti-hPG MAD 7 58 pM (5,84 x10T™™M)

Anti-hPG MAD 8

0,1 oM (1,08 x107°M)

Anti-hPG MAD 10

3,6 nM (3,62 x10°M)

Anti-hPG MAb 11

0,3 nM (3,12 x10 ™M)

Anti-hPG MAb 12

0,4 nM (4,43 x10 M)

Anti-hPG MAD 13

0,6 nM (6,12 x107°M)

Anti-hPG MAbD 14

6,8 pM (6,86 x10"°M)

Anti-hPG MAD 15

0,2 oM (2,11 x10'%M)

Anti-hPG MAD 16

0,2 M (2,78 x10"°M)

Anti-hPG MAb 17

8,3 nM (8,29 x10°M)

Anti-hPG MAb 18

1,20M (1,24 x10°M)

Anti-hPG MAD 19

0,7 nM (7,79 x10™M)

Anti-hPG MADb 20

0,2 nM (2,47 x10°M)

Anti-hPG MAD 21 3,9 nM (3,90 x10°M)
Anti-hPG MAbD 22 5nM (4,94 x10°M)
Anti-hPG MAD 23 0,4 uM (3,99 x10'M)
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Ejemplo 3: Agregacion de anticuerpos anti-hPG

[0210] La agregacién de los anticuerpos puede reducir la eficacia terapéutica reduciendo
la cantidad de anticuerpo disponible para unirse a la proteina diana. Los anticuerpos con
niveles muy bajos de agregacion son preferibles para aplicaciones terapéuticas. Cada lote
de anticuerpo variard comparado con otros lotes del mismo anticuerpo monoclonal.
Generalmente, es deseable usar lotes con agregacidn baja. Para cuantificar la agregacién
del anticuerpo, se pusieron disoluciones de anticuerpo en un espectrofluorimetro (Photon
Technology International), y se irradiaron a 280nm. La difusién se midi6 a 280nm,
mientras que la emisién debida a los aminodcidos aromadticos (principalmente triptéfanos)
se midi6 a 330nm. El nivel de agregacion se cuantificé calculando la relacién entre los
valores de medida de DO a 280nm frente a 330nm, como se describe en Nominé et al.,
2003, Biochemistry 42: 4909-4917. Una relacién 280/330nm alta indica una mayor
cantidad de agregacion. La concentracién de anticuerpo usada fue 15 ug/ml, 5 a 15 veces

por encima de la usada para los tratamientos in vitro.

[0211] Los resultados se muestran en la Tabla 7 siguiente y en la FIG 4.

Tabla 7
Muestra Relacion 280/330 nm
Albtimina de Suero Bovino (n=1) 6,4
Anti-hPG MAb 1 (n=1) 15,42
Anti-hPG MAD 2 (n=2) 9,81
Anti-hPG MAb 3 (n=2) 3,08
Anti-hPG MAb 4 (n=2) 1,94

Ejemplo 4: Especificidad de Union de los anticuerpos
monoclonales anti-hPG

[0212] PG es sélo uno de los productos peptidicos del gen de la gastrina. Otros productos
del gen de la gastrina tienen funciones en la homeostasis normal, pero es la funcién de
PG en CRC lo que la hace una diana itil para propésitos terapéuticos y de diagnéstico.
Los anticuerpos monoclonales descritos en la presente memoria son especificos para la
progastrina de longitud completa por encima de todos los demds péptidos que resultan de
la expresion y procesamiento del gen de la gastrina, tales como gastrinas extendidas con

glicina (G17-gly), amidadas (Gastrinal7) y el péptido flanqueante C-terminal (CTFP).
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Estos péptidos estdn presentes en la circulacién. La especificidad de unién de los
anticuerpos monoclonales anti-hPG se determiné ensayando los anticuerpos frente a la
progastrina humana y otros péptidos derivados del gen de la gastrina, usando el ensayo

ELISA descrito anteriormente en el Ejemplo 1.

[0213] Especificamente, se recubrieron pocillos con una disolucién que contiene uno de
los péptidos siguientes a las cantidades indicadas: progastrina, hemocianina de lapa
(KLH), gastrina-17 amidada (G17), gastrina 17 extendida con glicina (Ggly), o Péptido
Flanqueante C-terminal (CTFP):

Péptidos de cribado Cantidad de
ensayo
Progastrina Recombinante 50 ng (expt 1)
25 ng (expt 2)
Gastrina I humana amidada (G-17) 50y 250 ng
Gastrina 17 extendida con glicina 50y 250 ng
(G17-Gly)
KLH 50y 250 ng
Péptido flanqueante C-terminal (CTFP) | 50 y 250 ng

[0214] En un primer experimento, se usaron 3 ng/ml (0,3 ng) de anti-hPG MAb3y 1
pg/ml (0,1 pg) de cada uno de los anti-hPG MADs 1, 2, y 4. Véase 1a FIG 5A. En un
segundo experimento, se ensayo la especificidad de unién de los anti-hPG MAbs 5a 14 y
21-23 a 0,3 ng/mL, véase la FIG 5B, y la especificidad de unién de los anti-hPG MAbs 3,
15-20 se ensay6 a 1 ng/mL, véase la FIG 5C.

[0215] Los anticuerpos presentaron una reaccién débil a cantidades elevadas de KLH que
estaba acoplada al péptido antigénico usado en algunos de los inmundgenos para
inmunizar los ratones en el Ejemplo 1 anterior. No hubo un efecto detectable de BSA en
la unién a PG de ningiin anticuerpo, incluyendo los generados frente a inmunégenos que

incluian BSA como vehiculo.

[0216] Todos los anticuerpos presentaron una alta especificidad para la unién a hPG de
longitud completa (ensayado a 50 y después a 25 ng) comparado con otros péptidos
derivados del gen de la gastrina, tales como gastrina-17 amidada, gastrina 17 extendida
con glicina y el péptido flanqueante C-terminal, un péptido de 5 amino4cidos que se
escinde de la progastrina durante el procesamiento normal del polipéptido para formar

gastrina. Los anticuerpos ejemplares no mostraron una unién detectable (sefial por
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encima del fondo de “PBS solo”) frente a ninguno de los péptidos derivados del gen de la

gastrina aparte de hPG.

Ejemplo 5: Ensayo de Competicion

[0217] La capacidad de un anticuerpo monoclonal anti-hPG para competir con un
anticuerpo policlonal anti-hPG para unirse a la progastrina se determiné usando un
ELISA con un anticuerpo anti-hPG “de captura” y un anticuerpo anti-hPG “de
deteccion”. Anti-hPG MAD 3 se ensay6 como sigue: se pre-recubrieron placas de 96
pocillos con anticuerpos policlonales progastrina C-terminales generados frente a un
péptido que consiste en los residuos 71 a 80 de hPG. Las placas se incubaron con 100pM
progastrina, seguido de la adicién de 10pug/ml de anticuerpo policlonal anti-hPG N-
terminal biotinilado, generado frente a un péptido que consiste en la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO:25, y concentraciones crecientes de anticuerpo monoclonal
anti-hPG MAD 3. La unié6n del anticuerpo policlonal anti-hPG N-terminal biotinilado se
detecté incubando las placas con estreptavidina-HRP seguido de OPD, segtin protocolos

estdndar. La unién se midi6 cuantificando la luminiscencia.

[0218] Los resultados muestran que concentraciones crecientes (uwg/ml) de Anti-hPG
MAD 3 disminuyen la capacidad de anticuerpos policlonales anti-hPG de unirse a la
progastrina, mostrando que el anticuerpo monoclonal compite con el anticuerpo
policlonal. Véase, la FIG. 6.

Ejemplo 6: Mapeo de epitopos

[0219] Los epitopos especificos unidos por los anticuerpos monoclonales ejemplares se
mapearon usando la técnica SPOT y escaneo de alanina, como se describe en Laune, D.,
et al., 2002, J. Immunol. Methods 267:53-70 y Laune, D., 1997, J. Biol. Chem.
272:30937-30944, respectivamente. En la técnica SPOT, se generan 15 secuencias
peptidicas de 15 amino4cidos que engloban un epitopo putativo y se distribuyen en una
membrana de nitrocelulosa que se ensaya con el anticuerpo de ensayo para determinar la
minima secuencia de epitopo reconocida por el anticuerpo. El escaneo de alanina se usa

para determinar los residuos en un epitopo que son criticos para la unién del anticuerpo:

&3
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cada residuo en un epitopo putativo se muta uno a uno a una alanina, y los péptidos que

contiene alanina se ensayan con el anticuerpo de ensayo.

[0220] Se identificaron familias de epitopos para anticuerpos ejemplares de la presente
descripci6n. Para los anticuerpo monoclonales N-terminales frente a hPG MAbs 1-4 y
15-20, los epitopos comprenden al menos las secuencias siguientes: DAPLG (SEQ ID
NO:28), PDAPLG (SEQ ID NO:29), PRSQQPD (SEQ ID NO:30), WKPRSQQPD (SEQ
ID NO:31), o WKPRSQQPDAPLG (SEQ ID NO:32), como se muestra en la Tabla 8

siguiente.

Tabla 8
MAb Antigeno peptidico PG: | SEQ ID NO
SWKPRSQQPDAPLG
MAb 2 WKPRSQQPDAPLG 32
MAD 4 WKPRSQQPDAPLG 32
MAb 1 PDAPLG 29
MAbD 3 DAPLG 28
MAb 17 WKPRSQQPD 31
MAD 18 WKPRSQQPD 31
MAD 19 WKPRSQQPD 31
MAD 20 WKPRSQQPD 31
MAD 15 PRSQQPD 30
MAD 16 PRSQQPD 30

[0221] Para los anticuerpos monoclonales C-terminales frente a hPG MAbs 5-7, 9-12, 14

y 21-23, los epitopos comprenden al menos las secuencias siguientes: FGRR (SEQ ID

NO:33), MDFGR (SEQ ID NO:34), AEDEN (SEQ ID NO:35), y GWMDFGRR (SEQ ‘
ID NO:36), como se muestra en la Tabla 9 siguiente.

Tabla 9
MAb | Antigeno peptidico PG: SEQ ID NO
QGPWLEEEEEAYGWMDFGRRSAEDEN
MAb 14 GWMDFGRR 36
MAD 11 MDFGR 34
MAbD 5 FGRR 33
MAb 6 FGRR 33
MADb 7 FGRR 33
MAD 9 FGRR 33
MAbD 10 FGRR. .E 33
MAbD 12 FGRR 33
MAbD 23 AEDEN 35
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Ejemplo 7: Actividad neutralizante de los anticuerpos anti-hPG en
lineas celulares de cancer

(A) Actividad neutralizante de los anticuerpos monoclonales anti-hPG

[0222] Los anticuerpos monoclonales anti-hPG disminuyen la supervivencia celular en
lineas celulares de cdncer colorrectal representativas. Las lineas celulares de cancer
colorrectal adecuadas son conocidas en la técnica. Por ejemplo, HCT116, LS174T,
SW480, y SW620 son lineas celulares que se usan cominmente para estudiar cancer de
colon, que producen y secretan progastrina. Los anticuerpos monoclonales frente a PG se
ensayaron para su capacidad para inhibir la proliferacién en estas diferentes lineas
celulares. La supervivencia de las células de cada una de HCT116, LST174T, SW480, y

SW620 se ensayd usando diferentes anticuerpos monoclonales anti-hPG.

[0223] Para cada experimento, se sembraron 50.000 células en placas de 6 pocillos en
medio que contiene suero fetal de ternera y se incubaron durante 8 horas. Se quitd el
suero a las células toda la noche y empezando 24 horas después de la siembra (tiempo
“T0”), las células se trataron en duplicado cada 12h durante 48 horas, en ausencia de
suero fetal de ternera, con 1 ug/ml de anticuerpos monoclonales control (anti-IgG1
humana de ratén, Calbiochem, Ref #411451)(CT mAb), o con 1 pg/ml de anti-hPG MADb
1-4 como se indica. Después de la cuantificacién adicional de los anticuerpos
monoclonales, se determind que los anticuerpos se habian usado a aproximadamente 3 a
5 ug/ml. Se conté el nimero de células a TO en un pocillo control, para cada
experimento. Para las células HCT116, los experimentos se realizaron en presencia de
0,5% de suero fetal de ternera. 48h después del inicio del experimento, se conté el
numero de células supervivientes en cada pocillo tres veces en un experimento ciego. La
reduccion en la proliferacion o supervivencia de células de CRC se determiné calculando
las células supervivientes tratadas con anti-hPG MAB como porcentaje de las células
tratadas con MAb control. Los recuentos celulares al inicio del tratamiento (T0) se
restaron de los recuentos celulares de ensayo y control medidos a las 48 horas.
Especificamente, el nimero de células vivas tanto en los pocillos control como tratados

con anti-hPG MAD se cont? a las 48 horas, después se calcul6 la diferencia entre cada
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recuento celular y el recuento celular determinado a TO. El ndmero de células tratadas
con anti-hPG MAB resultante se expresé como porcentaje del ndmero de células tratadas

con MAD control.

[0224] Las FIG. 7A-C muestran el efecto de anti-hPG MADb 3 y anti-hPG MAb 4 en la
supervivencia de las células SW480, células L.S174T, y células HCT116 a partir de
experimentos representativos. Los resultados son la media +/- S.E. de 4 pocillos de dos
experimentos independientes. El tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-hPG
redujo significativamente el mimero de células comparado con el tratamiento con el
anticuerpo control. La significancia estadistica se determiné usando un Ensayo de la T de
Student: * = p<0,05, ** = p<0,01, y *** = p<0,001. En cada linea celular, los anticuerpos
anti-hPG redujeron la supervivencia celular. En una linea celular, LST174T, los niimeros
de células al final de las 48 horas de tratamiento con anticuerpos anti-hPG fueron
menores que los niimeros de células al inicio del experimento, lo que sugiere que los

anticuerpos producen la muerte celular, ademds de inhibir la proliferacién celular.

[0225] La Tabla 10 muestra el porcentaje de células de cdncer colorrectal SW480
supervivientes tratadas con cada uno de cuatro anticuerpos monoclonales anti-hPG

comparado con un anticuerpo monoclonal control (anti-IgG1 humana de ratén,

Calbiochem, Ref #411451)(CT mAb).

Tabla 10
p (Tratado frente a
SwW480 Nimero de % del control Control)
(TO =26 667) células— TO Mann Whitney,
dos colas
mAb Control 36.050 +/- 3.228
Anti-hPG MAb 1 30.425 +/- 3.098 84,4 0,3556
Anti-hPG MAb 2 28.925 +/- 2.757 80,2 0,0476
Anti-hPG MAb 3 6.050 +/- 1.788 16,8 < (,0001
Anti-hPG MADb 4 17.560 +/- 3.439 48,7 0,0002

Comparado con €l control, el tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-hPG redujo
la supervivencia de las células de cdncer un 83,2% (Anti-hPG MAD 3), 51,3% (Anti-hPG
MAD 4),19,8% (Anti-hPG MAD 2), y 15,6% (Anti-hPG MAD 1).

[0226] Las tablas siguientes muestran el porcentaje de células LS174T y HCT-116

supervivientes tratadas con anti-hPG MADb 3 y 4 comparado con el anticuerpo
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monoclonal control. Los datos se representan graficamente en los paneles

correspondientes de la FIG 7.

Tabla 11
P (Tratado frente a
HCT-116 Niimero de células— % del control Control)
(TO = 42.750) TO ¢ Mann Whitney,
Dos colas
MAD Control 151.250 +/- 9.071
MAb3 62.750 +/- 9.194 41,5 % < 0,0001
MADb4 82.250 +/-7.435 54,4 % <0,0001
Tabla 12
P (Tratado frente a
LS 174T Niimero de células— % del control Control)
(T0 = 51.666) TO0 ° Mann Whitney,
Dos colas
MAD Control 85.334 +/- 7.520
MAD3 -6.666 +/- 5.000 -8% 0,0084
MADb4 +8.334 +/- 2.500 7 % 0,0085

[0227] Bajo condiciones de ensayo in vitro, no se espera la inhibicién completa del
crecimiento celular. En cultivo celular, la progastrina es secretada continuamente por las
células de cancer y se acumula en el medio del cultivo celular. Se espera que los niveles
de progastrina se incrementen en el tiempo mds de lo que ocurriria en la circulacién en el
cuerpo, incrementando la relacién de proteina diana a anticuerpo y diluyendo el efecto
neutralizante de los anticuerpos. Asi, se espera que el efecto neutralizante observado con
los anticuerpos in vitro sea mds fuerte in vivo, cuando la progastrina secretada por las

células de tumor sea transportada por la corriente sanguinea, disminuyendo su

acumulacion in situ.

[0228] La inhibicién de la proliferacién celular por los anti-hPG MAbs 5 a 23 se
determind en una o mds de las lineas celulares de CRC SW620, HCT116, y LS47T. Los
ensayos se realizaron en placas de 6 pocillos como se ha descrito anteriormente usando 5
ug/ml de anticuerpos monoclonales control o de ensayo (anti-hPG). Se sembraron 50.000
células por pocillo para las c€lulas HCT116 y LS174T, y 100.000 para las células

SW620. Las tablas siguientes proporcionan el porcentaje de células tratadas
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supervivientes respecto al tratamiento control de experimentos representativos. Los
resultados medios se representan en las FIG.s 7G-I para las lineas celulares SW620,

LS174T, y HCT-116 respectivamente.

Tabla 13
P (Tratado frente a
Nimero de células— % del control Control)
TO Mann Whitney,
Dos colas
Experimento 1
SW 620
(TO = 103.067)
MAb Control 82.100 +/- 15.489 -
MAb 5 54.511 +/-8.292 66 % < 0,0001
MAb 6 44.367 +/- 9.321 54 % < 0,0001
MAb 7 49.279 +/- 8.009 60 % <0,0001
MAD 8 32.673 +/- 4.680 40 % <0,0001
MADb 9 73.283 +/- 3.835 89% 0,1305
MADb 10 70.178 +/- 4.173 85 % 0,0618
Experimento 2
SW 620
(T0 = 118.553)
MADb Control 81.347 +/-6.062
MAb 11 46.974 +/-7.422 58 % 0,0003
MAD 12 52.980 +/- 10.529 65 % 0,0002
MAb 13 38.933 +/- 5.284 48 % 0,0003
MAD 14 83.767 +/- 9.484 103 % 0,21
MAD 21 59.497 +/- 2.828 73 % 0,0002
MAD 22 64.227 +/-7.123 79 % 0,0013
MAb 23 83.914 +/- 5.629 103 % 0,82
Experimento 3
SW 620
(T0 = 116.283)
MADbD Control 101.333 +/- 17.626 -
MAb 15 66.052 +/-7.739 65 % <0,0001
MAD 16 58.883 +/- 9.950 58 % <0,0001
MAb 17 76.688 +/- 5.578 75,5 % 0,0014
MAD 18 75.874 +/- 10.129 75 % 0,0005
MAD 19 70.242 +/- 10.851 69 % < 0,0001
MADb 20 66.470 +/- 7.557 66 % < 0,0001
Tabla 14
P (Tratado frente a
Nimero de células— % del control Control)
TO Mann Whitney,
Dos colas
Experimento 1
LS 174T
(T0 = 60.944)
MADb Control 107.956 +/- 5.859
MAD 13 62.341 +/- 10.683 58 % 0,0003
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Tabla 14
P (Tratado frente a
Nimero de células— % del control Control)
TO Mann Whitney,
Dos colas
MAb 16 65.389 +/- 8.185 61 % 0,0002
Experimento 2
LS 174T
(T0 = 86.389)
Mab Control 241.711 +/- 11.620
MAD 14 246.444 +/- 19.563 102 % ns
MAb 19 204.433 +/- 8.946 84,5 % 0,0005
Experimento 3
LS 174T
(T0 =79.667)
MAb Control 135800 +/- 18.338
MADb 8 57 333 +/- 12.657 42 % < 0,001
Tabla 15
P (Tratado frente a
Nimero de células— % del control Control)
TO Mann Whitney,
Dos colas
Experimento 1
HCT-116
(T0 = 49.286)
MAb Control 78.214 +/- 6.230
MAb 13 28.805 +/- 3.477 36 % < 0,0001
MAD 16 56484 +/- 8.333 72 % < 10,0001
MADb 19 68.945 +/- 8.795 88 % 0,0302
Experimento 2
HCT-116
(T0 = 60.944)
MAb Control 122.456 + /- 1.697
MAD 8 75.867 + /- 15.627 62 % <0,0001
MAD 16 87.011 +/- 5.091 71 % <0,0001

(B) Actividad neutralizante de anticuerpos policlonales anti-hPG

[0229] Los ensayos se realizaron como se ha descrito anteriormente, con las
modificaciones siguientes. Se us6 un anticuerpo policlonal anti-hPG N-terminal como se
ha descrito en el Ejemplo 5. Como control, se usaron 3 pg/ml de policlonal (Policlonal
anti-IgG humana de Conejo, Affinity BioReagents, Ref #SA1-600)(CT pAB). Para los
tratamientos anti-PG, se usaron 3 pg/ml de anticuerpos policlonales anti-hPG para todas

las lineas celulares. SW480 y LS174T se trataron con anticuerpos policlonales anti-hPG
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control o N-terminales durante 24 a 48h en DMEM sin FCS, mientras que HCT116 se
trataron con anticuerpos policlonales anti-hPG durante 48h en DMEM con 0,5% FCS.
Las células supervivientes se tripsinizaron y contaron, en comparacién con células
tratadas con una concentracién equivalente de anticuerpo policlonal control (anti IgG

humana).

[0230] Los resultados de experimentos representativos se muestran en las tablas
siguientes y en la FIG. 7D-F. El tratamiento con anticuerpos policlonales anti-hPG redujo
significativamente el nimero de células comparado con el tratamiento con anticuerpo
control. La significancia estadistica se determiné usando un ensayo de la T de Student: *
= p<0,05, ** = p<0,01, y *** = p<0,001. Los nimeros de células se expresan respecto al
nimero de células en cultivo al inicio del experimento (T0). Para cada experimento, las
c€lulas en cada uno de 4 pocillos se contaron tres veces. Como con los anticuerpos
monoclonales anti-hPG, la proliferacién de las células de cdncer colorrectal se inhibe por
los anticuerpos policlonales anti-hPG, demostrando que los efectos anti-tumorales
observados con los anticuerpos policlonales frente a progastrina son predictivos de
manera razonable de la actividad de los anticuerpos monoclonales en el bloqueo del

efecto de la progastrina en células de cédncer.

Tabla 16
P (Tratado frente a
Niimero de células— % del control Control)
TO Mann Whitney,
Dos colas
Experimento 1
SW 480
(TO = 26.667)
PAb Control 37.580 +/- 4233
PG PAb 7.833 +/- 3660 21% 0,0001
Experimento 2
HCT-116
(T0 = 58.750)
PAb Control 105.350 +/- 8660
PG PAb 7.833 +/- 3660 21 % < 0,05
Experimento 3
P (Tratado frente a
LS174T
Niimero de células— Control
(T0 = 112.500) - % del control Manoare t)ney’
Dos colas
PAb Control 207.500 +/- 10.000
PG PAb 102.500 +/- 5.000 49,5 % <0,01
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Ejemplo 8: El efecto neutralizante de los anticuerpos monoclonales
anti-hPG se elimina cuando los anticuerpos se pre-incuban con
hPG purificada

[0231] Para demostrar que el efecto neutralizante de los anticuerpos monoclonales anti-
hPG est4d mediado por la unién a hPG, las células LS174T se cultivaron en presencia de
un anticuerpo ejemplar — anti-hPG MAbD 8 — que se habia pre-incubado con y sin hPG.
Como controles positivo y negativo, las células se cultivaron con hPG sola, un anticuerpo

control solo, y el anticuerpo control pre-incubado con hPG.

[0232] Especificamente, se pre-incub6 33,3 nM (5ug/mL) anti-hPG MAb 8 durante 1
hora a temperatura ambiente con un exceso molar de 20 veces de hPG recombinante, 6
667 nM (6,67 ng/mL). Se usé progastrina humana recombinante, preparada como se ha
descrito en el Ejemplo 1. En paralelo, se pre-incub6 de manera similar 33,3 nM (Sug/mL)

de anti-IgG1 humana murina (General BioScience, no. de referencia AB23420) con y sin
hPG.

[0233] Se sembraron 5.000 células LS174T en cada pocillo de placas de 96 pocillos en
medio que contiene 10% Suero Fetal de Ternera y se incubaron durante 8 horas, después
de lo cual las células se cambiaron a medio sin suero y se crecieron durante 12 horas mds.
Después de crecer en medio sin suero durante 12 horas, las células se trataron con uno de
los siguientes cada 12 horas: anticuerpo control, anticuerpo control pre-incubado con
hPG, anti-hPG MAD 8 solo, anti-hPG MAb 8 pre-incubado con hPG, y hPG sola. 48
horas después del primer tratamiento, se cuantificaron las células viables remanentes
incubando las placas con Promega CellTiter 96 Aqueous One Solution y registrando la
absorbancia a 490 nM. La absorbancia medida para las células tratadas con el anticuerpo
monoclonal control (“MAb control”) se ajust6 a 100%, y las demds condiciones
experimentales se midieron frente a la absorbancia de las células tratadas con el MAb

control. Los resultados se muestran en la Tabla siguiente y en la FIG. 8.

Tabla 17
Absorbancia % del control p (Tratado frente a Control)
Mann Whitney,
dos colas
Tratamiento con PG 0,244 +/- 0,088 132,5% 0,099 (n.s.)
solo
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Tabla 17

Absorbancia % del control p (Tratado frente a Control)
Mann Whitney,
dos colas

MAD Control 0,184 +/- 0,084 100% N.A.
Anti-hPG MAb 8 0,057 +/- 0,06 31% 0,001
MAD Control +hPG 0,321 +/- 0,079 174,5% 0,002

Anti-hPG MADS + 0,271 +/- 0,076 147,6% 0,0229

hPG

[0234] La adicién de, o la incubacién de los anticuerpos con, hPG incrementa el nimero
de células vivas en cultivo. Por el contrario, el tratamiento de las células con anti-hPG
MAD 8 solo causa una reduccidn significativa en el nimero de células viables. Asf, la
capacidad de los anticuerpos monoclonales anti-hPG para neutralizar la actividad de PG
se suprime por la adicién de hPG, que se piensa que se une a y satura el anticuerpo. Este
resultado confirma la especificidad de la actividad neutralizante de los anticuerpos

monoclonales anti-hPG.

Ejemplo 9: Actividad anti-tumoral in vivo de los
anticuerpos anti-hPG

[0235] Se han desarrollado varios modelos experimentales in vivo para el estudio de
céncer colorrectal. Se han desarrollado estudios con xenoinjerto en ratén, en los que
tejido o células tumorales de lineas celulares de cancer humano se trasplantan en un ratén
mmunodeficiente (denominado “desnudo”). Pocard M., et al., In vivo (1996) 10(5): 463-
469. También se han desarrollado varios modelos de rat6n transgénico. Los modelos
murinos incluyen mutaciones heterocigéticas en el gen de poliposis adenomatosa célica
(APC), tal como Apc™™, Apc1638N, Apc716, o ApcAl4. El gen supresor de tumores APC
codifica una proteina citosélica, APC, que, cuando estd intacta, se une a y secuestra [3-
catenina en el citosol en un complejo multi-proteico que dirige la B-catenina al
proteasoma para degradacion, evitando de esta manera que [3-catenina active el factor de
transcripcién Tcf-4 en el nicleo. Heyer et al., Oncogene 18:5325-5333 (1999). Los
ratones APCA14 portan una delecion heterocigética del exén 14 en el gen de poliposis
adenomatosa célica (APC). De manera similar a lo que ocurre en més del 70% de los

pacientes con cancer colorrectal esporddico, la pérdida somatica de heterocigosidad
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(LOH) en el segundo alelo Apc ocurre en las células intestinales, lo que da lugar a una
activacion constitutiva del complejo transcripcional -catenina/Tcf-4 y al desarrollo
espontdneo de tumores intestinales en estos animales. El origen molecular de estos
adenomas y carcinomas, asi como la morfologia tumoral (incluyendo la vascularizacién,
respuesta inflamatoria y presencia de células inmunes) con una gran similitud con la de
los tumores humanos comparado con los modelos de xenoinjerto en ratén, hace de
APCA14 un modelo altamente relevante para los estudios de terapia de cancer colorrectal
humano. Colnot et al., 2004, Lab. Invest. 84:1619-1630. Otros modelos de ratén
transgénico se basan en mutaciones en genes tales como MSH2, MSH6, CDX2, K-RAS,
asi como lineas que combinan mutaciones en APC con mutaciones en otros oncogenes.
Heyer et al., 1999, Oncogene 18:5325-5333, Janssen KP et al., 2002, Gastroenterology
123: 492-504. Estos modelos se usan ampliamente para estudiar el cdncer colorrectal y

para ensayar hipétesis respecto al tratamiento del cancer colorrectal.

[0236] Los ratones transgénicos que portan una delecién heterocigética del ex6n 14 con
el gen de poliposis adenomatosa célica (APCA14) sirven como modelo para cancer
colorrectal, desarrollando tumores similares a los encontrados en cdnceres de colon
humanos. En un primer experimento, se trataron ratones APCA14 con una preparacion
que contiene cantidades iguales de anticuerpos policlonales anti-hPG generados frente a
(1) un péptido correspondiente a SEQ ID NO:25 y (2) un péptido C-terminal como se
describe en Hollande et al., WO 07/135542. Se trataron ratones de 3,5 meses de edad
durante 5 semanas con anticuerpo policlonal control o anticuerpo policlonal anti-hPG
(dos ratones por tratamiento). Los anticuerpos se administraron por inyeccién intra-
peritoneal dos veces a la semana a una dosis de 10 mg/kg (150 ul volumen de inyeccion).
Al final del tratamiento, los ratones se sacrificaron y los intestinos se lavaron con PBS, se
diseccionaron para formacién de imagenes digital y se fijaron en 4% para-formaldehido
para andlisis inmuno-histoquimico. Se registré el mimero de tumores y las iméagenes de

tejido colorrectal.

[0237] La evaluacién morfolégica del tejido intestinal mostré que los anticuerpos anti-
hPG no afectaban la renovacién del epitelio intestinal murino sano. Se contaron los

tumores en los grupos de tratamiento y control. El mimero total de tumores para los
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ratones tratados con anticuerpos control fue 27, comparado con 4 en los ratones tratados
con anticuerpos anti-hPG. Asf, los anticuerpos anti-hPG reducen el recuento de tumores
més de 6,5 veces comparado con los anticuerpos control mientras que no afectan la

renovacion del epitelio sano en el intestino del rat6n.

[0238] En un segundo experimento, se examing el efecto de los anticuerpos anti-hPG en
ratones APCA14 y ratones normales (control) (C57BL6J). Se trataron ratones de 4 meses
de edad dos veces a la semana durante 6 semanas con anticuerpo policlonal control —un
antisuero anti-IgG humana de conejo (Jackson ImmunoResearch (no. de referencia 309-
005-0089)- o anticuerpo policlonal anti-hPG, por inyeccién intra-peritoneal dos veces a
la semana a una dosis de 9 mg/kg (150 pl volumen de inyeccién). Después de seis
semanas de tratamiento, dos horas antes del sacrificio, se inyect6 a los ratones Bromo-
desoxi-uridina (BrdU)(2 mg por ratén, inyeccién intraperitoneal). 6 ratones APCA14 se
trataron con policlonal anti-hPG y 4 con anticuerpos policlonales control. Los anticuerpos
control y anti-hPG se administraron a 6 ratones normales (C57BL6J) cada uno. No se
detectaron anormalidades intestinales en ninguno de los ratones de ningdn grupo, lo que
demuestra adicionalmente la seguridad y ausencia de efectos adversos de los anticuerpos

anti-hPG en tejido intestinal normal.

[0239] El nimero y tamaiio de los tumores (altura y longitud) se examinaron en los
grupos tratados frente a control de ratones APCA14. El tamafio de los tumores se
determiné por medidas de las imagenes tomadas de los intestinos de cada animal,
preparado como sigue. Los intestinos se lavaron como se ha descrito anteriormente, se
diseccionaron longitudinalmente, se incluyeron en parafina y se procesaron para inmuno-
histoquimica usando la técnica “Swiss roll”, Las medidas de la longitud y altura

tumorales se realizaron usando el programa informaético Image J.

[0240] Los resultados se muestras en la Tabla 18 y en la FIG. 8A y B. Los resultados del
tamano tumoral muestran una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos
tratados control y tratados con anti-hPG. La significancia estadistica se determiné usando
un ensayo de Mann Whitney: * = p<0,05, ** = p<0,01, y *** = p<0,001. Los ratones
tratados con el anticuerpo control presentaron un total de 125 tumores, con 31,25 tumores

de media por ratén. Los ratones tratados con anti-hPG presentaron 46 tumores o una
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media de 7,6 tumores por ratén. Esta diferencia es estadisticamente significativa (ensayo
de Mann-Whitney, P= 0,0095) mostrando que los anticuerpos anti-hPG reducen

significativamente el nimero de tumores de cancer colorrectal in vivo.

Tabla 18
Tratamiento Niimero de tumores por ratén
(no. de ratones)
PAb Control (4) 23 48 28 | 26
Anti-hPG PAD (6) 2 16 15 | 9 | 2 | 2

[0241] Los anticuerpos anti-hPG reducen significativamente los tumores de cancer
colorrectal in vivo segiin se mide por la reduccién tanto en el niimero de tumores como en
el tamafio de los tumores en un modelo murino de cancer colorrectal, sin ningtin efecto
adverso aparente en el epitelio colorrectal normal. Asf, el tratamiento de tumores de

cancer colorrectal con anti-hPG proporciona un beneficio terapéutico in vivo.

Ejemplo 10: Diseiio de anticuerpos anti-hPG humanizados

[0242] Se disefiaron anticuerpos humanizados “in silico™ a partir de los anticuerpos
monoclonales anti-hPG murinos MAbs 3, 4, 8, 13, 16, y 19. El disefio de los anticuerpos
humanizados se realizé segin la metodologia descrita en Lefranc et al., 2003, Dev.
Comp. Immunol. 27:55-77; Lefranc et al., 2009, Nucl. Acids Res. 37: D1006-1012;
Lefranc, 2008, Mol. Biotechnol. 40: 101-111. Para cada uno de los anticuerpos
monoclonales murinos, las a las secuencias peptidicas de Vy y Vi humanizadas
correspondientes se determinaron: identificando las regiones CDR y marco de las
secuencias murinas usando la base de datos IMGT-ONTOLOGY (Duroux et al., 2008,
Biochimie, 90:570-583; Giudicelli y Lefranc, 1999, Bioinformatics, 15: 1047-1054) y las
bases de datos y herramientas IMGT® (Ehrenmann et al., 2010, Nucl. Acids. Res., 38:
D301-307; Brochet et al., 2008, Nucl.Acids. Res., 36: W503-508) seguido de la
identificacidn de la secuencia de amino4cidos de las secuencias de la regién marco
humanas més pr6ximas en IMGT/GENE-DB (Giudicelli et al., 2005, Nucl.Acids. Res.,
33: D256-261), e injertando las secuencias CDR murinas en las regiones marco humanas.

Mis particularmente, las secuencias de nucledtidos y aminodcidos de los dominios Vi y
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VL murinos se analizaron usando IMGT/V-QUEST e IMGT/ DomainGapAlign para
delimitar las regiones CDR y marco murinas, definir las longitudes de CDR e identificar
los aminoacidos de anclaje. Los amino4cidos de anclaje son los residuos en la posicién
26, 39, 55, 66, 104 y 118 de IMGT “Collier de Perles” que apoyan CDR1-IMGT, CDR2-
IMGT, CDR3-IMGT (Kaas y Lefranc, 2007, Current Bioinformatics, 2: 21-30; Kaas et
al., Brief. Funct. Genomic Proteomic, 2007, 6: 253-264). Se identificaron los genes V
(variable) y J (de unién) humanos mas préximos a las secuencias murinas y se eligieron
los genes mds adecuados. Los aminodcidos individuales en la region marco murina se
mantuvieron si se consideré que posiblemente contribuian a la especificidad del
anticuerpo en comparacién con estructuras 3D conocidas (Kaas et al., 2004, Nucl. Acids.

Res. 32: 208-210) usando IMGT Collier de Perles en dos capas.

[0243] Se determiné que las CDR de Vi para MAD 3 tenian una longitud de 8, 8, y 8
aminoécidos para CDR 1, 2, y 3 respectivamente. El gen de la linea germinal de ratén
mds préximo a la secuencia de MAb 3 Vg murina, IGHV1-5*%01, se diferenciaba en 10
residuos, 3 de los cuales se mapearon en las CDR y se mantuvieron en el disefio de los
anticuerpos monoclonales anti-hPG humanizados (I29 en CDRI1, F56 y S65 en CDR2).
Ademds, se consider6 que V39, G55, y R66 eran potencialmente importantes para
mantener la especificidad y se mantuvieron en el disefio. El gen de la linea germinal
humano mas préximo fue IGHV1-3*01 (63,3% idéntico a nivel de amino4cidos tomando
como base IGMT/DomainGapAlign). Se encontraron 27 diferencias en la secuencia en
las regiones marco 1 a 3 entre los genes de la linea germinal murina y humana. En la
region marco 4, se cambiaron la Treonina-123 y la Leucina-124 por Leucina-123 y
Valina- 124, para equiparar con el gen IGHJ1*01 humano. Globalmente, la Vg
humanizada para MADb 3 es 87,8% idéntica a la region variable para IGHV1-46*03 y 88

de los 91 aminoécidos en las cuatro regiones marco son idénticos.

[0244] Se determin6 que las CDR de Vi, para MADb 3 tenian una longitud de 11, 3,y 9
aminodcidos para CDR 1, 2, y 3 respectivamente. El gen de la linea germinal de ratén
mds préximo a la secuencia de MAb 3 Vp murina, IGKV1-117*01, se diferenciaba en un
tnico residuo mapeado en una regién marco. El gen de la linea germinal humana mé4s
proximo fue IGKV2-30*02 (81% idéntico a nivel de aminodcidos tomando como base

IGMT/DomainGapAlign). Se encontraron 14 diferencias en la secuencia en las regiones
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marco 1 a 3 entre los genes de la linea germinal murina y humana. Los residuos E40 y
F68 se han mantenido en la secuencia humanizada proyectada. En la regién marco 4, se
cambif la Leucina-124 por Valina-124, para equiparar con el gen IGKJ4*01 humano.
Globalmente, la secuencia Vk humanizada para MAb 3 es 93% idéntica a IGKV2D-

29*02 y 87 de los 89 aminoacidos en las cuatro regiones marco son idénticos.

[0245] Las secuencias de Vi y VK proyectadas se proporcionan en la tabla siguiente.

Tabla 19
SEQID Secuencia de aminodcidos Cadena V
NO:
21 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY IFTSYWVHWVRQAP hVy3

GORLEWMGGEFYPGNSDSRYSQKFQGRVTITRDTSASTAYMEL
SSLRSEDTAVYYCTRRDS PQYWGQGTLVTVSS

22 DVVMTQSPLSLPVTLGQOPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWEFQ hvi3
QRPGQSPRRLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVE
AEDVGVYYCFQGSHVPFTFGGGTKVEIK

[0246] Se determiné que las CDR de Vy para MAD 4 tenian una longitud de 8, 8,y 11
aminoécidos para CDR 1, 2, y 3 respectivamente. El gen de la linea germinal de rat6n
mds préximo a la secuencia de MAb 4 Vi murina, IGHV1-9%01, se diferenciaba en 11
residuos, 4 de los cuales se mapearon en las CDR y se mantuvieron en el disefio de los
anticuerpos monoclonales anti-hPG humanizados (S35, S36, y S37 en CDR1, F56 en
CDR2). Ademis, se considerd que D66 era potencialmente importante para mantener la
especificidad y se mantuvo en el disefio. El gen de la linea germinal humana més
préximo fue IGHV1-46*03 (64,9% idéntico a nivel de aminoécidos tomando como base
IGMT/DomainGapAlign). Se encontraron 27 diferencias en la secuencia en las regiones
marco 1 a 3 entre los genes de la linea germinal murina y humana. En la regién marco 4,
se cambi6 la Alanina-128 por Serina-128, para equiparar con el gen IGHJ5*01 humano.
Globalmente, la Vi humanizada para MADb 4 es 91,8% idéntica a la regi6n variable para

IGHV1-46*03 y 90 de los 91 amino4cidos en las cuatro regiones marco son idénticos.

[0247] Se determiné que las CDR de V|, para MAD 4 tenian una longitud de 11, 3,y 9
aminodcidos para CDR 1, 2, y 3 respectivamente. El gen de la linea germinal de ratén
mas préximo a la secuencia de MAb 4 Vi murina, IGKV1-110*01, se diferenciaba en 3

residuos, 2 de los cuales se mapearon en CDR1 (Serina-34 y Valina-36) y se mantuvieron
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en el disefio de los anticuerpos monoclonales anti-hPG humanizados. El gen de la linea
germinal humana més préximo fue IGKV2D-29*02 (81% idéntico a nivel de
amino4cidos tomando como base IGMT/DomainGapAlign). Se encontraron 11
diferencias en la secuencia en las regiones marco 1 a 3 entre los genes de la linea
germinal murina y humana. En la regién marco 4, se cambid la Serina-120 por
Glutamina-120, para equiparar con el gen IGKJ2*01 humano. Globalmente, la secuencia
Vk humanizada para MADb 4 es 92% idéntica a IGKV2D-29*02 y 100% idéntica para las

cuatro regiones marco.

[0248] Las secuencias de Vi y Vk proyectadas se proporcionan en la tabla siguiente.

Tabla 20
SEQ ID NO: Secuencia de aminoacidos Cadena V
23 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TFSSSWMHWVRQAPG hVvyd

QGLEWMGIFLPGSGSTDYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELS
SLRSEDTAVYYCATDGNYDWEAYWGQGTLVTVSS

24 DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLVHSSGVTYLYWYL | hVk4
OKPGQSPQLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVE
AEDVGVYYCSQSTHVPPTFGQGTKLEIK

[0249] Se determiné que las CDR de Vy para MADb 8 tenian una longitud de 8, 8, y 10
aminodcidos para CDR 1, 2, y 3 respectivamente. El gen de la linea germinal de ratén
mds préximo a la secuencia de MAb8 Vy murina, IGHV5-9-3*01, se diferenciaba en 5
residuos, 4 de los cuales se mapearon en las CDR y se mantuvieron en el disefio de los
anticuerpos monoclonales anti-hPG humanizados. Los genes de la linea germinal humana
mads préximos fueron IGHV3-21*01 y *02 (80,4% idéntico a nivel de amino4cidos
tomando como base IGMT/DomainGapAlign). Se encontraron 12 diferencias en la
secuencia en las regiones marco 1 a 3 entre los genes de la linea germinal murina y
humana. En la regién marco 4, se cambiaron la Serina-123 y la Leucina-124 por
Treonina-123 y Valina-124, respectivamente, para equiparar con el gen IGHJ6*01
humano. Globalmente, la Vg humanizada paraMADb 8 es 92,8% idéntica a la regién
variable para IGHV3-21*01 y *02 y 100% idéntica para las cuatro regiones marco. Existe

un sitio potencial de N-glicosilacién en la Vg CDR3 murina para MAbS.

[0250] Se determiné que las CDR de Vi para MAb 8 tenfan una longitud de 11, 3,y 9

aminodcidos para CDR 1, 2, y 3 respectivamente. El gen de la linea germinal de ratén
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mas préximo a la secuencia de MAb 8 Vi murina, IGKV2-109*01, se diferenciaba en 6
residuos, 4 de los cuales se mapearon en CDR1 y se mantuvieron en el disefio de los
anticuerpos monoclonales anti-hPG humanizados. Los genes de la linea germinal humana
mas proximos fueron IGKV2-28*01 y IGKV2D-28*01 (75% idénticos a nivel de
aminodcidos tomando como base IGMT/DomainGapAlign). Se encontraron 12
diferencias en la secuencia en las regiones marco 1 a 3 entre los genes de la linea
germinal murina y humana. En la regién marco 4, se cambiaron la Alanina-120, Leucina-
124, y Leucina 126 por Glicina-120, Valina-124, e Isoleucina-126, respectivamente, para
equiparar con el gen IGKJ4*01 humano. Globalmente, la secuencia Vk humanizada para
MAD 8 es 87% idéntica a IGKV2-28*01 y IGKV2D-28*01 y 100% idéntica para las

cuatro regiones marco.

[0251] Las secuencias de Vi y Vk proyectadas se proporcionan en la tabla siguiente.

Tabla 21
SEQ ID NO: Secuencia de aminoacidos Cadena V
75 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFT hVy8a

FTTYAMNWVRQAPGKGLEWVSSISSGGT
YTYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMN
SLRAEDTAVYYCATQGNYSLDFWGQGTT
VTVSS

76 DIVMTQSPLSLPVTPGEPA hVk8a
SISCRSSKSLRHTKGITFLD
WYLOKPGQSPQLLIYQMSNRASGVPD
RESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVG
VYYCAQONLELPLTFGGGTKVEIK

77 EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAA hVu8b
SGFTFTTYAMSWVRQAPGKGLEWVS
SISSGGTYTYYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTA
VYYCATQGNYSLDFWGQGTTVTVSS
78 DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISC hVk8b
RSSKSLRHTKGITFLYWYLQKPG
QSPQLLIYQMSNRASGVPD
RFSGSGSGTDFTLKISRVEAED
VGVYYCAQNLELPLTFGGGTKVEIK
79 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGF hV48b
TFTTYAMSWVRQAPGKGLEWVSTISSG
GTYTYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYL
QMNSLRAEDTAVYYCATQGNYSLDFWGQGTTVTVSS

[0252] Se determiné que las CDR de Vy para MAD 13 tenfan una longitud de 8, 8,y 7
aminoécidos para CDR 1, 2, y 3 respectivamente. El gen de la linea germinal de ratén

mas préximo a la secuencia de MAb 13 Vymurina, IGHV5-6-3*01, se diferenciaba en 10
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residuos, 5 de los cuales se mapearon en las CDR y se mantuvieron en la disefio de los
anticuerpos monoclonales anti-hPG humanizados. Los genes de la linea germinal humana
mds proximos fueron IGHV3-7*01 y *02 (78,6% idénticos a nivel de amino4cidos
tomando como base IGMT/DomainGapAlign). Se encontraron 13 diferencias en la
secuencia en las regiones marco 1 a 3 entre los genes de la linea germinal murina y
humana. En la regién marco 4, se cambiaron la Treonina-123 y la Leucina-124 por
Leucina-123 y Valina-124, respectivamente, para equiparar con el gen IGHJ4*01
humano. Globalmente, la Vy humanizada para MAb 13 es 91,8% idéntica a la region

variable para IGHV3-7*01 y *02 y 100% idéntica para las cuatro regiones marco.

[0253] Se determiné que las CDR de Vi, para MAb 13 tenian una longitud de 11, 3,y 9
aminodcidos para CDR 1, 2, y 3 respectivamente. El gen de la linea germinal de ratén
mas préximo a la secuencia de MAb 13 V| murina, IGKV1-135%01, se diferenciaba en
un tnico residuo localizado en una regién marco. Los genes de la linea germinal humana
mds préximos fueron IGKV2-30*01 y *02 (81% idénticos a nivel de amino4cidos
tomando como base IGMT/DomainGapAlign). Se encontraron 13 diferencias en la
secuencia en las regiones marco 1 a 3 entre los genes de la linea germinal murina y
humana. En la regién marco 4, se cambi6 la Leucina-124 por Valina-124, para equiparar
con el gen IGKJ4*01 humano. Globalmente, la secuencia de Vk humanizada para MAb
13 es 94% idéntica a IGKV2-30*01 y *02 y 100% idéntica para las cuatro regiones

marco.

[0254] Las secuencias de Vyy Vk proyectadas se proporcionan en la tabla siguiente.

Tabla 22
SEQ ID NO: Secuencia de aminoAcidos Cadena V
80 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFIFSSYGMSWVRQAP hVy.13a

GKGLEWVANINTFGDRTYYVDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCARGTGTYWGQGTLVIVSS

81 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASI SCRSSQSLLDSDGKTYLNWEQ hVkl13a
QRPGQOSPRRLIYLVSNRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVE
AEDVGVYYCWQGTHFPQTFGGGTKVEIK

82 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFIFSSYGMSWVRQ hVy13b
APGKGLEWVASINTFGDRTYYVDSVKGRFTISRDNAKNS
LYLOMNSIRAEDTAVYYCARGTGTYWGQGTLVTVSS

83 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLLDSDGKTYLNW hVk13b
FOQORPGQSPRRLIYLVSKRDSGVPDRFSGSGSGTDETLKIS
RVEAEDVGVYYCWQGTHFPQTFGGGTKVEIK
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[0255] Se determiné que las CDR de Vy para MADb 16 tenian una longitud de 8, 8,y 10
aminodcidos para CDR 1, 2, y 3 respectivamente. El gen de la linea germinal de ratén
mds préximo a la secuencia de MAb 16, Vg murina, IGHV1-53*01, se diferenciaba en 7
residuos, 2 de los cuales se mapearon en las CDR y se mantuvieron en la disefio de los
anticuerpos monoclonales anti-hPG humanizados. Los genes de la linea germinal humana
mas proximos fueron IGHV1-46*01 y *03 (71,4% idénticos a nivel de aminoacidos
tomando como base IGMT/DomainGapAlign). Se encontraron 25 diferencias en la
secuencia en las regiones marco 1 a 3 entre los genes de la linea germinal murina y
humana. En la regién marco 4, se cambi6 la Leucina-124 por Valina-124, para equiparar
con el gen IGHJ6*01 humano. Globalmente, la Vi humanizada para MAb 16 es 96,9%
idéntica a la regién variable para IGHV1-46*01 y *03 y 100% idéntica para las cuatro

regiones marco.

[0256] Se determiné que las CDR de Vi, para MAb 16 tenian una longitud de 11,3,y 9
aminodcidos para CDR 1, 2, y 3 respectivamente. El gen de la linea germinal de ratén
mdés préximo a la secuencia de MAb 16, Vi murina, IGKV1-135*01, se diferenciaba en 4
residuos localizados en una regién marco. Los genes de la linea germinal humana m4s
préximos fueron IGKV2-30*01 y *02 (79% idénticos a nivel de aminodcidos tomando
como base IGMT/DomainGapAlign), que se diferenciaban en un amino4cido en CDR1.
Se encontraron 15 diferencias en la secuencia en las regiones marco 1 a 3 entre los genes
de la linea germinal murina y humana. En la regién marco 4, se cambié la Glicina-120
por Glutamina- 120, para equiparar el gen IGKJ2*01 humano. Globalmente, 1a secuencia
de Vkhumanizada para MAD 16 es 94% idéntica a IGKV2-30*%01 y *02 y 100% idéntica

para las cuatro regiones marco.

[0257] Las secuencias de Vi y Vk proyectadas se proporcionan en la tabla siguiente.

Tabla 23
SEQ ID NO: Secuencia de aminodcidos CadenaV
84 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWVRQAPG hVyl6a

QGLEWMGI INPSNGGTSYAQKFQGRVIMTRDTSTSTVYMELSS

LRSEDTAVYYCTRGGYYPFDYWGQGTTVTVSS

85 DVVMTQSPLSLPVTLGOPASISCRSSQSLLDSDGKTYLNWEQQ | hVxi6a

RPGQSPRRLIYLVSNRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAE

DVGVYYCWOGTHSPYTFGQGTKLE IK

86 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TFTSY YMYWVRQAPGQG | hVx16b
LEWMGI INPSNGGTSYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSE

DTAVYYCTRGGYYPFDYWGQGTTVTVSS
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Tabla 23

SEQ ID NO: Secuencia de aminoacidos Cadena V

87 DVVMTQSPLSLPVTLGQOPASI SCRSSQSLLDSDGKTYLYWEQQORP | hVkléh
GQSPRRLIYLVSNRDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGV
YYCWQGTHSPYTFGQGTKLEIK

88 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TETSYYMYWVRQAPGQGL | hVyl6¢

EWMGEINPSNGGTNYAQKFQGRVTIMTRDTSTSTVYMELSSLRSED
TAVYYCTRGGYYPFDYWGQGTTVTVSS

39 DVVMTQSPLSLPVTLGQPASTSCRSSQSLLDSDGKTYLYWFQQRP | hvkl6e
GQSPRRLIYLVSERDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKI SRVEAEDVGY
YYCWQGTHSPYTFGOGTKLETK

[0258] Se determin6 que las CDR de Vy para MAb 19 tenian una longitud de 9, 7, y 14 ‘

aminodcidos para CDR 1, 2, y 3 respectivamente. El gen de la linea germinal de ratén
mds proximo a la secuencia de MAb 19 Vymurina, IGHV3-2*01, se diferenciaba en 5
residuos, 2 de los cuales se mapearon en las CDR y se mantuvieron en la disefio de los
anticuerpos monoclonales anti-hPG humanizados. El gen de la linea germinal humana
mds préximo fue IGHV4-30-4*01 (72,4% idéntico a nivel de amino4cidos tomando como
base IGMT/DomainGapAlign). Sin embargo, como este gen es polimérfico, se
seleccionaron IGHV4-31*02 y *03 (71,4% idénticos a nivel de aminodcidos tomando
como base IGMT/DomainGapAlign). Se encontraron 21 diferencias en la secuencia en
las regiones marco 1 a 3 entre los genes de la linea germinal murina y humana. En la
regién marco 4, se cambi6 la Isoleucina-123 por Leucina-123, para equiparar con el gen

IGHJ4*01 humano. Globalmente, la Vi humanizada paraMAb 19 es 91,9% idéntica a la

region variable para IGHV4-31*02 y *03 y 100% idéntica para las cuatro regiones

marco.

[0259] Se determiné que las CDR de Vy para MADb 19 tenfan una longitud de 7, 7, y 13
aminoécidos para CDR 1, 2, y 3 respectivamente. El gen de la linea germinal de ratén
mds proximo a la secuencia de MAb 19 Vi murina, IGLV3*01, se diferenciaba en 8
residuos, 5 de los cuales se localizaron en una CDR. Los genes de la linea germinal
humana m4s préximos fueron IGLV4-69*01 y *02 (69,9% idénticos a nivel de
aminoécidos tomando como base IGMT/DomainGapAlign). Se encontraron 23
diferencias en la secuencia en las regiones marco 1 a 3 entre los genes de la linea
germinal murina y humana. En la regién marco 4, se cambié la Valina-124 por Leucina-

124, para equiparar con el gen IGLJ3*01 humano. Alternativamente, el gen IGJK4*01
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puede usarse para la region marco 4. Globalmente, la secuencia de Vichumanizada para
MAD 19 es 92,4% idéntica para IGLV4-69*01 y *02 y 100% idéntica para las cuatro

regiones marco.

[0260] Las secuencias de Vi 'y Vk proyectadas se proporcionan en la tabla siguiente.

Tabla 24
SEQ ID NO: Secuencia de aminoacidos Cadena V
90 QVQILOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSITSDYAWSWIRQH Vy19a

PGKGLEWIGYISFSGYTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLK
LSSVTAADTAVYYCAREVNYGDSYHFDYWGQGTLVTVSS
91 QLVLTQSPSASASLGASVKLTCTLSSQHRTYTIAWHQQQPEK Vkl19a
GPRYIMKVKKDGSHSKGDGIPDRFSGSSSGAERYLTISSLOSE
DEADYYCGVGDAIKGQSVEVEGGGTKVEIK

92 QVOLQOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSITSDYAWNWIRQHP Vul19b
GKGLEWIGYISFSGYTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSS
VTAADTAVYYCAREVNYGDSYHFDYWGQGTLVTVSS

93 QLVLTQSPSASASLGASVKLTCTLSSQHRTYTIEWHQQQPEKG Vx19b
PRYLMKVKKDGSHSKGDGIPDRFSGSSSGAERYLTISSLQSED
EADYYCGVGDAIKGQSVEVFEGGGTKVEIK

94 QVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSITSDYAWNWIROHPGK | Vy419c
GLEWIGYISFSGYTSYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTA
ADTAVYYCAREVNYGDSYHFDYWGQGTLVTVSS

95 QLVLTQSPSASASLGASVKLTCTLSSQHRTYTIEWHQQQPEKGP | Vk19c¢
RYLMEVKKDGSHSKGDGIPDRE'SGSSSGAERYLTISSLQSEDE
ADYYCGVGDAIKGQSVEFVEGGGTKVEIK

[0261] Todas las publicaciones, patentes, solicitudes de patente y otros documentos
citados en esta solicitud se incorporan en la presente memoria por referencia en su
totalidad para todos los propésitos en la misma magnitud que si se indicara
individualmente que cada publicacién, patente, solicitud de patente u otro documento
individual se incorpora por referencia para todos los propésitos. Aunque se han ilustrado
y descrito varias realizaciones especificas, se apreciara que pueden hacerse varios

cambios sin apartarse del espiritu y alcance de la o las invenciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a la progastrina humana
(hPG).

2. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 1 que se une especificamente a

una region N-terminal de hPG.

3. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacion 2 que se puede obtener usando
un inmundgeno que comprende un antigeno peptidico que tiene una secuencia de

aminoacidos correspondiente a SEQ ID NO:25.

4. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 2 que compite para la unién a
hPG con un anticuerpo monoclonal anti-hPG de referencia que se puede obtener
de un hibridoma seleccionado del grupo que consiste en 43B9G11, WESH2G7,
6B5B11C10, 20D2C3G2, 1IE9A4A4, 1E9D9B6, 1C8D10F5, 1A7C3F11,
1B3B4F11, y 1C11F5ES.

5. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 2 que comprende las CDR de
VL y Vucorrespondientes en secuencias a las CDR de V. y Vy de los anticuerpos
monoclonales que se pueden obtener de un hibridoma seleccionado del grupo que
consiste en: 43B9G11, WESH2G7, 6BSB11C10, 20D2C3G2, 1E9A4A4,
1E9D9B6, 1C8D10F5, 1A7C3F11, 1B3B4F11, y 1C11F5ES.

6. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 2 que comprende las CDR de
VL v Vi que tienen secuencias seleccionadas de uno de los grupos siguientes de
secuencias de CDR de VL y Vy:
(1) Vua CDR1.3, V4 CDR 2.3, V4 CDR 3.3, V., CDR 1.3, V. CDR 2.3, y
VL CDR 3.3;
(i) VaCDR 1.4, V4 CDR 2.4, V4 CDR 34, VL. CDR 1.4, V_LCDR 24, y
VL CDR 3.4;
(iii) Vy CDR 1.16, V4 CDR 2.16, Vi CDR 3.16, VL CDR 1.16, VL. CDR
2.16,y,V, CDR 3.16; y
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(iv) Vu CDR 1.19, V4 CDR 2.19, Vi CDR 3.19, VL. CDR 1.19, VL, CDR
2.19,y VL CDR 3.19.

7. El anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que es

humanizado.

8. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacion 7 que comprende cadenas Vyy
VL que tienen secuencias seleccionadas de uno de los grupos siguientes de
secuencias de Vg y Vi:

(i) hVy 3 (SEQ ID NO:21) y hVy 3 (SEQ ID NO:22);

(i1) hVyx 4 (SEQ ID NO:23) y hVy 4 (SEQ ID NO:24);

(iii) hVy 16a (SEQ ID NO:84) y hVy, 16a (SEQ ID NO:85);

(iv) hVy 16b (SEQ ID NO:86) y hVy, 16b (SEQ ID NO:87);

(v) hVy 16¢ (SEQ ID NO:88) y hV, 16¢ (SEQ ID NO:89);

(vi) hVg 19a (SEQ ID NO:90) y hVy, 19a (SEQ ID NO:91);

(vii) hVg 196b (SEQ ID NO:92) y hV}, 19b (SEQ ID NO:93); y

(viii) hVy 19¢ (SEQ ID NO:94) y hVr, 19¢ (SEQ ID NO:95).

9. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 1 que se une especificamente a

una regién C-terminal de hPG.

10. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 9 que se puede obtener usando
un inmundgeno que comprende un antigeno peptidico que tiene una secuencia de

amino4cidos correspondiente a SEQ ID NO:27.

11. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 9 que compite para la unién a
hPG con un anticuerpo monoclonal anti-hPG de referencia que se puede obtener
de un hibridoma seleccionado del grupo que consiste en 1B4A11D11, 1B6A11F2,
1B11E4B11, 1C10D3B9, 1D8F5B3, 1E1C7B4, 2B4C8C8, 2B11E6G4, 2C6C3C7,
2H9F4B7, 1F11F5E10, 1F11F5G9, y 1A11F2C9.

12. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 9 que comprende las CDR de
VL y Vucorrespondientes en secuencia a las CDR de Vi y Vg de los anticuerpos

monoclonales que se pueden obtener de un hibridoma seleccionado del grupo que
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consiste en: 1B4A11D11, 1B6A11F2, 1B11E4B11, 1C10D3B9, 1DSF5B3,
1E1C7B4, 2B4C8CS8, 2B11E6G4, 2C6C3C7, 2HI9F4B7, 1F11F5E10, 1F11F5G9,
y 1A11F2C9.

13. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 9 que comprende las CDR de
Vu 'y VLque tienen secuencias seleccionadas de uno de los grupos siguientes de
secuencias de CDR de Vi y Vi
(i) VuCDR 1.8, Vy CDR 2.8, V4 CDR 3.8, VL. CDR 1.8, VL CDR 2.8, y
VLCDR 3.8;y
(ii) Va CDR 1.13, V4 CDR 2.13, Vi CDR 3.13, VL. CDR 1.13, VL, CDR
2.13,y VLCDR 3.13.

14. Un anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 9-13,

que es humanizado.

15. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 14 que comprende cadenas Vy
y VL que tienen secuencias seleccionadas de uno de los grupos siguientes de
secuencias de Vyy Vi

(1) hVy 8a (SEQ ID NO:75) y hVy, 8a (SEQ ID NO:76);

(i1) hVy 8b (SEQ ID NO:77) y hVy, 8b (SEQ ID NO:78);

(iii) hVy 8¢ (SEQ ID NO:79) y hVy, 8¢ (SEQ ID NO:76);

(iv) hVy 13a (SEQ ID NO:80) y hV, 13a (SEQ ID NO:81); y

(v) hVy 13b (SEQ ID NO:82) y hVy, 13b (SEQ ID NO:83).

16. El anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1-15 que
tiene una afinidad en el intervalo de aproximadamente 1 pM a aproximadamente 7

nM.

17. El anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 que
se une a un epitopo que comprende una secuencia de aminoécidos

correspondiente a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NOs:28, 29, 30, 31, y 32.
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18. El anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 9-15
que se une a un epitopo que comprende una secuencia de aminoacidos
correspondiente a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NOs:33, 34, 35, y 36.

19. El anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 que
compite para la unién con hPG con un anticuerpo de referencia seleccionado del
grupo que consiste en: anti-hPG MAb], anti-hPG MAb2, anti-hPG MADb3, anti-
hPG MAb4, anti-hPG MAD1S, anti-hPG MADb16, anti-hPG MAb17, anti-hPG
MAD18, anti-hPG MAD19, y anti-hPG MAb20.

20. El anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1y 9-15
que compite para la unién con hPG con un anticuerpo de referencia selecc;ionado
del grupo que consiste en: anti-hPG MADbS5, anti-hPG MADb6, anti-hPG MAb7,
anti-hPG MADbS, anti-hPG MAb9, anti-hPG MAD10, anti-hPG MADb11, anti-hPG
MADb12, anti-hPG MADb13, anti-hPG MAb14, anti-hPG MAb21, anti-hPG MAb22,
y anti-hPG MAb23.

21. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacion 1 que neutraliza la actividad

de hPG en un ensayo in vitro realizado con células LS174T.

22. Una composicién que comprende un anticuerpo monoclonal segin una

cualquiera de las reivindicaciones 1-21 y un excipiente, vehiculo y/o diluyente.
23. La composicién de la reivindicacién 22 que se formula para uso farmacéutico.

24. Un polinucleétido que codifica una cadena ligera variable (V1) para un

anticuerpo monoclonal anti-hPG segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1-
15.

25. Un polinucleétido que codifica una cadena pesada variable (Vy) para un
anticuerpo monoclonal anti-hPG segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1-
13.
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26. Un vector de expresién que comprende un polinucleétido que codifica una
cadena ligera variable (V1) para un anticuerpo monoclonal anti-hPG segin la

reivindicacion 1.

27. Un vector de expresion que comprende un polinucleétido que codifica una
cadena pesada variable (Vy) para un anticuerpo monoclonal anti-hPG segin la

reivindicacion 1.

28. Una célula huésped transformada con pares de polinucleétidos adecuada para
expresar un anticuerpo monoclonal anti-hPG segin una cualquiera de las

reivindicaciones 1-21.

29. Un hibridoma capaz de secretar un anticuerpo monoclonal anti-hPG segtin una

cualquiera de las reivindicaciones 1-21.

30. El hibridoma de la reivindicacion 29 seleccionado del grupo que consiste en:
43B9G11, WESH2G7, 6B5SB11C10, 20D2C3G2, 1B4A11D11, 1B6A11F2,
1B11E4B11, 1C10D3B9, 1D8F5B3, 1E1C7B4, 2B4C8C8, 2B11E6G4, 2C6C3C7,
2H9F4B7, 1E9A4A4, 1E9DIB6, 1C8D10F5, 1A7C3F11, 1B3B4F11, 1C11F5ES,
1F11F5E10, 1F11F5G9, y 1A11F2C9.

31. El hibridoma de la reivindicacién 29, que se selecciona del grupo que
consiste en: 43B9G11, WESH2G7, 1B4A11D11, 1B6A11F2, 1B11E4B11,
1D8F5B3, 1E1C7B4, 2B4C8C8, 2B11E6G4, 2H9F4B7, 1E9A4A4, 1C8D10F5,
1A7C3F11, 1C11F5E8, 1F11F5E10, 1F11F5G9, y 1A11F2C9.

32. El hibridoma de la reivindicacion 29, que se selecciona del grupo que
consiste en: 1B4A11D11, 1B6A11F2, 1B11E4B11, 2B4C8C8, 2B11E6G4, y
1E9A4A4.

33. Un método para obtener un anticuerpo monoclonal anti-hPG que comprende:

(a) cultivar un hibridoma de la reivindicacion 29 bajo condiciones adecuadas y
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(b) recuperar el anticuerpo monoclonal anti-hPG del medio de cultivo o de las

células de hibridoma.

34. Un método para tratar cincer colorrectal que comprende administrar a un
sujeto una cantidad de un anticuerpo monoclonal anti-hPG humanizado

neutralizante eficaz para tratar el cancer colorrectal.

35. El método de la reivindicacion 34 en el que el anticuerpo monoclonal anti-
hPG neutralizante compite para la unién con un anticuerpo monoclonal anti-hPG
que se puede obtener de un hibridoma seleccionado del grupo que consiste en:
43B9G11, WE5SH2G7, 6BSB11C10, 20D2C3G2, 1B4A11D11, 1B6A11F2,
1B11E4B11, 1C10D3B9, 1D8F5B3, 1E1C7B4, 2B4C8C8, 2B11E6G4, 2C6C3C7,
2H9FAB7, 1IE9A4A4, 1E9D9B6, 1C8D10F5, 1A7C3F11, 1B3B4F11, 1C11F5ES,
IF11F5E10, 1IF11F5G9, y 1A11F2C9.

36. El método de la reivindicacion 34 en el que el anticuerpo monoclonal anti-
hPG neutralizante tiene CDR correspondientes en secuencia a las CDR de un
anticuerpo monoclonal anti-hPG seleccionado del grupo que consiste en: anti-
hPG MADbI, anti-hPG MADb2, anti-hPG MAD3, anti-hPG MADb4, anti-hPG MADbS,
anti-hPG MADb®6, anti-hPG MADb7, anti-hPG MADbS, anti-hPG MAb9, anti-hPG
MADI10, anti-hPG MADbI 1, anti-hPG MAbI12, anti-hPG MAb13, anti-hPG MADb15,
anti-hPG MAD16, anti-hPG MAb17, anti-hPG MADb18, anti-hPG MAb19, anti-
hPG MAB20, anti-hPG MAb21, anti-hPG MAb22, o anti-hPG MAb23.

37. Un método para inhibir la proliferacién de células de tumor colorrectal, que
comprende exponer las células de tumor colorrectal a un anticuerpo monoclonal

anti-hPG neutralizante.

38. El método de la reivindicacién 37 en el que el anticuerpo monoclonal anti-
hPG neutralizante compite para la unién con un anticuerpo monoclonal anti-hPG
que se puede obtener de un hibridoma seleccionado del grupo que consiste en:
43B9G11, WE5H2G7, 6B5B11C10, 20D2C3G2, 1B4A11D11, 1B6A11F2,
1B11E4B11, 1C10D3B9, 1D8F5B3, 1E1C7B4, 2B4C8C8, 2B11E6G4, 2C6C3C7,
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1E9A4A4, 1E9DI9B6, 1C8D10F5, 1A7C3F11, 1B3B4F11, 1C11F5ES,
1F11F5E10, 1F11F5G9, y 1A11F2C9.

39. El método de la reivindicacién 37 en el que el anticuerpo monoclonal anti-
hPG neutralizante tiene CDR correspondientes en secuencia a las CDR de un
anticuerpo monoclonal anti-hPG seleccionado del grupo que consiste en: anti-
hPG MAbI, anti-hPG MAb2, anti-hPG MAb3, anti-hPG MADb4, anti-hPG MAbS,
anti-hPG MAD6, anti-hPG MADb7, anti-hPG MAbS, anti-hPG MAbD9, anti-hPG
MAD]10, anti-hPG MAD11, anti-hPG MAbI12, anti-hPG MAb13, anti-hPG MAb15
anti-hPG MAD16, anti-hPG MAb17, anti-hPG MAb18, anti-hPG MAb19, anti-
hPG MADB20, anti-hPG MAb21, anti-hPG MAb22, o anti-hPG MAb23.

40. El método de la reivindicacion 37 que se realiza in vitro.
41. El método de la reivindicacién 37 que se realiza in vivo.

42. Un kit util para detectar hPG, que comprende un anticuerpo monoclonal anti-
hPG N-terminal segin la reivindicacion 2 y un anticuerpo se une especificamente

a una regién C-terminal de hPG.

43. El kit de la reivindicacion 42, en el que el anticuerpo que se une

especificamente a una regiéon C-terminal de hPG es un anticuerpo policlonal.

44. Un kit util para detectar hPG, que comprende un anticuerpo monoclonal anti-
hPG C-terminal segin la reivindicacién 9 y un anticuerpo se une especificamente

a una regién N-terminal de hPG.

45. El kit de la reivindicacion 44, en el que el anticuerpo que se une

especificamente a una regién N-terminal de hPG es un anticuerpo policlonal.

46. Un método para diagnosticar cancer colorrectal en un sujeto, que comprende
cuantificar la cantidad de progastrina en una muestra de suero del sujeto usando al
menos un anticuerpo monoclonal segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-
15, en el que la cantidad de progastrina en un intervalo de aproximadamente 20 a

400 pM es indicativa de céncer colorrectal.

110

b




10

15

47. Un método para seleccionar un paciente adecuado para terapia anti-hPG, que
comprende cuantificar la cantidad de progastrina en una muestra de suero de un
paciente con céncer colorrectal, usando al menos un anticuerpo monoclonal segiin
una cualquiera de las reivindicaciones 1-15, en el que una cantidad de
progastrina en un intervalo de aproximadamente 20 a 400 pM es indicativa de

idoneidad para terapia anti-hPG.

48. Un método para monitorizar la eficacia de un tratamiento de cdncer
colorrectal, que comprende cuantificar el nivel de progastrina en sangre de un
sujeto que se estd tratando para cancer colorrectal, en funcién del tiempo, usando
al menos un anticuerpo monoclonal segin una cualquiera de las reivindicaciones
1-15, en el que una disminucién dependiente del tiempo del nivel de progastrina

en el suero del paciente indica que el tratamiento es eficaz.

49. Un método para inhibir una cascada de transduccién de la sefial dependiente
de progastrina en una célula, que comprende exponer una célula que secreta hPG
a una cantidad de un anticuerpo monoclonal anti-PG neutralizante eficaz para

inhibir la transduccién de la sefial dependiente de progastrina.
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RESUMEN DE LA DESCRIPCION

La presente descripcién estd dirigida a anticuerpos monoclonales de progastrina, a
fragmentos de éstos, a composiciones que comprenden anticuerpos monoclonales
de progastrina y a métodos para preparar y usar los anticuerpos monoclonales de
progastrina y composiciones de €stos. La presente descripcion estéd dirigida a
métodos para tratar cdncer colorrectal con anticuerpos monoclonales de
progastrina y a composiciones que comprenden anticuerpos monoclonales de
progastrina o fragmentos de éstos. La presente descripcién esté dirigida ademds a
métodos que comprenden la deteccién de progastrina, incluyendo métodos para
diagnosticar cdncer colorrectal y métodos para monitorizar la eficacia de terapia

anti-cancerosa en sujetos que padecen cdncer colorrectal.

15984628 BUSINESS
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FIG. 1

Preprogastrina: M QRLCVYVLIF ALALAAFSEA SWKPRSQQPD APLGTGANRD LELPWLEQQG

-21 -11 -1 1 11 21

PASHHRRQLG PQGPPHLVAD PSKKQGPWLE EEEEAYGWMD FGRRSAEDEN

31 41 51 61 71

ﬁroggstrina: SWKPRSQQPD APLGTGANRD LELPWLEQQG
1

11 21

| PASHHRRQLG PQGPPHLVAD PSKKQGPWLE EEEEAYGWMD FGRRSAEDEN

i 31 41 51 61 71

G?4: QLG iQGPPHLVAD §$KKEGPWLE :?;EEEAYGWMD'S'—NH2
G34-Gly: QLG PQGPPHLVAD PSKKEGPWLE EEEEAYGWMD FG

Gl17: N N EGPWLE ;EEEAYGWMD-;'—NH2
G%7—Gly: EGPWLE EEEEAYGWMD:%G

CTFP: SAEDEN
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FIG. 2A

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
GAGGTTCAGCTCCAGCAGTCTGGGACTGTGCTGGCCAAGGCTGGGGCTTCCGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACATCTTTACCAGCTACTGGG
E V QL Q @ $ TV LAURUPGASUVIKMSCCZKA ASGYTIU FTS YW

mvV,CDR 1.3

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
TACACTGGGTTAARACAGAGGCCTGGACAGGGTCTAGAATGGATTGGTGGTTTTTATCCTGGARATAGTGATTCTAGGTACAACCAGARATTCAAGGGCAA
V HWV K QR P G Q GL EWI G GPF Y P GN S D S R Y N QK F K G K

mV,CDR 2.3

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
GGCCACACTGACTGCAGTCACATCCGCCAGTACTGCCTACATGGACCTCAGCAGCCTGACAAATGAGGACTCTGCGGTCTATTTCTGTACAAGARGAGAT
A TLTAUVTSASTA AT YMDTLSSILTNZETDSA AV YT FTCTT®RRD

mV,CDR 3.3

310 320 330 340
AGTCCCCAGTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA
s P QY WG Q GTTUL TV S S

mv,CDR 3.3



19

FIG. 2B

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
GATGTTTTGATGACCCAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCATCTCTTGCAGATCTAGTCAGAGCATTGTACATAGTAATG
pviL.MTQT®PUL S L PV S L GD QA S I S CUR S S Q S I V H SN

mV,CDR 1.3

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
GAAACACCTATTTAGAATGGTACCTGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACAAAGTTTCCAACCGATTTTCTGGGGTCCCAGACAGGTT
G N T Y L E W YL Q K P G Q@ s P KL LI Y KV S NI R F S GV P DR F

mV,CDR 1.3 mV,CDR 2.3
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
CAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAGCAGACTGGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCG
s G $s G $ 6 T b F TUL K I SR L EAZEDULGV Y Y CUVF Q G S H V P

mv,CDR 3.3

310 320 330
TTCACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAA
F T F G G G T K L E I K

mV,CDR 3.3



FIG. 2C

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
CAGGTTCAGTTGCAGCAGTCTGGAGCTGAGCTGATGAAGCCAGGGGCCTCAGTGAAGATATCCTGCAAGGCTACTGGCTACACATTCAGTAGCTCCTGGA
Q v9g L Q Q S G A ELMI KUPGA AS YV KIS CIKA AT GUY T F S S S W

mV,CDR 1.4

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
TAGAGTGGTTAAAACAGAGGCCTGGACATGGCCTTGAGTGGATTGGAGAGT TTTTACCTGGARGTGGTAGTACAGACTACAATGAGAAGTTCAAGGGCAA
I E WL K QR P GH G LEWTIGET FTULU®PGS G S T D Y NE K F K G K

mV,CDR 2.4
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
GGCCACATTCACTGCAGACACATCCTCCGACACAGCCTACATGCTACTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCCGTCTATTACTGTGCAACTSATGGT
ATFTADTSsSsDTA ATYMTLTILSSLTSEUDSA AV Y YCATDG

mV4CDR 3.4

310 320 330 340 350
AATTATGACTGGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA
N Y DWFAY WG QG T L V TV S A

mV,CDR 3.4



FIG. 2D

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
GATCTTGTGATGACCCAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCATCTCTTGCAGATCTAGTCAGAGCCTTGTACACAGTAGTG
b LvM T QTUPUL S L PV S L GD QA AS I s CUR S S Q S L V H S S

mV,CDR 1.4

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
GAGTCACCTATTTACATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCARAGCTCCTGATCTACAAAGTTTCCAACCGATTTTCTGGGGTCCCAGACAGGTT
G v T YL HW YL Q K P G Q S P KL L I Y KV S NI R F S GV P DR F

mV,CDR 1.4 mV,CDR 2.4
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
CAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTTCTGCTCTCAAAGTACACATGTTCCT
s 6 s G S G TDVF TLI K I S RV EA AU EDIDILGV Y F C S Q S T H V P

mV,CDR 3.4

310 320 330
CCCACGTTCGGCTCGGGGACAARAGTTGGAAATAAAA
P T F G S G T K L E I K

mV,CDR 3.4




FIG. 2E

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCACTACCTATGCCA
E vV Q L VESGGGULVKU®PGSGS L KXKULSCAASGFTUFTTY A

mvV,CDR 1.8
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

TGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGGAGAAGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAGTAGTGGTGGTACTTACACCTACTATCCAGACAGTGTGAAGGGTCG
M S WV R QT PEIZ XK RILEWUVATTISS GG TYT Y Y P DS V KGR

mv,CDR 2.8
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
ATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACGCCCTATACCTGCAAATGAGCAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTGCAACACAGGGG
F T I SRDNAZEKTNA ATLTYTILO QMSSILRSET DTA AMSYJYCATQ G

mV,CDR 3.8

310 320 330 340
AATTACTCTTTGGACTTCTGGGGCCAAGGCACCTCTCTCACAGTCTCCTCA
N Y S L D F W G OQ G T S L T V S5 8§

mV,CDR 3.8



FIG. 2F

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
GACATTGTGATGACGCAGGCTGCATCCTCTAATCCAGTCACTCTTGGAACATCCGCTTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTAAGAGTCTCCGACATACTAAAG
p I vmM T QAAS SNUPVTILSGTSAS I S CURS S K S L RHT K

mV,CDR 1.8

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
GCATCACTTTTTTGTATTGGTATCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCTCAGCTCCTGATTTATCAGATGTCCAACCTTGCCTCAGGAGTCCCAGACAGGTT
G I T F L Y W YL Q K P G Q S P QL L I ¥ QM S NTLAS GV P DIRF

mv,CDR 1.8 mvV,CDR 2.8

210 220 230 240 250 260 2170 280 290 300
CAGTAGCAGTGGGTCAGGAACTGATTTCACACTGAGAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATTTGGGTGTTTATTACTGTGCTCAAAATCTAGAACTTCCG
s s $s 6 s G T D VF T L R I S RV EAUZEDILGV Y Y CAIOQNLEL P

mV,CDR 3.8
310 320 330
CTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAAA
L T F G A G T K L E L K

mv,CDR 3.8



FIG. 2G

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTGCAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCATTTTCAGTAGCTATGGCA
E vV QL VES G GGULV QP GG S L KUL S CAAS G F I F S S Y G

mvV,CDR 1.13

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
TGTCTTGGGTTCGCCAGTCTCCAGACAGGAGGCTGGAGTTGGTCGCAAGTATTAATACTTTTGGTGATAGAACCTATTATCCAGACAGTGTGAAGGGCCG
M $S W VRQS P DR RULUETLUVASINTU FGIDU RTY Y P DS V KGR

mV,CDR 2.13
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
ATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACACCCTGTACCTGCAAATGACCAGTCTGAAGTCTGAGGACACAGCCATTTATTACTGTGCAARGAGGGACC
F T I S RDUNJA AZEKIDNTTULJYTULOQMTSTILZEXKSET DT ATITYYCATRTEGHT

mV,CDR 3.13

310 320 330 340
GGAACCTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA
G T YW G Q G T TUL T V S 8

mV,CDR 3.13



FIG. 2H

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
GATGTTGTGCTGACCCAGACTCCACTCACTTTGTCGGTTAACATTGGACAACCAGCCTCCATCTCCTGCAAGTCAAGTCAGAGCCTCTTAGATAGTGATG
D vvLTQT®PULTU LS VTTIGQ?PAJS I S CIKS S QS L L D S D

mV,CDR 1.13

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
GAAAGACATATTTGAATTGGTTGTTACAGAGGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCGCCTAATCTATCTGGTGTCTAAACTGGACTCTGGAGTCCCTGACAGGTT
G K T Y L NW UL L QR P GQ S P KU RULI YLV S KULDS GV P DR F

mv,CDR 1.13 mV,CDR 2.13

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
CACTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATTTGGGAGT TTATTAT TGCTGGCAAGGTACACATTTTCCT
TGS 6 S 6GTDFTULI KTISRVEHRSBRBRETDTILGVYYCWOQGTHTFP

mV,CDR 3.13

310 320 330
CAGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAARATCAAA
Q T F G G G T K L E I K

mv,CDR 3.13



FIG. 21

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
CAGGTCCAACTGCAGCAGTCTGGGGCTGAACTGGTGAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGTTGTCCTGCARGGCTTCTGGCTACACCTTCACCAGCTACTATA
Q V. Q L. 9Q 9 $S GA EULV KUPGA SV KILSTCI KA ASGY TV F TS Y Y

mV,CDR 1.16

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
TGTACTGGGTGAAGCAGAGGCCTGGACAAGGCCTTGAGTGGATTGGAGAGATTAATCCTAGCAATGGTGGTACTAACTTCAATGAGAAGT TCAAGAGCAR
M Y WV KQRZPGO QGTILET WTIGETINTZPSNGSGTUNTFNTETZ KTFZKS K

mV,CDR 2.16
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
GGCCACACTGACTGTAGACAAATCCTCCAGCACAGCATACATGCAACTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTACAAGAGGCGGT
AT LTV DI KSSSTATYMGOQTLSSLTSETDTSA ATYVZYTZYTCTTRG G

mV,CDR 3.16

310 320 330 340 350
TACTACCCCTTTGACTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA
Y Y P F DY W G QG TTTULTV S S

mv,CDR 3.16



FIG. 2J

. 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
GATGTTGTGATGACCCAGACTCCACTCACTTTGTCGGTTACCATTGGGCGCCCAGCCTCCATCTCTTGCAAGTCAAGTCAGAGCCTCTTAGACAGTGATG
b vvMTOQQTU®PUL TIL SV TIGRUPAS I S CIKS S Q S L L D S D

mv,CDR 1.16

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
GAAAGACATATTTGTATTGGTTGTTACAGAGGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCGCCTAATCTATCTGGTGTCTGAGCTGGACTCTGGAGTCCCTGACAGGAT
G K T YL Y WL L Q R P G QS P KU RULTI YLV S ETLUDS GV P DRI

nv,CDR 1.16 mv,CDR 2.16
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
CACTGGCAGTGGGTCGGGGACAGATTTCACACTGAAGATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATTTGGGAGTTTATTATTGCTGGCAAGGAACACATTCTCCG
T G S G S G6GTODTFTULIZ XKTIS SRV VEA ATETDTILGV VY YT CWOQGTH S P

mV,CDR 3.16

310 320 330
TACAGGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAA
Y T F G G G T K L E I K

mV,CDR 3.16




FIG. 2K

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
GATGTGCAGCTTCAGGAGTCGGGACCTGGCCTGGTGARACCTTCTCAGTCTCTGTCCCTCACATGCACTGTCACTGGCTACTCAATCACCAGTGATTATG
DV QL QE S G?P GULVKZ®PSQSUL s LT CTUV T GY S I TS D Y

mV,CDR 1.19

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
CCTGGAATTGGATCCGGCAGTTTCCAGGARACAAACTGGAGTGGATGGGCTACATAAGCTTCAGTGGTTACACTAGTTACAACCCATCTCTCAAAAGTCG
A WNWTIUROQF P GDNZ KL EWMSGY YIS F S GY TS Y NP S L K S R

mV,CDR 2.19
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
AATCTCTGTCACTCGGGACACATCCAGGAACCAATTCTTCCTCCAGTTGACTTCTGTGACTACTGAGGACACAGCCACATATTACTGTGCARGAGAGGTC
I s VvV TRDT S RN QEPFTFTILOQTLTSVTTTETDTA ATTYZTYCATZREYV

mV,CDR 3.19

310 320 330 340 350 360
AACTATGGGGACTCCTACCACTTTGACTACTGGGGCCAAGGCACCATTGTCACAGTCTCCTCA

N Y G DS Y HF DY W G Q G T I V T V S S

mV,CDR 3.19



FIG. 2L

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
CAACTTGCGCTCACTCAGTCATCTTCAGCCTCTTTCTCCCTGGGAGCCTCAGCAAAACTAACGTGCACTTTGAGTAGTCAACACAGAACGTACACCATTG
Q L. AL T Q S S s AS F SL GASAI KULTT CTT LS S Q HR T Y T I

mV,CDR 1.19

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
AATGGTATCAGCAACAGTCACTCAAGCCTCCTAAGTATGTGATGGAGGTTAAGAAAGATGGAAGCCACAGCACAGGTCATGGGATTCCTGATCGCTTCTC
E W Y Q Q Q S L K P P KY VMEUV K KDGSHSTGHGTI P DR F 8

mV,CDR 2.19

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
TGGATCCAGTTCTGGTGCTGATCGCTACCTCAGCATTTCCAACATCCAGCCTGARGATGAAGCAATATACATCTGTGGTGTGGGTGATGCAATTAAGGGA
G S S S 6GADURYTZILSTISUNTIOQZPETDEA ATITYTIGCGVSGDH ATIZKG

mV,CDR 3.19

310 320 330 340
CAATCTGTGTTTGTTTTCGGCGGTGGCACCAAGGTCACTGTCCTA
Q s vV F V F G G 6 T KV T V L

mV,CDR 3.19
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FIG. 3C
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Sequence 001WO.txt
SEQUENCE LISTING

<110> BIOREALITES, S.A.S.
CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE (CNRS)

INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE
MEDICALE (INSERM)

<120> MONOCLONAL ANTIBODIES TO PROGASTRIN AND THEIR USES
<130> 382657-001WO

<140>
<141>

<150> 61/252,625
<151>2009-10-16

<160> 99
<170> Patentln version 3.5

<210>1

<211>8

<212>PRT

<213> Atrtificial Sequence

<220>
<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 1
Gly Tyr Ile Phe Thr Ser Tyr Trp
1 5

1 <210>2

<211>8

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<2\20>

<221> source

<22C\3> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 2
Phe Ty\r Pro Gly Asn Ser Asp Ser
1 .S

\
1
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<210>3

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide”

<400> 3
Thr Arg Arg Asp Ser Pro GIn Tyr
1 5 :

<210> 4

<211> 11

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 4
GIn Ser Ile Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr
1 5 10

<210>5

<211>3

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 5
Lys Val Ser
1

<210>6
<211>9
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<212>PRT
<213> Attificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"”

<400> 6
Phe Gln Gly Ser His Val Pro Phe Thr
1 5

<210>7

<211>8

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 7
Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Ser Trp
1 5

<210> 8

<211>8

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 8
Phe Leu Pro Gly Ser Gly Ser Thr
1 5

<210>9

211> 11

<212> PRT

<213> Atrtificial Sequence

<220>
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<221> source
<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400>9
Ala Thr Asp Gly Asn Tyr Asp Trp Phe Ala Tyr
1 5 10

<210> 10

<211>11

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide”

<400> 10
Gln Ser Leu Val His Ser Ser Gly Val Thr Tyr
1 5 10

<210>11

<211>9

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 11
Ser Gln Ser Thr His Val Pro Pro Thr
1 5

<210>12

<211> 115

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"
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<400> 12
Glu Val GIn Leu Gln Gln Ser Gly Thr Val Leu Ala Arg Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ile Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Trp Val His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Gly Phe Tyr Pro Gly Asn Ser Asp Ser Arg Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Val Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Asp Leu Ser Ser Leu Thr Asn Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95

Thr Arg Arg Asp Ser Pro Gln Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr Leu Thr
100 105 110

Val Ser Ser
115

<210> 13

<211>112

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide”

<400> 13
Asp Val Leu Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser
Page 5
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20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Leu Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95

Ser His Val Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 14

<211>118

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 14
Gln Val Gln Leu GIn Gln Ser Gly Ala Glu Leu Met Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Thr Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Ser
20 25 30

Trp Ile Glu Trp Leu Lys Gln Arg Pro Gly His Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Glu Phe Leu Pro Gly Ser Gly Ser Thr Asp Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60
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Lys Gly Lys Ala Thr Phe Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Leu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Thr Asp Gly Asn Tyr Asp Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ala
115

<210> 15

<211>112

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

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

Asp GlIn Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Ser Gly Val Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Phe Cys Ser Gln Ser
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85 90 95

Thr His Val Pro Pro Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 16

<211> 345

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide”

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(345)

<400> 16

gag gtt cag ctc cag cag tct ggg act gtg ctg gea agg cct ggg get 48
Glu Val GIn Leu GIn Gln Ser Gly Thr Val Leu Ala Arg Pro Gly Ala
1 5 10 15

tcc gtg aag atg tee tge aag get tet gge tac ate ttt ace age tac 96
Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ile Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

tgg gta cac tgg gtt aaa cag agg cct gga cag ggt cta gaa tgg att 144
Trp Val His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

ggt ggt ttt tat cct gga aat agt gat tct agg tac aac cag aaa tte 192
Gly Gly Phe Tyr Pro Gly Asn Ser Asp Ser Arg Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

aag ggc aag gec aca ctg act gea gtc aca tee gee agt act gee tac 240
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Val Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

atg gac ctc age agc ctg aca aat gag gac tct geg gt tat tte tgt 288
Met Asp Leu Ser Ser Leu Thr Asn Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95

aca aga aga gat agt ccc cag tac tgg gge caa gge acc act ctc aca 336
Thr Arg Arg Asp Ser Pro Gln Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr
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100 105 110

gtc tcc tea 345
Val Ser Ser
115

<210>17

<211> 336

<212>DNA

<213> Atrtificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide"

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(336)

<400> 17

gat gtt ttg atg acc caa act cca ctc tce ctg cct gte agt ctt gga 48
Asp Val Leu Met Thr GIn Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

gat caa gcc tee ate tet tge aga tet agt cag age att gta cat agt 96
Asp GIn Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser
20 25 30

aat gga aac acc tat tta gaa tgg tac ctg cag aaa cca ggc cag tct 144
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

cca aag ctc ctg atc tac aaa gtt tcc aac cga ttt tct ggg gtc cca 192
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

gac agg ttc agt ggc agt gga tca ggg aca gat ttc aca ctc aag atc 240
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

agc aga ctg gag gct gag gat ctg gga gtt tat tac tgc ttt caa ggt 288
Ser Arg Leu Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95

tca cat gtt ccg ttc acg ttc gga ggg ggg acc aag ctg gaa ata aaa 336
Ser His Val Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys
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100 105 110

<210> 18

<211>354

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide”

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(354)

<400> 18

cag gtt cag ttg cag cag tct gga get gag ctg atg aag cca ggg gec 48
Gln Val Gln Leu Gln GIn Ser Gly Ala Glu Leu Met Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

tca gtg aag ata tcc tge aag get act gge tac aca tte agt age tec 96
Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Thr Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Ser
20 25 30

tgg ata gag tgg tta aaa cag agg cct gga cat ggc ctt gag tgg att 144
Trp Ile Glu Trp Leu Lys Gln Arg Pro Gly His Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

gga gag ttt tta cct gga agt ggt agt aca gac tac aat gag aag ttc 192
Gly Glu Phe Leu Pro Gly Ser Gly Ser Thr Asp Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60

aag gge aag gec aca tte act gea gac aca tee tee gac aca gece tac 240
Lys Gly Lys Ala Thr Phe Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

atg cta ctc agc agc ctg aca tct gag gac tct gee gtc tat tac tgt 288
Met Leu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

gea act gat ggt aat tat gac tgg ttt gct tac tgg ggc caa ggg act 336
Ala Thr Asp Gly Asn Tyr Asp Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

ctg gtc act gtc tct gca 354
Leu Val Thr Val Ser Ala
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115

<210>19

<211>336

<212> DNA

<213> Atrtificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide”

<220>
<221> CDS
222> (1)..(336)

<400> 19

gat ctt gtg atg acc caa act cca cte tce ctg cct gtc agt ctt gga 48
Asp Leu Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

gat caa gcc tee atc tet tge aga tet agt cag age ctt gta cac agt 96
Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30

agt gga gtc acc tat tta cat tgg tac ctg cag aag cca ggc cag tct 144
Ser Gly Val Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

cca aag ctc ctg atc tac aaa gtt tce aac cga ttt tet ggg gtc cca 192
Pro Lys Leu Leu lle Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

gac agg ttc agt ggc agt gga tca ggg aca gat ttc aca ctc aag atc 240
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

agc aga gtg gag get gag gat ctg gga gtt tat ttc tge tct caa agt 288
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Phe Cys Ser Gln Ser
85 90 95

aca cat gtt cct cce acg ttc gge tcg ggg aca aag ttg gaa ata aaa 336
Thr His Val Pro Pro Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 20
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<211> 80
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 20
Ser Trp Lys Pro Arg Ser Gln Gln Pro Asp Ala Pro Leu Gly Thr Gly
1 5 10 15

Ala Asn Arg Asp Leu Glu Leu Pro Trp Leu Glu Gln Gln Gly Pro Ala
20 25 30

Ser His His Arg Arg GIn Leu Gly Pro Gln Gly Pro Pro His Leu Val
35 40 45

Ala Asp Pro Ser Lys Lys Gln Gly Pro Trp Leu Glu Glu Glu Glu Glu
50 55 60

Ala Tyr Gly Trp Met Asp Phe Gly Arg Arg Ser Ala Glu Asp Glu Asn
65 70 75 80

<210>21

<211>115

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 21
Gln Val Gln Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ile Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Trp Val His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Gly Phe Tyr Pro Gly Asn Ser Asp Ser Arg Tyr Ser Gln Lys Phe
Page 12
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50 55 60

GIn Gly Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr Arg Arg Asp Ser Pro Gln Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser
115

<210>22

<211>112

<212> PRT

<213> Atrtificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide”

<400> 22
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Phe GIn Gln Arg Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu lle Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
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Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95

Ser His Val Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210>23

<211>118

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 23
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Ser
20 25 30

Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Ile Phe Leu Pro Gly Ser Gly Ser Thr Asp Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Thr Asp Gly Asn Tyr Asp Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser
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115

<210>24

<211>112

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 24
Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

GIn Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Ser Gly Val Thr Tyr Leu Tyr Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser
85 90 95

Thr His Val Pro Pro Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210>25

<211> 14
<212>PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25
Ser Trp Lys Pro Arg Ser Gln GIn Pro Asp Ala Pro Leu Gly
Page 15
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<210> 26

<211> 16

<212>PRT

<213> Atrtificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<220>

<221> MOD_RES
<222> (15)..(15)
<223> Ahx

<400> 26
Ser Trp Lys Pro Arg Ser Gln Gln Pro Asp Ala Pro Leu Gly Xaa Cys
1 5 10 15

<210>27

<211>26
<212>PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27
GIn Gly Pro Trp Leu Glu Glu Glu Glu Glu Ala Tyr Gly Trp Met Asp
1 5 10 15

Phe Gly Arg Arg Ser Ala Glu Asp Glu Asn
20 25

<210>28

<211>5

<212>PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28
Asp Ala Pro Leu Gly
1 5

<210>29
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<211>6
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 29
Pro Asp Ala Pro Leu Gly
1 5

<210> 30

<211>7

<212>PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30
Pro Arg Ser Gln Gln Pro Asp
1 5

<210> 31

<211>9

<212>PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31
Trp Lys Pro Arg Ser Gln Gln Pro Asp
1 5

<210> 32

<211>13
<212>PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32
Trp Lys Pro Arg Ser Gln Gln Pro Asp Ala Pro Leu Gly
1 5 10

<210>33

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

Phe Gly Arg Arg
1
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<210> 34
<211>5
<212>PRT
<213> Homo sapiens

<400> 34
Met Asp Phe Gly Arg
1 5

<210> 35

<211>5

<212>PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35
Ala Glu Asp Glu Asn
1 5

<210> 36

<211> 8

<212>PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36
Gly Trp Met Asp Phe Gly Arg Arg
1 5

<210> 37

<211> 8

<212>PRT

<213> Atrtificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"”

<400> 37
Gly Phe Thr Phe Thr Thr Tyr Ala
1 5

<210> 38

<211>8

<212>PRT

<213> Artificial Sequence
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<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 38
Gly Phe Ile Phe Ser Ser Tyr Gly
1 5

<210> 39

<211>8

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 39
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Tyr
1 5

<210> 40

<211>9

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 40
Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asp Tyr Ala
1 5

<210>41

<211>8

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<221> source
<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
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peptide"

<400> 41
Ile Ser Ser Gly Gly Thr Tyr Thr
1 5

<210> 42

<211>8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"”

<400> 42
Ile Asn Thr Phe Gly Asp Arg Thr
1 5

<210> 43

<211>8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 43
Ile Asn Pro Ser Asn Gly Gly Thr
1 5

<210> 44

<211>7

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 44
Ile Ser Phe Ser Gly Tyr Thr
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<210> 45

<211>10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 45
Ala Thr Gln Gly Asn Tyr Ser Leu Asp Phe
1 5 10

<210> 46

L11>7

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 46
Ala Arg Gly Thr Gly Thr Tyr
1 5

<210> 47

<211> 10

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 47

Thr Arg Gly Gly Tyr Tyr Pro Phe Asp Tyr
1 5 10

<210>48
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<211> 14
<212>PRT
<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 48
Ala Arg Glu Val Asn Tyr Gly Asp Ser Tyr His Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 49

<211> 11

<212>PRT

<213> Atrtificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 49
Lys Ser Leu Arg His Thr Lys Gly Ile Thr Phe
1 5 10

<210> 50

<211>11

<212>PRT

<213> Aurtificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 50
Gln Ser Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr
1 5 10

<210> 51

<211>7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
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<220>
<221> source
<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 51
Ser GIn His Arg Thr Tyr Thr
1 5

<210> 52

<211>3

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide”

<400> 52
Gln Met Ser
1

<210> 53

<211>3

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 53
Leu Val Ser
1

<210> 54

<211>7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<221> source
<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"
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<400> 54
~ Val Lys Lys Asp Gly Ser His
1 5

<210> 55

<211>9

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

- <221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide”

- <400> 55
Ala Gln Asn Leu Glu Leu Pro Leu Thr
1 5

<210> 56

<211>9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide”

<400> 56
Trp GIn Gly Thr His Phe Pro Gln Thr
1 5

<210> 57

<211>9

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 57
Trp Gln Gly Thr His Ser Pro Tyr Thr
1 5
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<210> 58

<211>13

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 58
Gly Val Gly Asp Ala Ile Lys Gly Gln Ser Val Phe Val
1 5 10

<210> 59

<211> 117

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 59
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Thr Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Thr Ile Ser Ser Gly Gly Thr Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ala Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
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85 90 95

Ala Thr GIn Gly Asn Tyr Ser Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Ser
100 105 110

Leu Thr Val Ser Ser
115

<210> 60

<211>114

<212>PRT

<213> Attificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 60
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ile Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ser Pro Asp Arg Arg Leu Glu Leu Val
35 40 45

Ala Ser Ile Asn Thr Phe Gly Asp Arg Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Thr Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Alalle Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Thr Gly Thr Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val
100 105 110
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Ser Ser

<210> 61

211> 117

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 61
GlIn Val GIn Leu Gin GIn Ser Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Tyr Met Tyr Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Glu Ile Asn Pro Ser Asn Gly Gly Thr Asn Phe Asn Glu Lys Phe
50 55 60

Lys Ser Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Gin Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
: 85 90 95

Thr Arg Gly Gly Tyr Tyr Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr
100 105 110

Leu Thr Val Ser Ser
115

<210> 62
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<211> 121
<212>PRT
<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 62
Asp Val Gln Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15

Ser Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Thr Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asp
20 25 30

Tyr Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
35 40 45

Met Gly Tyr Ile Ser Phe Ser Gly Tyr Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu
50 55 60

Lys Ser Arg Ile Ser Val Thr Arg Asp Thr Ser Arg Asn Gln Phe Phe
65 70 75 80

Leu GIn Leu Thr Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Glu Val Asn Tyr Gly Asp Ser Tyr His Phe Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Ile Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 63

<211>112

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<221> source
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<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 63
Asp Ile Val Met Thr Gln Ala Ala Ser Ser Asn Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Thr Ser Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu Arg His Thr
20 25 30

Lys Gly Ile Thr Phe Leu Tyr Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Gln Met Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro
50 55 60

| Asp Arg Phe Ser Ser Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Arg Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Ala Gln Asn
85 90 95

Leu Glu Leu Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105 110

<210> 64

<211> 112

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 64
Asp Val Val Leu Thr Gln Thr Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Ile Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30
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Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

Thr His Phe Pro Gln Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 65

211> 112

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 65
Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Ile Gly
1 5 10 15

Arg Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Glu Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

Page 30




Sequence 001WO.txt
Asp Arg Ile Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

Thr His Ser Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 66

<211> 115

<212>PRT

<213> Attificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
‘polypeptide"

<400> 66
Gln Leu Ala Leu Thr Gln Ser Ser Ser Ala Ser Phe Ser Leu Gly Ala
| 5 10 15

Ser Ala Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gin His Arg Thr Tyr Thr
20 25 30

Ile Glu Trp Tyr Gln Gln Gln Ser Leu Lys Pro Pro Lys Tyr Val Met
35 40 45

Glu Val Lys Lys Asp Gly Ser His Ser Thr Gly His Gly Ile Pro Asp
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Asp Arg Tyr Leu Ser Ile Ser
65 70 75 80

Asn Ile Gln Pro Glu Asp Glu Ala Ile Tyr Ile Cys Gly Val Gly Asp
85 90 95

Alalle Lys Gly Gln Ser Val Phe Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val
100 105 110
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Thr Val Leu
115

<210> 67

<211>351

<212>DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide”

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(351)

<400> 67

gaa gig cag ctg gtg gag tct ggg gga gec tta gtg aag cct gga ggg 48
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly

1 5 10 15

fcc ctg aaa ctc tce tgt gea gec tet gga tte act ttc act acc tat 96
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Thr Tyr
20 25 30

gece atg tet tgg gtt cge cag act ccg gag aag agg ctg gag tgg gte 144
Ala Met Ser Trp Val Arg GIn Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val

35 40 45

gca acc att agt agt ggt ggt act tac acc tac tat cca gac agt gtg 192
Ala Thr Ile Ser Ser Gly Gly Thr Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

aag ggt cga ttc acc atc tcc aga gac aat gcc aag aac gece cta tac 240
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ala Leu Tyr
65 70 75 80

ctg caa atg age agt ctg agg tct gag gac acg gec atg tat tac tgt 288
Leu GIn Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

gca aca cag ggg aat tac tct ttg gac ttc tgg gge caa gge acc tct 336
Ala Thr GIn Gly Asn Tyr Ser Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Ser
100 105 110
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ctc aca gtc tce tca 351
Leu Thr Val Ser Ser
115

<210> 68

<211> 342

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide”

<220>
<221>CDS
<222> (1)..(342)

<400> 68

gag gtg cag ctg gtg gag tct ggg gga ggc ttg gtg cag cct gga ggg 48
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 5 10 15

tce ctg aaa cte tee tgt gea gee tet gga tte att tte agt age tat 96
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ile Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

gge atg tct tgg gtt cge cag tct cca gac agg agg ctg gag ttg gtc 144
Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ser Pro Asp Arg Arg Leu Glu Leu Val

35 40 45

gca agt att aat act ttt ggt gat aga acc tat tat cca gac agt gtg 192
Ala Ser Ile Asn Thr Phe Gly Asp Arg Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

aag ggce cga ttc acc atc tcc aga gac aat gec aag aac acc ctg tac 240
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

ctg caa atg acc agt ctg aag tct gag gac aca gcec att tat tac tgt 288
Leu Gln Met Thr Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr AlaIle Tyr Tyr Cys
85 90 95

gca aga ggg acc gga acc tac tgg ggc caa ggce acc act cte aca gte 336
Ala Arg Gly Thr Gly Thr Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val
100 105 110
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tcc tca 342
Ser Ser

<210> 69

<211> 351

<212>DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide"

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(351)

<400> 69

cag gtc caa ctg cag cag tct ggg gt gaa ctg gtg aag cet ggg get 48
Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

tca gtg aag ttg tcc tge aag get tet gge tac ace ttc ace age tac 96
Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

tat atg tac tgg gtg aag cag agg cct gga caa ggc ctt gag tgg att 144
Tyr Met Tyr Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

gga gag att aat cct agc aat ggt ggt act aac ttc aat gag aag ttc 192
Gly Glu Ile Asn Pro Ser Asn Gly Gly Thr Asn Phe Asn Glu Lys Phe
50 55 60

aag agc aag gece aca ctg act gta gac aaa tcce tce age aca gea tac 240
Lys Ser Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

atg caa ctc agc agc ctg aca tct gag gac tct geg gtc tat tac tgt 288
Met Gin Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

aca aga ggc ggt tac tac ccc ttt gac tac tgg ggc caa ggc acc act 336
Thr Arg Gly Gly Tyr Tyr Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr
100 105 110
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ctc aca gtc tcc tca 351
Leu Thr Val Ser Ser
115

<210>70

<211>363

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide"

<220>
<221>CDS
<222>(1)..(363)

<400> 70
gat gtg cag ctt cag gag tcg gga cct gge ctg gtg aaa cct tct cag 48
Asp Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln

1 5 10 15

tct ctg tee cte aca tge act gte act gge tac tca ate acc agt gat 96

Ser Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Thr Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asp
20 25 30

tat gcc tgg aat tgg atc cgg cag ttt cca gga aac aaa ctg gag tgg 144
Tyr Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
35 40 45

atg ggc tac ata agc ttc agt ggt tac act agt tac aac cca tct ctc 192
Met Gly Tyr Ile Ser Phe Ser Gly Tyr Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu
50 55 60

aaa agt cga atc tct gte act cgg gac aca tce agg aac caa tte ttc 240
Lys Ser Arg Ile Ser Val Thr Arg Asp Thr Ser Arg Asn Gln Phe Phe
65 70 75 80

ctc cag ttg act tct gtg act act gag gac aca gcc aca tat tac tgt 288
Leu GIn Leu Thr Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys
85 90 95

gca aga gag gtc aac tat ggg gac tee tac cac ttt gac tac tgg ggc 336
Ala Arg Glu Val Asn Tyr Gly Asp Ser Tyr His Phe Asp Tyr Trp Gly
100 105 110
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caa ggc acc att gtc aca gtc tce tca 363
Gln Gly Thr Ile Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210>71
<211> 336
<212>DNA

<213> Attificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide"

<220>
<221> CDS
<2225 (1)..(336)

<400> 71
gac att gtg atg acg cag gct gea tec tet aat cca gtc act ctt gga 48
Asp Ile Val Met Thr Gln Ala Ala Ser Ser Asn Pro Val Thr Leu Gly

1 5 10 15

aca tcc gct tee ate tee tge agg tct agt aag agt ctc cga cat act 96

Thr Ser Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu Arg His Thr
20 25 30

aaa ggc atc act ttt ttg tat tgg tat ctg cag aag cca gge cag tct 144
Lys Gly Ile Thr Phe Leu Tyr Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

cct cag ctc ctg att tat cag atg tcc aac ctt gee tca gga gtc cca 192
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Gln Met Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro
50 55 60

gac agg ttc agt agc agt ggg tca gga act gat ttc aca ctg aga atc 240
Asp Arg Phe Ser Ser Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Arg Ile
65 70 75 80

age aga gtg gag gct gag gat ttg got gtt tat tac tgt gct caa aat 288
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Ala Gln Asn

85 90 95

cta gaa ctt ccg ctc acg ttc ggt get ggg ace aag ctg gag ctg aaa 336
Leu Glu Leu Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105 110
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<210>72

<211> 336

<212>DNA

<213> Atrtificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide”

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(336)

<400> 72
gat gtt gtg ctg acc cag act cca cte act ttg tcg gtt acc att gga 48
Asp Val Val Leu Thr Gln Thr Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Ile Gly

1 5 10 15

caa cca gcc tec ate tee tge aag tca agt cag age ctc tta gat agt 96

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

gat gga aag aca tat ttg aat tgg ttg tta cag agg cca ggc cag tct 144
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

cca aag cgc cta atc tat ctg gtg tct aaa ctg gac tct gga gte cet 192
Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

gac agg ttc act ggc agt gga tca ggg aca gat ttc aca ctg aaa atc 240
Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

age aga gtg gag get gag gat ttg gga gtt tat tat tge tgg caa ggt 288
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly

85 90 95

aca cat ttt cct cag acg ttc ggt gga ggc acc aag ctg gaa atc aaa 336
Thr His Phe Pro Gln Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210>73
<211>336
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<212>DNA
<213> Attificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide"

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(336)

<400> 73
gat gtt gtg atg acc cag act cca ctc act ttg tcg gtt acc att ggg 48
Asp Val Val Met Thr GIn Thr Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Ile Gly

1 5 10 15

cgce cca gec tee atce tet tge aag tca agt cag age cte tta gac agt 96

Arg Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

gat gga aag aca tat ttg tat tgg ttg tta cag agg cca ggc cag tct 144
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

cca aag cgc cta atc tat ctg gtg tct gag ctg gac tct gga gte cct 192
Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Glu Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

gac agg atc act ggc agt ggg tcg ggg aca gat ttc aca ctg aag atc 240
Asp Arg Ile Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

agc aga gtg gag get gag gat ttg gga gtt tat tat tge tgg caa gga 288
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

aca cat tct ccg tac acg ttc gga ggg ggg acc aag ctg gaa ata aaa 336
Thr His Ser Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 74

<211> 345

<212>DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
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<221> source
<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polynucleotide"

<220>
<221> CDS
222> (1)..(345)

<400> 74
caa ctt gcg ctc act cag tca tet teca gece tet tte tee ctg gga gee 48
GIn Leu Ala Leu Thr Gln Ser Ser Ser Ala Ser Phe Ser Leu Gly Ala

1 5 10 15

tca gca aaa cta acg tgc act ttg agt agt caa cac aga acg tac acc 96

Ser Ala Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gln His Arg Thr Tyr Thr
20 25 30

att gaa tgg tat cag caa cag tca ctc aag cct cct aag tat gtg atg 144
Ile Glu Trp Tyr Gln Gln GIn Ser Leu Lys Pro Pro Lys Tyr Val Met
35 40 45

gag gtt aag aaa gat gga agc cac age aca ggt cat ggg att cct gat 192
Glu Val Lys Lys Asp Gly Ser His Ser Thr Gly His Gly Ile Pro Asp
50 55 60

cgc ttc tet gga tee agt tet ggt get gat cge tac cte age att tee 240
Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Asp Arg Tyr Leu Ser Ile Ser
65 70 75 80

aac atc cag cct gaa gat gaa gca ata tac atc tgt ggt gtg got gat 288
Asn Ile GIn Pro Glu Asp Glu Ala Ile Tyr Ile Cys Gly Val Gly Asp
85 90 95

gea att aag gga caa tet gtg ttt git ttc gge ggt gge acc aag gte 336
Ala Ile Lys Gly Gln Ser Val Phe Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val
100 105 110

act gtc cta 345
Thr Val Leu
115

<210>75

<211>117

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
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<221> source
<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
| polypeptide"

<400> 75
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Thr Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ser Ile Ser Ser Gly Gly Thr Tyr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Thr GIn Gly Asn Tyr Ser Leu Asp Phe Trp Gly GIn Gly Thr Thr
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 76

<211> 112

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide”

<400> 76
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
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1 5 10 15

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu Arg His Thr
20 25 30

Lys Gly Ile Thr Phe Leu Tyr Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Gln Met Ser Asn Arg Ala Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ala Gln Asn
85 90 95

Leu Glu Leu Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 77

211> 117

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 77
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Thr Tyr
20 25 30

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tirp Val
35 40 45
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Ser Ser Ile Ser Ser Gly Gly Thr Tyr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Thr Gln Gly Asn Tyr Ser Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Thr
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 78

<211>112

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 78
Asp lle Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu Arg His Thr
20 25 30

Lys Gly Ile Thr Phe Leu Asp Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro GlIn Leu Leu Ile Tyr Gln Met Ser Asn Arg Ala Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
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65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ala Gln Asn
85 90 95

Leu Glu Leu Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 79

211> 117

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 79
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Thr Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Thr Ile Ser Ser Gly Gly Thr Tyr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Thr GiIn Gly Asn Tyr Ser Leu Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Thr
100 105 110
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Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 80

<211>114

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide”

<400> 80
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ile Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Asn Ile Asn Thr Phe Gly Asp Arg Thr Tyr Tyr Val Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Thr Gly Thr Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
100 105 110

Ser Ser

<210> 81
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<211>112
<212>PRT
<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 81
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15

GIn Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Phe Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Asn Arg Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

Thr His Phe Pro Gln Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 82

<211>114

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 82
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Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ile Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Ser Ile Asn Thr Phe Gly Asp Arg Thr Tyr Tyr Val Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 30

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Thr Gly Thr Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
100 105 110

Ser Ser

<210> 83

<211>112

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 83
Asp Val Val Met Thr Gin Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser lle Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30
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Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Phe Gln GIn Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Arg Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

Thr His Phe Pro GIn Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 84

<211> 117

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 84
GIn Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Tyr Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Ile Ile Asn Pro Ser Asn Gly Gly Thr Ser Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
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Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr Arg Gly Gly Tyr Tyr Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 85

<211>112

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 85
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15

GlIn Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Phe Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Asn Arg Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95
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Thr His Ser Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 86

211> 117

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide”

<400> 86
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Ile Ile Asn Pro Ser Asn Gly Gly Thr Ser Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr Arg Gly Gly Tyr Tyr Pro Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Thr
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser
115
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<210> 87
<211> 112
<212>PRT
<213> Attificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 87
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15

GlIn Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Phe Gln Gln Arg Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Asn Arg Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

Thr His Ser Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 88

<211> 117

<212>PRT

<213> Attificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"
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<400> 88
GIn Val GIn Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Tyr Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Glu Ile Asn Pro Ser Asn Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr Arg Gly Gly Tyr Tyr Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 89

211> 112

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 89
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15

GlIn Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
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20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Phe Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Arg Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Glu Arg Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

Thr His Ser Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210>90

<211> 121

<212>PRT

<213> Atrtificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide”

<400> 90
Gln Val GIn Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asp
20 25 30

Tyr Ala Trp Asn Trp lle Arg Gln His Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
35 40 45

Ile Gly Tyr Ile Ser Phe Ser Gly Tyr Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu
50 55 60
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Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser
65 70 75 80

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Glu Val Asn Tyr Gly Asp Ser Tyr His Phe Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210>91

<211> 115

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 91
Gln Leu Val Leu Thr GIn Ser Pro Ser Ala Ser Ala Ser Leu Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gln His Arg Thr Tyr Thr
20 25 30

Ile Glu Trp His Gln GIn Gln Pro Glu Lys Gly Pro Arg Tyr Leu Met
35 40 45

Lys Val Lys Lys Asp Gly Ser His Ser Lys Gly Asp Gly Ile Pro Asp
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Glu Arg Tyr Leu Thr Ile Ser
65 70 75 80

Ser Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gly Val Gly Asp
Page 53



Sequence 001 WO.txt
85 90 95

Alalle Lys Gly Gln Ser Val Phe Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val
100 105 110

Glulle Lys
115

<210>92

<211> 121

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 92
GIn Val Gln Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asp
20 25 30

Tyr Ala Trp Ser Trp lle Arg Gln His Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
35 40 45

Ile Gly Tyr Ile Ser Phe Ser Gly Tyr Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu
50 55 60

Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser
65 70 75 80

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Glu Val Asn Tyr Gly Asp Ser Tyr His Phe Asp Tyr Trp Gly
100 105 110
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GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210>93

<211> 115

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 93
GIn Leu Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ala Ser Ala Ser Leu Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gln His Arg Thr Tyr Thr
20 25 30

Ile Ala Trp His Gln GIn Gln Pro Glu Lys Gly Pro Arg Tyr Leu Met
35 40 45

Lys Val Lys Lys Asp Gly Ser His Ser Lys Gly Asp Gly Ile Pro Asp
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Glu Arg Tyr Leu Thr Ile Ser
65 70 75 80

Ser Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gly Val Gly Asp
85 90 95

Alalle Lys Gly Gln Ser Val Phe Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val
100 105 110

GluIle Lys
115

<210> 94
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<211> 121
<212>PRT
<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide”

<400> 94
Gln Val GIn Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asp
20 25 30

Tyr Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln His Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
35 40 45

Ile Gly Tyr Ile Ser Phe Ser Gly Tyr Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu
50 55 60

Lys Ser Arg Val Thr lle Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser
65 70 75 80

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Glu Val Asn Tyr Gly Asp Ser Tyr His Phe Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 95

<211> 115

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<221> source
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<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
polypeptide"

<400> 95
Gln Leu Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ala Ser Ala Ser Leu Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser Ser Gln His Arg Thr Tyr Thr
20 25 30

Ile Glu Trp His Gln Gln Gln Pro Glu Lys Gly Pro Arg Tyr Leu Met
35 40 45

Glu Val Lys Lys Asp Gly Ser His Ser Lys Gly Asp Gly Ile Pro Asp
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala Glu Arg Tyr Leu Thr Ile Ser
65 70 75 80

Ser Leu GIn Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gly Val Gly Asp
85 90 95

Ala Ile Lys Gly Gln Ser Val Phe Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val
100 105 110

GluIle Lys
115

<210>96

<211>29

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<220>
<221>MOD_RES
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<222>(2)..(3)

<223> Ahx

<400> 96

Cys Xaa Xaa GIn Gly Pro Trp Leu Glu Glu Glu Glu Glu Ala Tyr Gly
1 5 10 15

Trp Met Asp Phe Gly Arg Arg Ser Ala Glu Asp Glu Asn
20 25

<210>97

<211>13

<212>PRT

<213> Atrtificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<220>
<221>MOD_RES
<222>(2)..(3)
<223> Ahx

<400> 97
Cys Xaa Xaa Phe Gly Arg Arg Ser Ala Glu Asp Glu Asn
1 5 10

<210> 98

<211>13

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<220>
<221>MOD_RES
<222> (11)..(12)
<223> Ahx
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<400> 98
Phe Gly Arg Arg Ser Ala Glu Asp Glu Asn Xaa Xaa Cys
1 5 10

<210> 99

<211> 15

<212>PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
peptide"

<400> 99
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15
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ANEXO No. 2

REIVINDICACIONES

. ANTICUERPOS MONOCLONALES FRENTE A PROGASTRINA Y SUS USOS

BIOREALITES, INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE MEDICALE y
CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a la progastrina humana
(hPG).

2. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 1 que se une especificamente a

una region N-terminal de hPG.

3 El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 2 que se puede obtener usando
un inmunégeno que comprende un antigeno peptidico que tiene una secuencia de

aminoécidos correspondiente a SEQ ID NO:25.

4. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 2 que compite para la unién a
hPG con un anticuerpo monoclonal anti-hPG de referencia que se puede obtener
de un hibridoma seleccionado del grupo que consiste en 43B9G11, WESH2G7,
6B5B11C10, 20D2C3G2, 1E9A4A4, 1E9D9B6, 1C8D10F5, 1A7C3F] 1,
1B3B4F11,y 1C11FSES.

5. El anticuerpo monoclonal de Ia reivindicacién 2 que comprende las CDR de
V1. y Vy correspondientes en secuencias a las CDR de Vi v Vyde los anticuerpos
monoclonales que se pueden obtener de un hibridoma seleccionado del grupo que
consiste en: 43B9G11, WESH2G7, 6B5B1 1C10, 20D2C3G2, 1E9A4A4,
1E9D9B6, 1C8D10FS, 1A7C3F11, 1B3B4F11, y 1C11F5ES.

6. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 2 que comprende las CDR de
Vi 'y Vi que tienen secuencias seleccionadas de uno de los grupos siguientes de
secuencias de CDR de Vi, y Vu:
(i) Vy CDR1.3, Vi CDR 2.3, Vy; CDR 3.3, VLCDR 1.3, V{, CDR 2.3, y
V., CDR 3.3;
(i) Vi CDR 1.4, Vi; CDR 2.4, Vi CDR 3.4, VL CDR 1.4, V|, CDR 2.4, y
Vi CDR 3.4;
(ii1) Vg CDR 1.16, V;; CDR 2.16, Vy CDR 3.16, V, CDR 1.16, Vi CDR
2.16,y, VL CDR 3.16; y
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(iv) Vi CDR 1.19, Vi CDR 2.19, V}; CDR 3.19, V; CDR 1.19, V, CDR
2.19,y V;, CDR 3.19.

7. El anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que es

humanizado.

8. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 7 que comprende cadenas Vyy
VL que tienen secuencias seleccionadas de uno de los grupos siguientes de
secuencias de Vyy Vi:

(1) hVy 3 (SEQ ID NO:21) y hV 3 (SEQ ID NO:22);

(ii) hVy 4 (SEQ ID NO:23) y hVy 4 (SEQ ID NO:24);

(ii1) hVy 16a (SEQ ID NO:84) y hV| 16a (SEQ ID NO:85);

(iv) hVy 16b (SEQ ID NO:86) y hVy, 16b (SEQ ID NO:87);

(v) hVy 16¢ (SEQ ID NO:88) y hVy, 16¢ (SEQ ID NO:89);

(vi) hVy 192 (SEQ ID NO:90) y hVy, 19a (SEQ ID NO:91);

(vii) hVy 196b (SEQ ID NO:92) y hVy, 19b (SEQ ID NO:93); y

(viil) hVy 19¢ (SEQ ID NO:94) y hVy, 19¢ (SEQ ID NO:93).

9. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacion 1 que se une especificamente a

una regioén C-terminal de hPG.

10. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 9 que se puede obtener usando
un inmundgeno que comprende un antigeno peptidico que tiene una secuencia de

aminoécidos correspondiente a SEQ ID NO:27.

11. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 9 que compite para la union a
hPG con un anticuerpo monoclonal anti-hPG de referencia que se puede obtener
de un hibridoma seleccionado del grupo que consiste en 1B4A11D1 1, 1IB6A11F2,
1B11E4B11, 1C10D3B9Y, 1D8F5B3, IE1C7B4, 2B4C8C8, 2B11E6G4, 2C6C3C7
2H9F4B7, 1F11F5E10, 1IF11F5G9, y 1A11F2C9.

2

12. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 9 que comprende las CDR de
Vi y Vi correspondientes en secuencia a las CDR de Vi y Vi de los anticuerpos

monoclonales que se pueden obtener de un hibridoma seleccionado- del grupo que
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consiste en: IB4A11DI11, IB6ALIF2, IBI1E4B11, 1C10D3BY, 1DSFSB3,
IEIC7B4, 2B4C8C8, 2B11E6G4, 2C6C3C7, 2HOF4BY, 1F11FSEL0, IF] 1F5G9,
y 1A11F2C9.

13. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 9 que comprende las CDR de
Vi y Vi que tienen secuencias seleccionadas de uno de los grupos siguientes de
secuencias de CDR de Vy y Vi
() Vu CDR 1.8, Vi CDR 2.8, V;; CDR 3.8, VL. CDR 1.8, V. CDR 28,y
VLCDR 38;y
(if) Vy CDR 1.13, Vi CDR 2.13, Vi; CDR 3.13, VL CDR 1.13, V; CDR
2.13,y VL. CDR 3.13.

14. Un anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 9-13,

que es humanizado.

15. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacion 14 que comprende cadenas Vi
y VL que tienen secuencias seleccionadas de uno de los grupos siguientes de
secuencias de Vyy Vi

(1) hVy 8a (SEQ ID NO:75) y hV, 8a (SEQ ID NO:76);

(i) hVy 8b (SEQ ID NO:77) y hVy, 8b (SEQ ID NO:78);

(ii1) hVy 8¢ (SEQ ID NO:79) y hv; 8¢ (SEQ ID NO:76);

(iv) hVy 13a (SEQ ID NO:80) y hV; 13a (SEQ ID NO:81); y

(v) hVy 13b (SEQ ID NO:82) y hV, 13b (SEQ ID NO:83).

16. El anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1-15 que
tiene una afinidad en el intervalo de aproximadamente 1 pM a aproximadamente 7
nM.

17. El anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 que
S€ une a un epitopo que comprende una secuencia de aminoacidos
correspondiente a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NOs:28, 29, 30, 31, y 32.
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18. El anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 9-15
que se une a un epitopo que comprende una secuencia de amino4cidos

correspondiente a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NOs:33, 34, 35, y 36.

19. El anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 que
compite para la unién con hPG con un anticuerpo de referencia seleccionado del
grupo que consiste en: anti-hPG MAb1, anti-hPG MAb2, anti-hPG MAD3, anti-
hPG MAD4, anti-hPG MAD15, anti-hPG MAb16, anti-hPG MAD17, anti-hPG
MAD18, anti-hPG MADb19, y anti-hPG MAb20.

20. El anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 9-15
que compite para la unién con hPG con un anticuerpo de referencia seleccionado
del grupo que consiste en: anti-hPG MAbS, anti-hPG MADb6, anti-hPG MAb7,
anti-hPG MADbS, anti-hPG MAb, anti-hPG MAb10, anti-hPG MAb1 1, anti-hPG
MAbI2, anti-hPG MAb13, anti-hPG MAb14, anti-hPG MAb21, anti-hPG MAbH22
y anti-hPG MADB23.

b

21. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 1 que neutraliza la actividad

de hPG en un ensayo in vitro realizado con células LS174T.

22. Una composicién que comprende un anticuerpo monoclonal segin una

cualquiera de las reivindicaciones 1-21 y un excipiente, vehiculo y/o diluyente.
23. La composicion de la reivindicacion 22 que se formula para uso farmacéutico.

24. Un polinucleétido que codifica una cadena ligera variable (VL) para un
anticuerpo monoclonal anti-hPG segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-

15.

25. Un polinucleétido que codifica una cadena pesada variable (Vu) para un
anticuerpo monoclonal anti-hPG seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1-
15.
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26. Un vector de expresion que comprende un polinucleétido que codifica una
cadena ligera variable (V1) para un anticuerpo monoclonal anti-hPG segln la

reivindicacion 1.

27. Un vector de expresion que comprende un polinucleétido que codifica una
cadena pesada variable (Vi) para un anticuerpo monoclonal anti-hPG segun la

reivindicacién 1.

28. Una célula huésped transformada con pares de polinucleétidos adecuada para
expresar un anticuerpo monoclonal anti-hPG segiin una cualquiera de las

reivindicaciones 1-21.

29. Un hibridoma capaz de secretar un anticuerpo monoclonal anti-hPG segin una

cualquiera de las reivindicaciones 1-21.

30. El hibridoma de la reivindicacién 29 seleccionado del grupo que consiste en:
43B9G11, WE5H2G7, 6BSB11C10, 20D2C3G2, 1B4A11D11, 1B6A11F2,
1B11E4B11, 1C10D3B9, 1D8F5B3, 1E1C7B4, 2B4C8CS8, 2B11E6G4, 2C6C3C7,
2H9F4B7, 1E9A4A4, 1E9DIB6, 1C8D10FS, 1A7C3F1 1, 1B3B4F11, 1C11F5ES,
IFT1F5E10, 1IF11F5G9, y 1A11F2C9.

31. E hibridoma de la reivindicacién 29, que se selecciona del grupo que
consiste en: 43B9G11, WESH2G7, 1B4A11D11, 1B6A11F2, 1B11E4B11,
1D8F5B3, 1E1C7B4, 2B4C8C8, 2B11E6G4, 2HOF4B7, 1E9A4A4, 1C8D10FS,
IA7C3F11, 1IC11F5ES, 1F11FSE10, 1F11F5G9, y 1AT1F2C9.

32. El hibridoma de la reivindicacién 29, que se selecciona del grupo que
consiste en: IB4A11D11, IB6A11F2, 1B11E4B11, 2B4C8C8, 2B11E6G4, y
1E9A4A4.

33. Un método para obtener un anticuerpo monoclonal anti-hPG que comprende:

(a) cultivar un hibridoma de 1a reivindicacién 29 bajo condiciones adecuadas y
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(b) recuperar el anticuerpo monoclonal anti-hPG del medio de cultivo o de las

células de hibridoma.

34. Un método para tratar cancer colorrectal que comprende administrar a un
sujeto una cantidad de un anticuerpo monoclonal anti-hPG humanizado

neutralizante eficaz para tratar el cancer colorrectal.

35. El método de la reivindicacién 34 en el que el anticuerpo monoclonal anti-
hPG neutralizante compite para la unién con un anticuerpo monoclonal anti-hPG
que se puede obtener de un hibridoma seleccionado del Zrupo que consiste en:
43B9G11, WESH2G7, 6B5B11C10, 20D2C3G2, 1B4A11DI11, 1B6A1 1F2,
IB11E4B11, 1C10D3B9, 1D8F5B3, 1E1C7B4, 2B4C8C8, 2B1 1E6G4, 2C6C3(C7,
2HI9F4B7, 1E9A4A4, 1E9DIB6, 1C8D10FS5, 1A7C3F11, 1B3B4F11, 1IC11F5ES,
IF11FSE10, 1F11F5G9, y 1A11F2C9.

36. El método de la reivindicacién 34 en el que el anticuerpo monoclonal anti-
hPG neutralizante tiene CDR correspondientes en secuencia a las CDR de un
anticuerpo monoclonal anti-hPG seleccionado del grupo que consiste en: anti-
hPG MADbI, anti-hPG MAb2, anti-hPG MAb3, anti-hPG MADb4, anti-hPG MAbS,
anti-hPG MAb6, anti-hPG MAb7, anti-hPG MADS, anti-hPG MADB9, anti-hPG
MADI10, anti-hPG MAb11, anti-hPG MAb12, anti-hPG MADb13, anti-hPG MADb15,
anti-hPG MAb16, anti-hPG MAb17, anti-hPG MAb18, anti-hPG MAD19, anti-
hPG MADB20, anti-hPG MAb21, anti-hPG MAb22v, o anti-hPG MAb23.

37. Un método para inhibir la proliferacién de células de tumor colorrectal, que
comprende exponer las células de tumor colorrectal a un anticuerpo monoclonal

anti-hPG neutralizante.

38. El método de la reivindicacién 37 en el que el anticuerpo monoclonal anti-
hPG neutralizante compite para la unién con un anticuerpo monoclonal anti-hPG
que se puede obtener de un hibridoma seleccionado del grupo que consiste en:
43B9G11, WESH2G7, 6B5B11C10, 20D2C3G2, 1B4A11D11, 1B6A1 1F2,
1BI1E4B11, 1C10D3B9, 1D8F5B3, 1E1C7B4, 2B4C8CS, 2B1 1E6G4, 2C6C3C7,
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1E9A4A4, 1E9D9B6, 1C8DI10FS, 1A7C3F11, 1B3B4F11, 1C1 1FSES,
1F11FSE1L0, IF11F5G9, y 1A11F2C9.

39. El método de la reivindicacién 37 en el que el anticuerpo monoclonal anti-
hPG neutralizante tiene CDR correspondientes en secuencia a las CDR de un
anticuerpo monoclonal anti-hPG seleccionado del 8rupo que consiste en: anti-
hPG MAbDI, anti-hPG MAb2, anti-hPG MABb3, anti-hPG MAb4, anti-hPG MADbS,
anti-hPG MADb6, anti-hPG MADb7, anti-hPG MAbS, anti-hPG MAD9, anti-hPG
MAbI10, anti-hPG MAb11, anti-hPG MAbI12, anti-hPG MAD13, anti-hPG MAb15,
anti-hPG MAb16, anti-hPG MAb17, anti-hPG MAD1S, anti-hPG MAb19, anti-
hPG MADB20, anti-hPG MAb21, anti-hPG MADB22, o anti-hPG MAbB23.

40. El método de la reivindicacién 37 que se realiza in vitro.
41. El método de la reivindicacion 37 que se realiza in vivo.

42. Un kit 0til para detectar hPG, que comprende un anticuerpo monoclonal anti-

hPG N-terminal segin la reivindicacién 2 Y un anticuerpo se une especificamente

~ auna region C-terminal de hPG.

43. El kit de la reivindicacién 42, en el que el anticuerpo que se une

especificamente a una region C-terminal de hPG es un anticuerpo policlonal.

44. Un kit util para detectar hPG, que comprende un anticuerpo monoclonal anti-
hPG C-terminal segtin la reivindicacién 9 Yy un anticuerpo se une especificamente

a una regién N-terminal de hPG.

45. El kit de la reivindicacién 44, en el que el anticuerpo que se une

especificamente a una region N-terminal de hPG es un anticuerpo policlonal.

46. Un método para diagnosticar cancer colorrectal en un sujeto, que comprende
cuantificar la cantidad de progastrina en una muestra de suero del sujeto usando al
menos un anticuerpo monoclonal segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-
15, en el que la cantidad de progastrina en un intervalo de aproximadamente 20 g

400 pM es indicativa de cancer colorrectal.
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47. Un método para seleccionar un paciente adecuado para terapia anti-hPG, que
comprende cuantificar la cantidad de progastrina en una muestra de suero de un
paciente con cancer colorrectal, usando al menos un anticuerpo monoclonal segiin
una cualquiera de las reivindicaciones 1-15, en el que una cantidad de
progastrina en un intervalo de aproximadamente 20 a 400 pM es indicativa de

idoneidad para terapia anti-hPG.

48. Un método para monitorizar la eficacia de un tratamiento de cancer
colorrectal, que comprende cuantificar el nivel de progastrina en sangre de un
sujeto que se esta tratando para cancer colorrectal, en funcién del tiempo, usando
al menos un anticuerpo monoclonal segiin una cualquiera de las reivindicaciones
1-15, en ¢l que una disminucién dependiente del tiempo del nivel de progastrina

en el suero del paciente indica que el tratamiento es eficaz.

49. Un método para inhibir una cascada de transduccion de la sefial dependiente
de progastrina en una célula, que comprende exponer una célula que secreta hPG
a una cantidad de un anticuerpo monoclonal anti-PG neutralizante eficaz para

inhibir la transduccion de la sefial dependiente de progastrina.
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ANEXO No. 3

RESUMEN Y EXTRACTO PARA PUBLICACION

ANTICUERPOS MONOCLONALES FRENTE A PROGASTRINA Y SUS USOS

BIOREALITES, INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE MEDICALE y
CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
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RESUMEN DE LA DESCRIPCION

La presente descripcion est4 dirigida a anticuerpos monoclonales de progastrina, a
fragmentos de éstos, a composiciones que comprenden anticuerpos monoclonales
5 de progastrina y a métodos para preparar y usar los anticuerpos monoclonales de
progastrina y composiciones de éstos. La presente descripcion esté dirigida a
m¢étodos para tratar céncer colorrectal con anticuerpos monoclonales de
progastrina y a composiciones que comprenden anticuerpos monoclonales de
progastrina o fragmentos de éstos. La presente descripcion esta dirigida ademas a
10 métodos que comprenden la deteccién de progastrina, incluyendo métodos para
diagnosticar céncer colorrectal y métodos para monitorizar la eficacia de terapia

anti-cancerosa en sujetos que padecen cancer colorrectal.

15984628 BUSINESS

1H
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ANEXO No. 4

INFORMACION DE LOS INVENTORES

ANTICUERPOS MONOCLONALES FRENTE A PROGASTRINA'Y SUS USOS

BIOREALITES, INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE MEDICALE y
CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

Los inventores son los siguientes:

Inventor / Cedente Domiicilio
Julie PANNEQUIN 13 rue Henri Barbusse 34200 Séte (Francia)
Laure BOUDIER 9 Lieu-dit Chamoiroux 03270 Busset (Francia)
Dominique JOUBERT 10 rue Gabriel Peri 34200 Séte (Francia)
Frédéric HOLLANDE 9 rue des Capries 34790 Gabrels (Francia)
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ANTICUERPOS MONOCLONALES FRENTE A PROGASTRINA Y SUS USOS

BIOREALITES, INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE MEDICALE y
CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
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For receiving Office use 0nly smee—

PCT pcT/eP 2010/ 0063 2.9

International Application No. :

REQUEST 150CT 2010 € 15 10.10 )

Internationdl Filing Date

The undersigned requests that the present RO/ EP

international application be processed
according to the Patent Cooperation Treaty. Name of receiving Office and “PCT International Application”

Applicant’s or agent’s file reference
(if desired) (12 characters maximum) N.111981

Box No. I TITLE OF INVENTION
MONOCLONAL ANTIBODIES TO PROGASTRIN AND THEIR USES

Box No. I}  APPLICANT ' [:l ‘This person is also inventor

Name and address: (Family name followed by given name; foralegal entity, full official designarion. | Telephone No.
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this
Bax isthe applicant's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.)

BIOREALITES S.A. Facsimile No,

2040 Avenue du Pere Soulas

34 000 Montpelier Applicant’sregistration No. withthe Office
France

E-mail authorization: Marking one of the check-boxes below authorizes the receiving Office, the Intemational Searchin g Authority, the |
International Bureau and the International Preliminary Examining Authority to use the e-mail address indicated in this Box to send,
notifications issued in respect of this fnternational application to that e-mail address if those offices are willing to do so.

[ as advance copies followed by paper notifications; or ] exclusively in electronic form (no paper notifications will be sent).

E-mail address:
State (that is, country) of nationality:

State (that is, country) of residence:

FR
This person is applicant all designated all designated States except the United States the States indicated in
for th% purPcsespof: D States & & the Un i%ed States of Amegca of America only D the Supplemental Box

Box No. IlI  FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (F URTHER) INVENTOR(S)

g Further applicants and/or (further) inventors are indicated on a continuation sheet.
Box No. IV AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

The person identified below is hereby/has been appointed to act on behalf N7 commen
: d on agent representative

of the applicant(s) before the competent International Authorities as:
Name and address: (Family name followed by given name; Jora legal entity, full official designation. Telephone No.

The actdress must include postal code and name of countiy) +44 20 3077 8 600
SARAH E ROQUES Facsimile No.
J-A KEMP & CO. +44 20 7242 8932
14 South Square —
G ray' s Inn Agent’sregistration No. withthe Office
London
WC1R 5JJ

g Office, the International Searching Authority, the

E-mail authorization: Marking one of the check-boxes below anthorizes the receivin t
International Bureau and the International Preliminary Examining Authorigr to use the e-mail address indicated in this Box to send,
notifications issued in respect of this international application to that e-mail address if those offices are willing to do so.

[ as advance copies followed by paper notifications; or [T exclusively in electronic form (no paper notifications will be sent).

E-mail address:

D Address for correspondence: Mark this check-box where no agent or common representative is/has been appointed and the
space above is used instead to indicate a special address to whic comrespondence should be sent.

Form PCT/R0/101 (first sheet) (January 2010) * See Notes 1o the request form
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SheetNo. ...2...

BoxNo. Il FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (F URTHER) INVENTOR(S)

If none of the following sub-boxes is used, this sheet should not be included in the request.

Name and address: (Family name followed bygivenname: foralegal entity, fill official designation. i is:
The address must include postal code and name of country, The country of the address indicated in this This person is:

Bax is the applicant’s State (that is, country) of residence ifno State of residence is indicated below.) D applicant only

PANNEQUIN, Julie < . ,

13 rue Henri Barbusse applicant and inventor
inventor only (If this check-box

34200 Sete D is marked, do n£ fill in below.)

France

Applicant’sregistration No. withthe Office

State (that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence;

g the United States D the States indicated in

This person is applicant all designated all designated States except
4 g D & 7 ; of America only the Supplemental Box

for the purposes of* States the United States of America

Name and address: (Famtlyname followed by given narme; Jor alegalentity, full official designation. | This person is:

The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this
Baxistheapplicant’s State (that is, countryy) of residence ifno State of residence i.s: indicated below,) D applicant only

BOUDIER, Laure ‘ - ) .

Batiment 0, Appartment 69 epplicant and inventor
Residence "Les Jardins du Pere Soulas" [ jiyentor only ,ff,f,j’f:ﬁ ,-‘,f’iif;’,’,fj‘

76 Rue de St Priest

34090 MOntpe”er’ France Applicant’sregistration No, withthe Office

State (that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence:

This person is applicant all designated all designated States except | the United States the States indicated in
for th}:: purposespgf': D States D the United States of Amegca M of America only D the Supplemental Box

Name and address; (Family name followed by given name; foralegalentity, full official designation. | This person is:
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this

Box is the applicant’s State (lhat Is, country) of residence if'no State of residence is indicated below.} D applicant only

JOUBERT, Dominique - . .

10 rue Gabriel Peri | applicant and inventor
inventor only (if this check-box

34200 Sete D is marked, do not fill in below.,)

France
Applicant’s registration No, withthe Office

State (that is, country) of nationality: IS:tﬁe (that is, country) of residence:

This person is applicant all designated all designated States except 7] the United States the States indicated in
for the purposes of; D States D the Uni%ed States of Amegca of America only the Supplemental Box

Name and address: (Family name, Jollowed by given name; for alegal entity, full official designation. i is:
The address must inc:'ug: postal code and name of canntry. The counitry of the address indicated in this This person is:
Box is the applicant’s State (that is, country) of residence if no State ofresidenceisindicated below.} D applicant only
HOLLANDE, Frederic licant and invont.
63 chemin de la Deridiere Al apphean "“]‘ ;‘)’:” "c’h iy
inventor only (If this check-box
34270 Les Matelles D is marked, do not fill in below.)
France :
Applicant’sregistration No. with the Office

State (that is, couniry) of natidnality: State (that is, country) of residence:
FR FR

‘This person is applicant all designated all designated States except 7] the United States the States indicated in
e $ D & & M of America only D the Supplemental Box

for the purposes of: States the United States of America

D Further applicants and/or (further) inventors are indicated on another continuation sheet.

Form PCT/RO/101 (continuation sheet) (January 2010) See Notes to the request form
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Box No.IIl FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)

If none of the following sub-boxes is used, this sheet should not be included in the request.

Name and address: (Family name followed by given name; Joralegalentity, full official designation. | This person is:
The coumtry of the address indicated in this

The address must include postal code and name of country.
Box is the applicant’s State (ihatis, country} of residence ifno State of residence is indicated below.} applicant only
INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA [ eppticant and
RECHERCHE MEDICALE (INSERM) cpplomtan (‘;V:"t“’ o

: : inventor only (If this check-box
;gé 5l' Z?:de. T%bigc 13 E] is marked, do not fill in below.)

ans cedex
France Applicant’s registration No. withthe Office
State (that is, counnry) of nationality: . State (that is, countiy) of residence:
FR FR
Thi i licant all designated all designated States except the United Statx the States indicated i
forlfhge}r)?lor;c;:easpgf:wan D Stateess ignate E: the I?rsllx%cpda §tates oefs Ae;‘rf:gca ofeAmrgrieca onl;s D th: Supgfege:-nc!:leBc:Q
Name and address: (Family name follawed by given name; for alegal entity, full official designation. | This person is:
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this
Boxis the applicant’s State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below,) applicant only
CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE [ ] epplicant and invent
ican mventor
SCIENTIFIQUE (CNRS) °pP toronly (s e
. : inventor only iis check-box
'(:337'27‘)5'2 Se':ar%Mdegle‘ig Rue M'Chel'Ange D is marked, do not fill in below,)
- ars cedaex

France Applicant’s registration No. with the Office

State (that is, country) of nationality: lS:’tle%e {that is. country) of residence:

This person is applicant all designated [ all designated States except the United States the States indicated in
for th% purposespgf: D States the Uni%:d States of Amegca of America only D the Supplemental Box

Name and address; (Family name followed by given name; for a legal entity, furll aofficial designation. | This person is:
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this
Box is the applicant's State (that is, country) of residence ifno State of residence is indicated below,) D applicant only

D applicant and inventor

D inventor only (f this check-box
is marked, do not fill in below.)

Applicant’s registration No. withthe Office

State {that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence:

This person is applicant all designated all designated States except the United States the States indicated in
for the purposes of: D States D the Um%:d States of Amer?ca of America only D the Supplemental Box

Name and address: (Family nante followed by given name; fora legal entity, full official designation. | This is:
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this 15 person Is:
Box s the applicant’s State (thatis, country) of residence ifno State of residence is indicated below.) D applicant only

D applicant and inventor

l:l inventor only (If this checle-box
is marked, do not fill in below.)

Applicant’s registration No. with the Office

State (that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence:

This person is applicant all designated all designated States except the United States the States indicated in
for th% purposespgf; D States &na D the Um%cnd States of America of America only the Supplemental Box

D Further applicants and/or (further) inventors are indicated on another continuation sheet.

Form PCT/R0/101 (continuation sheet) (January 2010) See Notes to the request form
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Supplemental Box

1/ the Supplemental Box is notused, this sheet should not be included in the reguest.

W
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(ii})

()

v

1f. in any of the Boxes, except Boxes Nos. VIII(D) to (v)for which
aspecial continuation box is provided, the spaceis insufficient
tofurnishallthe information: in suchcase, write “Continuation
of Box No....” (indicate the number of the Box) andfurnish the
information in the same manner as required according o the
captions of the Box in which the space was Insyfficient, in
particular:

if more than one person is to be indicated as applicant and/or
inventor and no “continuation sheet” is available: in such
case, write “Continuation of Box No. Il and indicate  for each
additional person the same ppe of information as required in
Box No. Ill. The country of the address indicated in this Box is
the applicant’s State (that is, country) of residence ifno State of
residence is indicated below;

i in Box No. I or in any of the sub-boxes of Box No. IlT, the
indication “the States indicated in the Supplemental Box" is
checked: insuch case, write “Continuation of Box No. Il or
“Continuation of Box No. 1" or “Continuation of Boxes No. Il
and No. Il (as the case may be), indicate the name of the
applicani(s)invoived and, next to (each) such name, the State(s)
(andlor, where applicable, ARIPO, Ewrasian, European or
OAPI patent) for the purposes of which the named person is
applicant;

ifl in Box No, Il or in any of the sub-boxes of Box No. Ill, the
inventor or the inventor/applicant is not inventor Jor the
purposes of all designated States or for the purposes of the
United States of America: in such case, write “C: ontinuation
of Box No. II'" or “Continuation of Box No. III” or
“Continuation of Boxes No. I and No. IlI” (as the case may
be), indicate the name of the inventor(s) and, next to (each)
such name, the State(s) (and/or, where applicable, ARIPO,
Eurasian, European or OAPI patent) for the purposes of which
the named person is irventor;

if, in addition to the agent(s) indicated in Box No. ] V, there are
Jurther agents: in such case, write “Continuation of
Box No. IV” and indicate for each further agent the same type
of information as required in Box No. I v;

i in Box No. VI, there are more than three earlier applications
whose priority is claimed: in such case, write "Continuation

of Box No. VI” and indicate for each additional earlier
application the same type of information as required
in Box No. VI

If the applicant intends to make an indication of the wish that

the international application be treated. in certain designated
States, as anapplication for a patent of addition, certificate of
addition, inventor’s certificate of addition or utility certificale

of addition: in such case, write the name or two-letter code of
each designated State concerned and the indication “patentof
addition,” “certificate of addition,” “inventor’s certificate of
addition” or “utility certificate of addition, " the number of the

parent application or parent patent or other parent grant and
the date of grant of the parent patent or other parent grant or
the date of filing of the parent application (Rules 4.11(a)(3)

and 49bis. 1(a) or (b))

if the applicant intends to make an indication of the wish that
the international application be treated, in the United States of
America, as a continuation or continuation-in-part of an
earlier application: in such case, write “United States of
America” or “US” and the indication “continuation” or
“continuation-in-part” and the number and the  filing date of
the parent application (Rules 4.1 1(@)fii) and 49bis.1{d)).

If the agpplicant wishes to request the receiving Office or the
International Bureau to obtain-a priorily document from a
digital library but that document is only held in a digital
library in connection with another application which also
relied upon that priority document o support a priority claim
{ond unless that digital library is 10 be accessed through the
Digital Access Service for Priority Documents), in such cases
write “Continuation of Box No. VI, indicate  for each earlier
application concernedthe same Ype ofinformationasrequired
in Box No. VI and indicate the number under which the
application is stored (and, if known, the digital library

concerned) (Section 716(a)(ii).

Continuation of Box [V

SENIOR, Alan Murray; AYERS, Martyn Lewis
Stanley; WOODS, Geoffrey Corlett: SEXTON, Jane
Helen; NICHOLLS, Michael John; WEBB, Andrew
John; KEEN, Celia Mary; PRICE, Nigel John King;
LEEMING, John Gerard; DUCKWORTH, Timothy
John; MCCLUSKIE, Gail Wilson: WRIGHT, Simon
Mark; SMITH, Samuel Leonard; BENSON, John
Everett; CAMPBELL, Patrick John;
MERRYWEATHER, Colin Henry; BENTHAM,
Andrew; ROQUES, Sarah Elizabeth; SRINIVASAN,
Ravi Chandran; TYSON, Robin Edward; ROBERTS,
Mark Peter; TUXWORTH, Pamela Mary; JACKSON,
Martin Peter; SIMONS, Amanda Louise; HOPKIN,
Tobias John Buxton; POWER, David; FORD, Hazel;
CURRAN, Sally Ann; RAYNOR, Stuart Andrew;
CHAPMAN, Lee Phillip; GARLICK, Laura Joanna;
SILCOCK, Peter James: PERKINS, Janet Frances;
GREHAN, Kieron; FORSYTHE; Dominic; CHEWTER,
Jennifer Alison; ROBERTS, Joanne Nicola;
TURBERVILLE, Simon:; O'BRIEN, Dominic Paul;
LEWIS, Graham Matthew; MILTON, Christopher
John; HILL, Matthew Ross of: J.A. KEMP & CO., 14
South Square, Gray's Inn, London, WC1R 5JJ, United

Kingdom.
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Box No.V  DESIGNATIONS

The filing of this request constitutes under Rule 4.9(a) the designation of all Contracting States bound by the PCT on the international
filing date, for the grant of every kind of protection available and, where applicable, for the grant of both regional and national patents.

However,
D DE Germany is not designated for any kind of national protection

D JP Japan is not designated for any kind of national protection

D KR Republic of Korea is not designated for any kind of national protection

(The check-boxes above may only be used 1o exclude (irrevocably) the designations concerned if, atthe time of filing or subsequently under
Rule 26bis. 1, the international application contains in Box No. VI a priority claim to an earlier national application filed in the particular
State concerned, in order to avoid the ceasing of the effect, under the national law, of this earlier national application.)

Box No. VI PRIORITY CLAIM

The priority of the following earlier application(s) is hereby claimed:

Filing date Number Where earlier application is:
of earlier application of earlier application n e
(day/mon;t)lf/year) national application:| yegiopal application: linternational application:
country or Member | epional Office receiving Office
of WTO

item (1) 61/252,625 us

16 October 2009
item (2)
item (3)

The International Bureau is requested to obtain from a digital library, a certified copy of the earlier application(s) (if the earlier

application(s) is available to it from a digital library) identified above as:*
D all items D item (1) L—_] item (2) D item (3) D other, see Supplemental Box

D The receiving Office is requested to prepare and transmit to the International Bureau a certified copy of the earlier application(s)
(if the earlier application(s) was filed with the Office which Jor the purposes of this international application is the receiving
Office) or to obtain a certified copy of the earlier application(s) from a digital library and transmit a copy of it to the International
Bureau (if the earlier application(s) is available to the receiving Office from a digital library), identified above as:*

[ anitems [1 item t) 1 item 2 [ item 3 ] other, see Supplemental Box
pplication(s) isnotstored ina digital library under the number ofthe earlierapplicationindicated
application which also claims priority from it, indicate that number in the

D Further priority claims are indicated in the Supplemental Box.

*  Where the certified copy oftheearliera
above but under the application number of another

supplemental sheet (item 4).

Restore the right of priority: the receiving Office is requested to restore the right of priority for the earlier application(s) identified
). (See also the Notes to Box No. VI; further

above or in the Supplemental Box as item(s) (_
information must be provided to support a request to restore the right of priority.)

Incorporation by reference: where an element of the international application referred to in Article 11(1)(iii)}(d) or (¢) or a part of
the description, claims or drawings referred to in Rule 20.5(a) is not otherwise contained in this international application but is
completely contained in an earlier application whose priority is claimed on the date on which one or more elements referred to in
Article 11(1)(iii) were first received by the receiving Office, that element or part is, subject to confirmation under Rule 20.6,
incorporated by reference in this international application for the purposes of Rule 20.6.

Box No. VII. INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Choice of International Searching Authority (ISA) (if more than one International Searching Authority is competent to carry out the
international search, indicate the Authority chosen; the two-letter code may be used):

isas ER.....

Form PCT/RO/101 (second sheet) (January 2010) See Notes to the request_form
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SheetNo. ..6....
Box No.IX  CHECK LIST for PAPER filings - this sheet is only to be used when filing an international application on PAPER
This international application Number This international application is accompanied by the Number
contains the following: of sheets | following item(s) (mark the applicable check-boxes below of items
and indicate in right column the number of each item):
@ }r’eg}ll‘flitot?lr(r)nl 1. B fee calculation sheet . ...........................
(including any 2. O original separate power of attorney ................
declarations and 0 orici
supplemental 3. original general power of attorney ................. :
sheets)..............oolll : 61 4.7 copy of general power of attorney; reference
MUMBEL: Lttt s
(b) description
{excluding any 5.0 statement explaining lack of signature..............
Tisti . e s
;thuz;l:;els e 6. L1 priority document(s) identified in Box No. VI
description, BSHEm(S) ..ot e e
see(f), below)...........LL L. 95 28] 7.0 Translation of intemational application into
(language): ... ... 0o,
(c) claims .......... e, + X
8. [ separate indications conceming deposited
() abstract. .o.ooovoennnnn ., 1 microorganism or other biological material. ... ... ... :
. . 9. copy in electronic form (Annex C/ST.25 text file) on
(¢) drawings (ifany) ............ 33 physical data carrier(s) of the sequence listing, not forming
L. partofthe international application, which is furnished only
(f) sequence listing for the purposes of international search under Rule 13fer
part of the . (type and number of physical data carriers) 1 disk , | . .
description (ifany)........... 37 et e e et e, :
10. B astatement confirming that “the information
recorded in electronic form submitted under
i Rule 13fer is identical to the sequence listing
Total number of shects : 179 as contained in the international application”
asfiledonpaper. ............. ... ... ... ..
11. [ copy ofresults of earlier search(es) (Rule 124is.1(a)) ..
12. B4 other (specify:Letter L
Figure of the drawings which Language of filing of the English
should accompany the abstract; international application: 9
BoxNo.X  SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE
Next io each signature, indicate the name of the person signing and the capacity in which the person signs (if such capacily is ot obvious from reading the reguest),
&éw_ﬁ)ﬁw
ROQUES, Sarah Elizabeth

1. Date of actual receipt of the purported
international application:

For receiving Office use only

15 OCT 2010

2. Drawings:

(15.10.10 )

3. Corrected date of actual receipt due to later but
timely received papers or drawings completing
the purported international application:

IE received:

4. Date of timely receipt of the required
corrections under PCT Article 11(2):

D not received:

5. International Searching Authority
(if two or more are competent):

ISA/

Transmittal of search copy delayed
until search fee is paid

6.]:]

Date of receipt of the record copy
by the International Bureau:

For International Bureau use only

Form PCT/RO/101 (last sheet — paper) (January 201 0

See Notes 1o the request form




Para uso de la Oficina receptora Gnicamenfe mu————

PCT PCT/EP 20107 00673 2.8

Solicitud internacional N®

PETITORIO 150CT 2010 ( 15. 10 10 )

Fecha de presentacién internacional

El abajo firmante pide que la presente solicitud RO / EP
internacional sea tramitada con arréglo al Tratado de . L )
Cooperacién en materia de Patentes. Nombre de la Oficina receptora y “Solicitud internacional PCT”

Referencia al expediente del solicitante o del mandatario (si se deseq)
{como mdximo, 12 caracteres) N.111981

Recuadro N°T TiTULO DE LA INVENCION

ANTICUERPOS MONOCLONALES FRENTE A PROGASTRINA Y SUS USOS

Recuadro N°II SOLICITANTE D Esta persona también es inventor.

Nombre y direccién: (apellido seguido del nombre; si se trata de una persona jurtdica, la |N° de teléfono
designacion oficial completa. En la direccion deben figurar el cidigo postal y ef nombre del pais.
El pals de la direccion indicada en esle recuadro es el Estado de domicilio del solicitante si no se
indica mds ubajo el Estado de domicilio.)

BIOREALITES S.A. : Ne de facsimil
2040 Avenue du Pere Soulas
34 000 Montpelier

Francia

Ne de registro del soficitante en la Oficina

Autorizacidn a ufilizar el correo-e. Al marcar una de las casillas que figuran abajo sc autoriza a la Oficina receptora, la Administracién de
bisqueda internacional, la Oficina Intemacional y la Administracion de examen preliminar internacional antil 1zar la direccidn de correo-e que
se indica en este recuadro para enviar notificaciones relativas a la presente solicitud internacional, si dichas oficinas asi o desean

€oIno copias previas por via electrénica seguidas de las [ por correo clecteénico exclusivamente (no se enviard ninguna
notificactones en papel o, notificacién en papel)
Direccibn de correo-e:
Estado de nacionalidad (nombre del Estado): Estado de domicilio (nombre del Estado):
FR R
Esta persona es D {odos los Estados todos los Estados designados salvo [:] los Estados Unidos de los Estados indicados en
solicitante para: designados £ los Estados Unidos de América Amgrica Unicamente ¢l recuadro suplementatio

Recuadro NI OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

Los demas solicitantes y/o (dem4s) inventores se indican en una hoja de continuacién.
Recuadro N'IV. MANDATARIO O REPRESENTANTE COMUN; O DIRECCION PARA LA CORRESPONDENCIA

La persona abajo identificada se nombra/ha sido nombrada para actuar en nombre del/ . D .
de los solicitante(s) ante las administraciones internacionales competentes como: N mandatario representante comiin

Nombre y direccion: l({apel[ido seguidoldel m;mbre; sidse trata ((lle una persona juridica, la | N° de teléfono
lesignacion oficial ¢ ta. B la direccion deb ! cGdi tal
& ;%:;mbrz (‘)!{ Ic;) a{;}mp eta. K ladireccion deben figurar el codigo posta +44 20 3077 8600

?QRP“;\S;PRS?S&J ES N° de facsimil

i ) +44 20 7242 8932
14 South Square
Gray's Inn Ne de registro del mandatario en la Oficina
London WC1R 5JJ

Autorizacién a utilizar el correc-e, Al marcar una de fas casillas que figuran abajo se avtoriza a fa Oficina receptora, fa Administracion de

busqueda internacional, la Oficina Internacional y la Administracion de examen preliminar internacional a utilizar la dircecién de correo-e que

se indica en este recuadro para enviar notificaciones relativas a la presente solicitud internacional, si dichas oficinas asi lo desean

[] como capias previas por via clectrénica seguidas de las [[] por correo electrénico exclusivamente (no se enviard ninguna
notificaciones en papel o, notificacién en papel}

Direccién de correo-e;

D Direccion para la correspondencia; marquese esta casilla cuando no sc nombre/se haya nombrado ningdin mandatario o representante
comun y el espacio de arriba se utilice en su Jugar para indicar una direccion especial a la que deba enviarse Ia correspondencia.

Formulario PCT/RO/101 (primera hoja) (cnero de 2010) Ver las Notas al formulario del petitorio
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Recuadro N°IH  OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

Si no se ha de utilizar ninguno de estos subrecuadros, esta hoja no debe ser incluida en el petitorio.

Noinbre y direccién: (apellido seguido del nombre; si se trata de una persona juridica, la | Esta persona es:
designacion oficial completa. Enla direccion deben figurar el cédigo postaly el nombre del pais. . .
El pals de la direccidn indicada en este recnadro es el Estudo de domicilio del solicitante si no se D solicitante Ginicamente
indica mds abajo el Estado de domicilio.)

. % . . .
PANNEQUIN, Julie solicitante e inventor
13 rue Henri Barbusse D inventor tinicamente (s se marca esta
34200 Sete casilly, no se debe rellenar In que sigue,)
Francia N® de registro del solicitante en la Oficina
Estado de nacionalidad (nombre del Estado): Estado de domicilio (nombre del Estado):
FR FR
Esta persona es D todos los Estados D todos los Estados designados salvo los Estados Unidos de los Estados indicados en
solicitante para: designados los Estados Unidos de América Z>J América Unicamente ef recuadro suplementario

Nombre y direccidn: (apeliido seguida del nombre; si se trata de una persona juridica, la | Esta persona es:
designacion oficial completa. En la direccin deben figurar el cédigo postaly el nombre del pals. . .
El pals de la direccidn indicada en este recadre es el Estado (es decir, pals) de domicilio del D solicitante Gnicamente
solicitante si no se indica mds abajo el Estado de domicilio,)

BOUDIER, Laure DX solicitante e inventor

Batiment 0, Appartment 69 D inventor tnicamente (i se marca esta
Residence "Les Jardins du Pere Soulas” casilla, no se debe rellenar lo que sigue.)
76 Rue de St Priest Ne de registro del solicitante en fa Oficina
34090 Montpelier, Francia

Estado de nacionalidad (mombre del Estado): Estado de domicilio (rombre del Estado):

Esia persona es todos los Estados D todos los Estados designados salve los Estados Unidos de los Estados indicados en
solicitante para: designados los Estados Unidos de América £ América tnicamente el recuadro suplementario
Nombre y direccion: (apellido seguido del nombre; si se trata de una persona juridica, la | Esta persona es:

designacion oficial completa. En la direccidn deben figurar el cédigo postal y el nonbre del pais. .. L.

Ll pais de la diveccién indicada en este recuadro es el Estado de donticilio del solicitante si no se D solicitante unicamnente

indica mds abajo el Estado de domicilio.) -

JOUBERT, Dominique X solicitante ¢ inventor

10 rue Gabriel Peri inventor Ginicamente (si se marca esta | .
34200 Sete casilla. no se debe rellenar io gue sigue.)
Francia Ne de registra del solicitante en la Oficina
fﬁsﬁdo de nacionalidad (nombre del Estudo): EFS'lﬁlo de domicilio (rombre del Estado):

Esta persona es todos los Estados [:] todos los Estados designados sulvo los Estados Unidos de fos Estados indicados en
solicitante para: designados los Estados Unidos de América ZNI América tnicaments el recuadro suplementario

Nombre y direccion: (apellido seguido del nombre; si se trata de una persona juridica, fa | Esta persona es:
designacion oficial complete. En la direccion deben figurar el codigo postal ¥ el nombre del pais. . .
Ll pais de la direccion indicada en este recuadro es el Estado de domicilio del solicitante si no se D solicitanie Gnicamente
indica mds abajo el Estado de domicilio,)

HOLLANDE, Frederic [Z solicitante e inventor

63 chemin de la Deridiere inventor Gnicamente (si se marca esta
casilla, no se debe rellenar lo que signe,

34270 Les Matelles L1 cai o e derefnr o g s

i N* de registro del solicitante en la Oficina
rancia

Estado de nacionalidad (rombre del Estado): Estado de domicilio (nombre del Estado):

FR R

Esta persona es todos los Estados D todos los Estados designados salvo ’V los Estados Unidos de los Estados indicados en

solicitante para: designados los Estados Unidos de América N América (micamente cl recuadro suplementario

D Los demis solicitantes y/o (demds) inventores se indican en otra hoja de continuacion.

Formulario PCT/RO/101 (hoja de continuacién) (enero de 2010) Ver las Notas al formulario del petitorio

14295



‘Recuadro N°HI  OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

Si no se ba de utilizar ninguno de estos subrecuadros, esta hoja no debe ser incluida en el petitorio.

Nombre y direccion: (apeflido seguido del nombre; si se trata de una persona juridica, la | Esta persona es:
designacion oficial completa. En la direccidn deben figurar el cédigo postal y el nombre del pas. V. .
El pais de lu direccidn indicada en este recuadro es el Estado de dowmicilio del solicitante si o se }A solicitante Gnicamente
indica mds abajo el Estado de domicilio.)

INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA [] solicitante ¢ inventor
RECHERCHE MEDICALE (INSERM) D inventor (nicamente (5i se marca esta
101 rue de Tolbiac casilla, no se debe rellenar lo que sigue.)
75654 Paris Cedex 13 Ne de registro del solicitante en la Oficina
Francia

I}E:S}t:%do de nacionalidad (nombre del Estado): I?;jtﬁl{do de domicilio fnombre del Estado):

ESt? persona s D todos los Estados )V todos los Estados designados salvoe los Estados Unidos de los Estados indicados en
solicitante para: designados "~ KOAI os Estados Unidos de América América imicainente el recuadro suplementario

Nombre y direccion: (apellido seguido del nombre; si se trata de una persona juridica, fa | Esta persona es:
designacion oficial completa. En lu direccién deben figurar el ¢édigo postal y el nombre del pals. L. .
Ll pals de Ia direccidn indicada en este recuadro es el Estado (es decir, pals) de domicilio del solicitante Gnicamente
solicitante si no se indica mds abaja el Estado de domicilio.)

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE [ ] solicitante ¢ inventor
SCIENTIFIQUE (CN RS) D inventor Gnicamente (i se arca esta
Ca mpus Gerard-Me Qi e. 3 Rue Michel-An ge casilla, no se debe rellenar lo que sigue,)
s

F-75794 Paris Cedex 16 . Ne de registro del solicitante en la Oficina
Francia

Estado de nacionalidad (nombre del Estado): Estado de domicilio (nombre del Estado):

FR R
Est_a persona es todos los Estados W todos los Estados designados salvo los Estados Unidos de los Estados indicados en
solicitante para: designados /2 los Estados Unidos de América América anicamente ¢l recuadro suplementario

Nombre y direccion: (apelfido seguido del nombre: st se trata de wna persona juridica, Ja | Esta persona ¢s:
designacion oficial completa. En la diveccion deben figurar el cidigo postal y el nombre del pais. .. L.
El pais de la direccién indicada en este recuadro es el Estado de domicilio del solicitante si no se D solicitante Ginicamente
indica mds abajo el Estado de domicilio.)

D solicitante ¢ inventor

D inventor Unicamente (si se marca esta
casilla, no se debe rellenar lo que sigue.)

Ne de registro del solicitante en la Oficina

Estado de nacionalidad (rombre del Estado): Estado de domicilio (nombre dei Estado):
Esta persona es todos fos Estados D todos los Estados designados salvo los Estados Unidos de los Estados indicados en
solicitante para: designados los Estados Unidos de América América Unicamente ¢l recuadro suplementario

Nombre y direccidn: (apeflido seguido del nombre; si se trata de una persona juridica, la | Esta persona es:
designacion oficial completa. En la direccion deben figurar el cédigo postal y el nombre def pais, | . .
El pals de la direccion indicada en este recuadro es el Estado de domicilio del solicitante si no se D solicitante Gnicamente
indica mas abajo el Estado de domicilio.)

D solicitante e inventor

D inventor Gmicamentc (si se marca esta
casilla, no se debe rellenar lo que sigue.)

N" de registro def solicitante en la Oficina

Estado de nacionalidad (nombre del Estado): Estado de domicilio (nombre del Estadoy:
Esta persona es todos los Estados D tados los Estados designados satvo los Estados Unidos de los Estados indicados en
solicitante para: designados los Estados Unidos de América América (nicamente ¢l recuadro suplementario

D Los demés solicitantes y/o {(demas) inventores se indican en otra hoja de continuacion.

Formulario PCT/RO/101 (hoja de continuacién) (enera de 2010) Ver las Notas al formulario del petitorio
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HojaN> ..

4.

Recuadrosuplementario  Si no se utilizase el recuadro suplementario, no serd necesario incluir esta hoja en el petitorio.

1. Sicualquiera de los recuadros, excepto los Recuadros N VIILi)

av), paralos que se incluye un recuadro de continuacion especial,
no bastase para contener todas las informaciones:  escribir
“continuacion del Recuadro N° .." [indicar el mimero del
recuadra] y proporcionar las informaciones segiin las
instrucciones facilitadas en el recuadro en que el espacio era
insyficiente, en particular:

i) sihay mds de una persona como solicitante y/o inventor y no se
cuenta con una “hoja de continuacion”: escribir “continuacion
del Recuadro N° I y proporcionar para cada persona
suplementaria el mismo tipo de informaciones que las solicitadas
en el Recuadro N° IlI. El pals de la direccién indicada en este
recuadro es el Estado (es decir, pals) de domicilio del solicitante
si no se indica mds abajo el Estado de domicilio;

i) si, enel Recuadro N° I 0 en los subrecuadros del Recuadro N° 1,

se ha marcado la casilla “los Estados indicados en el recuadro
suplementario”. escribir “continuacion del Recuadro N° 1] o
“continuacion del Rectadro N° III" o “continuacion de los
Recuadros N* Il y HI” (segiin proceda), indicar el nombre del
solicitante o solicitantes en cuestiony, al lado de cada nombre, el
Estado o Estados (0 patente ARIPO, euroasidfica, enropea o de
la OAPL en su caso) para los que sea solicitante la persona
mencionaday

i) i, en el Recuadro N° Il 0 en cualgquiera de los subrecuadros del
Recuadro N* 11I, ¢l inventor o el solicitante e inventor no es
inventor a los fines de todos los Estados designados o de los
Estados Unidos de América:  escribir “continuacion del
Recuadro N° II” o “continuacién del Recuadro N° IIl” o
“continuacicn de los Recuadros N> I y ITII” (segiin proceda);
indicar el nombre del inventor o inveniores y, of lado de cada
nombre, el Estado o Estados (o patente ARIPO, euroasidtica,
enropea o de la O4APL, en su caso} para los que sea invenior la
persona mencionada;

i) si ademds del mandatario o mandatarios indicados en el
Recuadro N° 1V, hubiese mandatarios adicionales: escribir
“continuacion del Recuadro N° IV y proporcionar para cada
mandatario adicional el mismo tipo de informaciones que las
que se solicitan en el Recuadro N° 1;

V) si, enel Recuadro N° VI, se reivindica lu priaridad de mids de tres
solicitudes anteriores:  escribir “continuacion del
Recuadro N* VI y proporeionar para cada solicitud anterior
suplementaria el mismo tipo de informaciones que las solicitadas
en el Recuadro N° VI,

2. Sielsolicitante desea gue su solicitud internacional sea ratada,
en ciertos Estados designados, como wia solicitud de patente de
adicion, de certificado de adicion, de certificado de inventor de
adicion o de certificado de utilidad de adicion: en este caso,
escribir el nombre o el cédigo de dos letras de cada Estado
designado en cuestion acompafiado de lo mencién “patente de
adicidn”, “certificado de adicidn”, “certificado de inventor de
adicidn” o “certificado de utilidad de adicién”, el niimero del
titulo principal o de la solicitud principal, ast como la fecha de
concesion del titulo principal o de presentacion de la solicitd
principal (Reglas 4.11.a)i) y 49bis.1.a) 0 b)).

3. Siel solicitante desea que su solicitud internacional sea tratada,
en los Estados Unidos de América, como wna “continuacion’o
“continuacion en parte” de una solicitud anterior: en este caso,
escribir “Estados Unidos de América” o "US” acompaiiado de
la mencion “continnacion” o “continuacidn en parte” ast como
el mimero y la fecha de preseniacion de la solicitud principal
(Reglas 4.11.a)ii) y 49bis.1.d)).

4. Siel solicitante desea pedir a la Oficina receptora o a la Oficina
Internacionad que se procuren el documento de prioridad enuna
Liblioteca digital, pero dicho documento solamente se halla en
una biblioteca digital en relacion con atra solicitud de patente
que se basa en este mismo documento de prioridad para
reivindicar una prioridad (a menos que se pueda acceder a la
biblioteca digital por medio del servicie de acceso digital a
documentos de prioridad), deberd indicar “confinuacién del
Recuadro N° V1", precisar para cadn una de las solicitudes
anteriores el tipo de informacién vequerida en el Recuadro A Vi,
¢ indicar el mimero bujo o cudl figwa la solicitud (y a ser
posible, de qué biblioteca digital se trata) (Instruccion 716.0)ii)).

Continuacion del Recuadro N° |V

SENIOR, Alan Murray; AYERS, Martyn Lewis
Stanley; WOQDS, Geoffrey Corlett; SEXTON, Jane
Helen; NICHOLLS, Michael John, WEBB, Andrew
John; KEEN, Celia Mary; PRICE, Nigel John King;
LEEMING, John Gerard; DUCKWORTH, Timothy
John; MCCLUSKIE, Gail Wilson; WRIGHT, Simon
Mark; SMITH, Samuel Leonard; BENSON, John
Everett; CAMPBELL, Patrick John;
MERRYWEATHER, Colin Henry; BENTHAM,
Andrew; ROQUES, Sarah Elizabeth; SRINIVASAN,
Ravi Chandran; TYSON, Robin Edward:
ROBERTS, Mark Peter; TUXWORTH, Pamela
Mary; JACKSON, Martin Peter; SIMONS, Amanda
Louise; HOPKIN, Tobias John Buxton; POWER,
David; FORD, Hazel; CURRAN, Sally Ann;
RAYNOR, Stuart Andrew; CHAPMAN, Lee Phillip;
GARLICK, Laura Joanna; SILCOCK, Peter James;
PERKINS, Janet Frances; GREHAN, Kieron;
FORSYTHE, Dominic; CHEWTER, Jennifer Alison;
ROBERTS, Joanne Nicola; TURBERVILLE, Simon;
O'BRIEN, Dominic Paul; LEWIS, Graham Matthew;
MILTON, Christopher John; HILL, Matthew Ross,
de J.A. KEMP & CO., 14 South Square, Gray's Inn,
London, WC1R 5JJ, Reino Unido.

Formulario PCT/RO/101 (hoja suplementaria) (enero de 2010)

Ver las Notas al formulario del petitorio
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HojaNe ...5. ..

Recuadro N*V  DESIGNACIONES

Segiin Ia Regla 4.9.a), la presentacion de este petitorio constituye Ia designacién de todos los Estados contratantes vineulados porel PCT
enlafechade presentacion intemacional aefectos de todo tipo de proteccion disponible y, cuando proceda, de la concesion tanto de patentes
regionales como de patentes nacionales.
Sin embargo,

DE Alemania no se designa para ningin tipo de proteccién nacional

JP Japén no se designa para ningdn tipo de proteccién nacional
D KR Repiiblica de Corea no se designa para ningin tipo de proteccién nacional

(Se puede utilizar las casillas de arriba para excluir (de manera irrevocable) las designaciones en cuestion, a condicién de que la
solicitud internacional, en la fecha de presentacion o ulleriormente segin la Regla 26bis.1, reivindigue en el Recuadro N° VI la
prioridad de una solicitud nacional anterior presentada en el Estade en cuestion, para evitar que, en virtud de la ley nacional, cesen
los efectos de esta solicitud anterior).

RecuadroN° VI REIVINDICACION DE PRIORIDAD

Se reivindica la prioridad de las siguientes solicitudes anteriores:

Si la solicitud antetior es:

Fecha de presentacion de la Namero de la - - —— -
solicitud anterior solicitud anterior solicitud nacional: solicitud regional: | solicitud internacional:

(dic/nes/aRio) pais o miembro de la OMC Oficina regional Oficina receptora

Punto (1)
16 de octubre 2009 | 61/252,625 us

Punto (2)

Punto (3)

D En ef recuadro suplementario se inchiyen reivindicaciones de prioridad adicionales

Se pide a la Oficina Internacional que se procure en una biblioteca digital una copia certificada de la o las solicitudes anteriores (si
la Oficina Interacional tiene acceso 4 esta o estas solicitudes en una biblioteca digitaly indicadas abajo como*

D todos los puntos D Punto (1) D Punto (2) D Punto (3) D otros, ver recuadro suplementario

SepidealaOficina receptoraque prepare y transmita a la Oficina Interacionaluna copia certificada de la o las solicitudes anteriores
(si esta o estas solicitudes han sido presentadas en la Oficina que, a los fines de osta solicitud intermacional, es la Oficina receptora)
o que obtenga una copia certificada de fa o las solicitudes anterioves en una biblioteca digital y latransmita a la Oficina Internacional
(si la Oficina receptora tiene acceso a esta o estas solicitudes en una biblioteca digital), indicadas abajo, como*

D todos los puntos D Punto (1) D Punto (2) D Punto (3) E] otros, ver recuadro suplementario

¥ silacopia certificada de la o Ins solicitudes anteriores no se halla en una biblioteca digital bajo el ntitmero de la solicitud anterior arriba
indicada, sino bajo el nimero de ofra solicitud que reivindica la misma prioridad, indicar ese ntimero en la hoja suplementaria
(Punto 4).

Restaurar el derecho de priorvidad: se solicita a la Oficina receptora que restaure el derecho de prioridad respecto a la(s) solicitud(es)
anlerior(es) indicada(s) més arriba o en el recuadro suplementario como punto(s): ( ). (Véanse también las
Notas del Recuadro N° VI; se dardn informaciones mds amplias que apoyen la peticion de restanracion del derecho de prioridad).

Incorporacidn por referencia: cuando un elemento de la solicitud internacional mencionado en el Articulo 11.1 )iii)d) o ¢) o una parte
de la descripcion, de las reivindicaciones o de Jos dibujos mencionada en Ia Regla 20.5.4) no esté contenido en otro lugar en esta solicitud
internacional pero figura integramente en una solicitud anterior cuya prioridad se reivindica en la fecha en la que uno o varios elementos
mencionados en ef Artfculo 11.1)iii) fueron recibidos inicialmente por la Oficina receptora, esc elemento o esa parte, a reserva de
confitmacién segln la Regla 20.6, se incorporard por referencia en esta solicitud internacional a los efectos de la Regla 20.6.

Recuadro N° VI ADMINISTRACION ENCARGADA DE LA BGSQUEDA INTERNACIONAL

Eleccién de la Administracién encargada de Ia bisqueda internacional (st mds de una Administracion encargada de lu blisqueda internacional
es compeienie para efectuar la biisqueda infernacional, indiquese ef nombre de la Adwinistracién elegida; se puede utilizar el cadigo de dos letras):

ISAJBR . o

Formulario PCT/RO/101 (segunda hoja) (enero de 2010) . Ver las Notas al formulario del petitorio
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Haoja N®

RecuadroN*IX LISTA DE VERIFICACION para las presentaciones en PAPEL - esta hoja se emplea exclusivamente para las|
solicitudes internacionales presentadas en PAPEL

La presente solicitud internacional va acompaiiada del(los)
siguiente(s) documento(s) (marcar las casillas que procedan e
indicar en la columna de la derecha el nimero de cada documento):

Numero de
documentos

hojade cdlculodetasas ........................... :
poder separado original .............. ... ... ... :
poder general original . ............... e :

copia del poder general; nimero de referencia: ... .....

................................................

declaracién explicativa de la ausenciade firma ......... :

documento(s) de prioridad identificado(s) en el
Recuadro N° VI como punto o puntos . ................ :

traduccion de 1a solicitud internacional al
Gdioma) : ..o i e :

indicaciones separadas relativas a microorganismos
depositados o a otro material biolégico ............... :

copia en formato elecirénico (Anexo C/ST. 25, formato
texto,) con soportes lagicos de la lista de secuencias que

no forma parte de Ja solicitud internacional, entregada
tnicamente a los fines de Ia bisqueda internacional en
virtud de la Regla 13fer (indicar el tipo y el nimero de
soportes logicos) 1 disco, . .. o L,

...............................................

una declaracion confirmando que “la informacién
registrada en formato electrénico en virtud de la
Regla 137¢res idéntica a la lista de secuencias tal como

se presentd en papel en lasolicitud internacional™ ... .. ... . :
copia de fos resultados de bisquedas anteriores

Reglal2bis.da)) . ..ooov e :
otros (especifiquese). Garta, ... ... ... . s

La presente solicitud internacional Nimero
contiene lo siguiente: de hojas
. L.
a) petitorio (PCT/RO/101)
(incluidas las hojas 2.0
de declaracx§11 y 3.0
suplementarias) ............. 6
4.0
b) descripcién {exceptuando
la parte de la descripcion
X 5.0
reservada a la lista de
secuencias 6.1
(vesse elpunto Dinfra) ....... 95
¢c) reivindicaciones ............. 7|7 =
d) resumen ............. PO : 11 8.0
) dibujos {ensucaso) .......... .33 9. K
f) parte de la descripcion
reservada a la lista
de secuencias
(enSUCaso)......ocouvu... 37
10. ¥
Ndmero total de hojas: 179
1. [
12K
Figura de los dibujos que
debe acompaitar el resumen:

Idioma de presentacién de la
solicitud internacional:

inglés

Recuadro N°X  FIRMA DEL SOLICITANTE, DEL MANDATARIO O DEL REPRESENTANTE COMOUN
Junto a cada firma, indicar el nombre del firmante y su calidad (si tal calidad no es obvia al leer el pelitorio).

{firma]

ROQUES, Sarah Elizabeth

1. Fecha efectiva de recepeion de la
pretendida solicitud inlernacional:

Para uso de la Oficina receptora tinicamente

15 0CT 2010

2. Dibujos:

(15.10.10
10 10 ) [Z] recibidos:

completen la pretendida solicitud internacional:

3. Fecha efectiva de recepcion, rectificada en razén de la recepcion
ulterior, pero dentro de plazo, de documentos o de dibujos que

4. Fecha de recepeion, dentro de plazo, de las correcciones
requeridas segin el Articulo 11.2) def PCT;

D no recibidos:

5. Administracitn encargada de la bisqueda internacional
especificada por el solicitante: ISA /

6. D Transmision de la copia para la
blisqueda diferida hasta que se pague la
tasa de busqueda.

Fecha de recepeion del ejemptar original
por la Oficina Internacional:

Para uso de la Oficina Internacional Gnicamente

Formulario PCT/RO/101 (iiltima hoja — papel) (enero de 2010)

Ver las Notas al formulario del petitorio

125



ANEXO No. 6

COPIA DE LA PUBLICACION DE LA OMPI EN INGLES

ANTICUERPOS MONOCLONALES FRENTE A PROGASTRINA Y SUS USOS

BIOREALITES, INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE MEDICALE y
CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

120



(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property Organization

International Bureau
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(54) Title: MONOCLONAL ANTIBODIES TO PROGASTRIN AND THEIR USES

(S7) Abstract: The present disclosure is directed to progastrin monoclonal antibodies, fragments thereof, compositions compris-
ing progastrin monoclonal antibodies, and methods of making and using progastrin monoclonal antibodies and compositions
thereof. The present disclosure is directed to methods of treating colorectal cancer with progastrin monoclonal antibodies and
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MONOCLONAL ANTIBODIES TO PROGASTRIN AND THEIR USES

1. CROSS REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS
[0001] This application claims the benefit under 35 U.S.C. § 119(e) of provisional
application no. 61/252,625, filed October 16, 2009, the contents of all which are

incorporated herein by reference in their entirety.

2.  STATEMENT REGARDING FEDERALLY SPONSORED RESEARCH
[0002] None.

3. PARTIES TO A JOINT RESEARCH AGREEMENT
[0003) None.

4. REFERENCE TO SEQUENCE LISTING, TABLE OR COMPUTER
PROGRAM

[0004] A Sequence Listing is included herewith.

5. FIELD OF INVENTION
[0005] The present disclosure is directed to, among other things, monoclonal antibodies
to progastrin, compositions and methods for making such antibodies, and methods of

using such antibodies, for example in the diagnosis and/or treatment of colorectal cancer.

6. BACKGROUND

[0006] Colorectal Cancer (CRC) is a major public health issue, affecting more than
1,000,000 people each year and accounting for more than 500,000 deaths each year.
CRC is the second leading cause of death due to cancer. In the United States alone, for
2009, approximately 147,000 new cases and over 49,900 deaths due to CRC were
reported. There are three forms of CRC: sporadic CRC; hereditary non-polyposis colon
cancer (HNPCC), caused by germline mutations in DNA mismatch repair genes; and
familial adenomatous polyposis (FAP), due to germline mutations in the APC gene.
Sporadic CRC accounts for nearly 85% of cases, while HNPCC accounts for about 5%
and FAP accounts for about 1% (Heyer ef al., 1999, Oncogene 18:5325-5333).

[0007] Clinical management of CRC typically involves surgical resection of tumors often
accompanied by chemotherapy. Presently, about 50% of CRC patients die within five

years of diagnosis. The lack of reliable screening tests and the ineffectiveness of
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER see Form PCT/ISA/220
N.111981 ACTION as well as, where applicable, item 5 below.
International application No. International filing date (day/month/year) (Earliest) Priority Date (day/month/year)
PCT/EP2010/006329 15/10/2010 16/10/2009
Applicant

BIOREALITES 8.A.S.

This international search report has been prepared by this International Searching Authority and is transmitted to the applicant
according to Article 18. A copy is being transmitted to the International Bureau.

This international search report consists of a total of 9 sheets.
itis also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Basis of the report
a. Withregard to the language, the international search was carried out on the basis of:

the international application in the language in which it was filed

D atranslation of the international application into , Which is the language
of a translation furnished for the purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 )

This intemational search report has been establishad taking into account the rectification of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43.6bis(a)).

2. Certain claims were found unsearchable (See Box No. i1}

3.

e []
c. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, see Box No. |.
Unity of invention is lacking (see Box No 1)

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

5. With regard to the abstract,

the text is approved as submitted by the applicant

l:l the text has been established, according to Rule 38.2(b), 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.
D as suggested by the applicant
D as selected by this Authority, because the applicant failed to suggest a figure
D as selected by this Authority, because this figure better characterizes the invention

b. none of the figures is to be published with the abstract

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (July 2009)
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International application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT | POT/EP2010/006329

Box No. | Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.b of the first sheet)

1. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and necessary to the claimed
invention, the international search was carried out on the basis of:

a. .(means)

on paper
in electronic form

in the international application as filed
together with the intemational application in electronic form
D subsequently to this Authority for the purpose of search

2. D In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table relating thereto has been filed
or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

3. Additional comments:

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 2009) ,{



International application No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2010/006329
BoxNo.ll  Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

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

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

2. D Claims Nos.:
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such

an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. l:l 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. il  Observations where unity of invention is facking (Continuation of item 3 of first sheet)

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

see additional sheet

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

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

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

4, No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned jn 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.

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

m No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCTASA/210 (continuation of first sheet (2)) (April 2005) /’ 5?3




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/EP2010/006329

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

INV. CO7K16/26 A61K39/395
ADD.

A61P35/00

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

B. FIELDS SEARCHED

CO7K ABIK A61P

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbaols)

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

Electronic data base consulted during the intemational search (name of data base and, where practical, search terms used)

EPO-Internal, BIOSIS, EMBASE, WPI Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

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

Relevant to claim No.

GRIMES STEPHEN [US])

Y the whole document
in particular, pages 3-4

X WO 2006/032980 A1 (APHTON CORP [US];
30 March 2006 (2006-03-30)

1,2,7,9,
14,22,
23,29,
33,34
3-6,8,
10-13,
15"219
24-28,
30-32,
35,36,
38,39,
42-48

Further documents are listed in the continuation of Box C,

See patent family annex.

* 8peoial categories of cited documents -

"A" document defining the general state of the art which is not
considered to be of particular relevance

"E" earlier document but published on or after the intemnational
filing date

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

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or
other means

*P" document published prior to the international filing date but
later than the priority date claimed

T* later document published after the intemational filing date
or priority date and notin conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the
invention

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

Y* document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu-
m?}r:ts, such combination being obvious to a person skilled
inthe art.

'&" dosument member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

16 May 2011

Date of mailing of the intemational search report

2070572011

Name and mailing address of the ISA/

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswik

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Pérez-Mato, Isabel

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2005)
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International application No

PCT/EP2010/006329

C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category*

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

Relevant to claim No.

X

WO 2007/135542 A2 (INST NAT SANTE RECH MED
[FR]; CENTRE NAT RECH SCIENT [FR]; UNIV
MONTPE) 29 November 2007 (2007-11-29)

- the whole document

in particular, pages 13-14

WO 2008/076454 A1 (UNIV TEXAS [US])

26 June 2008 (2008-06-26)

the whole document

in particular pages 15 and 16

LARRICK J W ET AL: "POLYMERASE CHAIN
REACTION USING MIXED PRIMERS: CLONING OF
HUMAN MONOCLONAL ANTIBODY VARIABLE REGION
GENES FROM SINGLE HYBRIDOMA CELLS",
BIO/TECHNOLOGY, NATURE PUBLISHING CO. NEW
YORK, US,

vol. 7, 1 September 1989 (1989-09-01),
pages 934-938, XP000400715,

ISSN: 0733-222X, DOI:
DOI:10.1038/NBT0989-934

the whole document

LARRICK J W ET AL: "RAPID CLONING OF
REARRANGED IMMUNOGLOBULIN GENES FROM HUMAN
HYBRIDOMA CELLS USING MIXED PRIMERS AND
THE POLYMERASE CHAIN REACTION",
BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH
COMMUNICATIONS, ACADEMIC PRESS INC.
ORLANDO, FL, US,

vol. 160, no. 3, 15 May 1989 (1989-05-15),
pages 1250-1256, XPO00293053,

ISSN: 0006-291X

the whole document

TOLEIKIS L ET AL: "CLONING SINGLE-CHAIN
ANTIBODY FRAGMENTS (SCFV) FROM HYBRIDOMA
CELLS™,

METHODS IN MOLECULAR MEDICINE, HUMANA
PRESS, TOTOWA, NJ, US,

vol. 94, 1 January 2004 (2004-01-01),
pages 447-458, XP0O08045594,

ISSN: 1543-1894

the whole document

1,2,7,9,
14,22,
23,34,
37,40,49
3-6,8,
10-13,
15-21,
24-28,
30-32,
35,36,
38,39,
41-48

34,37

35,36,
38,39,41

24-28

24-28

24-28

Form PCT/ISA/210 {continuation of second sheet) (April 2005)

page 2 of 3
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C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

Y HORNBECK P ET AL: "Enzyme-Tlinked - 42-45
immunosorbent assays (ELISA)",

CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY,
WILEY,

vol. Chapter 11, 1 May 2001 (2001-05-01),
page UNITI11.2, XP002477297,

DOI: D0I:10.1002/0471142727.MB1102515

the whole document
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WO 2006032980 Al 30-03-2006 AU 2005286164 Al 30-03-2006
CA 2580965 Al 30-03-2006
CN 101048659 A 03-10-2007
EP 1794586 Al 13-06-2007
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JP 2009537627 T 29-10-2009
US 2010209426 Al 19-08-2010
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international Application No. PCT/ EP2010/ 006329

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCT/SA/ 210

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. claims: 1, 21, 26, 27(completely); 7, 16, 22-25, 28, 29,
33(partially)

directed to monoclonal antibodies that specifically bind
human progastrin, to compositions comprising these, to
polynucleotides and expression vectors encoding these, to
host cells transformed with said vectors, to hybridomas
producing these antibodies and to methods of producing the
antibodies using said hybridomas.

2. claims: 2, 42, 43(compietely); 7, 16, 22-25, 28, 29,
33(partially)

directed to monoclonal antibodies that specifically bind an
N-terminal region of human progastrin, to compositions
comprising these, to polynucleotides encoding these, to host
cells transformed with said polynucleotides, to hybridomas
producing these antibodies, to methods of producing the
antibodies using said hybridomas and to kits for detecting
human progastrin using said antibodies.

3. claims: 3-6, 8(completely); 7, 16, 17, 19, 22-25, 28-31, 33, 35,
36, 38, 39, 46-48(partially)

directed to monoclonal antibodies that specifically bind an
epitope of the N-terminal region of human progastrin
consisting of SEQ ID NO:25, to compositions comprising
these, to polynucleotides encoding these, to host cells
transformed with said polynucleotides, to hybridomas
producing these antibodies, to methods of producing the
antibodies using said hybridomas and to methods to treat or
diagnose colorectal cancer and to monitor treatment using

said antibodies.

4. claims: 9, 44, 45(completely); 14, 16, 22-25, 28, 29,
33(partially)

directed to monoclonal antibodies that specifically bind an
C-terminal region of human progastrin, to compositions
comprising these, to polynucleotides encoding these, to host
cells transformed with said polynucleotides, to hybridomas
producing these antibodies, to methods of producing the
antibodies using said hybridomas and to kits for detecting
human progastrin using said antibodies.

5. claims: 10-13, 15(completely); 14, 16, 18, 20, 22-25, 28-33, 35,
36, 38, 39, 46-48(partially)
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 210

directed to monoclonal antibodies that specifically bind an
epitope of the C-terminal region of human progastrin
consisting of SEQ ID N0:27, to compositions comprising
these, to polynucleotides encoding these, to host cells
transformed with said polynucleotides, to hybridomas
producing these antibodies, to methods of producing the
antibodies using said hybridomas and to methods to treat or
diagnose colorectal cancer and to monitor treatment using

said antibodies.

6. claims: 34(completely); 35, 36(partially)

directed to a method of treating colorectal cancer using a
humanized neutralizing anti-human progastrin antibody.

7. claims: 37, 40, 41(completely); 38, 39(partially)

directed to a method of inhibiting the proliferation of
colorectal tumor cells using a neutralizing anti-human
progastrin antibody.

8. claim: 49

directed to a method of inhibiting a progastrin-dependent
signal transduction cascade in a cell, using a neutralizing
anti-human progastrin antibody.
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES

PCT

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
(Articulo 18 y Reglas 43 y 44 del PCT)

Referencia del expediente del PARA CONTINUAR ver Formulario PCT/ISA/220 y, en su caso,
solicitante o del mandatario LA TRAMITACION el punto 5 de esta hoja.
N.111981 . ’
Solicitud internacional N° Fecha de presentacion internacional (dia/mes/aiio) Fecha de prioridad (la m4s antigua)
: (dia/mes/afio)
PCT/EP2010/006329 15/10/2010 16/10/20009.

Solicitante
BIOREALITES d.A.8,

El presente informe de biisqueda internacional, elaborado por'esta Administracién encargada de la biisqueda internacional, se transmite al
solicitante, conforme al Articulo 18. Se remite una copia del mismo a la Oficina Internacional. :

Este informe de bisqueda internacional comprende un total de_9 _ hojes. i
Se adjunta una copia de cada uno de los documentos del estado de Ia téenica citados en el informe.

1. Base del informe
a. En lo que se refiere al idioma, la biisqueda internacional se ha realizado sobre la base de:

E la solicitud en el idioma en el que se present6

(1 una traduccién de la solicitud al __* que es el idioma de la traduccién proporcionada a los fines de la
bisqueda internacional (Reglas 12.3.2) y 23.1.b))

v O _Este informe de bitsqueda intemacional se ha realizado teniendo en cuenta la rectificacitn de un error evidente autorizado por
- 0 notificado a esta Administracién segiin la Regla 91(Regla 43.6bis. a)).

c. E En lo que se refiere a las secuencias de nuclestidos y/o de aminoAcidos divalgadas en la solicitud intemacional ,
véase Recuadro I

2. O se estima que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de biisqueda (ver Recuadro IT),

3. Faita unidad de invencién (ver Recuadro III),

4. Con respecto al titulo,
el texto se aprucba segtin fue remitido por el solicitante,

O eltexto ha sido establecido por esta Administracién con la siguiente redaccion:

5. Con respecto al resumen ,
el texto se aprueba segin fue remitido por el solicitante.

O] el texto (reproducido en el Recuadro IV) ha sido establecido por esta Administracién de conformidad con Ia Regla 38.2).

El solicitante puede presentar observaciones a esta Administracién en el plazo de un mesa contar desde la fecha de
expedicién del presente informe de bisqueda internacional,

6. Con respecto a los dibujos,

3. 1afigura de los dibujos a publicar junto con el resumen es la Figixra N¢
[(]  propuesta por el solicitante.

[T]  propuesta por esta Administracién, por no haber propuesto el solicitante ninguna figura,
D propuesta por esta Administracién, por caracterizar mejor, esta figura, la invenci6n.

b. no debe publicarse ninguna figura.

Formulario PCT/ISA/210 (primera hoja) (Julio 2009)
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PCT/EP2010/006329

Recuadroe I Secuencia(s) de nucledtidos y/o de aminoseidos (continuacion del punto Lc de la primera hoja)

1. Enlo que se refiere a las secuencias de nucleétidos y/e de aminodcidos divulgadas en la solicitud intemacional y necesarias para la
invericién reivindicada, la biisqueda se ha llevado a cabo sobre la base de una lista de secuencias presentada o entregada:

a. Medios
en papel

Eﬂ en formato electrénico

b. Cuando

en la solicitud internacional tal y como se present6
[)-(_-l junto con la solicitud internacional en formato electrénico

[] posteriormente a esta Administracién a los fines de la biisqueda

2. 0

Ademds, en caso de que se haya presentado més de una versién o copia de una lista de secuencias se ha entregado la

declaracién requerida de que la informacién contenida en las copias subsiguientes o adicionales es idéntica a la de Ia
solicitud tal y como se presents o no va més all4 de lo presentado inicialmente.

3. Comentarios adicionales:

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja(1)) (Julio 2009)
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PCT/EP2010/606329

Recuadro IT Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de blisqueda {continuacién
del punte 2 de la primera hoja)

Este informe de bisqueda intemacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones segin el Articulo 17.2)a) por los
siguientes motivos:

1. O Las reivindicaciones N°*
se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracion no esté obligada a proceder a la blisqueda, a saber:

2. L1 Las reivindicaciones N*:
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una blsqueda provechosa, concretamente:

3. [ Lesreivindicaciones N*
son reivindicaciones dependientes y no estén redactadas de conformidad con los pérrafos segundo y tercero de la Regla 6.4.2).

Recuadro Il Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacién del punto 3 de 1a primera hoja)

La Administracién encargada de la bisqueda internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

Ver hoja suplementaria

1. [ﬂ Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
bisqueda de tipo internacional comprende todas Ias reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda,

2. [ pado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda podrfan serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracién no requirié el pago de tasas adicionales. :

3. 1 pado que tan s6lo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente

informe de bisqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones N*;

4. O Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de biisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones,
cubierta por las reivindicaciones N°%;

Indicacién en cuanto a la protesta [ se acompafio a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

Se acompafi6 a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero Ia tasa de protesta
aplicable no se pagé en el plazo establecido en el requerimiento.

El pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta,

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (2)) (abril 2005)
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Solicitud internacional N°

PCT/EP2010/006329

INV.
ADD.

A. CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD :
CO7K16/26

De acuefdo con la Clasificacién Internacional de Patentes (CIP) o segfin la clasificacién nacional y CIP,

A61K39/395  A61P35/60

B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacién seguido de los simbolos de clasificacién)

CO7K A61K A61P

Otra documentaci6n consultada, ademés de la documentacién minima, en la medida en que tales documentos formen parte de los sectores
comprendidos por la biisqueda

biisqueda utilizados)

Bases de datos electronicas consultadas durante Ia biisqueda internacional (nombre de l1a base de datos ¥, si es posible, términos de

EPO-Internal, BIOSIS, EMBASE, WPI Data

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria*

Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes Relevante para las

reivindicaciones N°

WO 2006/032980 A1 (APHTON CORP [US];
GRIMES STEPHEN [US])
de marzo 2006 (2006-03-30)

132;7393
14,22,
23,29,
33,34
3-6,8,
10-137 ~
15-21,
24-28,
30-32,
35,36,
38,39,
42-48

el documento completo
en particular paginas 3-4

R

En Ia continuacién del Recuadro C se relacionan otros documentos Los documentos de familias de patentes se indican en el

Anexo

cAR
“p»

uLn

wo»

«“pn

*  Categorfas especiales de documentos citados:

documento que define el estado general de la técnica no considerado
como particularmente relevante,

solicitud de patente o patente anterior pero publicada en Ia fecha de
presentacién intemnacional o en fecha posterior.

documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacion de "X
prioridad o que se cita para determinar la fecha de publicacién de otra

cita o por una razén especial {como la ind icada),

documento que se refiere a una divulgacion oral, a una utilizacién, a “Y”
una exposicién o a cualquier otro medio.

documento publicado antes de la fecha de presentacién internacional

pero con posterioridad a la fecha de prioridad reivindicada,

“T”  documento ulterior publicado con posterioridad 2 la fecha de
presentacion intemacional o de prioridad que no pertenece al
estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir la
comprensién del principio o teorfa que constituye la base de la
invencion,

documento particularmente relevante; la invencién reivindicada no
puede considerarse nueva o que implique una actividad inventiva
por referencia al documento aisladamente considerado,

documento particularmente relevante; la invencion reivindicada no
puede considerarse que implique una actividad inventiva cuando el
documento se asocia a ofro u otros documentos de la misma
naturaleza, cuya combinacién resulta evidente para un experto en
la materia.

“&”  documento que forma parfe de la misma familia de patentes.

Fecha €n que se ha concluido efectivamente la bisqueda internacional,

16 de mayo 2011

Fecha de expedicién del informe de bisqueda internacional

20/05/2011

basqueda internacional

Tel. (+31-70) 340-2040,
Fax: (+31-70) 340-3016

Nombre y direccién postal de la Administracién encargada de la

Funcionario autorizado

European Patent Office, P.B. 5818 Palentlaan 2 Pérez-Mato, Isabel

NL ~2280 HV Rifswijik

Formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (abril 2005)
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Solicitud internacional N°

PCT/EP2010/006329

C (continuaci6n).

DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Relevante para las

éNTIBODY FRAGMENTS (SCFV) FROM HYBRIDOMA
ELLS"

METHODS IN MOLECULAR MEDICINE, HUMANA
PRESS, TOTOWA, NJ, US, ’
vol. 94 1 de enerxo 2004 (2004-01-01)
péglnas 447-458, XP008045594

ISSN: 1543-1894

el documento completo

Categorfa* Documentos citados, con indicacion, si procede, de las partes relevantes
. reivindicaciones N°
X WO 20077135542 A2 (INST NAT SANTE RECH MED 1,2,7,9,
[FR]; CENTRE NAT RECH SCIENT [FRI: UNIV 14,22,
MONTPE) 29 de noviembre 2007 (2007-11-29) 23,34,
' 37,40,49
Y el documento completo ' 3-6,8,
en particular paginas 13-14 10-13,
15-21,
24-28,
30-32,
35,36,
38,39,
41-48
X WO 2008/076454 ALl (UNIV TEXAS fUS1) 34,37
26 de junio 2008 (2008-06-26)
Y. el documento completo 356,36,
en particular paginas 15 y 16 38,39,41
Y LARRICK J W ET AL: "POLYMERASE CHAIN 24-28
REACTION USING MIXED PRIMERS: CLONING OF
HUMAN MONOCLONAL ANTIBODY VARIABLE REGION
GENES FROM SINGLE HYBRIDOMA CELLS",
BI0/TECHNOLOGY, NATURE PUBLISHING CO NEW
YORK, US.
vol. 7, 1 de septiembre 1989 .({1989-09-01)
paginas’ 934-938, XPOOO400715,
183N: 0733-222X, DOI
DOI:10. 1038/NBT0989 934
el documento completo
I LARRICK J W ET AL: "RAPID CLONING OF 24-28
REARRANGED IMMUNOGLOBULIN. GENES FROM HUMAN
HYBRIDOMA CELLS USING MIXED PRIMERS AND
THE POLYMERASE CHAIN REACTION®,
~BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH
COMMUNICATIONS, ACADEMIC PRESS INC.
ORLANDO, FL, US,
vol. 160, no.. 3, 15 de mayo 1989 (1989-05-15)
paginas 1250~ 1256 Xp000293053,
ISSN: 0006-291X
el documento completo
Y TOLEIKIS L ET AL: "CLONING SINGLE-CHAIN 24-28

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la segunda hoja) (abril 2005)
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.INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud intemacional N°
PCT/EP2010/006329
C (continuacién). DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES
Categoria* Documentos citados, con indicacién, si procede, e las partes relevantes Relevante para las
reivindicaciones N°
Y HORNBECK P ET AL: "“Enzyme-linked ' 42-45

imunosorbent assays (ELISA)",
CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY,
WILEY
vol. Capitulo 11,1 de mayo 2001 (2007-05-01)
 pagina UNIT11.2, XP002477297, :

DOI: DOI:10.1002/0471142727.MB1162515
el documento completo

-----

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la segunda hoja) (abril 2005)
pagina 3 de 3
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Informacién relativa a miembros de familias de patentes

Solicitud internacional N°

PCT/EP2016/006329
D e e ovda o e e e o e
WO 2006032980 Al  30-03-2006 AU 2005286164 Al 30-03-2006
CA 2580965 Al 30-03-2006
CN 101048659 A 03-10-2007
Ep 1794586 Al 13-06-2007
JP 2008513536 T 01-05-2008
KR 20070100236 A 10-10-2607
WO 2007135542 A2 29-11-2007 AU 2007252986 Al 29-11-2007
CA 2652768 Al 29-11-2007
CN 101460196 A 17-06-2009
EP 2040753 A2 01-04-2009
JP 2009537627 T 29-10-2009
| US 2010209426 Al 19-08~2010
WO 2008076454 Al  26-06-2008 US 2008187577 Al 07-08-20608

T et W MG SO Sk ¢ W D R S O SN WM G0 T Y Y A S MS Ve W W N S Ak G R e e U B W A B S B WA S e T B e A e et el W e e e e B

Formulario PCT/ISA/210 (anexo_familia de patentes)(abrif 2006)
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INFORMACION ADICIONAL CONTINUACION DE PCT/ISA/210

Esta Autoridad de Busqueda Internacional encontrd maltiples (grupos de) invenciones en esta
solicitud internacional como sigue:

1. reivindicaciones: 1, 21, 26, 27 (completamente); 7, 16, 22-25, 28, 29, 33
(parcialmente)

dirigidas a anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a la progastrina
humana, a composiciones que comprenden éstos, a polinucle6tidos y vectores de
expresidn que codifican éstos, a células huésped transformadas con dichos
vectores, a hibridomas que producen estos anticuerpos y a métodos para producir
los anticuerpos usando dichos hibridomas.

2. reivindicaciones: 2, 42, 43 (completamente); 7, 16, 22-25, 28, 29, 33 (parcialmente)

dirigidas a anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a una regiéon N-
terminal de la progastrina humana, a composiciones que comprenden éstos, a
polinucleétidos que codifican éstos, a células huésped transformadas con dichos
polinucleétidos, a hibridomas que producen estos anticuerpos, a métodos para
producir los anticuerpos usando dichos hibridomas y a kits para detectar
progastrina humana usando dichos anticuerpos.

3. reivindicaciones: 3-6, 8 (completamente); 7, 16, 17, 19, 22-25, 28-31, 33, 35, 36, 38,
39, 46-48 (parcialmente)

dirigidas a anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a un epitopo de
la region N-terminal de la progastrina humana que consiste en SEQ ID NO: 25, a
composiciones que comprenden éstos, a polinucledtidos que codifican éstos, a
células huésped transformadas con dichos polinucleétidos, a hibridomas que
producen estos anticuerpos, a métodos para producir los anticuerpos usando dichos
hibridomas y a métodos para tratar o diagnosticar cdncer colorrectal y para
monitorizar el tratamiento usando dichos anticuerpos.

4. reivindicaciones: 9, 44, 45 (complétamente); 14, 16, 22-25, 28, 29, 33 (parcialmente)

dirigidas a anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a una regién C-
terminal de la progastrina humana, a composiciones que comprenden éstos, a
polinucledtidos que codifican éstos, a células huésped transformadas con dichos
polinucledtidos, a hibridomas que producen estos anticuerpos, a métodos para
producir los anticuerpos usando dichos hibridomas y a kits para detectar
progastrina humana usando dichos anticuerpos.

5. reivindicaciones: 10-13, 15 (completamente); 14, 16, 18, 20, 22-25, 28-33, 35, 36,
38, 39, 46-48 (parcialmente)
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INFORMACION ADICIONAL CONTINUACION DE PCT/ISA/210

dirigidas a anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a un epitopo de
la regién C-terminal de la progastrina humana que consiste en SEQ ID NO: 27, a
composiciones que comprenden éstos, a polinucledtidos que codifican éstos, a
células huésped transformadas con dichos polinucledtidos, a hibridomas que
producen estos anticuerpos, a métodos para producir los anticuerpos usando dichos
hibridomas y a métodos para tratar o diagnosticar cancer colorrectal y para
monitorizar e] tratamiento usando dichos anticuerpos.

6. reivindicaciones: 34 (completamente); 35, 36 (parcialmente)

dirigidas a un método para tratar céncer colorrectal usando un anticuerpo anti-
progastrina humana humanizado neutralizante.

- -

7. reivindicaciones: 37, 40, 41 (completamente); 38, 39 (parcialmente)

dirigidas a un método para inhibir la proliferacién de células de tumor colorrectal
usando un anticuerpo anti-progastrina humana neutralizante.

8. reivindicacion: 49

dirigida a un método para inhibir una cascada de transduccién de la sefial
dependiente de progastrina en una célula, usando un anticuerpo anti-progastrina
humana neutralizante.

10O




ANEXO No. 8

OTROS DOCUMENTOS OMPI EN INGLES Y ESPANOL

. ANTICUERPOS MONOCLONALES FRENTE A PROGASTRINA Y SUS USOS
BIOREALITES, INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE MEDICALE y
CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
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- WO 2011/045080
PATENT COOPERATION TREATY PCT/EP2010/006329

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT

FIRST NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF ROQUES. Sarah E
THE COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL ] AQKemb o
APPLICATION (TO DESIGNATED OFFICES WHICH 14 South Square,

DO NOT APPLY THE 30 MONTH TIME LIMIT Graysinn
ondaon
UNDER ARTICLE 22(1)) P A

(PCT Rule 47.1(c))

Date of mailing (day/month/year)
19 May 2011 (19.05.2011)

Applicant's or agent's file reference

N.111981 IMPORTANT NOTICE
International application No, International filing date (day/monthiyear) Priority date (day/month/year)
PCT/EP2010/006329 15 October 2010 (15.10.2010) 16 October 2009 (16.10.2009)
Applicant

BIOREALITES S.A.S. et al

1. ATTENTION: For any designated Office(s), for which the time limit under Article 22(1), as in force from 1 April 2002 530 months
from the priority date), does apply, please see Form PCT/IB/308(Second and Supplementary Notice) (to be issued promptly after the

expiration of 28 months from the priority date).

2. Notice is hereby given that the following designated Office(s), for which the time limit under Article 22(1), as in force from 1 April
2002, does not i{)ply, has/have requested that the cormunication of the international application, as provided for in Article 20, be
effected under Rule 93bis.1. The International Bureau has effected that communication on the date indicated below:

21 April 2011 (21.04.2011)

None
In accordance with Rule 47.1(c-bis)(i), those Offices will accept the present notice as conclusive evidence that the communication of
the international application has duly taken place on the date of mailing indicated above and no copy of the international application
1s required to be furnished by the applicant to the designated Office(s).
3. The following designated Offices, for which the time limit under Article 22(1), as in force from 1 April 2002, does not apply, have
nofi requelstegd,bas at the time of mailing of the present notice, that the communication of the international application be effected
under Rule 93bis.1 :

LU, TZ, UG
In accordance with Rule 47.1(c-bis)(ii), those Offices accept the present notice as conclusive evidence that the Contracting State for
which that Office acts as a designated Office does not require the furnishing, under Article 22, by the applicant of a copy of the
international application.

4. TIME LIMITS for entry into the national phase
For the designated Office(s) listed above, and unless a demand for international preliminary examination has been filed before the
expiration of 19 months from the priority date (see Article 39(1)), the applicable time limit for entering the national phase will,
subject to what is said in the following paragraph, be 20 MONTHS from the priority date.

In practice, time limits other than the 20-month time limit will continue to apply, for various periods of time, in respect of certain
of the designated Offices listed above. For regular updates on the applicable time limits (20 or 21 months, or other time lumtﬁ,
Office by Office, refer to the PCT Gazette, the PCT Newsleiter and the PCT Applicant’s Guide, Volume II, National Chapters, a

available from WIPO’s Internet site, at http:/Awww.wipo.int/pet/en/index. html.
It is the applicant's sole responsibility to monitor all these time limits.

The International Bureau of WIPQ Authorized officer

34, chemin des Colombettes .
1211 Geneva 20, Switzerland Yolaine Cussac

Facsimile No. +41 22 338 82 70 e-mail: pt05.pet@wipo.int

Form PCT/IB/308(First Notice) (January 2004)
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES WO 2011/045080
PCT/EP2010/006329

Emisor : la OFICINA INTERNACIONAL

PCT Destinatario :

PRIMERA NOTIFICACION INFORMANDO AL ROQUES, Sarah E.
SOLICITANTE DE LA COMUNICACION DE LA J.A. Kemp & Co.
SOLICITUD INTERNACIONAL(A LAS OFICINAS 14 South Square,

DESIGNADAS A LAS QUE NO APLICA EL PLAZO DE Gray's Inn
30 MESES SEGUN EL ARTICULO 22.1) London WCAR 544
REINO UNIDO

(regla 47.1.c) del PCT)

Fecha de emision (dia/mes/aiio
19 de mayo 2011 (18.05.2011)

Referencia del expediente del solicitante o del representante NOTIFICACION IMPORTANTE

N.111981
Solicitud internacional n® Fecha de la solicitud internacional (dia/mes/afio) Fecha de prioridad (dia/mes/afio)
PCT/EP2010/006329 15 de octubre de 2010 (15.10.2010) 16 de octubre de 2009 (16.10.2009)
Solicitante

BIOREALITES S.A.S. et al.

1. ATENCION: Para cualquier oficina designada a la que aplique el plazo segin el articulo 22.1) tal como est4 en vigor desde el 1 de abril
de 2002 (30 meses a contar desde la fecha de prioridad), se ruega referirse al formulario PCT/IB/308(Segunda notificacién suplementaria)
{que se emitird en un breve plazo después de expirar el plazo de 28 meses a contar desde la fecha de prioridad).

2. Por la presente se notifica que la oficina o las oficinas designadas siguientes — a las que no aplica ef plazo segin el articulo 22.1) tal como
esté en vigor desde el 1 de abril de 2002 — han solicitado que la comunicacién de la solicitud internacional, prevista en el articulo 20, se
efectie conforme a la regla 93bis. 1. La Oficina internacional ha dirigido esta comunicacion en la fecha indicada a continuacién:

21 de abril de 2011 (21.04.2011)

Ninguna

Conforme a la regla 47.1.c-bis)i), estas oficinas aceptarén la presente notificacién como prueba determinante del hecho de que se
ha efectuado correctamente la comunicacién de la solicitud internacional en la fecha de emisién indicada anteriormente ¥ no se
exigird al solicitante que proporcione una copia de la solicitud internacional a la oficina o a las oficinas designadas.

3. Las siguientes oficinas designadas, a las que no aplica ¢l plazo segun ¢l articulo 22.1) tal como est4 en vigor desde e} 1 de abril de 2002,
10 han solicitado, en Ia fecha de emisién de la presente notificacion, que se efectiie la comunicacién de la solicitud internacional conforme
a laregla 93bis.1:

LU, TZ, UG

Conforme a la regla 47.1.c-bis)ii), estas oficinas aceptaran la presente notificacién como prueba determinante del hecho de que el
Estado contratante para el que esta oficina actiia como oficina designada no exige al solicitante que proporcione una copia de la
solicitud internacional en virtud del articulo 22.

4. PLAZO para el comienzo de Ia fase nacional

Para Ia o las oficinas designadas anteriormente mencionadas y 2 menos que se haya presentado una solicitud de examen preliminar
internacional antes de que expire el plazo de 19 meses a contar desde 1a fecha de prioridad (véase el articulo 39.1), el plazo aplicable para
el comienzo de la fase nacional ser4, con la salvedad de lo que se dice en el pérrafo siguiente, de 20 MESES a contar desde Ia fecha
de prioridad.

En la préctica, continuarin aplicAndose los plazos distintos de aquel de 20 meses, con duraciones diversas, en lo que se refiere a
algunas oficinas designadas mencionadas anteriormente, Para obtener las actualizaciones regulares relativas a los plazos aplicables
(20 6 21 meses, u otro plazo), oficina por oficina, se ruega referirse a la Gaceta del PCT, al boletin PCT Newsletter, asi como a los
capftulos nacionales pertinentes en el volumen 11 de la Guia del Solicitante del PCT, accesibles en la p4gina de Internet de la OMPI en la

siguiente direccién: http://www.wipo.int/pet/fi/index.html,

El solicitante es el inico responsable de respetar todos los plazos contemplados anteriormente.

Oficina internacional de la OMPI Funcionario autorizado
34, chemin des Colombettes

1211 Ginebra 20, Suiza Yolaine Cussac

no de fax +41 22 338 82 70 Comreo electrénico: pt05.pet@wipo.int

Formulario PCT/IB/308(Primera notificacion) (enero 2004)
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WG 2011/045080

PATENT COOPERATION TREATY PCT/EP2010/006329
From the INTERNATIONAL BUREAU
PCT b
SECOND AND SUPPLEMENTARY NOTICE
INFORMING THE APPLICANT OF THE ROQUES, Sarah E.
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL JA. Ke"r:P & Co.
APPLICATION (TO DESIGNATED OFFICES é‘tafg“fnnsq”a’er
WHICH APPLY THE 30 MONTH TIME London WCIR 533
LIMIT UNDER ARTICLE 22(1)) ROYAUME-UNI
(PCT Rule 47.1(c))
Date of mailing (day/month/year) '
16 February 2012 (16.02.2012)
Applicant’s or agent's file reference
N.111981 IMPORTANT NOTIGE
Intemnational application No. International filing date (day/month/year) Priority date (day/month/year)
PCT/EP2010/006329 15 October 2010 (15.10.2010) 16 October 2009 (16.10.2009)

Applicant

BIOREALITES S.A.S. et al

1. ATTENTION: For any designated Office(s), for which the time limit under Article 22(1), as in force from 1 April 2002 (30 months

from the priority date), does not apply, please see Form PCT/IB/308(First Notice) issued previously.

Notice is hereby given that the following designated Office(s), for which the time limit under Article 22(1), as in force from 1 April
2002, does apply, has/have requested that the communication of the international application, as provided for in Article 20, be
effected under Rule 93bis.1. The International Bureau has effected that communication on the date indicated below:

21 April 2011 (21.04.2011)

AU, AZ, BY, CN, CO, DZ, EP, HU, KG, KP, KR, MD, MK, MY, MZ, NA, NG, PG, RY, SY, TM, US

In accordance with Rule 47.1(c-bis)(i), those Offices will accept the present notice as conclusive evidence that the communication of
the international application has duly taken place on the date of mailing indicated above and no copy of the international application
is required to be furnished by the applicant to the designated Office(s).

The following designated Offices, for which the time limit under Article 22(1), as in force from 1 April 2002, does apply, have not
requested, as at the time of mailing of the present notice, that the communication of the international application be effected under

Rule 93bis.1 :
AE, AG, AL, AM, AO, AP, AT, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BZ, CA, CH, CL, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO, EA, EC,
EE, EG, ES, Fi, GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN, HR, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KM, KN, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT,
LY, MA, ME, MG, MN, MW, MX, NI, NO, NZ, OA, OM, PE, PH, PL, PT, RO, RS, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, ST,
SV, TH, T3, TN, TR, TT, UA, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW

In accordance with Rule 47.1(c-bis)(ii), those Offices accept the present notice as conclusive evidence that the Contracting State for

which that Office acts as a designated Office does not require the furnishing, under Article 22, by the applicant of a copy of the
international application.

TIME LIMITS for entry into the national phase

For the designated or elected Office(s) listed above, the applicable time limit for entering the national phase will, subject to what is
said in the following paragraph, be 30 MONTHS from the priority date.

In practice, time limits other than the 30-month time limit will continue to apply, for various periods of time, in respect of certain
of the designated or elected Office(s) listed above. For regular updates on the applicable time limits (30 or 31 months, or other
time limit), Office by Office, refer to the PCT Gazette, the PCT Newsletter and the PCT Applicant’s Guide, Volume II, National
Chapters, all available from WIPO’s Internet site, at http://www.wipo.int/pct/en/index.htmi.

It is the applicant’s sole responsibility to monitor all these time limits.

The International Bureau of WIPO Authorized officer

34, chemin des Colombettes H
1211 Geneva 20, Switzerland Y0|a|ne CUSS&C

Facsimile No. +41 22 338 82 70

e-mail: pt05.pct@wipo.int

Form PCT/IB/308(Second and Supplementary Notice) (January 2004)
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES WO 2011/045080
PCT/EP2010/006329

Emisor : ta OFICINA INTERNACIONAL

PCT Destinatario :

SEGUNDA NOTIFICACION INFORMANDO AL

SOLICITANTE DE LA COMUNICACION DE LA ROQUES, Sarah E.
COMUNICACON DE LA SOLICITUD INTERNACIONAL J.A. Kemp & Co.
(A LAS OFICINAS DESIGNADAS A LAS QUE APLICA 14 South Square,
EL PLAZO DE 30 MESES SEGUN EL ARTICULO 22.1) Gray's Inn
(regla 47.1.c) del PCT) ‘é‘gﬁ%‘ L%%g 54

Fecha de emision (dia/mes/aio)

16 de febrero 2012 (16.02.2012)

Referencia del expediente del solicitante o del representante

NOTIFICACION IMPORTANTE

N.111981
Solicitud internacional n° Fecha de la solicitud internacional (dfa/mes/ario) Fecha de prioridad (dia/ines/afio)
PCT/EP2010/006329 15 de octubre de 2010 (15.10.2010) 16 de octubre de 2009 (16.10.2009)
Solicitante

BIOREALITES S.A.S. et al.

ATENCION: Para cualquier oficina designada a la que no aplique el plazo segin el artfculo 22.1) tal como esté en vigor desde el 1 de
abril de 2002 (30 meses a contar desde la fecha de prioridad), se ruega referirse al formulario PCT/IB/308(Primera notificacién ) emitida
anteriormente,

Por ]a presente se notifica que la oficina o las oficinas designadas siguientes — a las que aplica ¢l plazo segin €l articulo 22.1) tal como
estd en vigor desde el I de abril de 2002 ~ han solicitado que la comunicacién de la solicitud internacional, prevista en el articulo 20, se
efectiie conforme a la regla 93bis. 1. La Oficina internacional ha dirigido esta comunicacién en la fecha indicada a continuacién:

21 de abril de 2010 (21.04.2010)

AU, AZ,BY, CN, CO, DZ, EP, HU, KG, KP, KR, MD, MK, MY, MZ, NA, NG, PG, RU, SY, TM, US

Conforme a la regla 47.1.c-bis)i), estas oficinas aceptaran la presente notificacién como prueba determinante del hecho de que se
ha efectuado correctamente la comunicacién de la solicitud internacional en la fecha de emisi6n indicada anteriormente y no se
exigird al solicitante que proporcione una copia de la solicitud internacional a la oficina o a las oficinas designadas.

Las siguientes oficinas designadas, a las que aplica el plazo segin el articulo 22.1) tal como est en vigor desde el 1 de abril de 2002, no
han solicitado, en la fecha de emisién de Ia presente notificacién, que se efecttie la comunicacién de la solicitud intemacional conforme a
faregla 93bis.1:

AE, AG, AL, AM, AQ, AP, AT, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BZ, CA, CH, CL, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO,
EA, EC, EE, EG, ES, F], GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN, HR, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KM, KN, KZ, LA, LC, LK,
LR, LS, LT, LY, MA, ME, MG, MN, MW, MX, NI, NO, NZ, OA, OM, PE, PH, PL, PT, RO, RS, SC, SD, SE,
SG, 8K, SL, SM, 8T, SV, TH, TJ, TN, TR, TT, UA, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW

Conforme a la regla 47.1.c-bis)ii), estas oficinas aceptarén la presente notificacién como prueba determinante del hecho de que el
Estado contratante para el que esta oficina actta como oficina designada no exige al solicitante que proporcione una copia de la
solicitud internacional en virtud del articulo 22,

PLAZO para el comienzo de la fase nacional
Para la 0 las oficinas designadas o elegidas anterionmente mencionadas el plazo aplicable para el comienzo de fa fase nacional ser4, con
Ia salvedad de lo que se dice en el parrafo siguiente, de 30 MESES a contar desde la fecha de prioridad.

En Ia préctica, continuarén aplicAndose los plazos distintos de aquel de 30 meses, con duraciones diversas, en lo que se refiere a algunas
oficinas designadas o elegidas mencionadas anteriormente. Para obtener las actualizaciones regulares relativas a los plazos aplicables
(30 6 31 meses, u ofro plazo), oficina por oficina, se ruega referirse a la Gaceta del PCT, al boletin PCT Newsletter, asf como a los
capltulos nacionales pertinentes en el volumen I de la Guia del Solicitante del PCT, accesibles en la pagina de Intemet de la OMPI en la
siguiente direccién: hitp://www.wipo.int/pct/fi/index.htm].

El solicitante es el finico responsable de respetar todos los plazos contemplados anteriormente.

Oficina intemacional de la OMPI Funcionario autorizado
34, chemin des Colombettes : .
1211 Ginebra 20, Suiza Yolaine Cussac
no de fax +41 22338 82 70 Correo electrénico; piQ5.pet@wipo.int

Formulario PCT/IB/308(Segunda notificacién suplementaria) (enero 2004)
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PATENT COOPERATION TREATY PCT/EP2010/006329

Recgu e
13 MARS 2012

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

ROQUES, Sarah E.
J.A. Kemp & Co.
14 South Square,
Gray's Inn

London WC1R 5J4J
ROYAUME-UNI

Date of mailing (day/month/year)
08 March 2012 (08.03.2012)

Applicant's or agent's file reference

IMPORTANT NOTIFICATION

N.111981
International application No. International filing date (day/month/year)

PCT/EP2010/006329 15 October 2010 (15.10.2010)
1. The following indications appeared on record concerning:
D the applicant the inventor [[] the agent [] the common representative
Name and Address State of Nationality State of Residence
BOUDIER, Laure FR FR
Bétiment A Telephone No.
59, Avenue de Bellevue
03270 Saint-Yorre
France Facsimile No.

E-mail address

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

[] the person [] the name the address [] the nationality [] the residence

Name and Address
BOUDIER, Laure

Lieu-dit Chamoiroux
F-03270 Busset
France

State of Nationality State of Residence
FR FR
Telephone No.
Facsimile No.

E-mail address
[] Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to:
D4 the receiving Office
[] the Intemational Searching Authority

[] the Authority(ies) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the elected Offices concerned

other:

COXIC

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 89 75

Authorized officer

Gaspais Stephane

e-mail pt05.pet@wipo.int
Telephone No. +41 22 338 74 05

Form PCT/IB/306 (January 2009)
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ANEXO No. 9

COMPROBANTES DE PAGO DE TASA OFICIAL POR SOLICITUD DE
PCT + 39 REIVINDICACIONES ADICIONALES

ANTICUERPOS MONOCLONALES FRENTE A PROGASTRINA'Y SUS USOS

BIOREALITES, INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE MEDICALE y
CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

(51



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
/-

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA No. 12 - 0033772

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA. NI 830.042.424
*** Soporte del Pago ***
TIPQ PAGQO BANCQO CUENTA No. PAGO EECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00
*** Conceptos Pagados ***
. CANT . _RENTISTICO CONCFEPTO Vr UNDITARIO __Vr CONCEPTO
150005-01-01 SOLICITUDES 1“T\‘5AEANMCTIEO%DE SOL. DE PATENTE DE 590.000.00 590.000.00

SON: *QUINIENTOS NOVENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable:

Recibo de Caja

, Abril 9 de 2012 - 12:19:21

Aplicado al Expediente No. ( A

\/\\

SUPERINTENDENCIA DE NDUSTRIA Y COMERCIO

L

ot No. 12-080147- -00000-0000
echa: 2012-04-12 15:51:49
Tra 11 P oaTe: Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

Eve: 378
Act. 411 PRESENTACION Folios: 1F $78ENACIONAU

—— e

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: {(571) 6513240

15



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/

-

RECIBO DE CAJA No. 12 - 0033773

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA. NI 830.042.424
*** Soporte del Pago ***
TIPQ PAGO BRANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGQ VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00

*** Conceptos Pagados ***

‘ CANT. _RENTISTICO CONCEPTQ Ve UNDITARIO V. CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1goZAeSE1|\61m?|Cclé\&ch>Er\éUNlTARlA ADICIONAL 30.000.00 30.000.00

$30.000.00

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable: D
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. iy (

Ak

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

TR GE D

No. 12-080147- -00000-0000

Fecha: 2012-04-12 15:51:49 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

Tra. 11 PATENTEIYI| Eve: 378 FASENACIO
Act. 411 PRESENTACION Folios: 197 AL

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
. Abrit 9 de 2012 - 12:19:21
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTR!A Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
/-

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA NI 830.042.424

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGQO BANCQ CUENTA No. PAGQ FECHA PAGQ VR PAGQ
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00
*** Conceptos Pagados ***
. CANT. RENTISTICO CONCFEPTO Ve UNDITARIO ~ Ve CONCEPTO
150005-01-01 SOLICITUDES 120&%51;\6%%%&&% mmsseew - — i(if)_(?f)—o—o _________ $_ 2_8_88_888_"

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable:
_****_

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

SO RAAGA G AN AaT

No. - -00000-0000

Fecha: 2012-04-12 15:51:49 _ Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 197

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: inffo@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (5671) 6513240
. Abril 9 de 2012 - 12:19:21

10




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
/-

o

xR

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA No. 12 - 0033775

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA. NI 830.042.424

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGQO BANCO CUENTA No. PAGO FECHA PAGQ VR PAGQ
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00
*** Conceptos Pagados ***
. CANT RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO Ve CONCEPTO
150005-01-01 SOLICITUDES 19\OZA9‘\’SE1|\6|R‘%%&|LOE% UNITARIA ADICIONAL 30_000.0_0— $§888888

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable:
_*****_

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. (
S/

e

\

<]

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

T

I
AR
12-060 0-0000

47-
Fecha: 2012-04-12 15:51:49  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYI|

Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION

Folios: 197

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571) 6513240
. Abril 9 de 2012 . 12:19:21

1ol




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
/-

PR

. RECIBO DE CAJA No. 12 - 0033776
Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA.
*** Soporte del Pago ***

TIPQ PAGQO BANCQO CUENTA No. PAGQ FECHA PAGQ VR PAGQ
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00

NI 830.042.424

*** Conceptos Pagados ***
. CANT_ RENTISTICO CONCEPTQ

150005-01-01 SOLICITUDES

Ve UNDITARIO V. CONCEPTO

1gOZARSE1I\6|ml?(lz(lié\ﬁ&héUNlTARlA ADICIONAL 30.000.00 30.000.00

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

X
Responsable:
_******_

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. (

‘/\/‘

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

KRR RATR B

AL
T 20120412 155149 _Dep 2020 DIR NUEVASCR

Eve: 378 FA
Act. 411 PRESENTACION Folios: 197SEr\‘ACIOI\M\Ll

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: {571) 5870000 Fax: {571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
, Abril 9 de 2012 - 12:18:21

1G]




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

-/-

r

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 12 - 0033777

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA.

NI 830.042.424

TIPO PAGO

BANCQO,

*** Soporte del Pago ***

CUENTA

No PAGO EECHA PAGQ VR PAGQO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387

427153414 09/04/2012 1.760.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CONCEPRTO

Ve UNDITARIO = V. CONCEPTO

. CANT.RENTISTICO
150005-01-01 SOLICITUDES

Responsable:
_*******_

1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 30.000.00
$30.000.00

A LAS 10 INICICIALES

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

. Abrit 9 de 2012 - 12:19:21

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. ( i l\

A\

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

i

Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 197

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: {(571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571) 6513240

19



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/

Industrlaycomercm
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 12 - 0033778

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA

NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA.

NI 830.042.424

TIPO PAGO BANCO

*** Soporte del Pago ***

CUENTA No PAGO

EECHA PAGQO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

062754387 427153414

09/04/2012 1.760.000.00

CANT. RENTISTICO

*** Conceptos Pagados ***
CONCEPTQ

Ve UNDITARIO_ __Vr.CONCEPTQO

150005-01-01 SOLICITUDES

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Resgoqsable:

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

QJQQ
/Wu//mmﬂwmmiﬂmmmmiﬁ//?ﬁ?/@ﬂlm}}/ﬁﬁ[RC°

———

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

. Abrll 9 de 2012 - 12:19:21

104



NIT : 800.176.089-2
/-

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

= RECIBO DE CAJA
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

No. 12 - 0033779

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA.

NI 830.042.424

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUFNTA Na PAGQO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414

FECHA PAGO VR.PAGQO
09/04/2012 1.760.000.00

*** Conceptos Pagados ***
. CANT _RENTISTICO CONCEPTO

150005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL
A LAS 10 INICICIALES

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable: ( J}W p

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. l\)

Ve UNDITARIO V. CONCEPTO
30.000.00 30.000.00

$30.000.00

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

ARV DK Um0

No. 12-060147

Fecha: 2012-04-12 15:51:48  Dep. 2020 DIR NUEVASCR

Tra. 11 PATENTEIYI| Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 197

. Abrll 9 de 2012 - 12:19:21

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

10




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 12 - 0033780

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA.

NI 830.042.424

TIPO PAGO BANCO

*** Soporte del Pago

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

FECHA PAGO VR PAGO
09/04/2012 1.760.000.00

CANT. RENTISTICO
150005-01-01 SOLICITUDES

*** Conceptos Pagados ***
CONCEPTO

R:esponsable:

1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL
A LAS 10 INICICIALES

Vr UNDITARIO _ Vr.CONCEPTO
30.000.00 30.000.00

$30.000.00

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAYY COMERCIO

BRI AL

-060147- -00000-00

Fecha: 2012-04-12 15:51:49  Dep. 2020 DIR NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII

Act. 411 PRESENTACION Folios: 197

[N

Eve: 378 FASENACIONAL!

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (§71) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-310165 Call Center: (571) 6513240
, Abril 9 de 2012 - 12:19:22

1Co




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
o/

- RECIBO DE CAJA
Industria y Comercio

No. 12 - 0033781
SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA.

NI 830.042.424

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGQO BANCO CUENTA No. PAGO FECHA PAGQ VR PAGQ
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 08/04/2012 1.760.000.00
*** Conceptos Pagados ***
' CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr UNDITARIO Ve CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1gOZAFéE{\éIleé(I:él%I&I\éUN[TARIA ADICIONAL 30.000.00 — $§888888 -

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable:

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. (1 )

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

AR

080147- -00000-0
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 197

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Coenmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
. Abril 9 de 2012 - 12:19:22

Gt




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/-

"

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 12 - 0033782

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA.

NI 830.042.424

TIPO PAGO

*** Soporte del Pago ***

RANCO CUENTA No. PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414

FECHA PAGO VR PAGQO
09/04/2012 1.760.000.00

*** Conceptos Pagados ***
CONCEPTQ

. CANT. _RENTISTICO
150005-01-01 SOLICITUDES

Responsable:

1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL
A LAS 10 INICICIALES

Ve UNDITARIQ ~ Vr.CONCFPTO
30.000.00 30.000.00

SON: “*TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

. Abril 9 de 2012 - 12:19:22

Tra. 11 PATENTEIYII

Act. 411 PRESENTACION Folios: 197

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

S S—— G111

A No. 12-060147- -00000-0
\-/ Fecha: 2012-04-12 15:5

$30.000.00

1:49  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Eve: 378 FASENACIONALI

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

165




NIT : 800.176.089-2
-/-

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

§ 5 RECIBO DE CAJA
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

No. 12 - 0033783

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA.

Ni 830.042.424

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA

Na PAGO

FECHA PAGQO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414

VR PAGO

09/04/2012 1.760.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICQ CONCEPTO

150005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL
A LAS 10 INICICIALES

SON: *TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable: i

Ve UNDITARIO V. CONCEPTO
30.000.00 30.000.00

$30.000.00

Act. 411 PRESENTACION

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

e U

Eve: 378 FASENACIONAL|
Folios; 197

, Abril 8 de 2012 - 12:19:22

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

161



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
--

oot
Vs

RECIBO DE CAJA No. 12 - 0033784

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18
RECIBIDO DE : ESTRATEG!A JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA. NI 830.042.424
“** Soporte del Pago ***
TIPQ PAGO BANCO CUENTA No PAGO EECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00

*** Conceptos Pagados ***
CANT__RENTISTICO CONCEPTQO Vr UNDITARIO Ve CONCEPTO

1 50005-01-01 SOLICITUDES 1gOZARéE%I{\II\IDI({:(%&%ILOE%UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 $§888888

SON: "*TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable:
_*****_

== >

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

mlmumnmnmmwImmm\mal;n\m@mmmmmmmmmuwmmwnu

No. 12-060147- -00000-0000
51 EVASCR
- 2012-04-12 15:51:48 _Dep. 2020 DIR.NU
!;re:.h‘?'l PATENTEIYII Eve: 3378_ FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 197

N
A

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: {571) 5870000 Fax: {571} 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
. Abril 9 de 2012 - 12:19:22

130



P

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2

-/

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 12 - 0033785

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA.

NI 830.042.424

TIPQ PAGO

*** Soporte del Pago ***

Resgonsable:
_**** i_

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

.

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Jn

BANCO CUENTA No PAGQO EECHA PAGQO VR PAGQO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr.UNDITARIO V. CONCFEPTO
150005-01-01 SOLICITUDES 1gOZA%E{\éIm[[)CI:C[éI%I&I\ISUNITARIA e — 30.000,0_0__“ $§888888_“

v/

=

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (§71) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
. Abril 9 de 2012 - 12:19:22

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

AR DGR

No. 12-080147- -00000-0000

Fecha: 2012-04-12 156:51:49  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

Tra. 11 PATENTEIYI! Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 197

141




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

o/
_ RECIBO DE CAJA No. 12 - 0033786 |
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCLIA Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18
RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA. NI 830.042.424
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No. PAGO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00
*** Conceptos Pagados ***
‘ CANT. _RENTISTICO CONCFPTO Ve UNDITARIO  Vr.CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1ZOEA%E%%%%%&NSUN|TAR|A ADICIONAL 30.000.00 $§888888

SON: *TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable:
_*******_

'
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. (\ ,D {y

A

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

AU A B CO

No. 12-060 00000-0

cha: 2012-04-12 15:51:49  Dep. 2020 DIR NUEVASCR
?fa 11 PATENTEIYIl Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION

Folios: 197

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
. Abrit 9 de 2012 - 12:19:22

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

172




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-

an

3 : RECIBO DE CAJA

: No. 12 - 0033787
Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA. NI 830.042.424

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA Nao. PAGQO FECHA PAGQO

VR PAGQO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00

“** Conceptos Pagados ***
. CANT. RENTISTICO CONCEPTO

Vr UNDITARIO _ Vr. CONCEPTO

150005-01-0% SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 30.000.00

A'LAS 10 INICICIALES $30.000.00

SON: "TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable: E
*******_

*

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. |

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

AN SRR

No. 12-060147- -00000-0

Fecha: 2012-04-12 15:51:48  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 197

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
, Abril 9 de 2012 - 12:19:22

14)




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
.-

. RECIBO DE CAJA No. 12 - 0033788
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18
RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA. Ni 830.042.424
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCQ CUENTA No. PAGO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT __RENTISTICO CONCEPTO Vr UNDITARIO _ Vr.CONCEPTQ
150005-01-01 SOLICITUDES 1gOZAFéEJ\éIm?ICCIJéCAILOEI\JSUNITARIA ADICIONAL 30.000.00 $§888888
SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
Reseonsable: /Q Q
_EERRRKAKA - 1
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. \ \

\‘ SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA COMERCIO

S

|

!
0-0000

Fecha: 2012-04-12 15:51,

Tra. 11 PATENTENI a2 DIRNUEVASCR

Eve:
Act. 411 PRESENTACION Fol3igsB: 1F QSENACIONAU

L IIMIUJ"HWJMIMWTI

———— e

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571) 6513240

1H



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
/-

RECIBO DE CAJA No. 12 - 0033789
Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA.
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO RANCQ CUENTA No PAGQ
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414

NI 830.042.424

EECHA PAGO VR PAGQO
09/04/2012 1.760.000.00

*** Conceptos Pagados ***
. CANT _ RENTISTICO CONCEPTQ

VEUNDITARIO Ve CONCEPTO
150005-0%-01 SOLICITUDES

1%0ZAR’SE1I\6INIJCI:(‘:&%1&%UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 30.000.00
$30.000.00

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable: l

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. K\Vj\t\‘

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

L

- No. 12-060147- -00000-0000
echa: 2012-04-12 15:51:49 .
Tra 11 Py ehrg S Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

Eve: 378 FAS
Act. 411 PRESENTACION Folios: 197 ENACIONALI

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
. Abrlt 9 de 2012 - 12:19:22

130




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

/-
RECIBO DE CAJA No. 12 - 0033790
Industna y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18
RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA. NI 830.042.424
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00

*** Conceptos Pagados ***

. CANT. RENTISTICO CONCEPTQO VE.UNDITARIO - V. CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1gOZARSE{\éINIIJIC(I)é%[LOEI\éUNITARIA ADICIONAL 30.000.00 30.000.00

$30.000.00

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable & Q \
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. \v \

SUPERINTENDENCIA DE

IIIIIMH!/WHMIWII/IHWIIM((H((III{IIIIIIIMIIﬂIﬂMﬁlﬂMMIMIMMIMMMIJ

Fecha: 2012-04-12 155
1:49 D
T ep. 2020 DIR.
M 1111 %:\?TENTEIYH Eve: 378 FASENXgE)VI\?SCR
ESENTACION Folios: 197 A

———

T ————

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

, Abril @ de 2012 - 12:19:22

o



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/-

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 12 - 0033791

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA.

Ni 830.042.424

TIPQ PAGO BANCO

*** Soporte del Pago ***

CUENTA No. PAGO

EECHA PAGO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

062754387 427153414

09/04/2012 1.760.000.00

CANT._RENTISTICO

*** Conceptos Pagados ***
CONCEPTQ

Ve UNDITARIO Ve CONCEPTO

‘ 150005-01-01 SOLICITUDES

Responsable:
_***_

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE**

, Abrit 8 de 2012 - 12:19:22

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

e
|/
iﬂﬁ/d}{{ﬁ/[ﬂ//l/ﬁﬂ/ﬁﬂl;@ﬂ(/,@w;ﬂyﬁmiiﬂ'iﬁifi?’w?m?éfmfﬂfm“iﬂ

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

1+H




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
/-

RECIBO DE CAJA

No. 12 - 0033792

Industriél y‘bComercio

SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:13:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA.

Nt 830.042.424

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCQO CUENTA No. PAGO FECHA PAGO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012

1.760.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT _RENTISTICO CONCEPTQO Ve UNDITARIO = Ve CONCEPTQO
‘ 1 50005-01-01 SOLICITUDES 1§\OZARSE1I\61N]DCI:CIJCA&IPEI\JSUNITARIAADICIONAL 30.000.00 $§888888

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable: A () *
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. C k/\

/ﬂl/ﬂ/ﬂrlllﬂlllfﬁlflfM’lll/ﬂlflll/fllﬂjﬂ/lll/lﬂfllll/ﬁm

I
|
Fecha: 2012-04-12 156:51;

Act. 411 PRESENTACION

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

SUPERINTENDENCIA DEIN

Tra. 11 PATENTEY) 49

—_—

STRIA Y COMERCIO

N 60147_//ﬂ[l‘lﬂlollﬂllﬂfllfﬂjlﬂﬁﬂll/MIWIMIMf

000-0000

Dep. 2020 DIR NUEV,
Eve: 378 FASENAClOf\;J\ASLCl R

Folios: 197

——— .

Web: www.sic.gov.co e-mai: inffo@sic.gov.co Conmutador: (§71) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

1



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-f-

§ RECIBO DE CAJA
Industria y Comercio
SUPERINTENOENCIA

No. 12 - 0033793

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA. NI 830.042.424
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGQ BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGQ
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT._ RENTISTICO CONCEPTQO Ve UNDITARIO _ Vr CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1goZA%E%xm?é%&l&r\éUNlTARlA ADICIONAL 30.000.00 $§888888

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

B*e*s*g?nsable: 1

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. d \

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

AU

i
| l
No. 12-080147- -00000-00

: VASCR
- 2012-04-12 15:51:49 _ Dep. 2020 DIRNUE
?raach ‘? 1 2(I)DATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI

Act. 411 PRESENTACION Folios: 197

e e

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284
. Abril 9 de 2012 - 12:19:22

Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

7



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
.-

RECIBO DE CAJA No. 12 - 0033794

Industria y Comercio
SUPERINTENDERNCIA

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA. NI 830.042.424
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGQ BANCQO CUENTA No PAGO EECHA PAGO VR PAGQ
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIQO  Vr. CONCFPTO

1 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 30.000.00
ALAS 10 INICICIALES $30.000.00

SON: *TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable: J
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. \

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

BT

|
No. 12-080147- -0(!.,)0 0-0000

Fecha: 2012-04-12 15:51:49 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tre. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 197

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571) 6513240
, Abril 9 de 2012 - 12:19:22

130



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/ -

< RECIBO DE CAJA No. 12 - 0033795
Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA.
*** Soporte del Pago ***

NI 830.042.424

TIPO PAGQ BANCQO CUENTA No PAGQ EECHA PAGQO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr UNDITARIO V. CONCEPTQO
‘ 150005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 30.000.00
A LAS 10 INICICIALES — — $30.000 00 —

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable: Q&”
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. \

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

L

No. 1 0147- -00000-0000

Fecha: 2012-04-12 15:51:49  Dep. 2020 DIR NU
Tra. 11 PATENTEIYI| Eve:%78 FASEI\IJAC%/!\JAASLCI:R
.. Act. 411 PRESENTACION Folios: 197

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogots, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co

Conmutador: (571) 5870000 Fax: {571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

12l




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/-

RECIBO DE CAJA No. 12 - 0033796
Industria y Comerg_ig

SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA.

*** Soporte del Pago ***
TIPQ PAGO BANCO CUFENTA No_PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414

NI 830.042.424

FECHA PAGO VR PAGO
09/04/2012 1.760.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCFPTQO Vr UNDITARIO  Vr CONCEPTO
. 1 50005-01-01 SOLICITUDES 1gozA RSE%INlaécléﬁlLoEr\é UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 $§888888

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable: D O y
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. \[

\

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

IHM'I!HWIJlﬂﬂqﬂ;ﬁlﬂﬂlﬁlﬂﬂﬂ@@l@ﬂﬂﬂ IRRRLCERRm
. ;re:hﬁ 2%]“21-_(%4’1\}1[%&5”:51:49 Dep. gngJoglR.NUEVASCR

Eve: 378
Act. 411 PRESENTACION Folios: 1F QSENAC'ONAU

—

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
. Abril 9 de 2012 - 12:19:22

1)




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

Resgonsable:

-/ -

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA. NI 830.042.424

*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGQO BANCO CUENTA No. PAGO EECHA PAGQO VR.PAGQO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00
*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO V. CONCEPTO

‘ 1 50005-01-01 SOLICITUDES 1gozArgsE%lm?écIé%&NsUN|TARIAADlClONAL 30.000.00 30.000.00

SON: *TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

$30.000.00

. Abril 9 de 2012 - 12:18:22

A
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. (Lb&>

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

AR e

, |
60147- -00000-0000

Fecha: 2012-04-12 15:51:49 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 F
Act. 411 PRESENTACION Folios: 1E¢ISENACIONALI

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (574) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571) 6513240
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2

-l
Industrla y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18
RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA. NI 830.042.424
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGQO BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR.PAGQ
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00

*** Conceptos Pagados ***

. Abril 9 de 2012 - 12:19:22

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIQ - Ve CONCEPTO
‘ 1 50005-01-01 SOLICITUDES 1goZA%E{\élleéclagl&r\éUNITARIAADIClONAL - 3(1{)00.00 $:§88888—8—_—
SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
B_esponsable: {
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. K\\J\‘
Ml?ffiiff/)iﬂﬁm7fwﬂ/mmr/1/?//§1m}?/ﬁliﬁw?lf i
: 20120412 060147. 'ddooﬂwolwﬂlm

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571) 6513240

11 P 149 De
Act. 411 PARTEESNTE!YM P. 2020 DIR. NUEVASCR

ENTACION ©'8 ,378 fs';\?SENAc;oNA,_,

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/

=y RECIBO DE CAJA
Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

No. 12 - 0033799

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA.

NI 830.042.424

*** Soporte del Pago ***

TIPQ PAGQ _BANCO CUENTA No PAGQO

EECHA PAGO

VR PAGO

062754387 427153414

09/04/2012

1.760.000.00

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

*kk

*** Conceptos Pagados

CANT._ RENTISTICO CONCEPTQO VEUNDITARIO V. CONCEPTO

1 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 $§888888
SON: *TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
Responsable: D A
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. (L \\“
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

O BT

Fecha: 2012-04-12 15:51:
Tra. 11 PATENTEIYI| ol
Act. 411 PRESENTACION

p. 2020 DIR NUEVASC
Eve: 378 FASENACIONALIR
Folios: 197

—_——

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (§71) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

. Abril 9 de 201Z - 12:19:22

123



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/

RECIBO DE CAJA No. 12 - 0033800

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18
RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA. NI 830.042.424
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO EECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIOQ — Vr CONCEPTO
' 150005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 30.000.00
e - $30.00000_ __

SON: “*TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
_Fsg*s,*p_)onsable: & D
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. L

/SML!J”};/%M;”ZMI I DUSTB IAY COMERCIO

MIIJ/Ifl//JIﬁll/ﬂ#IMII[@M/WWI/WIWIM
wha: 2012 4-12 155140 0000-0000
11 ATENT 48 Dep. 20
o T PR A o 5,88 TASARRST
\

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Cali Center: (571) 6513240
. Abril 9 de 2012 - 12:19:22

186



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
/-

RECIBO DE CAJA No. 12 - 0033801

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18
RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA. NI 830.042.424
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGQO BANCQ CUENTA No PAGO EECHA PAGQ VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DEBOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. _RENTISTICQO CONCEPTO Vr.UNDITARIO _ Vr.CONCEPTO
. 1 50005-01-01 SOLICITUDES 1goZARSE;\é%%CIa%ILOE%UNITAR|AAD|C|0NAL 30.000.00 30.000.00

SON: *TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable: M
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. \

\

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

S

Fecha: 2012-04-12 15:51:49
Tra 11 Prreig s, Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

Eve: 378
. Act. 411 PRESENTACION Folios: fQSENACIONAL'

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
. Abril 9 de 2012 - 12:19:22




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
.-

) RECIBO DE CAJA No. 12 - 0033802
Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA.

*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No_ PAGQO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414

NI 830.042.424

FECHA PAGO VR PAGO
09/04/2012 1.760.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPRPTO Ve, UNDITARIO Vi CONCEPTO

. 150005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 30.000.00
ALAS™O INICICIALES $30.000.00

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable: \L& *
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

\\

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

#!lll’Nl.Wﬂml’lmﬂlW!WNIIMIMIIfIIMI!IﬂIH!ﬂH!IfWIMMIIJMIMIIIWMMQ,WMHMIMII

No. 12-060147- -00000-0000

Fecha: 2012-04-12 15:51:49 D
Tra. 11 PATENTEIYJ] 78 PASERACIORR

Eve: 37
Act. 411 PRESENTACION S TG ENACIONAL

Folios: 197

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
. Abril 9 de 2012 - 12:19:22

120



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
.-

RECIBO DE CAJA No. 12 - 0033803

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18
RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA. NI 830.042.424
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No. PAGO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT._ RENTISTICO CONCEPTO Vr UNDITARIO  Vr. CONCEPTO
‘ 150005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDIC CION UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 30.000.00
ALAS™0 INICICIALES

$30.000.00

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

{)

Ei*ifi}::b;ja Aplicado al Expediente No. (] D
~x \1
//ﬂmﬂ//mimlmlnfmrm:fmumllumﬂﬂﬂﬂ?ﬂb@}ﬁiﬂ@ﬂiﬂﬁﬁm
. 411? wAcloNAu

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
. Abrit § de 2012 - 12:19:22




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
- -

IndustnayLomerao
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 12 - 0033804

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA.

NI 830.042.424

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGQ BANCQO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT. _RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO  Vr CONCEPTO
1.50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 30.000.00
A'LAS10 INICICIALES $30 000 00

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable:
_********_

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

i

e

-1

\
NCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

\ﬁ\W\W\\%\\\\\M\\W\\\\\M\M\\\\M\\\l\\“\\\h\\%\\\\\R\\%\N\\\%\W\\\\}&\\N\N\m

VASCR
.49 Dep. 2020 DIRNUE
Fecha: 2012_}%1?\]}2‘5 |1Y‘E>"51 Eve 9378 FASENACIONALI
Tra. 11 PA Folios: 197

Act. 411 PRESENTACION

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: {(571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

. Abrll 9 de 2C12 - 12:18:22

190



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
o

S
iy

Industrlay Comercio
SUPERlNTENDENCI/\

RECIBO DE CAJA

No. 12 - 0033805

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA.

N! 830.042.424

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA Nao PAGO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT _RENTISTICO CONCEPTO Vr UNDITARIO Ve CONCFPTO
150005-01-01 SOLICITUDES 1?\OZARSE%\#N?(I:CI:(/:\&I&I\ISUNITARIA ADICIONAL 30.000.00 30.000.00
e $_3_O_.OOO.£)Q===
SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
Responsable: D '
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. (k) \'
\
SUPERINTENDENC/A
U <>
. é@wy@f//ﬂ/mW//W///W//////////W//
. 11 pargy<, 15:51;
2o PR e BE e

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogotd, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

. Abril 9 de 2012 - 12:19:22

191



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
o/

La "

Industrla y (,omercm
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 12 - 0033806

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA.

NI 830.042.424

TIPOQ PAGO BANCO

*** Soporte del Pago ***

CUENTA No PAGO

EECHA PAGQO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

062754387 427153414

09/04/2012 1.760.000.00

CANT. RENTISTICO

*** Conceptos Pagados ***
CONCEPTO

Ve UNDITARIO V. CONCEPTO

. 150005-01-01 SOLICITUDES

Responsable:

1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL
ALAS 10 INICICIALES

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

. Abril 9 de 2012 - 12:18:22

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

Wi
\u

30.000.00 30.000.00

$30.000. 00

SUPERINTENDE

Fc

12-04-12 15:51.
. 11 PATENTE!Y 4 Dep 2020
] DIR NU
Act. 411 PRESENTACION ,,Z,S e é“SENAC%VKj\ASL(T“R

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogot4, D.C.- Colombia

/ﬂ///f/ﬂ///mﬂm/mmmWwwwmwﬁﬁwﬁéﬁiﬂmcﬂﬁﬁﬂ

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (§71) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

11



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
/-

RECIBO DE CAJA No. 12 - 0033807

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA. NI 830.042.424
*** Soporte del Pago ***
TIPQ PAGO BANCO CUENTA No PAGO EECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTO VEUNDITARIO Ve CONCEPTO

. 1 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 30.000.00
ALAS ™0 INICICIALES $30.000.00

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable: u ‘ /)/

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

AR TRnny

o 60147- -00000-0000
echa: 2012-04-12 15:51:49 D
Tra. 11 PATENTEIVI ep. 2020 DIR.NUEVASCR

Eve: 378 FAS
Act. 411 PRESENTACION Folios; 197 ENACIONALI

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5876000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-310165 Call Center: (571) 6513240
. Abril 9 de 2012 - 12:19:22

19



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/-

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 12 - 0033808

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA.

NI 830.042.424

TIPO PAGQO

kK

*** Soporte del Pago

BANCQO CUENTA

Na. PAGO

FECHA PAGO VR.PAGQO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

062754387 427153414

09/04/2012 1.760.000.00

CANT. RENTISTICO

*%k Kk

*** Conceptos Pagados
CONCEPTO

Vr UNDITARIO ~ Vr.CONCEPTO

150005-01-01 SOLICITUDES

1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL
ALAS 10 INICICIALES

30.000.00 30.000.00

$30.000.00

SON: *TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

R**esponsable:

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

. Abril 9 de 2012 - 12:19;22

\ﬂt

No. 1

Tra. 11 PATENTEIYI|

Act. 411 PRESENTACION

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

lIll!\llfllﬂlllﬂNlIleﬂlﬂﬂNllNﬁﬂﬂ(lﬂlfﬂlﬁﬂWWHMIIMIHMllﬂﬂ!@llﬂ_ﬂlﬂﬂ!ﬂ)lﬂﬂﬂm

7--000
Fecha: 2012-04-12 15:51:49 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

014

Eve: 378 FASENACIONALI
Folios; 197

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
.-

R

RECIBO DE CAJA No. 12 - 0033809
Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA.

NI 830.042.424
*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO _BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT _ RENTISTICO CONCEPTQ Vr UNDITARIO  Vr CONCEPTO
‘ 150005-01-01 SOLICITUDES

1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL 1000. 000.
A LAS 10 INICICIALES 30.000.00 30.000.00

$30.000.00

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable:
_***_

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. (Y,’

\
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

e

01

Fecha: 2012-04-12 16:51:49  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 197

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-310165 Call Center: (571) 6513240
. Abril 9 de 2012 - 12:19:22
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

-/ -
RECIBO DE
R BODE CAJA No. 12 - 0033810
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18
, RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA. NI 830.042.424
’ *** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCQ CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGQ
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT _RENTISTICQ CONCEPTQ Vr UNDITARIO Ve CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1gOZAl?SE%\éIII\,I\Il?(I:(IZéICAJ'_C)EI\ISUNITARIA ADICIONAL 30.000.00 $§888888

SON: **TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable:
_*****_

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA' Y COMERCIO

AL

51 EVASCR
- 2012-04-12 15:51:49 _ Dep. 2020 DIR.NU

[1:'regh 1a1 2?:’ATENTElYH Eve: 378 FASENACIONAL!
Act. 411 PRESENTACION Folios: 187

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: {571) 5870284 Linea: 018000-310165 Call Center: (571) 6513240
. Abril 8 de 2012 - 12:19:22
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
.-

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 12 - 0033811

Bogota D.C., Abril 09 de 2012 - 12:19:18

RECIBIDO DE : ESTRATEGIA JURIDICA NACIONAL E INTERNACIONAL LTDA.

TIPO PAGO

*** Soporte del Pago ***

N! 830.042.424

BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGQ VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427153414 09/04/2012 1.760.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO

. 150005-01-01 SOLICITUDES

CONCEPTO

Responsable:
_******_

1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL
A LAS 10 INICICIALES

Ve UNDITARIO  Vr. CONCEPTO
30.000.00 30.000.00

SON: *TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

, Abrit 8 de 2012 - 12:19:22

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

\\) SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

MR RRNRRRRAG

No. 1@’“0601 47- -00000-0000

12 15:51:49  Dep. 2020 DIRNUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII

Act. 411 PRESENTACION

L

Fecha: 2012-04-

$30.000.00

Eve: 378 FASENACIONALI
Folios: 197

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 618000-910165 Call Center: (571) 6513240

Ll



Tndustria ha 'C";() SR YERNS i.()v S ) ADMI: SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

SUPERINTENOENGI A

I

—

N - DE . 2012-04-12 15:51:49  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
CPTEREINECOUL ] MODELODE Umiont  pere zovaac siae _ oey o pinauevace
: Act. 411 PRESENTACION  Folios: 197

RRNNE

Indicacién que se solici’[a una patente.

Datos de ldentn‘loamon del solicitante o de Ia persona que presenta |

a solicitud
Descnpmon de la invencion

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (

De ser el caso formato de descuento)
Comp!eté

D ) Incofnpleta D

14
/

PATENTE D?NVENCION PCT [—/] MODELO DE UTILIDAD PCT [:] Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

4

/)

Indicacidn que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espariol, tal como fue presentada inicialmente (

capitulo descriptivo,
relvmdscatorlo resumeny)

[
Dibujos de ser estos p, Tinentes _

'Comprobante de pAgo de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa ' ' . Incompleta D ‘

DISENO INDUSTRIAL ||

(Art. 119 Decision 486/00)

O
L]

L]
]

S

Indicacidn que se solicita Disefio -industriél
Datos de identificacion del sohmtante o de la persona que presenta la solicitud

Representacxon graﬂca y fotogréfica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio .

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa E:l \ Incompleta [:l

ESQUEMA DE TRAZADO ||

(Art. 92 Decision 486/00)

\

HRNEERN

Indicacién que se solicita un esquema de trazado
. . LA

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

l

Representacion gréfica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D ’ Incompleta D

P102-FO8 (2009-11-18)



