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NUEVOS ANTICUERPOS ANTI-IGF-IR Y SUS USOS

La presente invencién se refiere a nuevos anticuerpos capaces de unirse
especificamente al receptor IGF-IR del factor de crecirniento humano similer a la
insulina y/o capaces de inhibir especificamente la actividad tirosin-quinasa de dicho
IGF-IR, especialmente anticuerpos monoclonales de origen murino, quimérico o
humanizado, asi como lis secuencias de los eminodcidos y secuencias de nucledtidos
gue codifiquen estos anticuerpos. La invencidn también abarca el uso de estos
anticuerpos como medicamento para el tratamiento profildctico y/o terapéutico de
cinceres que sobreexpresen IGF-IGR o cualquier patologia conectads con la
sobreexpresion de dicho receptor, asf como los procesos o kits de diagnostico de
enfermedades relacionadas con la sobreexpresién de IGF-IGR. La invencién finalmente
comprende los productos y/o las composiciones que abarquen los mencionados
anticuerpos en combinacién con anticuerpos anti-EGFR y/o anticuerpos anti-VEGF y/o
anticuerpos dirigidos contra otros factores de crecimiento involucrados en la progresién
del tumor o metdstasis y/o compuestos y/o agentes anticancerigenos o agentes
oonjugndoé con toxinas y s uso para la prevencion y/o tratamiento de ciertos cédnceres.

El receptor del factor I de crecimiento similar a la insulina, llamado IGF-IR es un
receptor profundamente descrito con actividad de tirosin-quinasa, que presenta una
homologia de un 70% con el receptor de insulina IR. El IGF-IR es una ghcoprotema de
peso molecular aproximado de 350 000.

Es un receptor heterotetramérico en el cual cada una de las mitades estd unida
por puentes disulfuro, y esti compuesta por una subunidad o extracelular y una
subunidad £ transmembranaria. El IGF-IR une IGF1 e IGF 2 con una gran afinidad (Kd
N° InM), pero es igualmente capaz de unirse a insulina con una afinided eatre 100 y
1000 veces menor. Por el conu-ario,elIRuneinsulinaconunagmnaﬁnidnd,yla.sIGF
se unen al receptor de insul‘na con una afinidad 100 veces menor. Los dominios tirosin-
quinasa del IGF-IR y del IR presentan una gran homologia de secuencia, aunque las
zonas de menor homologia son respectivamente la regién rica en cisteina situada en la
subunidad o y I regién C-terminal de la subunidad 8. Las diferencias en Ia secuencie
observadas en la subunidad « estén localizadas en la zona de unién de los ligendos y
originan por lo tanto las afinidades relativas por IGF-IR e IR para las IGFs ¢ insulina,



10

20

25

30

.2 N

respectivamente. Las diferencias en el extremo C-terminal de la subunidad 8 resultan en
una divergencia en las vias de sefializacién de ambos receptores; IGF-IR media efectos
mitogénicos, efectos de diferenciacién y anti-apoptéticos, en tanto la activacién de IR
comprende principalmente efectos al nivel de las rutas metabdlicas (Baserga et al.,
Biochim. Biophys. Acta, 1332:F105-126, 1997; Baserga R., Exp. Cell. Res., 253:1-6,
1999).

Las proteinas tirosin-quinasa del citoplasma se activan por la unién del ligando al
dominio extracelular del receptor. La activacion d=e las quinasas involucra, a su vez, la
estimulacion de diferentes sustratos intracelulares, incluyendo IRS-1, IRS-2, Shc y Grb
10 (Peruzzi F. et al,, J. Cancer Res. Clin. Oncol., 125:166-173, 1999). Los dos sustratos
més importantes de IGF-IR son IRS y Shc que median, por medio de la activacion de
numerosos cfectores corriente abnjo! le mayorfa de los efectos de crecimiento y
diferenciacion conectados a 12 unién de loz IGFs 4 este receptor. La disponibilidad de
estos sustratos puede por lo tanto dictar el efecto bioldgico final conectado a la
activacién del IGF-IR Cuendo predomina el IRS-1, las células tienden a proliferar y a
transformarse. Cuando domina el She, lag células tienden a diferenciarse (Valentinis B.
et al., I. Biol. Chem., 274:12423-12430, 1999). Pareciera ser que Ja ruta principalmente
involucrada en Jos efecios de Ia proteccitn contra la apoptosis es la ruta de las fosfatidil-
inositol 3-quinasas (P1 3-quinasas) (Prisco M. et al.,Horm. Metab. Res., 31:80-89, 1999;
Peruzzi F. et al., J. Cancer Res. Clin. Oncol,, 125:166-173, 1999). |

El papel del sistema IGF en carcinogénesis ha sido objeto de intensos estudios en
los tltimos diez &fios. Este interés siguid al descubrimiento del hecho de que, ademés de
sus propiedades mitogénicas y anti apoptdticas, el [GF-IR parece ser necesario para
establecer y mantener un fenotipo transformado. De hecho, esté bien establecido que una
subreexpresion o una activacion constitutiva del IGF-IR lleva, en una gran variedad de
célulus, a un crecimiento de las células independientemente del soporte en medios
desprovistos de suero fetal de temnero, y a la formacién do tumores en ratones atimicos.
Esto en si mismo no es una propiedad unica, dado que una gran-variedad de productos
de genes sobreexpresados pueden trensformar células, incluyendo un buen nimero de
receptores de factores de crecimiento. Sin embargo, el descubrimiento’ crucial que ha
demostrado el importante papel desempefiado por el IGF-IR en ia transformacién, ha
sido que las célules R- en las que el gen que codifica IGF-IR ha sido inactivedo son
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totalmente refractarias a la transformacion por diferentes agentes que son normalmente
capaces de transformar lag célules como por ejemplo las proteinas E5 de papilomavirus
bovino, una sobreexpresion de EGFR o de PDGER, el antigeno T de SV 40, protleina ras
activada o la combinacidn de estos dos ultimos factores (Sell C. et al., Proc. Natl. Acad.
Sci., USA, 90:11217-11221, 1993; Sell C. et al., Mol. Cell. Biol., 14:3604-3612, 1994;
Morrione A. J., Virol,, 69:5300-5303, 1995; Coppo_la D. et al., Mol. Cell. Biol., 14:4588-
4595, 1994; DeAngelis T ¢t al,, J. Cell. Physiol., 1654:214-221, 1995).

El IGF-IR se expresa en una variedad de tumores y iineas de tumores y las IGF
amplifican el crecimiento del-tumor por medio de su union al IGF-IR. Otros argumentos
a favor del papel del IGF en carcinogénesis provienen de estudios en los que se usan
anlicuerpos monoclonales murinos dirigidos contra el receptor, o que usan dominantes
negativos de IGF-IR. En efecto, los anticuerpos monoclonales murinos dirigidos contra
el IQF-IR inhiben la proliferacién de muchas lineas celulares en cultivo, y el crecimiento
de tumores in vivo (Arteaga C. et al,, Cancer Res., 49:6237-6241, 1989; Li et al.,
Biochem. Biophys. Res. Com., 196:92-98, 1993; Zia F et al., J. Cell. Biol., 24:269-275,
1996; Scotlandi K et el., Cancer Res., 58:4127-4131, 1998). También se ha demostrado
en los trabajos de Jiang et al. (Oncogene, 18:6071-6077, 1999) que un dominante
negativo de IGF-IR es capaz de inhibir ia proliferacién del tumor.

Las patologias de céncer se caracterihn por un crecimiento celular
descontrolado. En una vaxieda.d de cénceres, los factores de crecimiento estén unidos
especificamente a sus receptores, y por ende transmiten sefisles de crecimiento, de
transformacion o de supervivencia & la célula tumoral. La sobreexpresion de los
receptores de factor de crecimiento en la superficie de células tumorales es un hecho
ampliamente descripto (Sslomon D.S. et al,, Crit. Rev. Oncol. Hematol., 1995, 19:183;
Burrow S. et al,, J. Surg. Oncol., 1998, 69:21; Hakam A. et al., Hum. Pathol, 1999,
30:1128; Railo M.J. et al, Eur. J, Cancer, 1994, 30:307; Happerfield L.C. et al., J.
Pathol., 1997, 183:4]2). Esta sobreexpresion, o activacion anormel, que conduce a una
perturbacién directa de los mecanismos reguladores del crecimiento celular, puede
afectar también a la sensibilidad de la célula pera producir una apoptosis inducida por
una terapia clasica, tal como quimio o radio terapia. : -

En los tltimos afios, se ha mostrado que apuntar a receptores de factor de
crecimiento como EGFR o Her2/neu sobreexpresados en la superficie de células
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tumorales con anticuerpos humanizados (hercepfin ) o quiméricos (C225) resulta en
una inhibicién significativa del crecimiento tumoral en pacientes y en un aumento
significativo de la eficacia de los tratamientos clasicos de quimioterapia (Carter P.,
Nature Rev. Cancer, 2001, 1(2):118; Hortobagyi G. N. Semin., Oncol., 2001, 28:43,
Herbst R. S. et al., Semin. Oncol., 2002, 29:27). Otros receptores como el IGF-IR o
VEGF-R (para el receptor del factor de crecimiento vascular endotelial) han sido
identificados como blanco potencial en varios estudios preclinicos.

En particular, IGF-IR es parte de los receptores de tirosin-quinasa. Muestra une
gran homologia con el receptor de insulina (IR) que exisie bajo dos isoformas, A y B.

Las secuencias del IR, isoformas A y B estén registradas bajo los Niimeros de
Acceso X02160 y MIOOSI,‘respectivamente. en el NCBI Genbank. Otros datos, sin
limitaciones, relacionados con IR estén incorporados agui de acuerdo mediante las
referencias: (Vinten et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:249-252; Belfiore et al.,
2002, 'The Journal of Biological Chemistry, 277:39684-39695; Dumesic et al., 2004, The
Journal of Endocrinology & Metabolism, 89(7):3561-3566).

Los receptores IGF-IR e IR son glicoproteinay tetraméricas compuestas de dos
subunidades a extracelulares y de dos subunidades 8 transmembranarias unidss por
puentes disulfuro. Cada subunidad o que contiene el sitio de unién del ligando pesa
aproximadamente 130- a 135 kDa, mientras quei cada subunidad 8 que contiene el
dominio de tirosin-quinasa pesa aproximadamente de 90- a 95 kDa. Estos receptores
presentan una similitud de més del 50% en total de la secuencia de aminoécidos, y
puseen une similitud de un 84% en ¢l dominio de tirosin-quinasa. Después de la unién al
ligando, los receptores fosforilados reclutan y fosforilan proteinas de scoplamiento,
incluyendo Ia familia de proteinus del receptor de insulina sustrato-1 (IRS1), Gabl y She
(Avruch, 1998, Mol.Cell. Biochem., 182, 31-48; Roth et al., 1988, Cold Spring Harbor
Symp. Quent. Biol. 53, 537-543; White, 1998, Mol. Cell. Biochem., 182, 3-11; Laviola
et sl,, 1997, J. Clin, Invest. 99, 830-837; Chcatliau ct sl., 1993, Endocr. Rev. 16, 117-
142), conduciendo a la activacién de diferentes mediadores intracelulares. Aunque
ambos receptores, IR e IGF-IR activan de manera similar rutas de sefializacion

- principales, existen diferencias en el reclutamiento de ciertas proteinas de acoplemiento

y en los mediadores intracelulares entre ambos 'Mptoras (Saseoks et al., 1996,
Endocrinology 137, 4427-4434; Nakee et al., 2001, Endocr. Rev. 22, 818-835; Dupont
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and Le Roith, 2001, Horm. Res. 55, Suppl. 2, 22126; Koval et al., 1998, Biochem. J.,
330, 923-932). Estas diferencias son la base de los efectos metabélicos predominantes
provocados por la activacién IR y los efectos predominantemente mitogénicos,
transformadores y anti apoptdticos provocados por la activacién de IGF-IR (De Meyts et
al., 1995, Ann. N.Y. Acad. Sci., 766, 388-401: Singh et al., 2000, Prisco et al., 1999,
Horm. Metab. Res. 31, 80-89; Kido et al., 2001, J Clin. Endocrinol. Metab., 86, 972-
979). La insulina se vne al IR con una afinidad unas 100 veces mds alta que al IGF-IR,
mientras que los factores de crecimiento similares & la insulina (IGF1 e IGF2) se unen al
1GF-IR con una afinidad 100 veces mayor que al IR.

El recepior IR humano existe en dos isoformas, IR-A e IR-B, generadas por el
“gplicing” (empalmado) a]tu;mivo del gen IR que excluye o incluye 12 residuos de
eminoicidos codificados por un pequedio exén (exdn 11) en ef extremo carboxi-terminal
de Ia subunidad o del IR. La abundancia relativa de las isoformas del IR esté regulad
por factores especificos del tejido, y por factores desconocidos. (Moller et al., 1989,
Mol. Endocrinol., 3, 1263-1269; Mosthaf et al., 1990, EMBO J., 9, 2409-2413). IR-B es
la isoforma predominante en tejidos adultos normales (tejido adiposo, higado y miisculo)
que son los blancos principales de la accién de la insulina (Moller et al., 1989; Mosthef
et al.,, 1990). El IR-A es la isoforma predominante en tejido fetal y media el crecimiento
del feto en respuesta a IGF2 (Frasca et al., 1999, Mol. Cell. Biol. 19, 3278-3288), lo que
también ha sido sugerido en estudios genéticos llevados a cabo en ratones transgénicos
(DeChiara et al., 1990, Nature 345, 78-80; Louvi et al., 1997, Dev. Biol. 189, 33-48).
Més aun, cuando las células s¢ transforman y devienen malignas, la desdiferenciacién
estd frecuentemente asociada a un aumento de la abundancia relativa de IR-A (Pandini et
el.,, 2002, The Journa! of Biological Chemistry, Vol. 277, N° 42, pp39684-39695).

Dado el alto grado de homologia, los hemi-receptores de insulina y de IGF-I
(compuestos de una subunided & y de-otra §) pueden heterodimerizar, llevando a la
formacién de receptores hibridos insulina/IGF-1 (Hibrido-R)(Soos et al., 1990, Biochem
J. 270, 383-390; Kasuya et al., 1993, Biochemistry 32, 13531-13536; Seely et al., 1995,
Endocrinology, 136, 1635-1641; Bailyes et al., 1997, Biochem J. 327, 209-215).

Ambas isoforinas del IR son igualmente capates de formar hibridos con IGF-IR.
Los receptores hibridos (hibridos-R), sin embargo, presentan diferentes: caracteristicas
funcionales. Un Hibrido-RsB tiene una afinidad reducida por IGF1 y especialmente por
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IGF2. Por el contrario, un Hibrido-RsA tiene una gran afinidad por IGF1 y también
unen IGF2 e insulina en el rango de concentracién fisiolégico. La expresion de un
Hibrido-RsA regula hacia valores superiores el sisterna IGF mediante dos mecanismos
diferentes: i) unién (con gran afinidad) y activacién por IGF1 e IGF2 (lo que no ocurre
en el Hibrido-RsB), ii) activacién de 1a via IFG-IR luego de la unién a insuline. La
unién de la insulina a un Hibrido-RsA fosforila 1a subunidad 8 del IGF-IR y activa un
sustrato especifico del IGF-IR (Crkll), de manera que el Hibrido-RsA desplaza 2 la
insulina a Ia via de sefializacién de IGF-IR (Pandini et al., 2002). .

En tejidos tales como higado, bazo o placenta, los Hibridos-R estin mis
representados que los IGF-IR (Bailyes et al., 1997). Cuando los tejidos tumorales se
sobreexpresan o presentan una activacion anormal, ambos receptores 1GF-IR e IR-A
(Frasca et al., 1999; Sciacca et al., 1999, Oncogene 18, 2471-2479; Vella et al., 2001,
Mol. Pethol., 54, 121-124), los Hibridos-RsA también pueden estar sobreexpresados en
una variedad de tejidos malignos humanos, incluyendo céncer de tirvides o de mama,
dando una ventaja selectiva de crecimiento a células malignas capaces de responder
mediante una sefializacion de tipo IGF-IR que responden & una estimulacién por IGF1
y/o IGF2 pero también por insulina en concentriciones fisiolégicas (Bailyes et al,,
1997; Pandini et al,, 1999, Clin. Cancer Res. 5, 1935-1944; Belfiore et al., 1999,
Biochimie (Paris) 81, 403-407; Frasca et al., 1999; Sciacca et al., 1999; Vella et al.,
2001). '

La elaboracién de “herramientas terapéuticas” cnpace.;. de bloquear al mismo
iempo los dos receptores reviste particular interés, dado que permitird evitar los
fenomenos de escape mediados por la expresion, o activacién anormal de IGF-IR ¢
Hibrido-R en un mismo tumor.

Dado el interés creciente en IGF-IR y particularmente en anticuerpos
monocionales capaces de unirse a IGF-IR, o de inhibir la actividad tirosin-quinesa de la
misma, los solicitenles han desarrollado y caracterizado un anticuerpo monoclonal
Hwnudo 7¢10 v 17¢10 (cudifivado FS0033). Bl 24 de jultu de 2003 s La presenwado y
publicado una solicitud de patente internacional PCT/FR 03/00178 bajo el atimero de
publicaciébn WO 03/059951 relacionada con el anticuerpo y sus usos. El contenido de
esta solicitud de patente se incorpora a & presente por medio de la referencia
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El objeto de la presente invencién es poder disponer de otros anticuerpos
monoclonales murinos, preferentemente anticuerpos quimerizados o humanizados, que
reconozcan especificamente IGF-IR y con gren afinided. Estos anticuerpos interactuardn
poco o nada con ¢l IR. Su unién serd capaz de inhibir in vitro el crecimiento de tumores
que expresen IGF-IR, interactuando principalmente con las vins de transduccion de
seilal que se activan por medio de las interacciones IGF1/IGF-IR e IGF2/IGF-IR. Estos
anticuerpos serdn capaces de ser activos in vivo en todos los tipos de tumores que
expresen IGF-IR, incluyendo tumores estrogeno-dependienies de mama, y tumores de
préstata.

La presente invencién también permite bloquear conjuntamente la actividad del
hibido-R y del IGF-IR por medio de la geheracin de un compuesto, mis
particularmente anticuerpos, de alta afinidad, capaces de unirse a los dos receptores
citados y ademés bloquear su activacién por IGF1, IGF2 o insulina,

La presente invencién también trata del uso de anticuerpos aislados segin la
presente invencién, o un fragmento de los mismos, siendo dichos anticuerpos o
fragmentos capaces de unirse a i) IGF-IR humana, y/o inhibir la unién de sus ligandos
nativos, preferentemente IGFI yo IGF2, ylo también capaces de inhibir
especificamente la actividad tirosinquinasa de dicho IGF-IR, y/o ii) hibrido-R, y/o
inhibir ]a unién de sus ligandos nativos, preferentemente IGF1, IGF2 y/o Insulina, y/o
también capaces de inhibir especificamente la actividad tirosin-quinasa de dicho
hibrido-R.

De acuerdo con otra realizecidn preferencial, los mencionados anticuerpos son
usados para terapia de céncer, més particularmente tei'apia de céncer de mama,

De hecho, se sabe que las células cancerosas de mame presentan
especificamente en su superficie IGF-IR pero también un gran nimero de receptores de
insulina, y como consecuencia, un gren nimero de Hibridos-R (Fresca et al, 1999;
Sciacca et al,, 1999; Vella et al,, 2001).

Mis particularmeate, la presente invencidn! se refiere a cuatro anticuerpos
monoclonales diferentes anti-IGF-IR. '

En un primer aspecto, un sujeto de la presente invencién es un enticuerpo
aislado, 0 uno de sus fragmentos funcionales, dicho anticuerpo o uno de dichos
fragmentos es capez de unirse especificamente al receptor I del factor de crecimiento
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humano similar & la insulina y, si es necesario, preferentemente capaz, ademds, de
inhibir Je unién natural de log ligandos IGF1 y/o IGF2 de IGF-IR y capaz de inhibir
especificamente la actividad tirosin-quinasa de la mencionada IGF-IR, caracterizado por
una cadena liviana que comprende al menos unz regibn determinante de
complementariedad (CDR) elegida entre las CDR de las secuencias de aminodcidos
SEQ ID ntimeros 1, 2 y 3, o por lo menos una CDR cuya secuencia tenga al menos una
identidad del 80%, preferentemente del 85%, 90%, 95% y 98%, después de una
alineacién Optima, con las secuencias de aminodcidos SEQ ID niimeros 1, 2 y 3, 0
porque comprende una cadena pesada que comprende por lo menos una CDR elegida
entre las CDR de las secuencias de aminodcidos SEQ [D nimeros 4, 5 y 6, o por lo
menos una CDR cuya secuencia tenga al menos una identidad del 80%, preferentemente
85%, 90%, 95% y 98%, después de una alineacidn Optima, con las secuencias de
aminoécidos SEQ ID nimeros 4, 5 y 6.

En |a presente especificacién y los ejemplos correspondientes, este anticuerpo sc
denominara 13F5.

En la presente descripcién, los términos “unif” y “ligar” tienen ¢! mismo sentido
y son intercambiables.

En la presente descripcion, los términos polipéptido, secuencias de polipéptidos,
péptidos y proteinas unidos a anticuerpos o a su secuencia son intércambiables.

Se debe comprender aqui que le invencion no se refiere a los anticuerpos en su
forma natural, es decir, que no €stin en su medio natural, pero que se los ha podido
aislar u obtener por pwrificacién a pertir de fuentes naturales, o bien se los ha obtenido
por recombinacién genética, o por sintesis quimica, y que pueden contener aminoédcidos
no naturales, como se vera mas adelante.

' Por regiones CDR (0 CDRs) se entiende las regiones hipervariables de las
cadenas pesada y liviana de las inmunoglobulinas, definidas por Kabat et al. (Kabat et
al., Sequences of proteins of immunological interest, 5th Ed., U.S. Department of
Health and Human Services, NIH, 1991, y ediciones posteriores). Existen tres CDR de
cadens pesada y tres CDR de cadena liviana. El término CDR o CDRs se usa aqui para

. indicar, de acuerdo al caso, una de estas regiones, o algunas, o incluso todas, las

regiones que contengan la mayoria de los residuos de aminodcido responsables de la
unién por afinidad del anticuerpo con el antigeno o epitope que éste reconoce.
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Por “porcenteje de identidad™ entre dos secuencias de aminodcidos o de dcidos
nucleicos, en el sentido de la presente invencion se quiere indicar un porcentaje de
nucledtidos o de residuos de aminodcidos idénfieos enfre dos secuencias que se
comparan, obtenido después del mejor alineamiento posible (alineamiento 6ptimo),
siendo este porcentaje puramente estadistico y estando les diferencias entre las dos
secuencias distribuidas al azar y sobre la longitud completa de las mismas. Las
comparaciones entre dos secuencias de Acidos nucleicos o de aminodcidos se lleven a
cabo tradicionalmente por comparacidn entre dichas secuencias después de alinearlas de
una manera optima, dicha comparacion puede llevarse a cabo por segmento, 0 por una
“ventana de comparacién™. El alineamiento 6|;ﬁmo de las secuencias pare la
comparacion puede llevarse a cabo, ademés de manualmente, por medio del algoritmo
de homologia local de Smith y Watermen (1981) [Ad. App. Math. 2:482], por medio del
algoritmo de homologia local de Neddieman y Wunsch (1970) [J. Mol. Biol. 48:443],
por medio dol método de bisqueda de similitud de Pearson y Lipman (1988) [Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85:2444), por medio de un software que utiliza estos algoritmos
(GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package,
Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, W1, o por medio del software de
comparacién BLAST N o BLAST P).

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de écidos nucleicos o de
aminodcidos se determina por comparacién de estas dos secuencias alineadas de una
maners optima, y en Is cual la secuencia de dcidos nucleicos o de aminofcidos a
comparar puede incluir adiciones o eliminaciones con respecto a la secuencia de
referencia, para una alineacidn 6ptima entre las dos secuencies. El porcentsje de
identidad se calcula determinando el nimero de posiciones idénticas pare 1as cualey el
nucledtido o el residuo de aminodcido es idéntico entre las dos secuencias, dividiendo
este niimero de posiciones idénticas por el nimero total de posiciones en la ventana de
comparacién, y multiplicando este dltimo resultado por 100 para obtener el porcentaje
de identidad entre las dos secuencias.

Por ejemplo, es posible usar el programa BLAST, “BLAST 2 sequences”
(Tatusova et al., “Blast 2 sequences - a new tool for comparing protein and nucleotide
sequences”, FEMS Microbiol Lett. 174:247-250) disponible 'en el sitio
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ gorf/hi2.html) los pardmetros usados son los
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predeterminados (particularmente, para loa pardmetros “open gap penalty penalty™: 5, y
“extension gap penalty™: 2, eligiendo por ejemplo,:la_mau'iz “BLOSUM 62", propuesta
por el programa), ¢l porcentsje de identidad entre las dos secuencies es calculado
directarnente por el programa.

Mediante una secuencia de aminoécidos de al menos una identidad del 80%,
preferentemnente del 85%, 90%, 95% y 98% con respecto a una secuencia de
aminodcidos de referencia, aquéllas que tengan; con respecto a la secuencia de
referencia, algunas modificaciones, en particuler, un agregado, una eliminacién o une
sustitucion de un eminodcido como minimo, se prefieren una truncacién ¢ una
elongecién. En el caso de una sustitucién de uno o més aminodcidos consecutivos o no,
se prefieren aquellas sustituciones en las que los aminodcidos sustituidos hayan sido
reemplazados por eminodcidos “equivalentes”. La expresidn “aminodcidos
equivalentes” apunta aqul a indicar cuslquier aminodcido capaz de ser reemplazado por
uno de los aminoécidos de la estructura basica sin por ello, modificar esencialmente la
actividad biologica de los anticuerpos correspondientes como se definird mds adelante,
especialmente en los ejemplos. Estos aminodcidos equivalentes pueden ser
determinados ya sea basindose en su homologia estructural con los aminoécidos a los
que reemplazan, ya sea a partir de los resultados de los experimentos comparativos de la
activided biolégica entre los diferentes anticuerpos que pueden llevarse a cabo.

A modo de ejemplo, se mencionan las posibilidades de _sultitudﬁn que pueden
llevarse 2 cabo sin resultar en una modificacion profunda de la actividad bioldgica del
anticuerpo modificado correspondiente. Es posible entonces reemplazar leucina por
valina o isoleucine, dcido aspértico por Acido glutdmico, glutemina por asparagina,
arginina por lisina, eic.; las sustituciones inversas son naturalmente posibles en les
mismas condiciones. d

En un segundo aspecto, un sujeto de la presente invencién ea un anticuerpo
aislado, o uno de sus fragmentos funcionales, dicho anticuerpo o uno de dichos
fragmentos es capaz de unirse especificamente al receptor I del factor de crecimiento
humano similar a la insuline y, si es necesario, preferentemente capaz, ademds, de
inhibir la unién naturel de los ligandos IGF1 y/o IGF2 de IGF-IR y/o cn-paz de inhibir
especificamente la actividad tirosin-quinasa de la mencionada IGF-IR, caracterizado
por comprender una cadena liviana que comprende al menos una regién determinante de
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complementariedad CDR clegida entre las CDR de'las secuencias de aminoécidos SEQ
ID nimeros 7, 8 y 9, o por lo menos una CDR cuya secuencia tenga al menos una
identidad del 80%, preferentemente 85%, 90%, 95% y 98%, despuds de una alineacién
Optima, con las secuencias de aminoécidos SEQ ID-nimeros 7, 8 y 9, 0 que comprenda
una cadena pesada gue comprenda por lo menos una CDR elegida entre las CDR de las
secuencias de aminodcidos SEQ ID nimeros 10, 11 y 12, o por lo menos una CDR cuya
secuencia tenga al menos una identidad del 80%, imferentemmte 85%, 90%, 95% y
98%, después de una alineacién 6ptima, con las secuencias de aminodcidos SEQ ID
nameros 10, 11 y 12,

En la especificacién siguiente, este anticuerpo se denominard 12D5.

En un tercer aspecto, un sujeto de la presente invencidn es un anticuerpo aislado,
o uno de sus fragmentos funcionales, dicho anticuerpo o uno de dichos fragmentos es
capaz de unirse especificamente al receptor I del factor de crecimiento humano similar a
la insulina y, si es necesario, preferentemente capaz, ademas, de inhibir la unién natural
de los ligandos IGF1 y/o IGF2 de IGF-IR y/o capez de inhibir especificamente la
actividad tirosin-quinasa de la mencionada IGF-IR, caracterizado por comprender una
cadena liviana que comprende al menos una regitn determinante de complementariedad
(CDR) elegida entre las CDR de las secuencias de aniﬁnoﬂcidos SEQ ID ntimcros 13, 14
y 15, o por lo menos una CDR cuya secuencia tenga al mencs una identidad del 80%,
preferentemente 85%, 90%. 959:5 y 98%, después de una alineacion optima, con las
secuencias de aminodcidos SEQ ID nimeros 13, 14 y 15, o 'porque comprende una
cadena pesada que comprende por lo menos una CDR elegida entre las CDR de las
secuenciay de aminodcidos SEQ ID niimeros 16, 17 y 18, o por lo menos une CDR cuya
secuencie tiene al menos uns identidad del 80%, preferentemente 85%, 90%, 95% y
08%, después de una alineacion dptima, con las secuencias de aminodcidos SEQ ID
nimeros 16, 17 y 18.

En la especificacién siguiente, este anticuerpo se denominard 2D10.

Por iltimo, en otro aspecto, un sujeto de la presente invencitn es un anticuerpo
aislado, o uno de sus fragmentos funcionales, capaz de unirse especificamente al
receptor | del factor de crecimiento humano similat a la insulina v, si es necesario,
preferentemente capaz, ademds, de inhibir 12 unién natural de los ligandos IGF1 y/o
IGF2.de IGF-IR y/o capaz de inhibir especificamente la actividad tirosin-quinasa de la
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CNCM como se menciona subsiguientemente.

Los anticuerpos segin esta invencién, 13F5, 12D5, 2D10 y 21E3 son
preferentemente anticuerpos monoclonales, especialmente de origen murino, quimérico
o humanizado, que pueden obtenerse de acuerdo & métodos estandarizados bien
conocidos para el experto en la técnica.

En general, para la prepmc@én de anticuerpos monoclonales o sus fragmentos
funcionaies, especialmente de origen murino, es posible referirse a las técnicas que han
sido descriptas en particular en el manual “Antibodies” (Harlow y Lane, Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor NY, pp. 726,
1988) o a la técnica de preparacion a partir de hibridomas descripta por Kohler y
Milstein (Nature, 256:495-497, 1975).

Los anticuerpos monoclonales segiin esta !invencion pueden obtenerse, por
ejemplo, a partir de una célula animal inmunizada contra el IGF-IR, -o uno de sus
fragmentos, el cual contenga ¢l epitope reconocido especificamente por los anticuerpos
monoclonales de esta invencién ya mencicnados. Dicho IGF-IR, o uno de sus
fragmentos, puede ser producido especialmente segiin los métodos de trabajo usuales,
por recombinacién genética, comenzando con una secuencia de écidos nucleicos
contenida en la secuencia de ADNc que codifica para el IGF-IR, o mediante la sintesis
del péptido, comenzando a partir de una secuencia de aminoécidos incluida en la
secuencia de péptido correspondiente al IGF-IR.

Los anticuerpos monoclonales segiin esta invencién pueden purificarse, por
¢jemplo, en una columna de afinidad en la cual el IGF-IR o uno de sus fragmentos, el
cual contenga el epitope reconocido especificamente por los anticuerpos monoclonales
de esta invencién ya mencionados, baya Sido inmovilizado previamente.
Particularmente, los anticuerpos monocionales mencionados pueden ser purificados por
cromatografia en proleine A y/o G, seguido 0 no por cromatografia de intercambio
iénico, con la finalidad de eliminar los contaminantes proteicos residuales, tales como el
ADN y la LPS, a su vez seguido, 0 no, por cromatografia de exclusién ea gel de
Sefarosa, con el fin de eliminar los potenciales agregados, debidos & la presencia de
dimeros u otros multimeros. En una modalidad ain Iinis preferida, todas estas técnicas

pueden ser usadas simultinea o sucesivamente,
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Los anticuerpos quiméricos © humanizédos son iguelmente incluidos en
anlicuerpos de acuerdo con la presente invencién

Por enticuerpo quimérico se entiende un anticuerpo que contiene una regién
variable natural (de cadena pesada y liviang) derivada de un anticuerpo de una especie
determinade, en combinacién con Ins regiones constantes de cadenas pesada y liviana de
un anticuerpo de una especie heterdloga de la especie mencionada en primer término.

Los anticuerpos de tipo quimérico o sus fragmentos segin esta invencidn pueden
prepararse usando recombinacién genética, Por ejemplo, el anticuerpo de tipo quimérico
puede producirse a partir de Is clonacién de un ADN recombinante que contiene un
promotor y una sccuencia que codifica para la regién variable de un anticuerpo
monoclonal de una especie no humana, preferentemente murina, segiin esta invencion, y
una secuencia gue codifica para la regién constante de un anticuerpo humano, Un
anticuerpo quimérico de esta invencidén codificado por este gen recombinante serd por
ejemplo una quimera ratdn-hombre, la épeciﬁcidud de este anticuerpo esti determinada
por la region variable derivada del ADN murino, y estando su isotipo determinado por
la regién constante derivada del ADN humano. Para los métodos de preparacion de
anticuerpos quiméricos es posible referirse, por ejemplo, al documento de Verhoeyn et
al. (BioEssays, 8:74, 1988).

Por anticuerpo humanizado se entiende un enticuerpo que contiene regiones
CDR derivades de un anticuerpo de origen no humano, mientres que las otras partes de
la molécula de anticuerpo derivan de uno (o verios) enticuerpos humanos. Més atn,
algunos de los residuos de los segmentos del esqueleto (llamados FR) pueden
modificarse con el fin de conservar la afinidad de la unién (Jones et al.,, Nature,
321:522-525, 1986; Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1336, 1988; Riechmann et al.,
Nature, 332:323-327, 1988).

Los anticuerpos humanizados segin esta invencion, o sus fragmentos, pueden
prepararse mediante téenicas conocidas para el experto en la técnica, como las
descriptas por ejemplo en Singer et al., J. Immun. 150:2844-2857, 1992; Mountain et
al., Biotechnol. Genet. Eng. Rev., 10:1-142, 1992; o Bebbington et al., Bio/Technolagy,
10:169-175, 1992). Tales enticuerpos humenizados segin la invencién son los

-preferidos para su uso en métodos de diagnéstico in vifro, o bien en tratamiento

profilactico o terapéutico in vivo.
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Por fragmento funcional segin esta invencifn, se entiende en particular un
fragmento de anticuerpo, 1al como Fv, scFv (sc por simple cadena), Fab, F(ab");, Fab’,
fragmentos scFv-Fc o di-anticuerpos)”, o cualquier fragmento cuyo tiempo de vida
media haya sido incrementado por modificacién quimica, como el agregado de
poli(alquilén)glicol tales como poli(etilén)glicol (“PEGilacién™ (los fragmentos
pegiledos se denominan Fv-PEG, scFv-PEG, Fab-PEG, F(ab’h-PEG ¢ Fab'-PEG,
donde PEG es polietilénglicol), o por incorporacién en un liposoma, dichos fragmentos
tienen por [0 menos una de las CDRSs caracteristicas de las secuencias SEQ ID No. 1 &
6,7a12 0 13 a IB segin esta invencidn, y especiaimente porque son capaces de ejercer
de una manera general aunque sea una actividad parcml del anticuerpo a partir del cual
desciende, como por ejemplo, particularmente 12 capacidad de reconocer y de unirse al
IGF-IR y, si es necesario, inhibir la actividad del JGF-IR.

Preferentemente, dichos fragmentos funcionales estarén constituidos o©
comprenderdn una secuencia parcial de la cadena varinble pesada o liviana del
anticuerpo del cual derivan, siendo dicha secuencia parcial suficiente para retener le
misma especificidad de unién que la del nnﬁcuu-p& de! cual desciende y una afinidad
suficiente, preferiblemente por lo menos igual a 1/100, més preferiblemente hasta por lo
menos 1/10 de equélla del anticuerpo det cual desciende, con respecto a! IGF-IR. Tal
fragmento funcional contendrd por lo menos 5 aminoécidos, preferentemente 10, 15, 25,
50 y 100 aminoécidos consecutivos de la secuencia del anticuerpo del cual desciende.

Preferentemente, estos fragmentos ﬁmcionaleg serdn fragmentos de Fv, scFv,
Fab, F(ab‘);,l F(ab’), de tipo scFv-Fc o di-anticuerp&s), los que generalmente tienen la
misma especificidad de unién que los enticuerpos de los que descienden. Segin la
presente invencidn, los fragmentos de anticuerpo de la invencién pueden obtenerse
comenzando a partir de anticuerpos como los descritos arriba, por métodos tales como
la digestion por enzimas, como pepsina o pepaina, y/o por ruptura de puentes disulfuro
mediante reduccién quimica. En otro procedimiento, los fragmentos de enticuerpo
comprendidos en esta invencién pueden obtmersé por técnicas de recombinacién
genética, también bien conocidas por el experto, o por otra parte, por ejemplo por medio
de sintetizadores autométicos de péptidos como los suministrados por la compaiifa
Applied Biosystems, etc.
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En particular, la invencién comprende los anticuerpos, o sus fragmentos
funcionales, segin la presente invencién, especialmente anticuerpos quiméricos o
humanizados, obtenidos por recombinacién genética o por sintesis quimica.

Segln una primera aproximacién, el anticuerpo seré definido por la secuencia de
cadena pesada, =

En un primer método preferido, la presente invencidn se refiere a un anticuerpo
o uno de sus fragmentos funcionales, de acuerdo a la invencién, caracterizado por
incluir una cadena pesada que incluye al menos dos-de los tres CDRs o las tres CDRs de
las secuencias SEQ ID Nos. 4 a 6, o por lo menos dos de las tres CDRs o las tres CDRs
de una secuencia que tenga respectivamente al menos una identidad del 80%, después
de una alineacion dptima, con las secuencias de amiimicidos SEQ ID mimeros 4 a 6.

En un segundo método preferido, la presente invencidén se refiere a un
anticuerpo o uno de sus ﬁ'agmentogz funcionales, de acuerde con la invencidn,
caracterizado porque comprende una cadena pesada que incluye al menos dos de las tres
CDRs o las tres CDRs de las secuencias SEQ ID Nos. 10 a 12, o por lo menos dos de
las tres CDRs o Jos tres CDRs de una secuencia que respectivamente tiene al menos una
identidad del B80%, después de una nlineacibn: optima, con las secuencias de
aminodcidos SEQ ID nimeros 10 a 12.

En un tercer método preferido, la presente invencion se refiere a un anticuerpo o
uno de sus fragmentos funcionales, de acuerdo & la invencidn, carecterizado por incluir
una cadena pesada que incluye al menos dos de las tres CDRs o les tres CDRs de las
secuencias SEQ 1D Nos. 16 a 18, o por lo menos dos de les tres CDRs o las tres CDRs
de una secuencia que tiene respectivamente al menos: una identidad del 80%, después de
una alineacién dptima, con las secuencias SEQ ID nitmeros 16 a 18.

Segin une segunda apmximacic;m, ¢l anticuerpo serd shora definido por la
secuencia de la cadena liviana. '

En una primera realizacién también preferida, el enticuerpo o uno de sus
fragmentos funcionales, segin la invencién, estd caracterizado porque comprende una
cadena liviana que incluye al menos una CDR elegida entre las CDRs de las secuencias
SEQ ID Nos. | a 3, o una CDRs cuyn secuencia tenga al menos una identidad del 80%,
después de una alineacién éptima, con las secuencias de aminodcidos SEQ ID niimeros
lal.
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En una segunda realizacion, el anticuerpo o uno de sus fragmentos funcionales,
segun la invencidn, estd caracterizado porgue comprende una cadena liviana que incluye
al menos una CDR elegida entre las CDRs de las secuencias SEQ ID Nos. 72 9, o una
CDR cuya secuencia tiene al menos una identidad; del 80%, después de una alineacion
6ptima, con las secuencias de aminoédcidos SEQ ID nimeros 7 & 9.

En una tercera reelizacidn preferide, el anticuerpo o uno de sus fregmentos
funcionales, segin la invencién, estd caracterizado porque comprende una cadena
liviana que incluye al menos una CDR elegida entre las CDRs de las secuencias SEQ ID
Nos. 13 & 15, o una CDR cuya secuencia tiene al menos una identidad del 80%, después
de una alineacién éptima, con ]as secuencies de aminodcidos SEQ ID niimeros 13 a 15.

Segin una tercera aproximacién, el anticuerpo serd ahors definido por las
sccuencias de las cadenas pesada y liviana.

En un primer método preferido, el anticuerpo o uno de sus fragmentos
funcionales, segin la invencibn, esti- caracterizado porque comprende una cadena
pesada que incluye las tres CDRs de las secuencias SEQ ID Nos. 4 a 6, o tres CDRs
cuya secuencia tiene al menos una identidad del 80%, después de una alineacién
éptima, con las secuencias de aminodcidos SEQ ID mimeros 4 2 6, y ademés porque
comprende ademés una cadena liviana que incluye las tres CDRs de las secuencias SEQ
ID Nos. 1 a 3, o tres CDRs cuya secuencia tiene el menos una identidad del 80%,
después de una alineacién dptima, con las secuencias de aminodcidos SEQ ID mimeros
1al. '

En un segundo método preferido, el nnﬁfcuerpo o uno de sus fragmentos
funcionales, segin la invencidn, estd caracterizado porque comprende una cedena
pesada que incluye las tres CDRs de las secuencias SEQ ID Nos, 10 a 12, o tres CDRs
cuya secuencia tiene al menos una identidad de] 80%, después de una alineacién
Optima, con las secuencias de aminodcidos SEQ ID nimeros 10 a 12, y ademds porque
comprende una cadena liviana que incluye las tres CDRs de las secuencias SEQ ID Nos.
7 89, 0 tres CDRs cuya secuencia tiene al menos una identidad del 80%, después de una
alineacién optima, con las secuencias de aminodcidos SEQ 1D nimeros 7a 9.

En un tercer método preferide, el anticuerpo o uno de sus fragmentos
funcionales, segin la invencién, estd caracterizado porque comprende una cadena
pesada que incluye las tres CDRs de les secuencias SEQ ID Nos. 16 a 18, o tres CDRs
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cuye secuenciz tiene al menos una identided del 80%, después de una alineacién
dptima, con las secuencias de aminoécidos SEQ 1D nimeros 16 a 18, y ademés porque
comprende una cadena liviana que incluye las tres CDRs de las secuencias SEQ ID Nos.
13 2 15, 0 tres CDRs cuya secuencia fiene al menos una identidad del 80%, después de
una alineacién Gptima, con las secuencias de aminodcidos SEQ ID nlmeros 13 a 15.

En otra realizacién preferide, el anticuerpo o uno de sus fragmentos funcionales
segun la invenciéon y denominado 13F5, estd caracterizado porque comprende una
cadena pesada que incluye la secuencia SEQ ID No. 20, y ademss porque comprende
una cadena liviana cuya secuencia incluye |a secuencie de aminodcidos SEQ ID No. 19.

En otra realizacién preferida, el anticuerpo o uno de sus fragmentos funcionales
segin la invencién y denominado 12D35, estd caracterizado porque comprende una
cadena pesada que incluye la secuencia SEQ ID No. 22 o 23, y ademés porque
comprende ademéds una cadena liviana cuya secuencia comprende la secuencia de
eminoécidos SEQ ID No. 21. '

En otra realizacion preferida, el anticuerpo o uno de sus fragmentos funcionales
segin la invencién y denominado 2D10, estd caracterizado porque comprende una
cadena pesada que incluye la secuencia SEQ ID No. 25, y ademis porque comprende
una cadena liviana cuya secuencia incluye la secuencia de aminodcidos SEQ 1D No. 24.

Otra posibilidad, parte de la presente invméi(m, es un anticuerpo en el cual las
tres CDRs de la cadena pesada estén elegidas al azar entre el grupo que incluye las
CDRs de 13F5, 12DS y 2D10. y en el cual lag trés CDRs de la cadena liviana estén
también elegidas el azar dentro del grupo que incluye las CDRs de 13FS5, 12D5 y 2D10.

Segun otro aspecto, el sujeto de la siguiente invencién es un anticuerpo o uno de
sus fragmentos funcionales, segin la invencién, caracterizado porque no se une o no se
une de manera significativa al receptor de la insulina humana, IR.

En un método preferido, estos fragmentos funcionales segin la presente
invencién, se elegimn cntre los fragmentos de Fv, §cFv, Fab, F(ab’),, Feb', scFv-F¢ o
di-anticuerpos, o cualquier fragmento funcional cuyo tiempo de vida medie haya sido
incrementado por modificacién quimica, especialmente por pegilacién, o por
incorporacién en un liposoma.

Segun otro aspecto, la siguiente invencién tiene que ver con hibridoma murino

capaz de secretar anticuerpos monoclonales segiin Ia presente invencion, especialmente
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hibridoma de origen murino como el que estd depositedo en el Centre National de
Culture De Microorganisme (CNCM, Centro Nacional de Cultivo de Microorganismos)
(Institut Pesteur, Paris, Fruncia). : .

El anticuerpo monoclonal aqui denominado 13F5 o uno de sus fragmentos
funcionales, caracterizado porque es secretado por el hibridoma depositado en el CNCM
el 25/03/2004 bajo el nimeroc CNCM 1-3193 es, por supuesto, parte de la presente
invencién. Este hibridoma consiste en un hibridoma murino resuitante de la fusién
celular de esplenocifos de ratén inmunizado con una linea celular de mieloma (Sp20
Agld). :

El anticuerpo monoclonal aqui denominado 12D5 o uno de sus fragmentos
funcionales, caracterizado por ser secretado por el hibridoma depositado en o]l CNCM el
08/04/2004 bajo el mimero CNCM I-3195 es, por supuesto, parte de la presente
invencién. Este hibridoma consiste en un hibridoma murino resultante de la fusion
celular de esplenocitos de raton imnu;lindo con una linea celular de micloma (Sp20
Agld). :

El anticuerpo monoclonal aqui denominado 2D10 o uno de sus fragmentos
funcionales, caracterizado porque es secretado por el hibridoma depositado en el CNCM
el 13/03/2004 bejo el mimero CNCM [-3214 es, por supuesto, parte de la presente
invencién. Este hibridoma también consiste en un hibridoma murino resultante de la
fusién celuler de esplenocitos de ratén inmunizadg con una lines celular de micloma
(Sp20 Agl4). ' |

El anticuerpo moanoclonal aquf denominado 21E3 o ‘uno de sus fragmentos
funcionales, caracterizado porque es secretado por el hibridoma depositado en el CNCM
el 1ro de julio de 2004 bajo el nimero CNCM 1-3249 es, por supuesto, parte de Ia
presente invencidn. Este hibridoma también consiste en un hibridoma murino resultante
de la fusién celular de esplenocitos de ratén inmunizado con una linea celular de
mieloma (Sp20 Agl4).

Segin un aspecto también perticular, la presente invencién se refiere &8 un
anticuerpo quimérico, o unc de sus fragmentos funcioneles segin la invencidn,
caracterizado porque dicho anticuerpo ademés incluye las regiones constantes de las
cadenas pesada y liviana derivadas de un anticuerpo de una especie heterdloga del ratén,
especialmente el hombre, y de una manere'preferencial, porque las regiones constantes
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de la cadene liviane y pesada derivadas de un anticuerpo humano son respectivamente
de las regiones kappa y gamma-1, gamma-2 o gamrﬁa—4.

Segin un aspecto novedoso, la presente invencion se refiere a un écido nucleico
aislado caracterizado porque es elegido dentro de los siguientes dcidos nucleicos:

8) un Acido nucleico, ADN o ARN, que codifica para un anticuerpo o
uno de sus fragmentos funcionales segiin la invencidn,

b) un édcido nucleico complementario de un dcido nucleico como el
definido en a). :

Por écido nucleico, secuencia de nucleicos o de &cidos nucleicos, polinucledtido,
oligonucledtido, secuencia de polinuclettidos, secuencia de nucledtidos, términos que
se empleardn indistintamente en esta invencidn, se entiende una conectividad precisa de
nucledtidos modificados 0 no modificados, que permiten definir un fragmento o region
de &cidos nucleicos, que contiene o o nucleétidos no naturales, y que es capaz de
corresponder tan correctamente a un'ADN de dcible cadena, 8 un ADN de simple
cadena, como los productos de transcripcién de dichos ADNs.

También debe comprenderse aqui que la presente invencion no tiene que ver con
las secuencias de nucleétidos en sus entornos cromosémicos naturales, es decir, en su
estado natural. Se refiere & secuencias que han sido aisladas y/o purificadas, es decir,
que han sido seleccionadas directa o indirectamente, por ejemplo mediante copia,
habiéndoseles modificado ¢l entorno, al menos parci'llmmte. También queremos indicar
aqui, entonces, los dcidos nucleicos aislados, obtenidos por recombinacidn genética por
medio, por ejemplo, de células huésped u obtenidos por sintesis'quimica. '

La hibridacién en condiciones muy rigurosas significa que las condiciones de
temperatura y de fuerza ionica se eligen de tal manera de permitir que se¢ mantenga la
hibridacién entre dos fragmentos complementarios de ADN. A modo de ilustracién, las
siguientes son las condiciones muy rigurosas que s.e usan ventajosamente para el paso
de hibridacién que cumple el propésito de definir los fragmentos de polinucledtido que
se describen mas arriba:

La hibridacion ADN-ADN o ARN-ADN se lleva a cabo en dos pesos: (1)
prehibridacién a 42°C durante 3 horas en solucién reguladora de fosfato (20 mM, pH

- 7,5) que contiene 5 x SSC (1 x SSC corresponde a una solucién 0,15 M NaCl + 0,015 M

citrato de sodio), 50% formamida, 7% de dodecilsulfato de sodio (SDS), 10 x solucién
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de Denhardt, 5% suifato dextrano, y 1% de ADN de esperma de salmén; (2) hibridacién
real durante 20 horas a una temperatura dependiente del tamafio de la molécula (i.c.:
42°C, para un tamaiio de > 100 nucleétidos) seguido por 2 lavados de 20 minutos a
20°C, en 2 x SSC + 2% SDS, 1 lavado de 20 minutos a 20°C, en 0,1 x SSC + 0,1%
SDS. El tltimo lavado se lleva a cabo en 0,1 x SSC + 0,1% SDS durante 30 minutos a
60°C para un tamaiio de molécula de més de 100 nucledtidos, Las condiciones muy
rigurosas de hibridacién, descritas arriba para uni polinucledtido de tamafio definido
pueden ser edeptadas por el experto en Ia técnica para oligonucledtidos de mayor o
menor tamafio, de acuerdo con las instrucciones de Sambrook et al. (1989, Molecular
cloning: a laboratory manual. 2nd Ed. Cold Spring Harbor).

La invencién se refiere iguelmente a un vector que comprende un écido nucleico
segin la presente invencién.

La invencién apunta especiah_nente a vectores de clonado ylo vectores de
expresion que contienen una secuencia nucleotidica segin la invencion.

Los vectores segin la invencidn contienen preferentemente elementos que
permiten [a expresién y/o la secrecidn de las secuencias nucleotidicas en una célula
huésped determinada. Por lo tanto, el vector debe contener un promotor, seiiales de
iniciacion y terminacion de la traduccién, asi como regiones apropiadas de regulacion
de la transcripcion. Debe poderse mantener de matera estable en la célula huésped y
puede opcionalmente tener sefiales particulares que especifiquen la secrecion de la
proteina traducida. Estos diferentes elementos son elegidos y optimizados por el experto
en funcion de la célula huésped utilizada. A este efecto, las secuencias nucleotidicas
segin la invencién pueden ser insertadas en vectores de replicacién auténoma en el
huésped elegido, o ser vectores integrantes del huésp_ed elegido.

Tales vectores son preparados por métodos de uso corriente utilizados por el
experto en la técnica, y los clones resultantes pueden ser introducidos en un huésped
apropiado por métodos estandarizados, como lipofeccidn, electroporacién, shock
térmico, o métodos quimicos.

Los vectores segin Ja invencién son, por ejemplo, vectores de origen plasmidico
o virel. Estos vectores son ttiles para transformar células huésped con el objeto de
clonar o expreser las secuencias nucleotidicas de acuerdo con la invencién.
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La invencidn comprende igualmente las células huésped transformeadas por un
vector 0 que comprenden un vector de acuerdo con la invencidn.

La célula huésped puede ser elegida a partir de un sistema procaridtico o
eucaridtico, por ejemplo células bacterianas, aunque igualmente se pueden utilizar
células de levadura o células animales, en particular de mamifero. Es igualmente posible
utilizar células de insectos o célules vegetales. .

La invencién se refiere igualmente animsles, a excepcién del hombre, que
comprenden al menos una célula transformada segin I invencion.

Sepin otro aspecto de la invencidn, un sujeto de la misma lo constituye ui
proceso para l2 produccién de.un anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales segiin
Ia invencién, caracterizado dicho proceso porque comprende las siguientes etapas:

a) cultivo en un medio y en condiciones de cultivo dpropiadas de una célula
huésped de acuerdo con la invencién; y

b) la recuperacién de los dichos anticuerpos, o uno de sus fragmentos
funcionales as{ producidos a partir de]l medio de cultive o de dichas células
cultivadas.

Las células transformadas segim la invencién pueden ser utilizadas en procesos
para la preparacidn de polipéptidos recombinantes segin la invencién. Los procesos
para la preparacién de un polipéptido segin la invencién en forma recombinente.
caracterizados porque emplean un vector y/o una célula transformada por un vector
segin la invencibén, estin en & mismos comprendidos en la presente invencién.
Preferentemente, una célula transformede por un vector segin le invencién es cultivada
bajo condiciones que permiten la expresién de dicho polipéptido y dicho péptido
recombinante es entonces recuperado. ’

Como se ha dicho, la célula huésped puede ser elegida a partir de un sisteme
procaridtico o eucaridtico. En particular, es posible identificar secuencias nucleotidicas
segiin la invencién, facilitando la secrecién en tal sistema procariético o eucaridtico. Un
vector segun la invencién que lleva tal secuencia puede entonces ser ventajosamente
utilizado para la produccién de protefnas recombinantes, que se pretende secretar. En
efecto, la purificacién de estas proteinas recombinantes de interés estard facilitada por el
hecho de que éstas estén presentes en el sobrenadante del cultivo celular; més que en ¢}
interior de las células hospedadoras.
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Es igualmente posible preparar los polipéptidos segiin la invencidn por sintesis
quimica. Tal proceso de preparacidn es igualmente sujeto de la invencién. El experto en
la técnica conoce los procesos de la sintesis quimica, por ejemplo las técnicas que
emplean fases solidas (ver especialmente Steward et al.. 1984, Solid phase peptide
synthesis, Pierce Chem, Company, Rockford, 1111, 2nd ed.) o técnicas que emplean
fases s6lidas parciales, por condensacién de ﬁagﬁnenhos 0 por una sintesis cldsica en
solucién. Los polipéptidos obtenidos por sintesis quimica y que son capaces de contener
los aminodcidos no naturales correspondientes estén igualmente comprendidos en la
invencion.

Los anticuerpos, o uno de sus fragmentos funcionales, capaces de ser obtenidos
por un proceso segin la invencién estdn igualmente comprendidos en Ia presente
invencion. '

De acuerdo con una segunda rga.lizﬁcidn, la presente invencién se refiere & un
enticuerpo segin la invencién tal como fue descrito més ampliamente atriba,
caracterizado por ser, ademds, capaz de unirse especificamente al receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano EGFR y/o capaz de inhibir especificamente la
actividad tirosin-quinasa de dicho EGFR. _

La invencién se refiere igualmente a una composiciéon farmacéutica que
comprende, a modo de principio activo, un compuesto consistente en un anticuerpo, o
uno de sus fregmentos funcionales segun la invencidn, preferentemente combinado con
un excipiente y/o un vehiculo farmacéuticamente aceptable,

Otra realizacién complementaria de la invencién consiste en una composicién tal
como la descripta més amiba que comprende,: ademds, como un producto de
combinacidn pare uso simultineo, separado o0 secuencial, un agente
citotéxico/citostético y/o un inhibidor de la actividad tirosin-quinasa respectivamente de
los receptores para IGF-I y/o para EGF.

“Uso simulténeo™ se entiende como la administracién de los dos compuestos de
la composicién segin la invencién en una sola ¢ idéntica forma farmacéutica.

*Uso separado™ se entiende como la administracion, al mismo tiempo, de los dos
compuestos de la composicién segiin la invencién en distintas formas farmacéuticas.
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*Uso secuencial” se entiende como la administracion sucesiva de los dos
compuestos de la composicién segin la invencién, cada uno en una forma farmacéutica
distinta,

De una manera general, la composicion segin la invenciébn aumenta
considerablemente la eficacia del tratamiento contra el cdncer. En otres palabras, el
efecto terapéutico de los anticuerpos anti-IGF-IR segiin la invencién se potencia de uns
manera inesperada por la edministracién de un agente citotdxico. Otra ventaja
subsiguiente de magnitud producida por una composicién segin Ia invencién consiste
en la posibilidad de usar dosis eficaces mis bajes de principio activo, lo que permite
evitar o reducir los riesgos de_aparicién de efectos secundarios, en particular los efectos
del agente citotéxico. :

Ademas, esta composicién segin la invencién permitiria alcanzar el efecto
terapéutico esperado mas rapidamente, ]

En una realizacién particularmente preferencial, dicha composicién, como
producto de combinacién segin le invencién se caracteriza porque dicho agente
citotoxico/citostatico se elige entre los agentes que interactian con el ADN, los
antimetabolitos, los inhibidores de topoisomerasa I lo I1, o incluso el inhibidor del huso
o agentes estabilizadores, o también cualquier agente capaz de ser usado en
quimioterapia. Tales agentes citotdxicos/citostdticos, para cada una de las clases antes
mencionadas de agentes citotdxicos, por ejemplo, son citados en la edicidén 2001 de
VIDAL, en la pégina dedicada 2 los compuestos vinculados con la columna de
oncologia y hematologia “Citotéxicos™, estos compuestos citotéxicos citados con
referencia a este documento son citados aqui como agentes citotdxicos preferenciales.

En upa realizacion particularmente preferencial, diche composicién como
producto de combinacién segin la invencion se caracteriza porque dicho agente
citotbxico estd acoplado quimicamente a dicho anticuerpo para uso simultineo,

En una realizacién particularmente preferencial, dicha composicién segiin la
invencién se caracteriza porque dicho agente citotéxico/citostético es elegido entre el
inhibidor del huso o agentes estabilizadores, preferentemente vinorelbina y/o vinflunina
y/o vincristing,

Para facilitar el acoplamiento entre dicho agente citotéxico y dicho anticuerpo -

segin 1a invenrifn, eq expecialments paeihle intradweir moléculas ecpaciaderan ontro loa
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dos componentes que deben ser acoplados, tales como poli(alquilén)glicoles como el
polietilén glicol, o incluso aminoécidos, o, en otra realizacion, utilizar derivados activos
de dichos apentes citotoxicos dentro de los cueles se habrian introducido funciones
capaces de reaccionar con dicho anticuerpo segiin la invencién. Estes técnicas de
acoplamiento son bien conocidas por e] experto en la técnica y no serdn desarrolladas en
la presente descripcidn.

En otra realizacién preferencial, dicho inhibidor de 1a actividad tirosin-quinasa
de los receptores para IGF-I es seleccionado a partir del grupo consistenie en agentes
naturales derivados, dianilinoftalimidas, pirazolo- o pirrolopiridopirimidinas o incluso
quinazilinas. Tales agentes inhjbidares son bien conocidos por el experto en la técnica y
descriptos en la bibliografia (Ciardiello F., Drugs 2000, Suppl. 1, 25-32)

De acuerdo con otra realizacion de la invencidn, la composicidn tal como se la
describe méds arriba puede igualmente comprender otro compuesto de anticuerpo
dirigido contra el dominio extrncelula:: del receptor HER2/neu, como un producto de
combinacién para uso simultineo, separedo o secuencial, destinado a s prevencién y al
tratamiento del cincer, especialmente de aquel]osfque sobreexpresan dicho receptor
HER2/neu y el receptor IGF-IR, especialmente, el cdncer de mama,

Se puede hacer especial referencia a las publicaciones de Albanell et al. (J. of the
National Cancer Institute, 93(24):1830-1831, 2001) y de Lu et al. (J. of the National
Cancer Institute, 93(24):1852-1857, 2001), que justifican el inesperado interés de
combinar un anticuerpo anti-HER2/neu con un anticuerpo anti-IGF-IR segin ]a presente
invencion. = ' |

De modo particular, dicho anticuerpo anti-HER2/neu de Ia composicion segin la
invencion es el anticuerpo Jlamado Trastuzumab (también llamado Herceptin®).

La invencidén se refiere, en otro aspecto, a una composicién caracterizada
porque, al menos, uno de dichos anticuerpos, ¢ uno de sus fragmentos funcionales; estd
conjugado con una toxina celular y/o con un redioelemento.

Preferentemente, dicha toxina o dicho radioelemento es capaz de inhihir al
menos una actividad celular de las células que expresan el IGF-IR; mds
preferentemente, de evitar el crecimiento o la proliferacién de dicha célula, y

especialmente de inactivar totalmente dicha célula.
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Preferentemente, también, dicha toxinea es una toXina enterobacteriana,
especialmente la exotoxina A de Pseudomonas.

Los radioelementos (o radioisdtopos) preferentemente conjugados con los

anticuerpos empleados para la terapia son mdiois;;'mpos que emiten reyos gamma y,

preferentemente Iodo"', Ytrio®, Oro'®, Paladic'®, Cobre™, Bismuto?’ y

2!, Los radioisétopos que emiten rayos alfa y beta pueden jgualmente ser

Antimonio
empleados para la terapis.

Por toxina o radioelemento conjugado con un anticuerpo como minimo, o uno de
sus fragmentos funcionales, segiin la invencidn, se pretende indicar cualquier medio que
permita a dicha toxina o a dicho radioelemento unirse a dicho anticuerpo, especialmente
a través de un enlace covalente entre los dos componentes, con o sin la introduccién de
una molécula de unidn.

Entre los agentes que permiten la unién de un modo quimico (covalente),
electrostitico o no covalente de todos‘ o parte de los componentes del conjugado, se
pucde mencionar especialmente la benzoquinona, la carbodiimida y més
particularmente EDC (clorhidrato de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]-carbodiimida),
dimaleimida, deido ditiohis-nitrobenzoico (DTNB), N-succinimidil S-acetil tio-acetato
(SATA); teniendo estas moléculas puente uno o0 mas grupos fenilazida que reaccionan
con los ultrevioletas (U.V.) y preferentemente N-[-4-(azidosalicilamino)butil}-3'(2'-
piridilditio)-propionamida (APDP), N-succinimidyl 3«2-piridilditio)propionato
(SPDP), 6-hidracino-nicotinamida (HYNIC).

Otra forma de enlace, especialmente para los radioelementos, puede consistir en
¢l uso de un quelante de iones bifuncional.

Entre estos quelatos es posible mencionar los quelatos derivados del EDTA
(&cido etilen- diamin- tetraacético) o del DTPA (écido dietilen-triamin-pentaacético)
que han sido desarrollados para ligar metales, especialmente metales radiactivos, e
inmunoglobulines. Asi, el DTPA y sus derivados pieden ser sustituidos con diferentes
grupos en su cadena de carbonos con el objeto de aumentar la estzhilidad y la rigidez
del complejo ligando-metal (Krejcarek et al., 1977; Brechbiel et al., 1991; Gansow,
1991: patente US 4,831,175).

Por ejemplo el 4cido dietilen-triamin-pentaacético (DTPA) y sus derivados, que
han sido ampliamente usados en medicina y en biologia durante largo tiempo tanto en



10

15

20

25

30

' A7

su forma libre como en forma de complejo con un jon metélico, tienen le notable
caracter{stica de formar quelatos estables con ionéa metilicos y de ser acoplados con
proteinas de interés diagnéstico o terapéutico, tales como anticuerpos, para el desarrollo
de radioinmunoconjugados en la terapia del céncer (Meases et al., 1984; Gansow et al..
1990).

También preferentemente, dicho (al menos un) anticuerpo que forma dicho
conjugado segin la invencién es elegido a partir de sus fragmentos funcionales,
especialmente los fragmentos amputados de su cou%ponmte Fe, como por ejemplo, los
fragmentos scFv. .

La presente invencién comprende ademés, el empleo de la composicién segtn la
invencidn para la preparecién de un medicamento.

Miés particularmente, de acuerdo con otra realizacion de la invencidn, esta 1iltima
se refiere al empleo de un anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales, y/o de uns
composicién, para la preparacion de un medicamento destinado = la prevencién o al
tratamiento de una enfermedad inducida por una sobreexpresién y/o una activacién
anormal del receptor de IGF-1, y/o relacionada con una hiperactivacién de 1z via de
transduccién de la sefial mediada por la interaccién dél 1-IGF1 o IGF2 con IGF-IR. *

Preferentemente, dicho empleo segin la invencién se caracteriza porque la
administracién de dicho medicamento no induce o induce sélo levemente efectos
secundarios relacionados con Ia inhibicidn del recaeptor de insulina IR, es decir Ia
inhibicién de la interaccién del IR con sus ligandos naturales debido a la presencia de
dicho medicamento, especialmente por una inhibicién competitiva relacionada con la
unién de dicho medicamento &l IR.

L= presente invencién comprende ademads, el émpleo de un anticuerpo, o uno de
sus fragmentos funcionales, preferentemente humanizado, y/o de una composicién
segiin la invencién, para la preparacidn de un meélicamento destinado a inhibir la
transformacién de células normales en célulaa de cardcter tumoral, preferentemente
IGF-dependientes, y espccialmente [GF1- y/o IGF2-dependientes,

La presente invencifn se refiere igualmente al emplen de 1 anticnerpa, n de
uno de sus fragmentos funcionales, preferentemente humenizado, ‘y/o de una '
composicién segin la invencion, para la preparacién de un medicamento destinado a
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inhibir el crecimiento y/o 1a proliferscién de células tumorales, preferentemente IGF-
dependientes, y especialmente IGF1- yfo IGF2-dependientes.

De un modo general, un sujeto de la presente invencién es el empleo de un
anticuerpo o uno de sus fragmentos funcionales, préferentemente humanizado, y/o de
una composicidn segiin la invencién, para la preparacién de un medicamento destinado
a la prevencién o al tratamiento del céncer, preferentemente de equellos que expresan
iGF-IR y/o de aguelios que presentan una hiperactivacién de 1a via de transduccién de
la seflal mediada por la interaccién de IGF1 o IGF2 con IGF-IR, tales como, por
¢jemplo, la sobreexpresion de IRS1.

Es igualmente sujeto de la presente invencién el empleo de un anticuerpo o de
uno de sus fragmentos funcionales, preferentemente humanizado, y/o de una
composicion segin la invencion, para la preparacién de un medicamento destinado a Ia
prevencitn o al tratamiento de la psoriasis, psoriasis cuya hiperproliferacion epidérmica
pueda estar relacionada con la expresion o la sobfreexpresién de IGF-IR y/o con la
hiperactivacidn de Ia via de transduccién de la sefial mediada por 1a interaccidn de IGF-
IR con sus ligandos naturales (Wraight C.J. et al., Nat. Biotechnol., 2000, 18(5):521-
526. Reversal of epidermal hyperproliferation in psoriasis by insulin-like growth factor
1 receptor antisense oligonucleotides). Segin otra realizacion, s objeto de la invencién
el empleo de un anticuerpo o de uno de sus fragmentos funcionales, preferentemente
humanizado, y/o de una composicién segin la inv:mciém para la preparacién de un
medicamento destinado a la prevéncién o al tratamiento de [a aterosclerosis.

Entre los cénceres que pueden ser prevenidos y/o tratados, se encuentran
preferentemente el céncer de prostata, los osteosarcomes, el cancer de pulmén, el céncer
de mama, el céncer de endometrio, el cincer de colon o cualquier otro céncer que
presente sobreexpresion de IGF-IR. :

De acuerdo con otro aspecto, otro sujeto de la presente invencion lo constituye
un método de diagndstico, preferentemente in vitro, de enfermedades relacionadas con
una sobreexpresién o une subexpresién, preferentemente una sobreexpresién, del
receptor de 1GF-1, a partir de una muestra bioldgica en le cual se sospecha la presencia
enormal del receptor de IGF-I; caracterizado éste método porque dicha muestra
bioldgica es puests en contscto con un anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales,
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segin la- invencidn, haciendo posible que dicho anticuerpo sea marcafo,‘si fuese
necesario,

Prefereniemente, dichas enfermedades relacionadas con la sobreexpresion del
receptor de IGF-I en dicho método de diagnéstico serén canceres.

En otra realizacién particular, los anticuerpos segin la invencién pueden
también ser empleados para el tratamieato, prevencién y/o diagnostico de enfermedades
relacionadas no solamente con la sobreexpresién del IGF-IR sino también con la
sobreexpresion del Hibrido-R.

Mis particularmente, el anticuerpo segin la invencién se caracteriza por ser
también capaz de unirse al hibrido-R, isoforma(s) A y/o B, & inhibir Ia unidén de sus
ligandos naturales, preferentemente designados aqui como IGF1 y/o IGF2 y/o insulins;
y/o capaz de inhibir especificamente la actividad tirosin-quinasa del dicho hibrido-R.

Dicho anticuerpo, o uno de sus fragmentob funcionales, puede estar presente
bajo la forma de un imnunoconjugndt; o de un anticuerpo marcado de tal manera de
obtener una sefial detectable y/o cuantificable.

Los anticuerpos marcados segin la invencién o sus fragmentos funcionales
incluyen, por e¢jemplo, enticuerpos llamados inmunoconjugados que pueden ser
conjugados, por ejemplo, con enzimas tales como peroxidasa, fosfatasa alcalina, o-D-
galactosidasa, glucosa oxidasa, glucosa ‘amilasa, anhidrasa  carbénica,
acetilcolinesterasa, lisozima, malato deshidrogenasa o glucosa 6-fosfato deshidrogenasa,
o con una molécula como la biotina, digoxigenina, o 5-bromodeoxiuridina. Igualmente
pueden conjugarse marcadores fluorescentes con los anticuerpos o con sus fragmentos
funcionales segun la invencidn, e incluir especialmente la fluoresceina y sus derivados,
fluorocromo, rodamina y sus derivados, GFP (GFP por “Green Fluorescent Protein™),
dansilo, umbeliferona etc. En tales conjugados, los. anticuerpos de la invencién o sus
fragmentos funcionales pueden ser preperados por métodos conocidos por el experto en
la técnica. Pueden ser acoplados a las enzimas o a los marcadores tluorescentes
directamnente o por intermedio de un grupo espaciador o de un grupo de unién tal como
un polialdehido, como glutaraldehido, dcido etilen-diamin-tetraacético (EDTA), Acido
dietilen-triamin-pentaacético (DPTA), o en presencia de agentes de acoplamiento tales
como los mencionados més arriba para los conjugudc;s terapéuticos. Los conjugados que
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contienen mercadores de tipo fluoresceina puedenl ser preparados por reaccién con un
isotiocianato.

Otros conjugados pueden igualmente incluir marcadores quimioluminiscentes
como el luminol y los dioxetanos, marcadores bio-luminiscentes como luciferina y
luciferasa, o incluso marcadores radiactivos como lodo'®, lodo'?, lodo'%, fodo'®,
Bromo”’, Tecnecio™", Indio'!, Indio''™, Galio®, Galio®, Rutenio®, Rutenio”,
Rutenio'®, Rutenio'”, Mercurio'”, Mercurio™, Renic™, Renio'”, Renio'®,
Escandio’, Teluro'*!'™, Teluro'®®, Telure'®™, Tulio'®®, Tulio'®’, Tulio'®, Flior",
Ytrio'", lodo'". Los métodos, conocidos por el experto en la técnica, ya existentes para
acoplar los radioisétopos terapéulicos a los anticuerpos tanto directamente como via un
agente quelante como EDTA, DTPA mencionados arriba, pueden ser empleados para
los radioclementos utilizables en diagndstico. E¢ igualmente posible mencionar el
marcado con Na[I'**] por el método de Ia cloramina T [Hunter W.M. and Greenwood
F.C., 1962, Nature 194:495] o aiin con Tecnecio™™ por la técnica de Crockford et al.
(patente US 4,424,200) o union visa DTPA seguin [a descripcion de Hnatowich (patente
US 4,479,930).

Asi, los anticuerpos, o sus fragmentos furicionales, segin la invencién pueden
ser empleados en un proceso para la deteccion y/o la cuantificacibn de una
sobreexpresién o de una subexpresién, preferentemente una sobreexpresion, del
receptor de IGF-1 en una muestra bioldgica; carecterizado este proceso por comprender
los siguientes pasos: '

8) el contacto entre fa muestra bioldgica y wn anticuerpo, o uno de sus
fragmentos funcionales segiin la invencién, y

b) lademostracin del complejo IGF-IR/anticuerpo posiblemente formado.

En una realizacion particular, los anticuerpos, o sus fragmentos funcionales
segin la invencién, pueden ser empleados en un proceso pare la deteccién y/o le
cuantificacion del receptor de IGF-] en una muestra bioldgice, pare monitorear la
eficacia de un tratamiento profilictico y/o terapéutico del cincer IGF-dependiente o
incluso de psoriasis o aterosclerosis. -

De manera més general, los anticuerpos, o sus fragmentos funcionales segin la

invencién pueden ser ventajosamente empleados en cualquier situecién en la cual la
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Preferentemente, la muestra biolégica estaré constituide por un fluido bidldgico
como suero, sangre entera, células, una muestra de tejido o biopsias de origen humano.

Se puede emplear cualquier procedimiento o prueba convencional con el objeto
de llevar a cebo tel deteccién y/o dossje. Diche prueba puede ser une prucba de
competencia, o una prucba sandwich, o cualquier prueba conocida por el experto en la
técnica, que dependa de le formacion de un complejo inmune de tipo antigeno-
anticuerpo. Siguiendo las aplicaciones segin la invencién, los anticuerpos o sus
fragmentos funcionales pueden ser inmovilizadod o marcados. Esta inmovilizacién
puede realizarse sobre numerosos soportes conocidos por ¢l experto en la técnica, Estos
soportes pueden incluir especialmente vidrio, poliestireno, polipropileno, polietileno,
dextrano, nylon, o células naturales o modificadas. Estos soportes pueden ser tanto
solubles como insolubles.

A modo de cjemplo, un método preferencia! pone en juego procesos
inmunoenziméticos segrin la tdcnica de ELISA, por inmunofluorescencia, por la técnica
de radio-inmunoensayo (RIA) o equivalente.

Asi, 1a presente invencién comprende igualmente los kits o juegos necesarios
para conducir un mwéodo de diagnéstico de enfermedades inducidas por une
sobreexpresién o una subexpresion del receptor de IGF-I, o pars conducir un proceso
para la deteccidén y/o cuentificacién de una sobreexpresién o de una subexpresién del
receptor de IGF-l en una muestra bioldgica, pref!erentemmte una sobreexpresién de
dicho receptor; caracterizado dicho kit porque comprende los siguientes elementos:

a) un anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales segiin la invencién;

b) opcionalmente, los reactivos para la formacion del medio favorable a la
reaccion inmunologica;

c) opcionalmente, los reactivos que permiten la demostrecién de los
complejos IGF-IR/anticuerpo producidos por la reaceién inmunolégica.

La invencion se refiere ademds al empleo de una composicién, como un
producto de combinecién segin la invencién, para la preparacién de un medicamento
destinado a la prevencion o al tratamiento del céricer, especialmente aguelios cénceres
para los cuales se prescribe generalmente dicho agente citotdxico o dicho anticuerpo
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anti-HER2/nen, y, especialmente para aquellos en los cuales las células tumorales
expresan o sobreexpresan el receptor de 1GF-1. ‘

Es igualmente un sujeto de la invencién el empleo de un anticuerpo segiin la
invencién para la preparacién de un medicamento en el cual un compuesto
biolégicamente activo tiene como blanco espetifico las células que expresan o
sobreexpresan el receptor de IGF-I.

Se pretende indicar aqui por “compuesto biolégicamente activa™ cuealquier
compuesto capaz de modular, y especialmente de inhibir, la activided celular, en
particular ¢l crecimiento de las células. su proliferacién, la transcripcion o la traduccién
de genes.

Es también un sujeto de la invencién un reactivo de diagndstico in vivo que
comprende un anticuerpo segin la invencién, o uno de sus fragmentos funcionales,
preferentemente marcedo, especialmente radiomarcado, y su empleo en medicina de
imédgenen, en particular para la deteccgén del céncer relacionado con la expresién o la
sobreexpresion del receptor de IGF-I por parte de una célula.

La invencién se refiere igualmente a una composicién, como producto de
combinacién o a un conjugado anti-iGF-IR/toxina o radioelemento, segiin 1a invencion,
como un medicamento.

Preferentemente, dicha composicién como producto de combinacién o dicho
conjugado segun la invencion serdn combinados con un excipiente y/o un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

En la presente descripeién, un vehiculo farmacéuticamente aceptable indica un
compuesto o combinacién de compuestos que entra en una composicién farmacéutica
que no provoca reacciones secundarias y que permite, por ejemplo, la facilitecion de la
administracion del (los) compuesto(s) activo(s), un sumento de su vide media y/o de su
eficacia en el cuerpo, un aumento en su solubilidad en solucién o incluso una mejora en
su conservacién. Estos vehiculos farmacéuticamente aceptables son bien conocidos y
serin adaptados por el experto en la técnica en funcién de la naturaleza y del modo de
administracion del (los) compuesto(s) activo(s) elegido(s).

Preferentemente, estos compuestos serdn administrados por la ruta sistémica, en
particular por la ruta intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal o
subcuténea, o por la via oral. De una mancra preferencial, la composicién que
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comprende los anticuerpos segin la invencién serda administrada varias veces, de
manera secuencial.

Sus modos de edministracion, dosajes y formas farmacéuticas éptimas podrin
ser determinados segin los criterios generalmente tenidos en cuenta en el
establecimiento de un tratemiento adaptado a un paciente, como, por ejemplo, la edad o
el peso corporal del paciente, Ia seriedad de su condicién general, la tolerancia al
tratamiento y los efectos secundarios percibidos. '

Otras caracterfsticas y ventajas de la invencion aparecen en la continuacién de la
descripcién con los ejemplos y las figuras, donde; .

- La Figura 1 representa la evaluacién in vifro de los anticuerpos anti IGF-IR en
¢l modelo MCF-7,

- Las Figuras 2 y 3 representan la evaluacién in vive de los anticuerpos anti IGF-
IR en DU14S, ]

- La Figura 4 representa ¢ desplazamiento de ['**I}-IGF-1 en células intactes
que expresan IGF-IR,

- La Figura 5 representa el desplazamiénto de ['*'[-IGF-1 sobre HR-A
capturado inmunoldgicamente,

- La Figura 6 representa el desplazemiento de ['*I}-IGF-1 sobre HR-B
capturado inmunolégicamente,

- La Figura 7 representa e desplazamiento de ['%[]-INS en células intactas que
expresan [R-A, y '

- La Figura 8 representa ¢l desplazamiento de ["*I}-INS en células intactas que
expresan [R-B.

Ejemplo !: Generacién de anticuerpos monoclonsles contra IGF-1R

Se generaron hibridomas por fusién de esplenocitos de ratones BALB/c
inmunizados con un IGF-1R recombinante heterotetramérico a2-f2 humano soluble
(R&D System, Minneapolis, USA), y Ia linea celuler de mieloma SP2/0-Agl4. Los
anticuerpos murinos resultantes fueron primero verificados con andlisis de ELISA y
FACS (analizador celular activedo por fluoresceina) sobre células MCF-7. Luego, se
realiz6 una busqueda final sobre Sf9-IGF-1r versus célules S{9-IR, pa':a eliminar los
anticuerpos que reconocieran g ambos IGF e IR, Los anticuerpos monoclonsales (AM)

2
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seleccionados (positivos en ¢l ELISA y que reconocen el receptor selvaje en las células

MCF-7) fueron producidos en liquido ascitico y purificados por una cromatografia en

proteina A antes de verificarlos in vitro y/o in vivo COmo e resume la Tabla 1.

Andlisis con FACSCAN Actividad jn vitro | Actividad in vivo
MCF-7 | SP IGF-1R+
Ofif TR Al s R = =
* - +/-
+ + +
+ + -
+ = -
+ + -
+ + N
ki n Nd
+ s -
+ + N - E‘}
r:"ﬁi! s'iﬂ”ﬁ:ﬁ?ﬁ-__ ; . ‘Gl'.tﬂ.'.; --,' i 5L ‘5;5_-'.. L ."’r g
Nd : Nd . Nd Nd
CYLEy .. -. mlﬁ rI ------I i@:m_:;h_' : EL #;E : _ —
+- - |IgGla +- Nd
+ - |IgGlk +- -
- + |1gGik +- .
Nd - __1IgGlx Nd Nd
Nd + |Ig0lx Nd Nd
Nd Nd | 1gGlx Nd Nd
Nd Nd | Nd_. Nd Nd
Nd Nd |IgGix Nd -
- - Nd Nd Nd
Nd Nd Nd Nd Nd
14A1 - Nd Nd Né Nd Nd
2B10 + i - |Gk A -
3A9 + th- - |IgGix Nd Nd
309 + + - IgGl x - -
4G4 t + - |1gGlx,
6F4 + - - _I_EGI X'
9E1D + +- - Ijgl
14D7 + + - IeGI x
S B R e e T e s

TABLA 1: Seleccién de anticuerpos monoclonales anti-IGF-1R
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Ejemplo 2: Acdvidad /n vitro de los anticuerpos anti-IGF-1R.

Método '

Se cultivaron rutinarismente células MCF-7 de ATCC en un medio RPMI libre
de rojo femol (Invitrogen Corporation, Escocia, UK), 10% FCS (Invitrogen
Corporation), 1% L-Glutamina (Invitrogen Corporetion). Las células MCF-7 fueron
plaqueadas en places de cultivo de tejido de 96 pocillos con una densidad de 5 x 10
células/pocillo en medio libre de suero. Después dé 24 hores se agregd al medio un
rango de dosis de IGF1 que fue de 1 a 50 ng/ml tanto en eusencia como en presencia de
cada anticuerpo a verificar a una concentracién ﬁn;l de 5 pp/mi,

Después de 3 dias, les células fueron expuestas a pulsos de 0,5 pCi de
[*Hltimidina (Amersham Biosciences AB, Uppsala, Suecia) durante 16 hores. La
magnitud de [*H]timidina incorporada en el ADN insoluble en écido tricloroacético fue
cuantificada mediante recuento por centellograﬁn liquida. Los resultados se expresan
como un indice proliferativo (cpm de célules mds lGF 1 més anticuerpo / cpm de células
més anticuerpo solamente),

Resujtadog

La evaluacién in vitro fue la primera seleccién do AM en términos de actividad
mitogénica. Para estos ensayos los anticuerpos generados, producidos em liquido
ascitico, fueron adicionados a células MCF-7 al mismo tiempo que IGF1 y comparados
con el AM oAR3, disponible comercialmente, con el objeto de seleccionar los
anticuerpos al menos tan eficaces como este ultimo. Los AM positivos (5 AM)
descriptos como (+) en 1a Tabla 2* de la respuesta anterior Son los Gnicos que dieron
Indices proliferativos <5 cuando las células se estimularon con la dosis mds alte de
IGF1 (50 ng/ml).

Lea Figura 1 muestrs la actividad in vitre de cuatro de los seis inhibidores fuertes
in vitro (2D10, 12D5, 12B1, 13F5). Los AM 2F2 y 21E3 fueron considerados como
AM (£)* (5<Indice proliferativo<l5 pers Ia concentracién mads elta de IGF1) y 7G3 y
2B10 fueron considerados como anticuerpos no neutralizantes (Indice proliferativo
>15). Es interesante remarcar que el 21E3 es el linico AM de isotipo IgG2.
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Ejemplo 3: Actividad in vivo de los anticnerpos ant-IGF-1R

Método '

Se cultivaron rutinariamente células DU145 de ATCC en un medio DMEM
(invitrogen Corporation, Escocia, UK), 10% FCS (invitrogen Corporation), 1% L-
Glutamina (Invitrogen Corporation). Las células fueron disgregadas dos dias antes de 1a
implantacién de modo que se encontraban en fase de crecimiento exponencial. Se
implantaron dog millones de células DU145 en PBS 2 ratones Swiss nude. Un dfa
después de la implantacion, los enimales fueron divididos en grupos de 6 ratones. Los
ratones fueron tratados subcuténeamente en el lado opuesto al tumor con 200 pg de
cada anticuerpo a probar, 3 veces por semana. El grupo control fue tratado tanto con un
isotipo murino control (EC2) en la primera selecciéon como con PBS para las
selecciones subsiguientes como se demostrd en ¢l primer experimento que no se
observaron diferencias en el crecimiento del tumor entre estos 2 grupos de ratones, El
volumen del tumor se midid una vez por semana y:se calcul6 segin la férmula:

/6 x longitud x ancho x altura.

Resnliados

Se realizaron tres experimentos in vivo para probar uns serie de AM. Las Figuras
2 y 3 muestran que 13F5, 2D10 y 6ES inhiben significativamente el crecimiento In vivo
de las células DU145. Los andlisis estadisticos (prueba de Menn y Whitney) se
muestran en la Tabla 2,
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Primera selecclén (D16 [Dzs Fm D36 Bﬂ

BS/13F5  Mann-Whitney 0,47 r-o,oss ro.m 0=0,015 |p=0.023
(Wilcoxon)

Segunda selecclén ||m on D26 ]Dso
[PBS/2D10 mﬂ;"w 0041 =0,0017 [p=0,0027 IP-o.ooz?
tPBSIGES ?&‘520 Zf::;"y p=0027  p=0013  [p=0,0092 =019
knsnzm _?é,'ﬁ'c‘;ﬂ;’“’y p-odl P01 p=0067 p=0,1
ansmi‘z Ev‘:;:oﬁ;“"y =018 p=0,067 P:M),OSO =0, 14

Tercera seleccién Imz_ D20 : F)26 D33
BS/16A12 ?’v’v‘fw‘ﬂ;‘;“e" p=0,063 0,087 Jp»o.w p=0.11

Tabla 2: Anélisis estadistico de los datos in vivo.

Ejemplo 4: Evaluacién de 1a capacidad de 2D10, 12D5, 13F5 para unirse a IGF-IR
y al hibrido-R .

A continuaci6n s¢ enumeran ias células utilizadas para este estudio:

- R+: fibroblastos-R transfectados de manera estable con el ADNc del receptor
de IGF-I (IGF-IR)

- R-/IR-A: fibroblastos-R transfectados de manem estable con el ADNc del
receptor de insulina isoforma A (IR-A)

- R-/IR-B: fibroblastos-R transfectados de manera estable con el ADNc del
receptor de insulina isoforma B (IR-B) '

- R+/IR-A: fibroblastos-R co-transfectados de manera estable con el ADNe del
receptor de IGF-I y del receptor de insulina isoforma A y que, por lo tanto, expresan
receptores hibridos A (Hibrido-RsA)

~ R+/IR-B: fibroblastos-R co-transfectados de-manera estable con el ADNc del
receplor de 1GF-1 y el receptor de insulina isoforma B y que, por lo tanto, expresan
receptores hibridos B (Hibrido-RsB).
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Se dejé al ['1JIGF-1 (20,000 cpm) unirse a células intactas R+ durante 16 horas
a 4°C, en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de ligando no marcado
(IGF1, IGF2 o insulina), o de anticuerpos (2D10, 12D5, 13F5). Los resultados sc
grafican como porcentaje de méxima union especifica y se representan en la Figura 4.

Tanto 2DI0 como 13F5 desplazaron eﬁcaz y completemente & IGFl con

afinidades sub-nanomolares y en este ejemplo con ICsy de 0,15 y 0,20 nM,
respectivamente, en comparacién con el anticuerpo de referencia gIR3 (ICs: 0,05 nM).
Las afinidades son mds altas-que las de los ligandos nsturules de IGF-IR, IGF1 (2,2 nM
en este ejemplo) ¢ IGF2 (15 nM en este ejemplo).

2D10 5 3y47-9

Los receptores Hibrido-RsA a partir de lisados de células R+/IR-A fueron
capturados inmunoldgicamente en placas Maxisorb cubiertas con anticuerpo anti-IR 83-
7.

Se dejé entonces al {"[JIGF-1 (Fig. 5) unirse a los receptores capturados
inmunolégicamente en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de ligando no
marcado (IGF1, IGF2 ¢ insuling), o de anticuerpos (2D10, 12D5, 13F5, 47-9, 9G4). Los
resultados se grafican como pmlfemmje de mAxima unidn especifica y se representan en
la Figurs 5.

2D10 y 13FS desplazaron eficaz y completamente &l 1GF1 marcado con
afinidades sub-nanomolares muy similares, y en este gjemplo de 0,2 y 0,35 nM,
respectivamente. En comparacién, 47-9 produjo un valor de ICs de 0,18 nM (Fig. 5).

Estas afinidades son més alies que las de los ligandos naturales de Hibrido-RsA,
IGF1 (2,0 nM en este ejemplo) e IGF2 (12 nM en este ¢jemplo).

12 3F5 y 47-
Los receptores Hibrido-RsB a partir de lisados dé células R+IR-B fueron
capturados inmunolégicamente en placas Maxisorb cubiertas con anticuerpo 83-7.
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Se dejo entonces al ['*IJIGF-1 (Fig. 6) unirse a los receptores capturados
inmunoldgicamente en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de IGFI,
IGF2, insulina o anticuerpos (2D10, 12D5, 13FS, 47-9, 9G4). Los resultados s grafican
como porcentaje de maxima unién.
2D10 y 13F5 desplazaron eficaz y cmppletamente al IGF1 marcado con
afinidedes sub-nanomolares muy similares, y en este ejemplo de 0,04 y 0,15,
respectivamente. En comparacion, 47-9 fue menos efectivo con un velor de ICs de 0,40
oM (Fig. 6).

- - 12D -10-
Se dejé a la ['*1]insulina (40 000 cpm) unirse a células intactas R/IR-A o R/IR-
B durante 16 horas a 4°C, en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de
ligando no marcado (IGF1, IGF2 o insulina) o anticuerpos (2D10, 12D5, 13F5). Los
resultados se grafican como porcentaje de ma:uma unioén especifica y se representan en

las figuras 7 y 8, respectivarnente para IR-A e IR-B.
Ni 2D10 ni 12D5 ni I3F5 desplezaron ‘a la insulina, en contraste con el
anticuerpo de referencia MA-10 (1Cso: 0,90 y 1,5 nM para IR-A (Fig. 7) e IR-B (Fig. 8),

respectivamente).



10

15

20

30

* Y 1y

REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado, o uno de sus fragmentos funcionales, siendo dicho
anticuerpo o uno de dichos fragmentos capaz de unirse al receptor del factor de
crecimiento humano similar a insulina I IGF-IR y, si fuera necesario, de inhibir la unién
nature! de sus ligandos IGF1 y/o IGF2, y/o capaz de inhibir especificamente 1a actividad
lirosin-quinase de dicho IGF-IR; caracterizado porque comprende una cadena liviana
que comprende al menos una regién determinante de complementariedad CDR elegida
entre las CDR3 de secuencia SEQ ID No. 1, 2 ¢ 3, o al menos una CDR cuya secuencia
tengn al menos un 80% de identided después de una alineacién éptima con la secuencia
SEQIDNe.1,203,0 porq;le comprende una cedena pesada que comprende al menos
una CDR elegids entre {as CDRs de secuencia SEQ ID Nes. 4, 5 y 6, © al menos una
CDR cuya secuencia tenga al menos un 80% de identidad después de una alineacién
dptima con la secuencia SEQ ID No. 4, 5y 6.

2, El anticuerpo de la reivindicacién 1, llamado 13F5 y caracterizado
porque comprende una cadena pesada con una secuencia que comprende [a secuencia de
aminodcidos SEQ ID No. 20 y porque comprende ademés una cadena liviana con una
secuencia que comprende la secuencia de aminodcidos SEQ ID N° 19.

3. Un hibridoma murino capaz de secretar un anticuerpo conforme a una de
Ias reivindicaciones 1 0 2,

4, El hibridoma murino conforme a la reivindicacién 3 presentado en el
CNCM, Instituto Pasteur, Paris, el 25 de marzo de 2004 bajo el niimero 1-3193,

5.  Un anticuerpo sislado, o uno de sus fragmentos funcionales, siendo dicho
anticuerpo o uno de dichos fragmentos capaz de unirse al receptor del factor I de
crecimiento humano similar a insulina IGF-IR vy, si fuera necesario, de inhibir la unién
natural de sus ligandos 1GF1 y/o IGF2, y/o capaz de inhibir especificamente la actividad
tirosin-quinasa de dicho IGF-IR; caracterizado porque comprende una cadena liviana
que comprende al menos una regidn determinante de complementariedad CDR elegida
entre las CDR3 de secuencia SEQID No, 7,80 9, c'-; al menos una CDR cuya secuencia
tenga el menos un 80% de identidad después de la alineacion éptime con la secuencia
SEQ ID No. 7, 8 ¢ 9, o porque comprende una cadena pesada que comprende al menos
una CDR elegida entre las CDRs de secuencia SEQ ID Nos. 10, 11 y 12, 0 al menos una
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CDR cuya secuencia tenga al menos un 80% de identided después de la alineacién
éptima con le secuencia SEQ ID No. 10, 11 y 12,

6.  El anticuerpo de la reivindicacién S, denominade 12D5 y caracterizado
porque comprende ung cadena pesada con una secuencia que comprende la secuencia de
aminoédcidos SEQ ID No. 22 o0 23 y porque comprende ademaés una cadena liviana con
una secuencia que comprende la secuencia de aminodcidos SEQ ID No. 21,

7. Un hibridoma murino capaz de secretar un anticuerpo conforme & una de
las reivindicaciones 5 0 6. .

8. El hibridoms murino conforme a la reivindicacién 7 presentado ante el
CNCM, Instituto Pasteur, Pers, el 8 de abril de 2004 bajo el nimero [-3195.

0. Un anticuerpo aislado, ¢ uno de sus fragmentos funcionales, siendo dicho
anticuerpo o uno de dichos fragmentos capaz de unirse al receptor del factor 1 de
crecimiento humano similar a in.-.ulim_t IGF-IR y, si fuers necesario, de inhibir ]a unién
natural de sus ligandos IGF1 y/o IGF2, y/o capaz de inhibir especificamente la actividad
tirosin-quinasa de dicho IGF-IR; caracterizado porque comprende una cadena liviana
que comprende al menos una regién determinante-de complementariedad CDR elegida
entre las CDRs de secuencia SEQ ID No. 13, 14 o 15, o al menos una CDR cuyn
secuencia tenga al menos un 80% de identidad después de la alineacién éptima con la
secuencia SEQ ID No. 13, 14 o 15, o porque comprende une cadens pesada que
comprende &l menos una CDR elegida entre las CDRs de secuencia SEQ ID Nos. 16, 17
y 18, o &l menos una CDR cuya secuencia tenga al menos un 80% de identidad después
de la alineacién dptima con la secuencia SEQ ID Nb. 16, 17y i8.

10.  El anticuerpo de la reivindicacién 9, denominado 2D10 y ceracterizado
porque comprende une cadena pesada con una secuencia que comprende la secuencia de
aminodcidos SEQ ID No. 25 y porque comprende adem#s una cadena liviana con upa
secuencia que comprende la secuencia de aminodcidos SEQ ID No. 24,

11. Un hibridoma murino capez de secretar un anticuerpo conforme a una de
las reivindicaciones 9 o 10, '

12.  El hibridoma murino conforme a la reivindicacién 11 presentado ante el
CNCM, Instituto Pasteur, Paris, el 13 de marzo de 2004 bajo el niimero 1-3214,

13.  Un anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales, caracterizado dicho
anticuerpo por ser secretedo por e] hibridoma conforme a les reivindicaciones 4, 8 o 12.
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14.  El anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales, conforme a la
reivindicacién 13, caracterizado dicho enticuerpo porque es un anticuerpo quimérico y
porque comprende ademds, las regiones constantes de la cadena liviana y la cadena
pesada derivadas de un anticuerpo de una especie heterdloga el ratén.

15.  El anticuerpo quimérico, o uno de sus fragmentos funcionales conforme a
la reivindicacidn 14, caracterizado porque dicha especie heterdlogz es el hombre.

16.  Un hibridoma murino presentado ante el CNCM, Instituto Pasteur, Paris,
el 1° de julio de 2004 bajo el nimero [-3249.

17.  Una composicién que comprende s modo de principio activo un
compuesto consistente en un_anticuerpo, o sus fragmentos funcionales, conforme a las
reivindicaciones 1, 2, 5, 6, 9, 10, 13-15, o producido por un hibridoma segiin las
reivindicaciones 3-4, 7-8, 11-12 o0 16.

18. La composicién conforme a la reivindicacién 17, caracterizada porque
comprende, ademés, como producto de combinecién pare uso simultinco, separado o
secuencial, un anticuerpo, un agente citotdxicojcitostdtico y/o un inhibidor de la
actividad tirosin-quinasa respectivamente de los receptores para IGF-I y/o para EGF.

19,  La composicién conforme a una de laa reivindicaciones 17 0 18 como un
medicamento.

20.  El uso de un anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales, conforine
a las reivindicaciones 1, 2, 5, 6, 9, 10, 13-15, o producido por un hibridoma segin las
reivindicaciones 3-4, 7-8, 11-12 o 16; y/o de una composicién conforme a cualquiera de
las reivindicaciones 17 & 19 para la preparacién de un medicamento destinado a la
prevencidn o al tratamiento de una enfermedad relacionada con una sobreexpresién y/o
activacién anormal del receptor de IGF-1, y/o relecionada con una hiperactivacién de la
via de trensduccidn de la sefial mediada por |a interaccién de IGF1 o IGF2 con IGF-IR.

21.  El uso conforme a la reivindicacién 20 para la preparacién de un
medicamento destinado a inhibir la transformacién de células normales en células con
carécter tumoral, preferentemente IGF-dependientes, y especialmente células IGF1- y/o
IGF2-dependientes.

22,  El uso conforme a le reivindicacién 20 para la preparacién de un
medicamento destinedo a inhibir ¢l crecimiento y/o la proliferacién de células
tumorales, preferentemente IGF-dependientes, y especialments células IGF1- y/o 1GF2-
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23. El uso conforme & una de¢ las reivindicaciones 20 a 22 para la
preparacidn de un medicamento destinado a la prevencién o al tratamiento det edncer.

24, El uso conforme a la reivindicacién 23, caracterizado porque dicho
cancer es seleccionado entre el cincer de prdstata, los osteosarcomas, el céncer de
pulmon, el céncer de mama, el cAncer de endometrio o el cdncer de colon,

25.  El uso conforme a una de las reivindicaciones 20 a 22 para la preparacion
de un medicamento destinado a la prevencién o al tratamiento de la psoriasis o la
aterosclerosis. |

26. Un método de diagnésiico in vitro de enfermedades inducidas por una
sobreexpresién o uma subexpresién del receptor do IGF-I a partir de una muestra
bioldgica en la cual se sospecha la presencid anormal del receptor de IGF-I;
caracterizado porque dicha muestra bioldgica es puesta en contacto con un anticuerpo
conforme a una de las reivindicacio:;es 1,25, 4,9, 10, 13-15 o producido por un
hibridoma segiin as reivindicaciones 3-4, 7-8, 11-12 o 16, siendo posible que dicho

" anticuerpo sea marcado, &i fuera necesario.

27.  Anticuerpo de acuerdo con cusalquiera de las reivindicaciones 1, 2, 5, 6,
9, 10, 13-15, caracterizado porque es capaz de unirse al hibrido-R, isoforma(s) A y/o B,
y/o de iphibir la unién de sus ligandos naturales, preferentemente designados aquf como
IGF1 y/o 1GF2 ylo insulina, y/o capaz de inhibir especificamente la actividad tirosin-
quinasa de dicho Hibrido-R, isoformas) A y/o B.

-
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RESUMEN DE LA INVENCION -

La presente invencién se refiere a nuevos anticuerpos capaces de unirse
especificamente &l receptor IGF-IR del factor de crecimiento humano similer a la
insulina y/o capaces de inhibir especificamente la actividad tirosin-quinasa de dicho
IGF-IR, especialmente enticuerpos monoclonales de origen murino, quimérico o
humanizado, asi como las secuencias de los aminoacidos y secuencias de nucledtidos
que codifiquen estos anticuerpos. La invencién también abarca el uso de estos
anticuerpos como medicamento para el tratamiento profilctico y/o terapéutico de
cinceres que sobreexpresen IGF-IGR o cualquier patologia conectada con la
sobreexpresién de dicho receptor, asi como los procesos o kits de diagndstico de
enfermedades relacionadas con la sobreexpresién de IGF-IGR. La invencion finalmente
comprende los productos y/o las composiciones que abarquen los mencionados
anticuerpos en combinacién con anticuerpos anti-EGFR y/o anticuerpos anti-VEGF y/o
anticuerpos dirigidos contra otros factores de crecimiento involucrados en la progresién
del tumor o metistasis y/o compuestos y/o agentes anticancerigenos o agentes
conjugados con toxinas y su uso pars la prevencién y/o tratamiento de ciertos céinceres.
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<213> Mus musculus
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<213> Mus musculus
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<213> Mus muaculus
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<211> 16
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<213> Mus musculus

<400> 11
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<210> 12

,<211> &

J<212> _PRT

<213> Mus musculus

<400> 12 *
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1 5

<210> 13
<211> 11
<212> ‘PRT
<213> Mua musculus

<400> 13

Ile Thr Ser Thr Asp Ile Asp Asp Asp Met Asn
1 5 10

<210> 14

<21l> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 14

Glu Gly Asn Thr Leu Arg Pro
1 L

<210> 15

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 15

Leau &in Ser Asp Lys Met Zro Leu Thr
1 5



«<210> 16
<211> 5
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 16

Asn Tyr Ala Met Ser

1

<210> 17
<211> 16
<212> PRT
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<213> Mus musculus

<400> 17

!
_Ser Tle Gly Ser Ala Gly Tyr Ile His Tyr Pro Asp Ser Val Lys Gly

1
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<213> Mus muaculus

<400> 18

1

<210> 19
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<213> Mus musculus

<400> 19

Asp Val Lsu
1

. Asp Gln Ala

Asn Gly Asn
35

Pro Lys Leu
50

Asp Arg Phe
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Ser Arg Val

Ser His Val

Meat
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20

Thr

Leu

Glu

Pro

Thr

Ile
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Ile

Ala
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Tyr
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Ser

Leu

Tyr

Ser
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Glu

Thr

Thr Pro
Cys Arg
Glu Trp

40
Lys Val
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Gly Ser

Asp Leu
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5
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Tyr
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Asn
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Val
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Gly 1
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Phe

Tyr
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Val
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Pro
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Ser

Thr
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Leu
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Ser Lau
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Ile His
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Gly Gln
Fly Val
Leu Lys
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Glu Ile

Gly

Ser

Ser

Pro
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<400> 2
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“Lys Asp
65
Met Gln

Thr Arg

Trp Gly
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0
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Lys

Asn
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Ser
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1

<211> 107
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 2

Asp Ile
1

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Rsp

Thr Phe

1
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Trp
35
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Gly
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Trp
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val

100
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20
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Gly
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Thr
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Arg
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40

Ser Glu
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Thr Val
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Lys Ala
Pro Gly
4D
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val
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Leu
Tyr
Gln
Arqg
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Trp
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Asp
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Lys
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Rrg

Aan
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Gln
Gln

Thr

Tyr
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<3



<210> 22
<211> 114
<212> PRT

100
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<213> Mus musculus
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.35
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<210> 24

<211> 107
<212> PRT
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<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 26

Val lle Trp Gly Gly Gly Asp Thr Tyr 1yr His Ser Pro lLeu Lys Ser
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: BRIGARD L CASTRO

(COR CERTIFICACION CONSULAR)

Yo {nosotres)
domicilisdo (3) en
Nesbro (emos) ®

de Bogotf, Colomble, wpodersdgs verduede-
ros y legales con poder especiel, smplle
y suficlants, pers recebar de las Ofici-
res y oewtorldudes colemblones sduinle-
trativas, judicisles y de pollcls, on
coelguler Snstencla o recerse, lz obten-
tién de petentes de privilegio de inven-
clén, de dibujos y modeles industrisles,
reglatre de mercas, deplaites da nombres
cemercisles y onsefins, esf como sus
traspasos, oprérroges, renovaclones y
comblos de nombra: slsborsr, tremitar,
otorgar y reglstrar contratos de llcen-
cls y llcenclus do cuelosquiers cluses:
interverir comc demandsnts » como deman-
dado an ceelgqoeir fsntencis y recurso y
snts evalguier Juez, corporwcifn, fun-
tienarlo péblico o sytoridad sn acclones
judicloles, aduinlstratives y de pelicie
teles come: opesicla sl registre de wer-
cass scelones de ceducidad y nullded;

scelones relvindicatorias acclones dori- -

vades de 1l obtenelSn o explotecifn de
11cocncidng sccionss de competencis des-
lesl} demandas penales scclones de in-
demnizecién; de perjulclos, reclasos o
chsarvecionss » selicitudes de patertes,
modelos y dibejos industrisles, en el
ejercicle de wedides cautelares y on
otras scclones o medidna similares.

A este afecto, 10 (s3) feculte (emos) pu-
ra slover solicitudes, formvlur deserip-
clones, smalendas, protestes, declers-
tionss, oposiclomas, conceleclones, no-
lidedes, upelecionres y reclumos; puger
lmpuestos, cuotes y gravemenss prescri-
tos por 1o ley] renuncier.o desfatir s
derachos concedidos o en curza de conce-
slénj reciblr tode clese ds docmentos y
valoresy dando el descergo respective,
Y« on qenefel, pers dor wente diches
entorldedas todes les pasos meceserios
o] efecto i1ndicado’y temar todes las me-

dides que creyeren conducentes al res-.

guarde de mis (nuestros) intsreses, con
todes lis denfs fecoltedes jagales nece-
sarfiag, 7 por el presents documento des-
do shors declaro (smes) villde y byene
tedo cwants Jos enaderadas hicleren en
al (nuegtre) benaficlo.

\ i (CONSULAR TERTIFICATION

1 (ve) PIERRE FABRE MEDICAMENT

45, Place Abel Gance
92100 BOULOGNE

Rereby |apootnt.

RAMIRO CASTRO DUQUE y/o HECIOR GOMEZ M.

y/o BEATRIZ JARAMILIO DE LLOREDA.

of Bogots. Colembls. wy (our) trus and
lawfol sttorneys with specisl empls and
aufficlent - power to nbtain from the Co-
lomblen adalnistrative. judiclsl and po-
e affices and suthoritles.. 1n wny
Instance, privileged pitents of fnven-
tion. rnqlstratlnn .of trademsrks. 1ndus-
trisl 'models and.dravings: reqlstration
of cowmercial names snd smblems; and al-
so asalgnments, axtensléns. rensvals or
changes of name conclrnlhq such actions;
to pripsrs, process. grent snd ruqlstlr
11censes of any kindy Intervens [ns
plaintift or defandint in any lnstlneu
‘or racourss. and before sny fudge. cor-
porstion. public offltin) or authorlty
In judiclel.
actions. such-ssi oppolltlonn to tha re-
gistration of trademarks; sctions of ce-
ducity and nullitys claims actlons deri-
ved from the obtalning or eaplotetion of
llcensas; sctions of unfalr compatition)
panal demands: actions of Indewnltles
for damnges: callws or observations on
patent epplications. wmodels snd indus-
triel ‘designa: In the exercise of pra-
ventive maasurss; and In other actions
of sleflar proceedings.

And to that effect they are hereby empo-
wverad 'to file spplicetions; formuiste
_descriptions, wmendments, protedt, ds-
tlarations. oppositions. esncellations.
nullititins sppesis and clalms: to pay
"tares ;quotas and sssassments prescribed
by law. rensunce or wslve the rights
granted or in the process of concesion;
to receive all kinds of docbments velus-
bles. glving the rddhibtive: releane or
recelpt. and. in glniil|ﬁ*‘n tike bafore
satd suthoritlés wnd: lttpi nscosnary to
such eoffact. and sny.méadires that thay
may deen pertinent to thi sefeguerd of
uy (our) Interest (s) with. ths othar

qel_ns i va) here-

65

adninistrstive and police ...
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ierre I" E, e np nﬂl Is fucultad Ill ra-
sident Du-ecteuxtlflenr ‘0 goafirmaren ul (svestro) ava-
1éral de PIERREbre la satusdo asf cowe la fsoultad de
BRE MEDICA~-, desistir, trensiglr, compromstsr y la

NT. de sustitulrle ea todo o en purte y re-
vocar sustituclonss. Asimismg nelhro
{amos) 2

4

ot DE YVE

: doaiclliado (s) on

iogotl Colombla, ais (avestros) repre-
M5 santentes, coa.facultades de recibir ao-
¥ ™ /tiflcaclones -y psra desigmr spoderades
judiciales o extrajudiciales.

qulan .l (os

Tll adin alls G!!l%-(l! ﬁ"““lﬂﬂ!ﬂtﬂ:'r..ﬂm

Minieterio Nelaciceres & ta-darcs yque » Aoma g

R T ' .

. "
Ihis power includus the Feculry Lo vals | ‘ :'
fy ar confira, on ay (our behalf, wad to - .-

substitute 1t 1a vhols or in part and to
favoke substltutlons. At the sams time I
(vs) heruby appoint RAMIRO -CASTRO DUQUE

yvﬁ: BECTOR GOMEZ M. yVﬁ: Eﬂilﬂ!tliii)llﬂﬂ'llﬁl)
domlciled in

wy (owr)  spresentaibve (s) Lo Bogotd.
Lolombia, with powvers to recalve motlfl-
cations and to designate judiclal wnd
axtrajudicial sttornyss.

Grantad and signed

this 17th dsy of January 1991

snl.o? Colombia in

fk #e known, and kaown to a8 to be tha

4’ “ tergado y firmade an 8y Pierre E
’F SN B foy LT de 19 Iitle Chalrfnan '
1&;; . L3 (““s,
DGR ~ e e e e -
T T LDE cowt,wu CONSULAR CERVIFICAIC -
VLM paP
f arsonis meteriiy— N —— (Natural perscns)

Xemd 5 sacrito Cénal de Clpmybi

Ze 2 os 85 ot wles.dalnan 00 F. Larpullile, | This day of 19
% i 19 folen -umm;rﬂu ] _mlrlsnnllly appeared before me. the Con-
\ i

L 2 3 KIER T

P AR B 2 A 3

)nn!‘ 41"- o
Lraesin fﬁ'i:*l&f’!.:‘ﬂ!'::.flf..

.dullrl @y ﬁ"'ill‘i'ﬁ‘f Gijrar
pll‘l %AS jli'nWEl'l'h ue.

o:prqafn '

US $ 6.00.

. L I
El iafrascrito Cénsul dn Colombls en
- Francla
cortifica: que 1s firms qus lntocldl Y
dice
Pierre FABRE

ss auténtica; qua sl sigastario es
Présidenté -

da PIERRE FABRE MEDICAMENT
- que tiens facultad pars otorgar.este po-
der '32) Que dicha compafife ejarce los fi-
. aes fioelllll. llistt y ostd o;nanlzlda

."' Francia’ ;
canforae a lus leyes do Francia

Todos los hechos antariorss ss cunstan
por haber sxasinado los documsnlos res-
pactives qus tuve s =l vista y ds todo
sllo doy 16

Dsde y firmade en

- .nru‘"c‘ll“l b "t‘_ﬁ da Ia
LT :“:;:,méa do |

* M3erSun (s) described In and who exscuted

tha foregolag document, and he (thay)
CaduFye acknowledge to ms that he (they) -
angcuted same for the uses and purpases

9 bl -UE..:T(._) DE "1™ {thareln expressed.
ULI-J ur"..,”'

T§a Censul

MUSTERI) OE WELACIONES T
SECCION NEGOCIOS GENERALES

ACE CONBTAR:

(
undersign lf’

cartitlas:
that

of

that.he 1s ampo
and that sald cong alig

objectives axist ana is orqlnlxld in -

in accordance with the laus of :

All the foregoing facts arv known to me
the Cunsul .duw to may huving sxamlaed
the- respeactive docuaents to which I, the
Consul attast. -
Granted and sighed in
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+RADUCCIDN OFICIAL NO. 121/91

TRADUCCION DE LOS SELLDS GQUE SE ENCUENTRAN EN EL PODER OTORGADD
POR PIERRE FABRE MEDICAMENT A i

DE RDGOTA COLOMRIA.

DOCUMENTO FIRMADO EL 17 DE ENERO DE 1991

POR FIERRE FABRE .~ Firmado: Ilegible. Director.

VISTO PARA LEGALIZACION DE LA FIRMA DE PIERRE FABRE, Presidente - |
Director General de FIERRE FABRE MEDICAMENT.

FIRMADD» FHILIFPE DEYVEAUX. NOTARIO. HAY SELLO DEL NDTARID.

CAMARA DE COMERCIO E INDUSTRIA DE CASTRES

Viato para certificacion material de lé firma de Plerre Fabre
éastres, 25 de Enero de 1991

Por al Presidente de la Camara de Comercio e Industria de Castres
FIRMADO: M.MALFETTES.HAY SELLO DE LA CAMARA DE COMERCIO E INDUSTRIA
REPUBLICA FRANCESA — MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES

NO. 277704 21 DE ENERO DE 1691

Vigto para legalizacidn de la firma de M. MALFETTES

POR EL MINISBTRO Y POR DELEGACION: FIRMADO: F. LAGRELLETTE.

HAY SELLO DEL MINISTERIO.

SIGUE AUTENTICACION DE LA FIRMA DE F. LABRELLETTE EFECTUADA POR EL
CONSULADD GENERAL DE COLOMBIA EN PARIS Y AUTENTICACION DE LA FIRMA

DEL CONBUL EFECTUADA POR EL MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES EN

BOGOTA. g -
/" / |. W
Bt i

T, uctora o J
nesoiuclén
Mialsterie
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TRADUCCION OFICIAL WNO. 121/91

SIGUE CERTIFICACION CONSULAR RELACIONADA CON LA FIRMA PIERRE FABRE
MEDICAMENT (EM EBFAMOL). FIRMADO: WILMA ZAFRA TURBAY. CONBUL
GENERAL DE COLOMBIA.

HAY SELLO DEL CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA EN PARIS.
i
SIGUE AUTENTICACION DE LA FIRMA DEL CONSUL EFECTUADA POR EL

MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORESE EN BOGOTA.

LA TRQDUCTDRQ OF1

,&&a il bl

HELENA URIBE DE LEMOINE
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A.CS. Puris B ADB 880 187
(77 B 1.180
S.LA.ET.‘8e8 880 157 00017

Le vingt-quatre ootobre mil neuf oent
guatra-vingt-gix,

Le consell d'adminietration :

_m Aormane de -ﬂ:
PRI i, "o
Raymond DAVID, demeuram. 74, Chaus-
sbe da FEtang, 64180 Saint-Mandd, rem-
plagant Movwilsur Sdmond DE CAFELE.
~— A dickié du transhiver
savial 4 ls Tour Total, 84, csura Micheist,
CEDER 47, #2000 PARIS-LA DEFENSE A
duler-gu douss novambre mil neuf sent
quatre-vingt-dix.

Autres snractiristinues de |a sookitd :

Myt : Febrioation ot ndDooe de tous

ETE .
PROVENCE INVESTISSEMENT

Bociétd & responsebling limitde” °
AU capital de 300000 F -

188, sverrue Charles-ce-Oiaslle-
2200 NEUILLY-SUR-BEINE
ACSH Nlnhmg 702 001 818

(80 B 10.482) ;
S.LRET. 702 001 818 0000 -
AP.E 8.007

Suivam dilibération de ['smsembiée
gindrale extraordinaite sn date du nauf
novembre mH neuf cent quatre-vingt-t,

Il a dtd décidéd de transtérer le
LEVAL-

mil neul oent quatre-vingt-dix.

En consdquence. les swtuts om ¢
modifids comme mlt:

Arsissne mention
Le slige soclsl est lixd & Neullly-gur-
Charies-de-

modults shimigues. pentiuras, artieles Setne (52200), 185, avenus qusa de ia i
de revitamanta | Gaulle. Durds: Juqu'sy trenis désembre
bll:lg-unbltlmh ‘:'-”.I.Mm: .
Durée : Custrevingt-dix-neu! anndss | Ls siige scolal egt fixd & LEVALLOW- it 1* Fabriostion
4 compier du suatre mal mi r-:fn-m PERAET, 100-102. rus de Viiiers o Thygien.
quanante-trols. Le ddpit légal sera: sfiectus su | LA vookith sars radide du regletre du
La soolité sera ddeormals immatri- grefle du tribunal de conemerse de .m"hm“ﬂhm."ruﬁw
culds au repistre cu ocommercs et Narterre. mmnommnun:mmd
des sociétis ¥ Nanterre. Pour avis, des socidble tenu par le triunal de
Pour avia. AE REPRESENTANT LEGAL. | commeres ds Namrre; los  cépots
144288 - Petites-AMiches 144203 - Potites-Affichas Mguux seront effectuls sux deun greffes
- i Pour avia,
. SHPR AZOLACO LE CONSEIL D'ADMINSTRATION.
Bocli SOCINTE CHIMIOUR -
au capital de 305,000 F D'ENGRA'S ET DR PACDUITE -t
Sldgy sochl : « DR SYNTHEER 801 TRSSIN
18, rve da is Towr *  Soolits anonyme Sooiétd aivile Immobiiére
:lnm au capitel de 11.000.000 F au ospital de 37.500 K
RC.E. Nanterrw B 738 O 844 Sligw scalsl : Slige scolal
'l"l:_lll"" 28, roe du Beltert
|-:=rt=-um¢:h::rmm: - SIS0 PARN-LA DEFENEE & 'n.c;u-n:c:'naumm
" ]
dute du vingehuit avll mil neut sart RGA. Nanterre B 872 218 000 @ 0 1180
SRSy At 0 | s et n e
ng ma rmes
vingtgix. tollo 14, 18, | vingtcing ectabre mil neut sent qus- Tramstert du sltge social
Nl » 616 décidé da porter ia capital | revingtdin, ’ Aux times du procie-verbal de
soola) de frole cent mile fanoe & un| Le conssll "adminisiration & pris ase Fassemibhla gendrmla axtreordinaire en
milllon de france par incerpomtion des de fa démisslon de Monsieur Berge | gme du 8§ novernbrs 1990, la colisotvis
rserves A sonowTenee de sept cant | PEIRE de mea lfoncliona oo dirscleur das assooiée & dicidé :
m::mm' Fuftiols § des stxtuts “T;.hmm-mm compter G 111900 ab 1 B0, pisne. de
& 1 modHie, ties ou grefe du triwnal o |is [ '"-'n-u:
Mention en sera falte au regisire ommerce de Nanterra. THE (TRA70).
du commerce i des soockibia de Pour avis. — On on conadquunos I'ard-
Narmarre, ou . LE CONSEHL D'ADMIMBTRATION. | ole 4 (SHige scclal) des stetuts.
r axim Mention en sera portie su R.C.O.
144342 - Pulites-AfSches
. - . nmmunwwm
PRONOSPICA TERADYNE SA, La
Boclété anomyme 184823 - Pallias-Afiches
Soclité & responashilite limitée au oapital da 260.000 F H
au oapitel de 100000 F - Slége soolal : * soCIETY VAROU
Slbge sowial ; 185, averun da Vaimy Booliné civile ‘
71, bovievard de Richaliau 22700 COLOMBRS au sapital de 10.000 F
SI800 NANTEARR RC.8, Nanterrw B 678 QN0 17% Blage soolal
R.C.H Nemarre B 351 400 082 (30 B 0.158) &7, rue oo Diene
. -
Conformément & I'article 4 dea sixtute, me“ﬂl"ﬂnm RC.A Namarre D 379 508 ME

m@umbn_ﬁ-hnh
[ 8 'lqu-n Lisn-Bium, S800C
PUTRAUX

L'lllh‘iﬂﬂlll.llllﬂlhﬂlﬂ.m
s,

Modifisation sem falie au regisire

» du commeroe & des_ socitie de
Namterry,

an date du vapt désemiws mil nout
quatre-vingt-dix,

8 ARy gy f.-:".ﬂﬂ\'lﬂmw
ER RANE BE 1 TR L

b présontd - s Dhdieme e

100-188, rus ¥a |5
2140 | yiners, & tompter du premier désembre

~~RE.S. Parls B 309 118 502
E‘ 52 D 11.3M) -

Transfert du sibgs social

Aux tarines de I'axiralt du proche-ver-
bal des difbérations du consall d'acimi-
nistrution en_ date du trenis novemtbre

I,

le MAIRE

e OBV )

\ “ota00 compEE
PRESSELEAN

RC.S. Narvurre B 330 108 347
GLAET. 330100 347 0001

]
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- | llﬂ? de CERTIFICA
1S o setior L. :
fpuien autorba el presentt ‘documento, ajarcia Jegalmacr:-

an ]a feche zlli =xpicradn, L funciones de Delognde: J:
Ministerlo Relacinnes Exterlorcs y que la firmn y scllo g
en el documento aparecen como suyos son los gbe Lsd ;
acoscmbrn en rus actos oficiales. '

El Cénail no ssume resporaabilidad elguim pot ¢:
tontenlio J+l dosuiacnro

PAGADO IAFUESTO DE TIMORE=

VALOR US 5 6.00 SEIS DOLAT:




TRADUCCION OFICIAL NO. 121/91

EXTRACTO DEL DIARIC OFICIAL €8 NO.133 DEL 2i DE DICIEMBRE DE 1950.
PIERRE FABRE MEDICAMENT
SOCIEDAD ANONIMA COM CAPITAL DE 22.000.000 FRANCOS
SEDE SDCIAL: 125, rue de la Failsanderie — 75116 PARIE //
R.C.5. PARIS B 324 118 502 (82 B 11.394)
TRASLADD DE LA SEDE SOCIAL» ' '

De conformidad con el extracto del Acta de Decisiones de la Junta

Directiva del =0 de Noviembre de 1990.

La Junta Directiva decide trasladar la sede social, a partir del
17 de Diciembre de 1990, del 123 rue de la Faisanderie, 73116
.Paria al 43, place Abml-Gance, 92100;BOULDGNE, bajo reserva de la
ratificacién en el curso de la proxima Aaamblea General

Grdinaria.

El articule correspondiente de los Estatutos (Articulo 4) se

modificara en consecuencia.

Resumen de las principales caracteristicas de la Sociedad:
Duracitdn: hasta 21 30 de Diciembre del aMo 2081
Objeto: Fabricacidn de productos farmacéuticos, coeméticos e

higienicos.

'
La sociedad sera radicada &n el FRegistro de Comercio y de
Sociedades llevado por €1 Tribunal de Comerclio de Farls vy se
matricularad en el Registro de Comercip y de Bociedades llevado

por €l Tribunal de Comercio de Nanterre. Los depositos legales se
efectuaradn en las dos escribanias manFionadas.

COMUNIQUESE

La Junta Directiv; cprsat
" 185 0F LEMOINt FIN DE LA TRONBERIERmNST
ﬂ% _’1-‘1'*7 : l.
’ " forg - n 0"0'.' '1_...: '-‘.;' - LN
nusolucibn Ne. 3618 3 ORIt NS

Ministerio de Justicls
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TRADUCCION OFICIAL NO. 121/91

CIUDAD DE CASTRER

BERVICIO DE POBLACION

Copia certificada conforme al original que nos fue presentado.
CASTRES, 11 de Enera de 19791

POR EL ALCALDE: EL ADJUNTO DELEGADO IMPEDIDC: EL EMPLEADD

MUNICIPAL DELEGADD: FIRMADO: ILEGIBLE.

— —

REPUBLICA FRANCESA — MINISTERIO DE RéLﬁCIDNES EXTERIORES
NO. 273737 22 DE ENERO DE 19%1

EL MINISTRO DE RELACIONES EXTERIORES 'CERTIFICA QUE EL FREBENTE ACTO
HA SIDO ESTABLECIDO DE CONFORMIDAD CdN LA LEY FRANCESA.
POR EL MINIBTRO Y PDR DELEGACION: FIRMADD: F. LAGRELLETTE.

. HAY SELLDO DEL MINISTERIO. '

SIGUE AUTENTICACION DE LA FIRMA DE F. LAGRELLETTE EFECTUADA FOR EL
CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA EN PARIS Y AUTENTICACION DE LA FIRMA
DEL CONSUL EFECTUADA FOR EL MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES EN

_ BOBOTA.

%UC;DRA /

HELENA URIBE DE LEMOINE

HELENA URIBE DE LEMOINE

Traauctors - lll EBPEas
Resolucitn RhEacalis, ¢
Winisterlo ¢ i
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Doctor{a)

GOMEZ MEJIA HECTOR
Apoderado({a) y/o Representante de
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Trémite 2

Evento 1

Actuacidn 430

Oficio No.

-Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidn 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, se le comunica que:

1. Debe allegar copia del documento en gue consta la ceslidn del derecho a la
patente otorgado por el({los) inventor(s) al(los) solicitante({s) o a su(s)
causante(s) (art. 26-k,Dec 486/2000).

2. Para efectos de la publicacifm en la gaceta se recomienda allegar el extracto
diligenciado.

En cumplimiento del articulo 39 de la Decisibn 486, se le requiere para gque dentro
del término de dos (2) meses siguientes ala fecha de notificacitn del presente
oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar
cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerari abandonada y
perderi su prelacidn.

Notifiquese el presente ofic
e), del capitulc quinto del

a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
ro de la Circular Unica No.l1l0 de 2001.

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la diviBSidén de Nuevas Creacicnes

anteri requerimiento fue notificado por fijacibn en lista de
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Se recuerda al interesado que debe presentar, dentro de los dieciséis meses
slguientes contadoe a partir de 1la fecha de presentacién de la solicitud cuya
prioridad se invoca, copia de la misma certificada por la autoridad que la expidid
Y. en los casoa en que haya lugar, la traduccibén simple del capitulo
reivindicatorio. El incumplimiento de &ste plazo, acarreari la pérdida de la
prioridad invocada.



