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Tra. 11 PATENTEIYH Eve: 378 FASENACIONALI Tra 11 PATENTEIVI P. 2020 DIR NUEVASCR

i Eve: 378 FASENACIO
Act. 851 DIVISIONAL Folios: 2 Act. 411 PRESENTACION Folios: 2 NALI
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DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
CONVERSION, DIVISION Y FUSION DE SOLICITUDES

1. Identificacion del Tramite ~~ © T~
] Conversléh Dnvnslén - : S Fusién®

- Patente de lnvencuén ﬁ’»;«
‘Patenté de: Modelo de’ Utmdad
Registro de Disefio. Industnai

7 Esquema de Trazado de Clrcultos Integrados

2. Datos del sq‘liciiéﬁté ;;

Persona Natural E: .. [PersonaJuridica o
F. HOFFMANN LA ROCHE AG \K/ w‘ i x . ¢ ? 8 ¢ el % /ﬁng

R T SR U

i

Nombre o} denomnnacnén / Nombre o razon soc;ta|

“ALICIA LLOREDA RICAURTEV RN R AT SRR .

Nombre del representante legal ”| | R XK

Tipo de empresa LR M|c‘ro Pequena E Mediana - Otra
R g D D I‘_‘] I 3'9._6905713 de Usaguén

Documento de identificacién: - C.C. = * GE. NIT” Otro T Ngmero T -

Nacionalidad/Pais de constitucién : Direccuén del titular 3 o L “Ciudad '

Suiza « _ Grenzacherstrasse 124, CH 4070 Basnlea Suiza Basilea

Direccién electrénica . — T A No. Fax T Numero telefénico ’ .

notiﬁcacionesgatentes@'I|oreda6§macho m..¢ -;'-}5069701 i f%z;‘;i 5 Y 3264270

& Autorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comerclo para que todas las
comunicaciones sean enviadas a través de la direccién de correo electronico

3. Datos del apoderado:
ALICIA LLOREDA RICAURTE 39.690.713 de Usaguén 53.215
Apellidos y Nombre documento de identificaciéon Tarjeta profesional
Direccién y domicilio ' : Ciudad
Calle 72 No 5-83 piso 5to : ' | Bogota
Direccion electronica No. Fax Ndmero telefénico
notificacionespatentes@lloredacamacho.com| 6069701 : 3264270
En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten antela Delegatura de Prop|edad |ndustnal sirvase indicar el namero de su radicacion
o protocolo de poder general

P102-FQS5 vr6 (2012-04-19)
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~ [ conversioN | ] owsion |7 ["Fusion |
| Expediente : 1 Expediente 2| Expediente

09-135.216

De: De: 09-135.216 “

A | A 09-135.216A A

5. Comprobante de Pago No  13-0035189 | | Fecha_15/04/13
6. Anexos

Comprobante de pago de la tasa para Ia'presentac'ién de la correccién y/o maodificacion
Poder, si fuere el caso con el que se acredita la representacion
Numero de documento que ordena la comision o fusion o division

Documento que contiene la conversion, divisién o fusion de la solicitud

OO00DX

Copia de la solicitud y sus anexos en formato Magnético

7. Firma

 ALICIALLOREDARICAURTE

Nombre y apellidos - “"/* " o

o]

53215
Tarjeta Profesional

30.690.713 de Usaquén .~

P102-F0S vr6 (2012-04-19)
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TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO EECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 561170201 15/04/2013 15.484.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICQ CONCEPTO Ve UNDITARIQ _ Vi.CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 2205 DIVISIONAL SOLICITUD DE PATENTE 450.000.00 450.000.00
DE INVENCION CONT. DERE $450 000,00

SON: **CUATROCIENTO7A/#’CUENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
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Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-310165 Call Center: {571) 6513240
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SUPERINTENDENCIA

PLANILLA DE RADICACION - DIGITALIZACION DIARIA

RELACION DE ANEXOS

Dependencia: Fecha: 20{3/ O\X“/ / L{/ Recorrido:
,ZOZO AAAA MM DD
Tipo de Radicacion: Entrada: ) Salida: o Traslado: O Convenio: O
Radicador: Planilla:
1D No. Radicacion Consecutivo Itemn Item Unidad de Conservacion
' 13- 1/9040-D e
2 109- 135216 -10 e
3 3 Libro
4 4 Sobre
5 5 Tomo
6 6 Otro
7 Item Soporte Documental
8 )‘ CD
9 8 Disquete
10 9 DVD
11 10 Folleto
12 11 Foto
13 12 Peri6dico
14 13 Plano
15 14 Pubiicacion Periddica
16 15 usB
17 10 Otro

Observaciones:

ﬂ\hﬂ‘ Xon

<D
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> YOUNG, DAVID 8. F.
FINDLAY, HELEN P.
HAHN, SUSAN E.
CECHETTO, LISA M.
MCCONKEY, FORTUNATA

<120> MEDIACION DE CITOTOXICIDAD DE CELULAS QUE EVIDENCIAN
CD44

<130> 2056.091

<140> 11/807,887
<1l41> 2007-05-30

<150> 11/364,013
<151> 2006-02-28

<150> 10/810,165
<151> 2004-03-26

<150> 10/647,818
<151> 2003-08-22

<150> 10/603,000
<151> 2003-06-23

<150> 09/727,361
<151> 2000-11-29

<150> 09/415,278
«151> 1999-10-08

<l60> 68
<170> PatentIn vergion 3.3

«<210> 1

<21li>» §

«<212» PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> pescripcién de Secuencia Artificial: Péptido
sintético

<400> 1
Arg Tyr Trp Mat Ser
1 5

<210> 2

«21is 17

<Z12> PRT

<213> gecuencia Artificial

EXPRESION SUPERFICIAL DE
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<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Péptidoc

sintético

<400> 2

Glu val Asn Pro Asp Ser Thr Ser Ile Asn Tyr Thr Pro Ser Leu Lys
10

1 5

Asp

<210> 3

<Z11l> 15

<212>» PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> pescripcién de Secuencia Artificial:

sintético

<400> 3

Pro Asn Tyr Tyr Gly Ser Arg Tyr His Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr
10

1 5

«<210> 4

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> pescripcién de Secuencia Artificial:

sintético

<400> 4

Péptido

péptido

Arg Ala Ser Gln Asp Ile Asn Asn Tyr Leu Asn

1 5

<210> 5

<211> 7

«212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> pescripcién de Secuencia
sintético

<400> 5

Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser

1 5

B

i0

rtificiale

péptido
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<210> 6

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> pescripcién de Secuencia Artificial: Péptido

sintético

<400> 6

Gln Gln Gly Ser Thr Leu Pro Phe Thr

1 5

<210> 7

<211> 124

«212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> pescripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido

sintético

<400> 7

Glu val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val

1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asp
20 25

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly

35 40
Gly Glu Val Asn Pro Asp Ser Thr Ser Ile Asn Tyr
50 55 60

Lys Asp Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys

65 70 75

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala

85 90

Thr Arg Pro Asn Tyr Tyr Gly Ser Arg Tyr His Tyr
100 165

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu val Thr Val Ser Ser

115 120

Gln

Phe

Leu

45

Thr

Agn

Val

Tyr

Pro

Ser

30

val

Pro

Thr

Tyr

Ala
110

Gly

15

Arg

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Met

Gly

Tyr

Val

Leu

Tyr

80

Cys
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<210> 8
«211l> 107
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220

<223> pesc ipcidén de Secuencia
intétic

«400> 8
Asp 1le Gln Met Thr Gln
1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr
20

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln
35

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu
50

Ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 70

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr
85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr
100

<210> 9
<211> 124
<212> PRT

<213> Ssecuencia Artificial

Sex

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

<220>

«223> pescripcidn de Secuencia
sintético

«400> 9

Glu Val Gln Leu Val Glu

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser (ys
20

Trp Met Ser Trp Val Arg
35

Ala

Gln

Artificial:

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Artificial:s

Gly Gly Gly Leu val

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Glin

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

S0

Ile

10

Leu

Gin

Ala

Pro

Ile

75

Gly

Lys

Polipéptido

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Ser

Polipéptido

Thr Ser Gly Phe Asp

25

Lys

Gly

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Phe

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Pro

Val

val

15

Asn

Leu

Ser

Giln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

890

Phe
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Gly Glu Val Asn Pro Asp Ser Thr Ser Ile Asn Tyr Thr Pro Ser Leu
50 55 &0

Lys Asp Gln Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr

65

70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyx Tyr Cys

85 90 g5

Thr Arg Pro Asn Tyr Tyr Gly Ser Arg Tyr His Tyr Tyr Ala Met Asp

100 105 110

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

<210>
<211>
<2125
«213>

<220>
<223>

«<400>

118 120

10
24
ADN

Secuencia Artificial
Descripeidn de Secuencia Artificial: Cebador
sintético

10

atgragwecac akwceycaggt cttt

<210>
«<211>
<212>
<213>

«220>
«223>

<4005

11

25

DNA

Secuencia Artificial

Descripcidn de Secuencia Artificial: Cebador
sintético

11

atggagacay acacactect gotat

<210
«21l1>
<2125
«213>

<220>
<ZdZ3>

Cebador

24

25
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<400> 12

atygagweayg acacactsct gytatgggt 239
«210> 13
«211> 32
<«212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> pescripcién de Secuencia Artificial: Cebador
sintétice
<220>
<221> modificada base
«222> (27)
«223> Inosina
<400> 13
atgaggrccee ctgctecagwt tyttggnwto tt 32
<210> 14
<211> 31
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Descripcidn de Secuencia Artificial: Cebador
sintético
<400> 14
atgggewtca agatgragtc acakwyycwg g 31
<210> 15
<211l> 28
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> pescripcién de Secuencia Artificial: Cebador
sintético
<400> 15
atgagtgtge ycactcaggt cctggsgtt 29
<210> 16
«211l> 31
«212> BDN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Cebador

gintétice
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<400>

i6

atgtggggay cgktttyamm cttttcaatt g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

17
28
ADN

Secuencia Artificial

Descripcién de Secuencia Artificial:

sintético

17

atggaagcce cagctcecaget tcectcettcee

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223

<400>

18
26
ADN

Secuencia Artificial

Cebador

Descripcidén de Secuencia Artificial: Cebador

sintético

modificada base

(6)

Inosina

modificada_base

(12)

Incsina

modificada base

(18)

Inosina

18

atgagnmmkt camttcantt cytggyg

<220>
<221>
<222>
<Z23>

(12}

Inosin

n
H

E

cu

&

neia Artific
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<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

modificada_base
{24)
Inosina

18

atgakgthey cngctcagyt yotnrg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
«223>

<400>

20
25
ADN

Secuencia Artificial

Descripcién de Secuencia Artificial:

sintético

20

atggtrtcew casctcagtt ccttg

<210>
<211>
<212>
«213>

<220>
<223>

<400>

21
27
ADN
Secuencia Artificial

Descripcién de Secuencia Artificial:

sintético

21

atgtatatat gtttgttgtc tatttct

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

22

29

ADN

Secuencia Artificial

Descripcidn de Secuencia Artificial:

sintético

22

atgaagitge ctgttaggct gttggtget

<210
<211l>
<212>

<Z13>

<220>
<Z23>

23
28
ADN

Secuencia Artificial

26
Cebador

25
Cebador

27
Cebador

29
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<400>» 23

atggatttwe argtgcagat twtcagcott 29
<210> 24
<211> 27
<212> apN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Descripcidén de Secuencia Artificial: Cebador

sintético
<400> 24
atggtyctya tvtecttget gttcetgg 27
<210> 25
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Descripcidén de Secuencia Artificial: Cebador

sintético
<400> 25
atggtyctya tvttrctget gctatgg 27
<210> 26
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
«220>
<223> Descripecién de Secuencia Artificial: Cebador

sintético
<400> 26
actggatggt gggaagatgg a 21
<210> 27
<21ls 25
<Z212> ADN
<213> Secuencia Artifigial
<220>
«223> Descripecidn de Secuencia Artificial: Cebador

sintético
<400> 27

25

atggectgga ytyowetywt mytct
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<210> 28
<211> 23
<212> apN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Dpescripcién de Secuencia Artificial: Cebador
zintético
<220>
<221> modificada base
<222> (15)
<223> 1Incsina
<400> 28
agcteytowyg wgganggygg raa 23
<210> 29
<211» 285
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223>» Descripcién de Secuencia Artificial: Cebador
sintético
<400> 29
atgrasttsk ggytmarctk grttt 25
<210> 30
«<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Descripcidén de Secuencia Artificial: Cebador
sintético
<400> 30
atgraatgsa sctgggtywt yctcett 26
<21Q0> 31
<211> 29
«212> apm
«213> Secuencia Artificial
<2205
«223> Descripcién de Secuencia Artificial: Cebador
sintético
«400> 31
atggactoca ggctcaattt agttttect 29
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<210> 32

<211> 26

«212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> pescripcidén de Secuencia Artificial:

gintético

<400> 32
atggetgtcy trgbgctgyt cytctg

<210> 33

<211l> 29

<212> ADN

<213> .Secuencia Artificial

<220>

<223> Dpescripcién de Secuencia Artificial:

‘sintético

<400> 33
atggvttggs tgtggamctt gcyattcct

<210> 34

<211> 26

<212 ADN

<213> .Secuencia Artificial

<220>

<223> pescripcién de Secuencia Artificial:

‘sintético

<400> 34
atgaaatgca gcetggrtyat sttett

<210> 3%

<211> 26

<212> ADN

«213> .secuencia Artificial

<220>

<223> pescripcién de Secuencia Artificial:

‘gintético

<400> 35
atggrcagre ttacwityyte attect

<210> 36
<Z1ll>» 26
«212» ADb
<213> .Secuencia Artificial

Cebador

Cebador

Cebador

Cebador

26

29

26

26
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12

<220>

<223> pescripcidn de Secuencia Artificial:

‘sintético

<400> 36
atgatggtgt taagtcttet gtacct

«<210> 37
<211> 26
<212> ADN
<213> .Secuencia Artificial

<220>

Cebador

26

<223> pescripcién de Secuencia Artificial: Cebador

‘sintético

<400> 37
atgggatgga gctrtatcat sytcett

<210> 38

«211> 23

<212> ADN

<213> .3ecuencia Artificial

<220>

.<223> pescripcién de Secuencia Artificial:

‘sintético

<400> 38
atgaagwtgt ggbtraactg grt

<210> 39
<211>» 25
<212> ADN
<213> .Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripeidn de Secuencia Artificial:

‘sintético

«220>

<221> modificada base
<2225 {15)

<223> Inosina

<400> 38
atggratgga sckknrtcott tmtct

<210> 40
<211>» 25
<212 ApN
<213> Secuencia Artificial

26

Cebador

23

Cebador

25
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<220>

«223> pescripcién de Secuencia Artificial:

sintético

<400> 40
atgaacttyg ggytsagmtt grttt

«<210> 41

<211 25

«212> ADH

<213> Secuenciaz Artificial

<220>

<223> pescripcién de Secuencia Artificial:

sintético

<400> 41
atgtacttgg gactgagcetg tgtat

<210> 42

<211> 23

<212> ADN

«213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial:

sintético

<400> 42
atgagagtgce tgattectttt gtg

<210> 43
<211l> 28
212> ADN
«213> secuencia Artificial

«220>

<223> pescripeién de Secuencia Artificial:

sintético

<400> 43
atggattityg ggctgatttt tittattg

«210> 44
<Z1l> 26
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<2205

<2235 Descripoidn de Secuencia Artificial:

Cebador

Cebador

Cebador

Cebador

Cepador

25

25

23

28
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<220>

«221>

<222> (2

<223>

<400> 44

ccagggrcca rkggatarac ngrtgg

<210> 45
<211> 12

<212>
<213>

<400> 45
Glu Val Lys

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Leu

Thr

TYr

Leu

Met

Glu

50

Asp

Gln

Arg

Trp

<Z210> 48
«Z21l1> 147
<2125 PRYT

<213>» Mus

<400> 46
Bsp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr Ser Ser Leu Ser Val Ser Leu Gly

1

1)

4

PRT
Mus musculus

Lys

Ser

35

val

Gln

Met

Pro

Gly
115

Incsina

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Asn

100

Gln

modificada base

Leu

Ser

val

Pro

Ile

Lys

85

Tyr

Gly

mugculus

5

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

val

Tyr

Thr

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Ser

Gly

Ser

14

Gly Gly Gly Leu
10

Thr Ser Gly Phe
25

Ala Pro Gly Lys
40

Thr Ser Ile Asn

Arg Asp Asn Ala
75

Ser Glu Asp Thr
90

Ser Arg Tyr His
105

val Thr Val Ser
120

16

Val Gln

Asp Phe

Gly Leu

45

Tyr Thr

60

Lys Asn

Ala Leu

Tyr Tyr

Pro Gly
15

Ser Arg
30

Glu Trp

Pro Ser

Thr Leu

Tyr Tyr

95

Ala Met
110

15

Tyxr

Ile

Leu

Asp

80

Cys

Asp
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40

Asp

Leu

Tyr

Arg Val Thr Ile Asn
20

Asn Trp Tyr Gln Gln
35

Tyr Thr Ser Arg Leu
50

Ser Gly Ser Gly Thr Asp

65 70

Glu Agp Val Ala Thr Tyr

85

Thr Phe Gly Ser Gly Thr
100

<210> 47

<211> 75

<212> ADN

«213> Secuencia Artificial

<220>

<223 >

sintético

<400> 47

gttgctacge gtgtecacte cgaggtgaag ctgctcgagt ctggaggtgg ccotggtgeag

cctggaggct coctyg

<210> 48

<211> 35

<212>» BADN

<213> secuencia Artificial

<220>
<2Z23>

sintético
<400> 48

Cys

Lys

His

55

Phe

Phe

Lys

Arg

Pro

40

Ser

Ser

Cys

Leu

15

Ala

25

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Gly

Val

Thr

Gln

S0

Ile

ccocagaaagce ttacctgagy aaacggtgac tgagyg

<210> 49
211> 58
<212> anw

<213» secuencia Artificia

fot

Gln

Thr

Pro

Ile

75

Gly

Lys

Asp

Val

Ser

60

Ser

Ser

Ile Asn
30

Lys Leu

45

Arg Phe

Asn Leu

Thr Leu

Descripcidn de Secuencia Artificial: Oligonucledtido

Descripcidn de Secuencia Artificial: Oligonucledtido

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Lys
80

Phe
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<220>

«223> pescripcién de Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 49

gttgctacge gtgtccacte cgaggtgcag cttgtoegagt ctggaggtgyg ccotggtge

<210> 50

<211> 58

<212> apn

<213> Secuencia Artificial

«220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 50
ctggaggtygyg cctggtgcag cctggaggetr cccotgagact ctectgtgea gectcagg

<210> 51

<211> 29

«212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> pescripcién de Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 51

gggaaagggc tagtgtgggt tggagaagt

<210> 52

<211l> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> pescripcién de Secuencia Artificial: Oligonucledtidoe
sintético

<400> 52

ccacactage cctttcecctg gageo

=210 83
«Z21is 57
<Z212» ADN

«<213> Secuencia Artificial

<220>

«223> pescripcién de Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

«<400> 53

tacgctgtac ctgcaaatga acageoctgayg agobgaagac acagocogtgt attactyg

58

58

29

25
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<210> 54

<211l> 56

<212> ADN

«213>» Secuencia Artificial

<220>
<223> pescripcidn de Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 54
atttgcaggt acagcgtatt tttggegttg tctetggaga tggtgaatcet atcctt

<210> 55

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> pegcripcién de Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

<400» 55
cccagaaagc ttacctgagy aaacggtgac cagggttoct tg

<210> 56

<211> 44

<212>» ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripciédn de Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 56 ]
ctyggaggtgg cctggtygcag cctggaggct ccctgagact ctee

<210> 57
<211> 29
<212> apw
<213> Secuencia Artificial

220>
«Z2Z3>

cripeidn de Secuencia Artificial: Oligonucledtido
tEt

<400> 57
gggaaaggygc tagtgtggat tggagaagt

<210> 5
<Z11l> 5
<2l2> ADH

<213> Secuencia Artificial

56

42

44

29
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<220>
«223> Descripeidn de Secuencia Artificial: Oligonucleétido
gintético

<400> 58
atttgcaggt acagcegtatt tttggeogttyg tcotcectggaga tggtgaattig

<210> 89
<211> 37
<212> ADN
«213>» Secuencia Artificial

<220>

<223> pescripcidén de Secuencia Artificial: Oligonuclebdtido
sintético

<400> 59
tececcaggege gegatgtgat atccagatga cacagac

«210> 60
<211l> 68
<212> ADN
«213> Secuencia Artificial

<220>

<223> pescripcién de Secuencia Artificial: Oligonucleétido
sintético

<400> 60
ctgccaggat ccaactgagg aagcaaagtt taaatbtctac tcacgtttta tttccaactt

tgteceeg

<210> 61

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcidén de Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 61
tococaggege gegatgtgat atocagatga cacagtotoc atoctoootg Loty

<210> 62

<211> 52

<212> BDN

«213> Secuencia Artificial

<220>

<223> pescripcitén de Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

50

37

60

68
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<400> 62
cteocatecte cectgtetgec tetgtgggag acagagtcac catcacttge ag

<210>» 63

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> pescripcidén de Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 63
cagaaaccag gtaaagctceco taaactectg

<210> 64
<211> 30
<212>» ADN
«213>» Secuencia Artificial

<220>

<223> pescripcién de Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 64
caggagttta ggagctttac ctggtttctg

<210> 65
<211> 41
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

220>

<223> pescripcién de Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

<400> 65
cagectgcag cctgaagata ttgocactta ctattgccaa ¢

«210> 66
<211l> 43
“212>
<«Z13>

ER

ecuencia Artificial

¢

<220>
<223> pescripeidn de Secuencia Ariificial: Oligonucledtids
sintético

<400> 66
totteaggcet geaggcetget aatggtgygaasa gtaa

o

atctg tte

52

30

30

41

43
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<210>
<Z211>
<212>
<213>

<220
<223>

<400>

gtttaaattc tactcacgtt ttatttccaa ctttgtcccce tggecgaacy

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

20

67
50
ADN
Secuencia Artificial

Descripcidén de Secuencia Artificial: Oligonucledtido
sintético

67

68

21

ADN

Secuencia Artificial

Descripcidn de Secuencia Artificial: Cebador
sintético

<400> 68
taagctcoctg atctataaty c¢



TRADUCCION OFICIAL No. 2009-11-25-620
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

PCT/US2008/000978

Casilla No. VIII (ii) DECLARACION: FACULTAD PARA SOLICITAR Y QUE SE
OTORGUE UNA PATENTE

La declaracion debe ajustarse a la redaccion estandarizada prevista en la Seccidn
212; ver las Notas a las Casillas Nos. VIII, VIII(i) a (v) (en general) y las Notas

especificas a la Casilla No. VIIl(ii). Si no se usa esta casilla, esta hoja no debe
incluirse en la solicitud.

Declaracion en cuanto a la facultad del solicitante, en la fecha de radicacion
internacional, a solicitar y que se le otorgue una patente (Reglas 4.17(ii) y

51bis.1(a)(ii), en un caso donde la declaracion bajo la Regla 4.17(iv) no es
apropiada:

en relacion con la solicitud internacional:

ARIUS RESEARCH, INC. esta facultada para solicitar y que se le otorgue una
patente en virtud de lo siguiente:

un traspaso de:

YOUNG, David S.F., 33 University Avenue, Suite 2407, Toronto, Ontario M5J 2S7
CANADA; '

FINDLAY, Helen P., 205 Glendonwynne Road, Toronto, Ontario M6P 3E9
CANADA;

HAHN, Susan E., 9 Innisfree Court, Toronto, Ontario M6S 3N7 CANADA:

CECHETTO, Lisa M., Unit 303 de JSD Ville I, 653-31 Hannam-dong, Yongsan-gu,
Seul 140-210 COREA DEL SUR; y

McCONKEY, Fortunata, RR#4, Shelburne, Ontario LON 1S8 CANADA

a ARIUS RESEARCH, INC., fechado el 8 de mayo de 2006, 8 de mayo de 2006, 8
de mayo de 2006, 8 de mayo de 2006 y 8 de mayo de 20086, respectivamente.

[ ] Esta declaracion continta en la pagina siguiente, “Continuacién de la Casilla
No. VHI(ii)".
Formato PCT/RO/101 (hoja de declaracion (i) (enero de 2004) Ver Notas al formato de solicitud

Traducido segin mi mejor saber y entender, este dia 24 de noviembre de
2009, en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

) TRADUCTORA OFICIAL
RES. 2177/89 MINJUSTICIA

e

e 4
ANITA ESCOBAR DE TAMAYO



PCT/CA2008/000978

Box No. VI (i) DECLARATION: ENTITLEMENT TO APPLY FOR AND BE GRANTED A PATENT

The declaration must conform to the siandardized wording provided for in Section 212; see Notes to Boxes Nos. VIII, VI (i) to (v) (in general)
and the specific Notes to Bax No. VIII (i), If this Bax is not used, this sheet should not be included in the request,

Declaration as to the applicant’s entitlement, as at the international filing date, to apply for and be granted a patent (Rules 4.17(ii)
and 51 bis. 1{a)(ii)), in a casc where the declaration under Rule 4.17(iv) is not appropriate:

in relation to this international application:

ARIUS RESEARCH, INC. is entitled to apply for and be granted a patent by virtue of the
following:

an assignment from:

YOUNG, David S. F., 33 University Avenue, Suite 2407, Toronto, Ontario M5J 257
CANADA;

FINDLAY, Helen P., 205 Glendonwynne Road, Toronto, Ontario M6P 3E9 CANADA;
HAHN, Susan E., 9 Innisfree Court, Toronto, Ontario M6S 3N7 CANADA:

CECHETTO, Lisa M., Unit 303 of JSD Ville I, 653-31 Hannam-dong, Yongsan-gu, Seoul
140-210 SOUTH KOREA; and

McCONKEY, Fortunata, RR#4, Shelburne, Ontario LON 1S8 CANADA

to ARIUS RESEARCH, INC., dated 8 May 2006, 8 May 2006, 8 May 2006, 8 May 2006,
and 8 May 2006, respectively.

D This declaration is continued on the following sheet, “Continuation of Box No. V111 (1)

Form PCT/RO/101 (declaration sheet (ii)) (January 2004) See Notes o the request form
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ANTICUERPOS ANTI-CD44 QUIMERICOS Y HUMANIZADOS QUE MEDIAN LA

CITOTOXICIDAD DE CELULAS DE CANCER

RESUMEN, OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

E1 CD44, una glicoproteina de unidén a &acido hialurédnico
(HA) de cadena individual, se expresa en una variedad de
tejidos normales, todas las células hematopoyéticas y wvarios
tejidos de céancer. Un anticuerpo monoclonal contra CD44 del
hibridoma H460-16-2, depositado con la ATCC como PTA-4621, se
mostrdé anteriormente que es un anticuerpo modificador de
enfermedad cancerosa (CDMAB), que impide el crecimiento del
tumor y que reduce la carga tumoral en modelos de cancer
incluyendo céancer de prdéstata y mama por citotoxicidad. Las
regiones variables de este anticuerpo monoclonal también se
aislaron y se secuenciaron ©para generar un anticuerpo
quimérico que tiene actividad anti-cadncer mejorada con
respecto al anticuerpo monoclonal. Ahora, se generan
anticuerpos humanizados que tienen actividad similar de unidn
a CD44 como el anticuerpo monoclonal PTA-4621 de origen. Los
anticuerpos monoclonales, gquiméricos y humanizados se pueden
conjugar a toxinas, enzimas, compuestos radioactivos,
citocinas, interferones, porciones objetivo o indicadoras vy
células hematogenas para tratar céncer. Estos anticuerpos
también se wusan en ensayos de unidén para determinar la

expresién de CD44 en células.



ANTICUERPOS ANTI-CD44 QUIMERICOS Y HUMANIZADOS QUE MEDIAN LA

CITOTOXICIDAD DE CELULAS DE CANCER

Campo de la Invencién

Esta invencidén se refiere a la diagnosis vy
tratamiento de enfermedades cancerosas, particularmente a la
mediacién de la citotoxicidad de c¢élulas tumorales, vy de
manera mas particular al uso de anticuerpos modificadores de
enfermedad cancerosa (CDMAB, por sus siglas en 1inglés),
opcionalmente en combinacidn con uno o) mas agentes
quimioterapéuticos/CDMAB, como un medio ©para iniciar la
respuesta citotdéxica. La 1invencidn se refiere ademds a
ensayos de unidén, que wutilizan los CDMAB de la presente
invencién.

Antecedentes de la Invenciédn

Ch44 en Cancer: La formulacidédn de anticuerpos
monoclonales contra células sanguineas blancas humanas
condujo al descubrimiento del antigeno CDh44; una
glicoproteina de unidén al &acido hialurdénico (HA) de cadena
individual expresada en una amplia variedad de tejidos
normales y en todos los tipos de células hematopoyéticas.
Originalmente se asocidé con la activacidén y retorno dirigido
de los linfocitos. Actualmente, su papel fisioldgico putativo
también incluye la activacidédn de genes inflamatorios, la
modulacidén del ciclo celular, la inducciodén de la

proliferacidén celular, la induccidén de 1la diferenciacidén vy



desarrollo, la induccidén de la reorganizacidn citoesquelética
y la migracién celular y la supervivencia/resistencia celular
a la apoptosis.

En humanos, la copia de gen individual de CD44 esta
localizada en el brazo corto del cromosoma 11, 11pl3. El gen
contiene 19 exones; los primeros 5 son constantes, 1los
siguientes 9 son variantes, los siguientes 3 son constantes y
los 2 finales son variantes. El1l empalme diferencial puede
conducir a mas de 1000 isoformas diferentes. Sin embargo,
actualmente sélo se han identificado varias docenas de
variantes que se presentan de manera natural.

La glicoproteina normal CD44 consiste de un dominio

extracelular N-terminal (que incluye una secuencia guia de 20

a.a., y una regién prdéHxima de membrana (85 a.a.)) dominio
(270 a.a.), una regidén transmembrana (21 a.a.) y una
extremidad citoplésmica (72 a.a.). La regidn extracelular

también contiene un mbédulo de enlace al N-término. Esta
regién es de 92 a.a. de longitud y muestra homologia a otras
proteinas de enlace de unidén HA. Hay alta homologia entre las
formas de ratén y de humano de CD44. Las formas variantes de
la proteina se insertan al término carboxi del exdén 5 y estén
localizadas extracelularmente cuando se estresan.

Una forma soluble en suero de CD44 también se
presenta de manera natural y puede provenir de ya sea un

codédn finalizador (dentro de 1la regidén variable) o de la



actividad proteolitica. La activacidén de células de una
variedad de estimulos que incluyen TNF-o da por resultado el
desprendimiento del receptor de CD44. E1l desprendimiento del
receptor también se ha visto con células tumorales y puede
dar por resultado un incremento en la concentracidén en suero
humano de CD44 por hasta 10 veces. La alta concentracidén en
suero de CD44 sugiere malignidad (cadncer ovarico que es la
excepcidn) .

La forma normal de (CD44 existe con un peso
molecular de aproximadamente 37 kD. Las modificaciones pos-
transduccionales incrementan el peso molecular a 80-90 kD.
Estas modificaciones incluyen las glicosilaciones N-enlazadas
de dominio extracelular de amino-término en los residuos de
asparagina, las glicosilaciones O-enlazadas en los residuos
de serina/treonina en el término carboxi del dominio
extracelular vy las adiciones de glicosaminoglicano. Las
variantes de empalme pueden variar de tamafio desde 80-250 kD.

El HA, wun polisacdrido localizado en la matriz
extracelular (ECM, por sus siglas en inglés) en mamiferos, se
piensa que es el ligando primario de CD44. Sin embargo,
también se ha encontrado que CD44 se une a proteinas tal como
colégeno, fibronectina, laminina etc. Parece haber una
correlacidén entre la unidén a HA y la glicosilacidédn. E1 CD44
inactivo (que no se une a HA) tiene los niveles méds altos de

glicosilacidén, el CD44 activo (que se une a HA), el mas bajo



en tanto que el CD44 inducible (que no se une O se une
débilmente a HA, a menos que se active por citocinas,
anticuerpos monoclonales, factores de <crecimiento, etc.)
tiene niveles de glicosilacidén en algun lugar entre 1las
formas activas e inactivas.

E1l CD44 puede mediar algunas de sus funciones a
través de las rutas de transduccidén de sefiales qgque dependen
de la interaccién de la célula, de 1los estimulos y del
ambiente. Algunas de estas rutas incluyen la cascada de
sefializacidn de NFkB (comprendida en la respuesta
inflamatoria), la ruta de transduccidén de sefial de Ras-MAPK
(comprendida con la activacién del ciclo y proliferaciédn
celular), la familia Rho de proteinas (comprendida con la
reorganizacién citoesquelética y la migracidén celular), y la
ruta de seflalizacidén relacionada a PI3-K (relacionada a
supervivencia celular). Todas las funciones mencionadas
anteriormente estdn cercanamente relacionadas con el inicio vy
progreso de la enfermedad tumoral. También se ha implicado el
CD44 como dgue Jjuega un papel en céancer a través de una
variedad de mecanismos adicionales. Estos incluyen la
presentacién de factores de <crecimiento, gquimiocinas y
citocinas por proteoglicanos de superficie celular presentes
en la superficie celular de CD44 a receptores comprendidos en
la malignidad. También, la degradacidédn intracelular de HA por

hialuronidasas lisosomales después de la internalizacidn del



complejo CD44-HA pueden incrementar potencialmente la
probabilidad de invasién tumoral y de la induccién de la
angiogénesis a través de la ECM. Ademéds, la transmisidén de
seflales apoptdsicas o de supervivencia se ha mostrado que se
presenta a través de ya sea el receptor normal o variable de
CD44. También se ha sugerido que CD44 estd comprendido en la
diferenciacién vy migracién celular. Muchos, sino es que
todos, de estos mecanismos son dependientes del ambiente de
las células y varios dan lugar a hallazgos variables. Por 1lo
tanto, se requiere més investigacidén antes de que se pueda
redactar cualquier conclusién.

A fin de wvalidar un papel funcional potencial de
CD44 en céncer, se emprendieron estudios de expresidn de CD44
para determinar si la expresidén diferencial del receptor
correlaciona con el progreso de la enfermedad. Sin embargo,
se observaron hallazgos inconsistentes en la mayoria de 1los
tipos tumorales y esto es probablemente debido a una
combinacién de reactivos, a la técnica, a la puntuacidn
patoldégica y a las diferencias de los tipos celulares entre
los investigadores. El1 carcinoma de células renales y el
linfoma no de Hodgkin parecen ser la excepcidn vya que
pacientes con tumores que expresan un alto contenido de CD44
tienen consistentemente tiempos mas breves de supervivencia
que sus contrapartes con baja o ninguna expresidédn de CD44.

Debido a su asociacidén con céancer, el CD44 ha sido



el objetivo del desarrollo de productos terapéuticos anti-
cancer. Aun existe la controversia con respecto a si las
formas normales o variantes de CD44 se requieren para el
progreso tumoral. Existen datos de animales 1in vivo para
soportar ambas perspectivas y nuevamente puede ser
dependiente del tipo de tumor o aun dependiente del tipo
celular. Los diferentes planteamientos terapéuticos han
incluido la inyeccidédn de proteinas solubles de CD44, ADNc de
hialuronan-sintasa, hialuronidasa, el wuso de anticuerpos
antisentido de CD44 y especificos de CD44. Cada planteamiento
ha conducido a algtn grado de éxito, proporcionando de este
modo soporte para productos terapéuticos de cancer anti-CD44.
Se han generado experimentalmente anticuerpos
monoclonales especificos de CDh44 tanto variantes como
normales, pero para la mayor parte, estos anticuerpos no
tienen actividad bioldgica intrinseca, mas bien se unen de
manera especifica al tipo de CD44 que reconocen. Sin embargo,
hay algunos que son ya sSea activos 1in vitro o in vivo pero en
general no lo son ambos. Se ha mostrado que wvarios
anticuerpos anti-CD44 median los eventos celulares. Por
ejemplo, el anticuerpo murino A3D8, dirigido contra la forma
normal del antigeno CD44 Luterano de eritrocitos humanos, se
mostrdé que mejora la activaciédn de células T mediad por CD2
(anticuerpo 9-1) y CD3 (anticuerpo OKT3); otro anticuerpo

anti-CD44 tiene efectos similares. A3D8 también indujo la



liberacién de IL-1 de monocitos y la liberacidén de IL-2 de
linfocitos T. De manera interesente, el uso de A3D8 en 1la
conjugacidén con farmacos tal como daunorubicina, mitoxantrona
y etopdsido inhibid la induccidn de apoptosis en células HL60O
y NB4 AML al anular la generacién del segundo mensajero
ceramida. E1l anticuerpo J173 que no tiene actividad
intrinseca y se dirige contra un epitopo similar de los CD44,
no 1inhibe 1la apoptosis inducida por farmaco. También, el
anticuerpo monoclonal A3D8 y otro anticuerpo monoclonal anti-
CD44, H90, asi como hialuronano, indujeron diferenciacidén en
emblastos leucémicos de pacientes con leucemia mieloide aguda
(AML, por sus siglas en inglés). En el mismo estudio, sin
embargo, el anticuerpo J173 que también se une a la forma
normal de CD44, no 1induce diferenciacidédn de las mismas
células. De manera interesante, H90 no se une a las células
de AML de un subgrupo de pacientes cuyas células de AML se
unieron por J173, indicando que estos anticuerpos reconocen
distintos epitopos. En un estudio separado, tanto A3D8 como
H90 indujeron diferenciacidén terminal de varias lineas de
células derivadas de AML. El1l anticuerpo NIH44-1, dirigido
contra una forma de 85-110 kD y 200 kD de CD44, aumentd la
proliferacién de células T a través de una ruta que 1los
autores especularon como la reticulacidén o la agregacidédn de
CDh44. Tomados conjuntamente, no hay evidencia que los

anticuerpos tal como estos sean adecuados para el uso como



productos terapéuticos de céancer puesto que ni se dirigen
contra céancer (por ejemplo linfocitos activados), induce la
proliferacidn celular, o cuando se usan con agentes
citotdéxicos se inhibieron la muerte inducida por farmaco de
las células de cancer.

Se han descrito varios anticuerpos anti-CD44 que
demuestran efectos anti-tumor in vivo. El anticuerpo H90 es
un anticuerpo monoclonal de ratdn generado por inmunizacidn
de ratones con eritrocitos (RBC, por sus siglas en inglés)
humanas, y que se unen supuestamente a todas las isoformas de
CDh44. La administracidédn de este anticuerpo, tres veces por
semana durante cuatro semanas, a ratones NOD-SCID irradiados
que se han inoculado con células humanas de AML, bloqued la
red-poblacidén por estas células. Ademds, el pasaje en serie
de las células de AML de estos animales falld en re-poblar
los ratones receptores cuando las células obtuvieron de
animales que se han sometido a tratamiento con el anticuerpo
H90. E1 efecto de este anticuerpo parece ser mediado por
interferencia con la diferenciacién de células madre
leucémicas y con la interaccidén de las células de AML con el
nicho apropiado. Ademéds, la re-poblacidén de los animales NOD-
SCID irradiados con células madre sanguinea de corddn humano
no se deteriordé por el tratamiento, indicando un efecto
selectivo del anticuerpo y también importantes diferencias

fenotipicas entre AML vy <células madre hematopoyéticas,



humanas, normales.

El anticuerpo 1.1ASML, una IgGl de ratdén dirigida a
la wvariante v6 de CD44, ha mostrado gque disminuye la
metastasis de ndédulos linfédticos y pulmdén del adenocarcinoma
pancreatico de rata BSp73ASML. Se incrementdé de manera
concomitante la supervivencia de los animales tratados. El
anticuerpo sb6lo fue efectivo si se administra antes de la
colonizacidédn de los nddulos 1linféaticos, vy se postuld qgue
interfiere con la proliferacién celular en el ndédulo
linfadtico. No hubo citotoxicidad directa del anticuerpo en
las células tumorales in vitro, y el anticuerpo no mejora la
citotoxicidad mediada por complementd, o funcidédn de células
efectoras inmunitarias. No se describié 1la wutilidad del
anticuerpo contra células humanas.

Breyer et al., describieron el uso de un anticuerpo
comercialmente disponible para CD44 para interrumpir el
progreso de un glioblastoma de rata por tépicamente
implantado. La linea celular C6 de glioblastoma de rata se
implanté en el lébulo frontal, y después de 1 semana, a las
ratas se les dio 3 tratamientos con anticuerpo con inyeccidn
intracerebral. Las ratas tratadas demostraron crecimiento
tumoral disminuido, vy mayor peso corporal gque las ratas
tratadas con control de isotipo amortiguador. E1 anticuerpo
fue capaz de inhibir la adhesién de células in vitro a

cubreobjetos revestidos con componentes de matriz
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extracelular, pero no tienen ninguin efecto citotdédxico directo

en las células. Este anticuerpo no se probd contra células

humanas.

Se llevd a cabo un estudio que compard la
eficiencia de un anticuerpo a los CD44 (IM-7.8.1) a un
anticuerpo a CD44v10 (K926). La linea de melanoma murino

altamente metastédtica B16F10, que expresa ambas isoformas de
CD44, se implantdé intravenosamente en ratones. Después de 2
dias, se dan anticuerpos cada tercer dia durante la duracidn
del estudio. Ambos anticuerpos provocaron una reduccidn
significativa de més de 50 por ciento en el nUmero de
metdstasis pulmonar; no hubo diferencias significativas en
eficiencia entre los dos anticuerpos. El anticuerpo no afecta
la proliferacién in vitro, y los autores, Zawadzki et al,
especularon que la inhibicidén del crecimiento tumoral fue
debida a que el anticuerpo bloquea la interaccidédn de CD44 con
su ligando. En otro estudio que usa IM-7.8.1, Zahalka et al.,
demostrdé que el anticuerpo y su fragmento F(ab’), fueron
capaces de bloquear la infiltracidén de ndédulos linfaticos por
el linfoma LB de células T murinas. Esto confirié un
beneficio significativo de supervivencia a los ratones.
Wallach-Dayan et al., mostraron que la transfeccidén del
linfoma murino LB-TR, que no forma espontdneamente tumores,
con CD44v4-v10 confirié la capacidad para formar tumores. La

administracidén de IM-7.8.1 disminuydé el tamafio del tumor de
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las células transfectadas, implantadas en comparacidén
anticuerpo de control de isotipo. Ninguno de estos estudios
demostrdé utilidad humana para este anticuerpo.

La GKW.A3, una IgG2a de ratdn, es especifica para
CD44 humano e 1impide la formacién de metédstasis de un
xenoinjerto de melanoma humano en ratones SCID. El1 anticuerpo
se mezcld con la linea de células humanas metastaticas SMMU-
2, vy luego se inyectd de manera subcutdnea. Los tratamientos
se continuaron durante las siguientes 3 semanas. Después de 4
semanas, solo 1 de 10 ratones desarrollaron un tumor en el
sitio de inyeccidn, en comparacidén a 100 por <ciento de
animales no tratados. Los fragmentos F(ab’), del anticuerpo
demostraron la misma inhibicidén de 1la formacién de tumor,
sugiriendo que el mecanismo de accidén no fue dependiente de
la citotoxicidad celular dependiente del complemento de
anticuerpo. Si las células tumorales se inyectaron una semana
antes a la primera inyeccidén del anticuerpo, 80 por ciento de
los animales desarrollaron tumores en el sitio primario. Sin
embargo, se notd que el tiempo de supervivencia se incrementd
de manera aun mas significativa. Aunque la administracidn
retrasada de anticuerpo no tiene efecto en la formacidén de
tumores primarios, impide completamente la metédstasis al
pulmdbén, rifidén, gléndula suprarrenal, higado y peritoneo que
estuvieron presentes en los animales tratados. Este

anticuerpo no tiene ninguna citotoxicidad directa en la linea
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celular 1in vitro ni interfiere con la proliferacidédn de las
células SMMU-2, vy parece tener su efecto principal en la
formacidén tumoral al afectar la metastasis o crecimiento. Una
caracteristica notable de este anticuerpo fue que reconocid
todas las 1isoformas de CD44, que sugiere posibilidades
limitadas para uso terapéutico.

Strobel et al., describen el uso de un anticuerpo
anti-CD44 (clon 515) para inhibir la implantacidén peritoneal
de células humanas de céancer de ovario en un modelo de
xenoinjerto de ratén. La linea de células ovaricas humanas
36M2 se implantdé intraperitonealmente en ratones en la
presencia del anticuerpo anti-CD44 o el anticuerpo de
control, vy luego se administraron tratamientos durante 1los
siguientes 20 dias. Después de 5 semanas, hubo
significativamente menos ndédulos en la cavidad peritoneal en
el grupo tratado con anticuerpo. Los ndédulos tanto de 1los
grupos tratados con control como con anti-CD44, fueron del
mismo tamafio, sugiriendo que una vez que se han implantado
las células, el anticuerpo no tiene efecto en el crecimiento
tumoral. Cuando 1las células se implantaron de manera
subcutédnea, tampoco hubo efecto en el crecimiento tumoral,
indicando que el numero de anticuerpo mismo no tiene un
efecto anti-proliferativo o <citotdéxico. Ademds, no hubo
efecto del anticuerpo en el crecimiento celular in vitro.

El VFF-18, también designado como BIWA 1, es un
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anticuerpo de alta afinidad a la variante v6 de CD44
especifico para la regién 360-370 del polipéptido. Este
anticuerpo se ha usado como un conjugado marcado con
"Tecnecio en un ensayo clinico de Fase 1 en 12 pacientes. E1
anticuerpo se probd para seguridad y seleccidn potencial de
objetivos en pacientes con carcinoma de células escamosas de
la cabeza y cuello. Cuarenta horas después de la inyeccidn,
14 por ciento de la dosis inyectada se tomd por el tumor, con
la acumulacién minima de otros o6rganos incluyendo el rifibén,
bazo y médula ésea. La unidén altamente selectiva de tumor
sugiere un papel para este anticuerpo en radioinmunoterapia,
aunque la afinidad excepcionalmente alta de este anticuerpo
impide la penetracidén en las capas mas profundas del tumor.
Limitando adicionalmente 1la aplicacién de BIWA 1 esta la
inmunogenicidad del anticuerpo murino (11 a 12 pacientes
desarrollaron anticuerpos humanos anti-ratdn (HAMA) ), la
acumulacién heterdloga a todo 1lo largo del tumor vy la
formacién de complejos de anticuerpo CD44 soluble. La WO
02/094879 describe una versidén humanizada de VFF-18 disefiada
para superar la respuesta de HAMA, designado BIWA 4. E1 BIWA
4 se encontrdé que tiene una afinidad de unidén a antigeno
significativamente menor que el anticuerpo VFF 18 de origen.
De manera sorprendente, el anticuerpo de BIWA 4 de menor
afinidad tiene caracteristicas superiores de toma en tumor

que el anticuerpo VFF-18 humanizado de BIWA 8 de mayor
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afinidad. Tanto los anticuerpos de BIWA 4 marcados con

99m 186

Tecnecio y marcadas con Renio se valoraron en un ensayo
clinico de Fase 1 de 33 pacientes para determinar la
seguridad, tolerabilidad, acumulaciodn tumoral y dosis
toleradas méas maxima, en el caso de BIWA 4 marcado con 186_Re.
Parece haber captacidén relacionada a tumor de BIWA 4 marcado

con 29T

c. No hubo respuestas tumorales vistas con todas 1las
dosis de BIWA 4 marcado con 186Re, aungue un numero tiene
enfermedad estable; 1la toxicidad limitante de dosis se
presenté a 60 mCi/m?. Hubo una proporcién de 50-65 por ciento
de eventos adversos con 12 de 33 pacientes juzgados como que
tienen eventos adversos serios (trombocitopenia, leucopenia vy
fiebre) y de estos 6, todos tratados con BIWA 4 marcado con
186Re, murieron en el transcurso del tratamiento o del
seguimiento debido al ©progreso de la enfermedad. Los
pacientes desarrollaron anticuerpos humanos anti-humanos
(HAHA) . Un ensayo de escala de dosis de Fase I de BIWA 4
marcado con '®Re se 1llevé a cabo en 20 pacientes. Se
observaron la mucositis oral y la trombocitopenia vy
leucocitopenia limitantes de dosis; un paciente desarrolld
una respuesta de HAHA. La enfermedad estable se vio en 5
pacientes tratados a la dosis més alta de 60 mCi/m?. Aunque se
Juzgd que es aceptable tanto en seguridad como en

tolerabilidad para la eficiencia lograda, estos estudios

tienen mayores proporciones de eventos adversos en
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comparaciédn a otras terapias Dbioldgicas conjugadas sin
radioisbétopos en estudios clinicos. La solicitud de patente
de los Estados Unidos No. 2003/0103985 describe una versidn
humanizada de VFF-18 conjugado a un maitansinoide, designado
de BIWI 1, para el uso en terapia tumoral. Un anticuerpo VFF
18 humanizado, BIWA 4, cuando se conjugd a una toxina, es
decir, BIWI 1, se encontrd que tiene significativos efectos
anti-tumor en modelos de ratdn de carcinoma epidermoide
humano de 1la wvulva, carcinoma de células escamosas de la
faringe o carcinoma de mama. La versidén no conjugada BIWA 4,
no tiene efectos anti-tumor. En un ensayo de Fase 1 de BIWI
1, con pacientes afectados por céancer incurable de cabeza vy
cuello, no se pudo determinar la dosis méxima tolerada debido
a la interrupcidén prematura del ensayo debido a muerte de uno
de los pacientes como resultado de toxicidad cutdnea masiva.
En un segundo ensayo paralelo de BIWI 1, también con
pacientes con cancer de cabeza y cuello se determiné MTD vy
fue el resultado de la toxicidad cutdnea. En un tercer ensayo
con BIWI 1, con pacientes con cancer metastédsico de mama que
se ha sometido anteriormente a quimioterapia, las toxicidades
mas comunes fueron trastornos moderados y momentdneos de la
piel. En este estudio, aunque no hubo medida objetiva de
eficiencia, 50 por ciento de los pacientes tratados mostrd
enfermedad estable independiente de la dosis. Un riesgo

negativo total versus valoracidén de eficiencia de todos los
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ensayos, debido a la carencia de predictibilidad de eventos
fatales dio por resultado descontinuacidén de desarrollo
adicional de este farmaco.

El Mab U36 es un anticuerpo de IgGl monoclonal
murino generado por inmunizacién de células de carcinoma
hipofaringeal humano UM-SCC-22B y seleccidn a la
especificidad de tejido vy céncer. La caracterizacién del
antigeno a través del anadlisis de secuencia y clonacidén de
ADNc identificé el dominio v6 de la variante de empalme de
CD44 especificas de queratinocitos, epican como el objetivo
de Mab U36. Los estudios de inmunohistoquimica muestran que
el epitopo esta restringido a la membrana celular.
Adicionalmente Mab U36 marcd 94 por ciento de los carcinomas
de <células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC, por sus
siglas en inglés) fuertemente, y dentro de estos tumores hubo
uniformidad en 1la tincidén celular. Un estudio con Mab U36

marcado con °°®

Tc de 10 pacientes mostrd acumulacidn selectiva
del anticuerpo a los céanceres de HNSCC (20.4 +/- 12.4 por
ciento de dosis inyectada/kg en 2 dias); no se reportaron
efectos adversos pero dos pacientes desarrollaron HAMA. En un
estudio de Mab U36 murino radio-yodado hubo 3 casos de HAMA
en 18 pacientes y captacidén homogénea selectiva en HNSCC. A
fin de disminuir la antigenicidad de Mab U36 y disminuir la

proporcidén de HAMA, se construyd un anticuerpo hibrido. Ni el

Mab U36 hibrido ni original murino tuvo actividad de ADCC. No
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hubo evidencia de actividad funcional nativa de Mab U36. Se
usé6 Mab U36 hibrido marcado con '®Re para determinar la
utilidad de Mab U36 como un agente terapéutico. En este
ensayo de dosis a escala de Fase 1, 13 pacientes recibieron

99mTC

una dosis de exploracién de Mab U36 hibrido marcado con
seguido por Mab U36 hibrido marcado con *®°Re. No hubo eventos
adversos agudos reportados pero después del tratamiento se
observaron mielotoxicidad limitante de dosis (1.5 GBg/m?) en 2
de 3 pacientes, y trombocitopenia en un paciente tratado con
la dosis méxima (1.0 GBq/HF) tolerada. Aungque hubo algunos
efectos en el tamafio del tumor, estos efectos no cumplen con
los <criterios de respuestas objetivo al tratamiento. Un
estudio adicional de Mab U36 hibrido marcado con '®°Re empled
una estrategia de wusar factor estimulador de colonia de
granulocitos estimuld la re-infusidn de sangre entera para
duplicar la actividad maxima tolerada a 2.8 Gy. En este
estudio de nueve pacientes con varios tumores de la cabeza y
cuello, 3 requirieron transfusiones por la anemia relacionada
al féarmaco. Otra toxicidad incluye mielotoxicidad grado 3, y
mucositis grado 2. No se reportaron respuestas tumorales
objetivas aunque se logrd enfermedad estable durante 3-5
meses en 5 pacientes. De esta manera, se puede ver que aungue
Mab U36 es un anticuerpo altamente especifico, la desventaja

de requerir un radioinmunoconjugado para lograr efectos anti-

cadncer limita su utilidad debido a la toxicidad asociada con
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terapia con relacidén a los efectos clinicos logrados.

Para resumir, se ha mostrado que 1los anticuerpos
monoclonales CD44v6 (1.1ASML) vy CD44v10 (K926) reducen la
actividad metastatica en ratas inyectadas con un
adenocarcinoma pancredtico metastdsico o ratones inyectados
con melanoma maligno, respectivamente. Se ha mostrado que
otro anticuerpo anti-CD44v6 (VFF-18 vy sus derivados), solo
cuando se conjuga a un maitansinoide o un radioisdétopo, tiene
efectos anti-tumor. También se ha mostrado que los
anticuerpos monoclonales anti-CD44 normales suprimen el
progreso intracerebral por glioblastoma de rata (anti-CD44),
invasién de nédulos linfaticos, por linfoma de células T de
ratédn (IM-7.8.1) asi como inhiben 1la implantacidén de una
linea de células de céancer ovarico humano en ratones desnudos
(clon 515), la metédstasis pulmonar de una linea de células de
melanoma de ratdédn (IM-7.8.1) y la metdstasis de una linea de
células de melanoma humano en ratones SCID (GKW.A3). E1
anticuerpo anti-CD44v6 Mab U36 conjugado a radioisdtopo y a
sus derivados tiene actividad anti-tumor en ensayos clinicos
que se acompafiaron por toxicidad significativa. Estos
resultados, aunque son alentadores y soportan el desarrollo
de anticuerpos monoclonales anti-CD44 como potenciales
terapéuticos de cancer, demuestran efectividad limitada,
seguridad limitada, o aplicabilidad 1limitada a <céanceres

humanos.
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De esta manera, si se aislara una composicidn de
anticuerpos que medie la citotoxicidad de células cancerosas,
como una funcidén de su atraccidén a la expresidn en superficie
celular de CD44 en células, se realizaria un procedimiento
terapéutico y de diagnosis valioso.

Anticuerpos Monoclonales como Terapia de Cancer:
Cada individuo quien se presenta con céancer es Unico y tiene
un cancer que es tan diferente de otros canceres como la
identidad de esa persona. A pesar de esto, la terapia actual
trata todos los pacientes con el mismo tipo de céncer, en la
misma etapa, de la misma manera. Al menos 30 por ciento de
estos pacientes fallardn la terapia de primera linea,
conduciendo de este modo a rondas adicionales de tratamiento
y a la probabilidad incrementada de falla de tratamiento, de
metastasis y generalmente de muerte. Un planteamiento
superior al tratamiento seria la adecuacidén de la terapia
para el individuo particular. La terapia uUnica actual que se
presta por si misma a la adecuacidén es la cirugia. La
quimioterapia vy el tratamiento de radiaciédn no se pueden
adaptar al paciente, vy la cirugia por si misma, en muchos
casos es inadecuada para producir curaciones.

Con el advenimiento de los anticuerpos
monoclonales, llega a ser mas realista la posibilidad de
desarrollar métodos para una terapia adecuada puesto que cada

anticuerpo se puede dirigir a un epitopo individual. Ademés,
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es posible producir una combinacidédn de anticuerpos gque se
dirigen a la constelacién de epitopos que definen finalmente
el tumor de un individuo particular.

Habiendo reconocido que una diferencia
significativa entre las células normales y cancerosas es Jue
las células cancerosas contienen antigenos que son
especificos a las células transformadas, la comunidad
cientifica ha mantenido por largo tiempo que los anticuerpos
monoclonales se pueden disefiar para seleccionar
especificamente como objetivo células transformadas al unirse
especificamente a estos antigenos de céancer; dando lugar de
este modo a la creencia que los anticuerpos monoclonales
pueden servir como “Municiones Magicas” para eliminar células
de céncer. Sin embargo, ahora no se reconoce ampliamente que
el anticuerpo monoclonal individual pueda servir en todos los
casos de cancer, y dque se pueden desplegar anticuerpos
monoclonales, como una clase, como tratamientos dirigidos de
cadncer. Se ha mostrado gque los anticuerpos monoclonales
aislados de acuerdo <con 1las enseflanzas de la invencidn
actualmente descrita modifican el proceso de la enfermedad
cancerosa de una manera dque es benéfico al paciente, por
ejemplo, al reducir la carga tumoral, vy se referirdn de
manera variada en la presente como anticuerpos modificadores
de enfermedad cancerosa (CDMAB) o anticuerpos “anti-cancer”.

En el momento actual, el paciente con cancer tiene
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usualmente pocas opciones de tratamiento. El1l planteamiento de
régimen a la terapia de céncer ha producido mejoras en las
proporciones de morbilidad vy supervivencia global. Sin
embargo, al individuo particular, estas estadisticas
mejoradas no correlacionan necesariamente con una mejorar en
su situacidédn personal.

De esta manera, si se planteard una metodologia que
permitiera que el practicante tratara cada tumor
independientemente de otros pacientes en el mismo cohorte,
esto permitiria el planteamiento Unico de adaptar la terapia
a solo esa persona. Este curso de terapia incrementaria de
manera ideal la proporcién de curaciones, y produciria
mejores resultados, satisfaciendo de este modo una necesidad
largamente percibida.

Histéricamente, el uso de anticuerpos policlonales
se ha usado con éxito limitado en el tratamiento de canceres
humanos. Se han tratado linfomas vy leucemias con plasma
humano, pero hay poca remisidén prolongada o pocas respuestas.
Ademds, existe una carencia de reproducibilidad y no hay
beneficio adicional en comparacidén a la qguimioterapia. Los
tumores sdélidos tal como los canceres de mama, melanomas y
carcinomas de células renales también se han tratado con
sangre humana, suero de chimpancé, plasma humano y suero de
caballo con resultados correspondientemente impredecibles en

efectivos.



22

Han habido muchos ensayos clinicos de anticuerpos
monoclonales para tumores sdélidos. En los 80, hubo al menos
cuatro ensayos clinicos para cancer humano de mama que
produjeron solo un respondedor para al menos 47 pacientes
usando anticuerpos contra antigenos especificos o a base de
selectividad de tejido. No fue hasta 1998 gque hubo un ensayo
clinico exitoso que usod un anticuerpo anti-Her2/neu
humanizado (Herceptin'™) en combinacién con CISPLATIN. En este
ensayo, se valoraron 37 pacientes para respuestas de 1los
cuales aproximadamente un cuarto tuvieron una proporcidédn de
respuesta parcial y un cuarto adicional tuvo progreso menor o
estable de la enfermedad. En tiempo medio al progreso entre
los respondedores fue de 8.4 meses con una duracidén media de
respuestas de 5.3 meses.

El Herceptin™ se probdé en 1998 para uso de primera
linea en combinacién con Taxol™. Los resultados del estudio
clinico mostraron un incremento en el tiempo medio al
progreso de la enfermedad para aquellos dgquienes recibieron
terapia de anticuerpo mas Taxol™ (6.9 meses) en comparacién
al grupo que recibié Taxol"™ solo (3.0 meses). También hubo un
ligero incremento en la supervivencia media; 22 versus 18
meses para el brazo de tratamiento de Herceptin'™™ mas Taxol™®
versus el brazo del tratamiento solo con Taxol"™. Ademés, hubo

un incremento en el numero tanto de respondedores completos

(8 versus 2 por ciento) y parciales (34 versus 15 por ciento)
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en el grupo de combinacidén de anticuerpo méds Taxo en

comparacién a Taxol™ solo. Sin embargo el tratamiento con

lMR

Herceptin™ vy Taxo condujo a una mayor 1incidencia de

cardiotoxicidad en comparacién al tratamiento solo con Taxol™®
(13 versus 1 por ciento respectivamente). También, la terapia
de Herceptin™ solo fue efectiva para pacientes gquienes
sobreexpresaron (como se determina a través de un anédlisis de
inmunohistoquimica (IHC, por sus siglas en 1inglés)) el
receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(Her2/neu), un receptor, qgque actualmente no tiene funcidn
conocida ni ligando bioldgicamente importante;
aproximadamente 25 por ciento de los pacientes quienes
tuvieron cancer metastadsico de mama. Por lo tanto, aun existe
una gran necesidad no satisfecha para pacientes con cancer de
mama . Aln aquellos guienes puedan beneficiarse del
tratamiento con Herceptin™ requerirdn atn quimioterapia y en
consecuencia aun tendradn de tratar con, al menos en algun
grado, los efectos secundarios de esta clase de tratamiento.
Los ensayos clinicos que investigan el céancer
colorrectal comprenden anticuerpos tanto contra objetivo de
glicoproteina como de glicolipido. Los anticuerpos tal como
17-1A, que tienen alguna especificidad para adenocarcinomas,
se han sometido a ensayos clinicos de Fase 2 en méas de 60
pacientes con solo 1 paciente que tiene una repuesta parcial.

En otros ensayos, el uso de 17-1A produjo solo 1 respuesta
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completa vy 2 respuestas menores entre 52 pacientes en
protocolos que usan ciclofosfamida adicional. A la fecha, los
ensayos clinicos de Fase III de 17-1A no han demostrado
eficiencia mejorada como terapia adyuvante para cancer de
colon de etapa III. El uso de un anticuerpo monoclonal murino
humanizado ha probado inicialmente para formacidén de imagenes
tan poco produjo regresidn tumoral.

S6lo recientemente ha habido algunos resultados
positivos de los estudios clinicos de cancer colorrectal con
el uso de anticuerpos monoclonales. En 2004 se probdé ERBITUX™®
para el tratamiento de segunda linea de pacientes con cancer
colorrectal metastasico que expresa EGFR quienes son
resistentes a qguimioterapia basada en irinotecan. Los
resultados tanto de un estudio clinico de Fase II de dos
brazos como de un estudio de un solo brazo mostraron que
ERBITUX™ en combinacién con irinotecan tiene una proporcién
de respuesta de 23 y 15 por ciento respectivamente con un
tiempo medio al progreso de la enfermedad de 4.1 y 6.5 meses
respectivamente. Los resultados del mismo estudio clinico de
Fase II de dos brazos y de otro estudio de un solo brazo
mostraron que el tratamiento con ERBITUX™ solo dio por
resultado una proporcién de respuesta de 11 y 9 por ciento
respectivamente con un tiempo medio al progreso de la
enfermedad de 1.5 y 4.2 meses respectivamente.

En consecuencia tanto en Suiza como en los Estados
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Unidos, el tratamiento de ERBITUX™ en combinacién con
irinotecan, y en los estados unidos, el tratamiento Unico con
ERBITUX™, se ha probado como un tratamiento de segunda linea
de pacientes con cancer de colon guienes han fallado a la
terapia de primera linea con irinotecan. Por lo tanto, al
igual que Herceptin™, el tratamiento en Suiza solo esté
probado como una combinacién de anticuerpo monoclonal vy
quimioterapia. Ademéds, el tratamiento tanto en Suiza como en
los Estados Unidos solo se aprueba para pacientes como una
terapia de segunda linea. También, en 2004, se probd AVASTIN®
para el uso en combinacidédn con quimioterapia intravenosa
basada en b5-fluorouracilo como un tratamiento de primera
linea de céancer colorrectal metastédsico. Los resultados de un
estudio clinico de Fase III demostraron una prolongacidén en
la supervivencia media de pacientes tratados con AVASTIN™ méas
5-fluorouracilo en comparacidén a pacientes tratados con 5-
fluorouracilo solo (20 meses versus 16 meses
respectivamente) . Sin embargo, nuevamente igual que
Herceptin™ y ERBITUX™, el tratamiento solo se prueba como una
combinacidén de anticuerpo monoclonal y gquimioterapia.

También continta habiendo pobres resultados para
cancer de pulmdén, de cerebro, de ovario, pancreadtico, de
prostata vy de estdmago. Los recientes resultados més
promisorios para céancer de pulmbdédn no microcitico vienen de un

ensayo clinico de Fase II donde el tratamiento comprendid un
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anticuerpo monoclonal (SGN-15; dox-BRY6, anti-Sialyl-LeX)
conjugado a un farmaco aniquilador de células doxorubicina en
combinacién con el agente quimioterapéutico TAXOTERE™. E1
TAXOTERE™ es la tnica quimioterapia aprobada por la FDA para
el tratamiento de segunda linea de cancer de pulmédn. Los
datos iniciales indican una supervivencia total mejorada en
comparacién a TAXOTERE™ solo. De entre los 62 pacientes
quienes se reclutaron para el estudio, dos tercios recibieron
SGN-15 en combinacién con TAXOTERE™ en tanto que el tercio
restante recibié TAXOTERE™ solo. Para los pacientes que
reciben SGN-15 en combinacién con TAXOTERE™, la supervivencia
total media fue de 7.3 meses en comparacidén a 5.9 meses para
pacientes que reciben TAXOTERE™ solo. La supervivencia total
a 1 afio y 18 meses fue de 29 y 18 por ciento respectivamente
para pacientes que reciben SNG-15 mas TAXOTERE™ en
comparacién a 24 vy 8 por ciento, respectivamente, para
pacientes que reciben TAXOTERE™ solo. Se planean ensayos
clinicos adicionales.

De forma preclinica, ha habido algtn éxito limitado
en el wuso de anticuerpos monoclonales para melanoma. Muy
pocos de estos anticuerpos han alcanzado ensayos clinicos y a
la fecha ninguno se ha aprobado ni ha demostrado resultados
favorables en ensayos clinicos de Fase III.

El descubrimiento de nuevos féarmacos para tratar la

enfermedad estd impedido por la carencia de identificacidén de
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objetivos pertinente entre 1los productos de 30,000 genes
conocidos que pueden contribuir a la patogénesis de la
enfermedad. En investigacidn oncoldbgica, los objetivos
potenciales de farmaco frecuentemente se seleccionan
simplemente debido al hecho gque se sobreexpresan en células
tumorales. Los objetivos identificados de esta manera
entonces se examinan para la interaccidén con una multitud de
compuestos. En el caso de terapias potenciales de anticuerpo,
estos compuestos candidatos se derivan usualmente de métodos
tradicionales de generacidén de anticuerpos monoclonales de
acuerdo a los principios fundamentales establecidos por
Kohler vy Milstein (1975, Nature, 256, 495-497, Kohler vy
Milstein) . Se recolectan células del Dbazo de ratones
inmunizados con antigeno (por ejemplo células enteras,
fracciones celulares, antigeno purificado) y se fusionan con
compafieros inmortalizados de hibridoma. Los hibridomas
resultantes se examinan vy seleccionan para secrecidédn de
anticuerpos que se unen mas avidamente al objetivo. Muchos
anticuerpos terapéuticos y de diagndéstico dirigidos contra
células de cancer, incluyendo el Herceptin'™™ y RITUXIMAB™, se
han producido wutilizando estos métodos y se seleccionan en
base a su afinidad. Los defectos en esta estrategia son
dobles. Primero, la eleccidén de objetivos apropiados para la
unién del anticuerpo terapéutico de diagndstico se limita por

la escasez de conocimiento con respecto a los procesos
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carcinogénicos especificos de tejido y los métodos simplistas
resultantes, tal como seleccidén por sobreexpresidén, por 1los
cuales se identifican estos objetivos. Segundo, no siempre
pude ser el caso de la suposicidén que la molécula de farmaco
que se une al receptor con la mds alta afinidad tiene
usualmente la probabilidad mds alta de iniciar o inhibir una
sefial.

A pesar de algun progreso con el tratamiento de
cancer de mama y de colon, ha sido inadecuado, para todos los
tipos de cancer, la identificacién vy el desarrollo de
terapias eficaces de anticuerpos, ya sea como agentes
individuales y como co-tratamiento.

Patentes Anteriores:

La patente de los Estados Unidos No. 5,750,102
describe un proceso en donde se transfectan células del tumor
de un paciente con genes de MHC, que se pueden clonar de
células o tejido del paciente. Estas células transfectadas
entonces se usan para vacunar al paciente.

La patente de los Estados Unidos No. 4,861,581
describe un proceso qgue comprende los ©pasos de obtener
anticuerpos monoclonales que son especificos a un componente
celular interno de células neoplédsticas y normales de
mamifero pero no ha componentes externos, marcando el
anticuerpo monoclonal, poniendo en contacto el anticuerpo

marcado con tejido de un mamifero que ha recibido terapia
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para aniquilar células neopléasticas, y determinando la
efectividad de la terapia al medir la unidén del anticuerpo
marcado al componente celular interno de las <células
neoplasticas degenerantes. Al prepara los anticuerpos
dirigidos a antigenos intracelulares humanos, la patente
reconoce dque las células malignas representan, una fuente
pendiente de estos antigenos.

La patente de 1los Estados Unidos No. 5,171,665
proporciona un nuevo anticuerpos y un método para su
produccién. Especificamente, la patente ensefia la formacidn
de anticuerpo monoclonal gque tiene la propiedad de wunirse
fuertemente a un antigeno de proteina asociado con tumores
humanos, por ejemplo, aquellos del colon y pulmdbdn, en tanto
que se une a celular normales a un grado mucho menor.

La patente de 1los Estados Unidos No. 5,484,596
proporciona un método de terapia de céancer que comprende
remover quirUrgicamente tejido tumoral de un paciente humano
con cancer, tratar el tejido tumoral para obtener células
tumorales, irradiar las células tumorales para ser viables
pero no tumorigénicas y usar estas células para preparar una
vacuna para el paciente capaz de inhibir la recurrencia del
tumor primario o en tanto que se inhibe simultédneamente la
metastasis. La patente ensefia el desarrollo de anticuerpos
monoclonales, que son reactivos con los antigenos de

superficie de 1las células tumorales. Como se expone en la
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columna 4, renglones 45 et seqg., la patente utiliza células
tumorales autdctonas en el desarrollo de anticuerpos
monoclonales expresan inmunoterapia especifica activa en
neoplasia humana.

La patente de los Estados Unidos nuUmero 5,693,763
ensefila un antigeno de glicoproteina caracteristico de
carcinomas humanos y no dependiente del tejido epitelial de
origen.

La patente de los Estados Unidos nuUmero 5,783,186
se refiere a anticuerpos anti-Her2, que inducen apoptosis en
células que expresan Her2, lineas de células de hibridoma que
producen los anticuerpos, métodos para tratar céancer usando
los anticuerpos y las composiciones farmacéuticas que
incluyen estos anticuerpos.

La patente de los Estados Unidos numero 5,849,876
describe nuevas lineas de <células de hibridoma para la
produccidén de anticuerpos monoclonales a antigenos de mucina
purificados de fuentes de tejido tumoral y no tumoral.

La patente de los Estados Unidos nUmero 5,869,268
se refiere a un método para generar un linfocito humano gue
produce un anticuerpo especifico a un antigeno deseado, un
método para producir un anticuerpo monoclonal, asi como
anticuerpos monoclonales producidos por el método. La
patente se refiere de manera particular a la produccidén de un

anticuerpo monoclonal humano anti-HD Util para la diagnosis
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de tratamiento de canceres.

La patente de los Estados Unidos nuUmero 5,869,045
se refiere a anticuerpos, fragmentos de anticuerpo,
conjugados de anticuerpo e inmunotoxinas de cadena individual
reactivas con células humanas de carcinoma. El mecanismo por
el cual estos anticuerpos funcionan es 2 veces, ya que las
moléculas son reactivas con los antigenos de membrana celular
presentes en la superficie de carcinomas humanos, y ademds en
que los anticuerpos tienen la capacidad para interiorizarse
dentro de las células de carcinoma, subsiguiente a la unién,
haciéndolos especialmente Utiles para formar conjugados
anticuerpo-fdrmaco y anticuerpo-toxina. En su forma no
modificada, los anticuerpos también manifiestan propiedades
citotdéxicas a concentraciones especificas.

La patente de los Estados Unidos numero 5,780,033
describe el uso de autoanticuerpos para terapia tumoral vy
profilaxis. Sin embargo, este anticuerpo es un anticuerpo
antinuclear de un mamifero envejecido. En este caso, el
anticuerpo se dice qgque es un tipo de anticuerpo natural
encontrado en el sistema inmunitario. Debido a que el

A\Y

autoanticuerpo viene de un mamifero envejecido”, no hay
requerimiento que el autoanticuerpo venga realmente del
paciente que se trata. Ademés, la patente describe

autoanticuerpos antinucleares monoclonales y naturales de un

mamifero envejecido, y una linea de células de hibridoma que
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produce un autoanticuerpo antinuclear monoclonal.

La patente de los Estados Unidos nUmero 5,916,561
describe un anticuerpo especifico, el VFF-18, y sus variantes
dirigidas contra la variante exdédn v6 del gen de CD44. Este
anticuerpo es una mejora con respecto al anticuerpo
comparador ya que reconoce una variante v6 de CD44 humano en
lugar de una variante v6 de CD44 de rata. Ademés, este
anticuerpo describe ensayos de diagndéstico para la expresidn
de v6 de CD44. No hay funcidén in vitro ni in vivo descrita
para este anticuerpo.

La patente de los Estados Unidos ntUmero 5,616,468
describe un anticuerpo monoclonal, el Var3.1, formulado
contra un péptido sintético que contiene una secuencia
codificada ©por el exébn 6A humano del gen de CD44.
Especificamente, este anticuerpo no se une a la forma de 90
kD de CD44 humano y se distingue del anticuerpo Hermes-3. Se
proporciona un método para la deteccidén de la variante v6 de
CDh44, asi como un método para examinar vy valorar la
transformacién maligna en base a este antigeno. También se
proporciona un método para examinar la enfermedad
inflamatoria en base a la deteccidén del antigeno en suero.

La patente de los Estados Unidos nUmero 5,879,898
describe un anticuerpo especifico que se une a un exdédn de 129
pb de una variante 6 de CD44 humano que produce un péptido de

43 aminoacidos. El anticuerpo monoclonal se produce por
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varias lineas de células de hibridoma: MAK <CD44>M-1.1.12,
MAK <CD44>M-2.42.3, MAK<CD44>M-4.3.16. El anticuerpo se
genera de una proteina de fusidédn que contiene al menos un
hexapéptido de la nueva secuencia de aminoacidos de v6 de
CD44. Ademéds, existe una descripcidén de un inmunoensayo para
la deteccidn de la variante de exdn 6 que se puede usar como
un diagnéstico de céncer. De manera significativa, no se
describe funcidén in vitro ni in vivo de este anticuerpo.

La patente de los Estados Unidos nUmero 5,942,417
describe un polinucledbétido que codifica para un polipéptido
tipo CDh44, % el método para  producir una proteina
recombinante que usa el polinucledétido y sus variantes. Se
reivindican anticuerpos a estos polipéptidos, sin embargo, no
hay ejemplos especificos y no hay clones depositados que
segreguen estos anticuerpos. Las transferencias Northern
demuestran el surgimiento del polinuclebdétido en varios tipos
de tejidos, pero no hay evidencia anexa que exista traduccidn
ni expresién de este polinucledtido. Por lo tanto, no hay
evidencia de que hubo anticuerpos que se van a producir del
producto génico de este polinucledtido, gque estos anticuerpos
tendradn vya sea funcidén 1in vitro o in vivo, y si serian
pertinentes a la enfermedad cancerosa humana.

La patente de los Estados Unidos numero 5,885,575
describe un anticuerpo que reacciona con un epitope variante

de CD44 y métodos para identificar la variante a través del
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uso del anticuerpo. El polinucledétido aislado que codifica
para esta variante se aisldé de <células de rata, vy el
anticuerpo, mAbl.1ASML, dirigido contra esta variante
reconoce proteinas de un peso molecular de 120 kD, 150 kD,
180 kD y 200 kD. La administracién del anticuerpo monoclonal
1.1ASML retrasd el crecimiento y metastasis de BSp73ASML de
rata en ratas isogénicas. De manera significativa, 1.1ASML
no reconoce tumores humanos como se demuestra por su carencia
de reactividad a carcinoma humano de pulmédn de células
grandes LCLC97. Se aislé un homdélogo humano de LCLC97 pero
no se produjo anticuerpo equivalente que reconozca este
hombélogo. De esta manera, aunque se produjo un anticuerpo
especifico a una variante de CD44 de rata y se mostrd que
afecta el crecimiento y metdstasis de tumores de rata, no hay
evidencia del efecto de este anticuerpo contra tumores
humanos. De manera mas especifica, los inventores sefialan
que este anticuerpo no reconoce canceres humanos.

Breve Descripcién de la Invencién

Esta solicitud utiliza la metodologia para producir
anticuerpos anti-cédncer especificos del paciente, ensefiados
en la patente de los Estados Unidos numero 6,180,357 para
aislar 1lineas de <células de hibridoma que codifican para
anticuerpos monoclonales modificadores de enfermedad
cancerosa. Estos anticuerpos se pueden producir

especificamente para un tumor y de esta manera hacen posible
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la adecuacidén de la terapia de céancer. Dentro del contexto
de esta solicitud, los anticuerpos anti-cédncer que tienen vya
sea propiedades de aniquilacidédn celular (citotdxicas) o de
inhibicién de crecimiento celular (citostatica) se referiréan
mas adelante como citotdxicos. Estos anticuerpos se pueden
usar en beneficio de 1la clasificacidédn en etapas y en la
diagnosis de un cancer, vy se pueden usar para tratar
metastasis tumorales. Estos anticuerpos también se pueden
usar para la prevencidén de cancer a manera de tratamiento
profilactico. Diferente de los anticuerpos generados de
acuerdo a los paradigmas tradicionales de descubrimiento de
farmacos, los anticuerpos generados de esta manera pueden
seleccionar como objetivo moléculas y rutas no mostradas
anteriormente como gque son 1integrales al crecimiento vy/o
supervivencia de tejido maligno. Adicionalmente, las
afinidades de unidén de estos anticuerpos son adecuadas a 1los
requerimientos para el inicio de los eventos citotdxicos que
no se pueden tratar a interacciones méas fuertes de afinidad.
También, estd dentro del alcance de esta invencidén conjugar
modalidades quimioterapéuticas normales, por ejemplo,
radiontclidos, con el CDMAR de la presente invenciédn,
enfocando de este modo el uso de estos quimioterapéuticos.
El CDMABR también se puede conjugar a toxinas, porciones
citotdéxicas, enzimas, por ejemplo, enzimas conjugadas a

biotina, «c¢itocinas, interferones, porciones a objetivo o
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indicadoras a células hematogenosas, formando de este modo un
conjugado de anticuerpo. E1 CDMAB se puede usar solo o en
combinacidén con uno o mas agentes quimioterapéuticos/CDMARB.

El prospecto de tratamiento anti-céancer
individualizado dard lugar a un cambio en la manera en que se
maneja el paciente. Un probable escenario quimico es que se

obtiene una muestra de tumor en el momento de la

presentacidén, y se deposita. De esta muestra, el tumor se
tipifica de un panel de anticuerpos pre-existentes
modificadores de enfermedad cancerosa. El paciente se

clasificard convencionalmente en etapas pero los anticuerpos
disponibles pueden ser de uso en la clasificacidén adicional
en etapas del paciente. El paciente se puede tratar
inmediatamente con los anticuerpos existentes, y se puede
producir un panel de anticuerpos especificos al tumor ya sea
usando los métodos resumidos en la presente o a través del
uso de bibliotecas de visualizacidén en fago en unidén con los
métodos de examen descritos en la presente. Todos 1los
anticuerpos generados se adicionaradn a la Dbiblioteca de
anticuerpos anti-cédncer puesto que hay una posibilidad que
otros tumores puedan tener algunos de los mismos epitopos
como el que se trata. Los anticuerpos producidos de acuerdo
a este método pueden ser Utiles para tratar enfermedad
cancerosa en cualquier numero de pacientes gquienes tienen

cidnceres que se unen a estos anticuerpos.
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Ademéds de los anticuerpos anti-cancer, el paciente
puede elegir recibir las terapias actualmente recomendadas
como parte de un régimen multi-modal de tratamiento. E1l
hecho que 1los anticuerpos aislados mediante la presente
metodologia son relativamente no téxicos a células no
cancerosas permite que se usen combinaciones de anticuerpos a
altas dosis, ya sea solos, o en unidén con terapia
convencional. El alto indice terapéutico también permitira
el re-tratamiento a wuna escala de tiempo Dbreve gque debe
disminuir la probabilidad de emergencia de células
resistentes al tratamiento.

Si el paciente es refractario al curso inicial de
terapia o se desarrollan metédstasis, se puede repetir para
re-tratamiento el proceso para generar anticuerpos
especificos al tumor. Ademéds, los anticuerpos anti-cancer se
pueden conjugar a eritrocitos obtenidos de este paciente vy
re-infundar para el tratamiento de metéstasis. Ha habido
pocos tratamientos efectivos para cancer metastéasico vy
metdstasis usualmente presagian un poco resultado que da por
resultado muerte. Sin embargo, los cénceres metastdsicos
usualmente estédn bien vascularizados vy la distribucién de
anticuerpos anti-céncer con los eritrocitos puede tener el
efecto de concentrar los anticuerpos en el sitio del tumor.
AlGn antes de 1la metédstasis, la mayoria de las células de

cancer son dependientes de suministro sanguineo del
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hospedador para su supervivencia y un anticuerpo anti-cancer
conjugado a eritrocitos puede ser efectivo también contra
tumores 1in situ. De manera alternativa, los anticuerpos se
pueden conjugar a otras células hematogenosas, por ejemplo,
linfocitos, macréfagos, monocitos, células aniquiladoras
naturales, etc.

Hay cinco clases de anticuerpos y cada uno esta
asociado con una funcidédn que se confiere por su cadena
pesada. En general se piensa que la aniquilacidén de células
de céncer por los anticuerpos desnudos se media ya sea a
través de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(ADCC) o la citotoxicidad dependiente de complemento (CDC).
Por ejemplo, los anticuerpos murinos IgM e IgG2a pueden
activar el complemento humano al unir el componente C-1 del
sistema de complemento, que activa de este modo la ruta
cldsica de activacidédn de complemento gque puede conducir a
lisis tumoral. Para anticuerpos humanos, los anticuerpos més
efectivos de activacidén de complemento en general son IgM e
IgGl. Los anticuerpos murinos del isotipo IgG2a e IgG3 son
efectivos en el reclutamiento de células citotdxicas que
tienen receptores de Fc que conducird a aniquilacidén celular
por monocitos, macrbéfagos, granulocitos y ciertos linfocitos.
Los anticuerpos humanos tanto del isotipo IgGl como IgG3
median la ADCC.

La citotoxicidad mediada a través de la regidbn Fc
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requiere la presencia de células efectoras, sus
correspondientes  receptores, o proteinas, por ejemplo,
células NK, células T y complemento. En la ausencia de estos

mecanismos efectores, 1la porcidédn Fc de un anticuerpo es
inerte. La porcidén Fc de un anticuerpo puede conferir
propiedades que afectan la farmacocinética de un anticuerpo
in vivo, pero in vitro esto no es operativo.

Otro posible mecanismo de aniquilacidén de céancer
mediada por anticuerpo puede ser a través del uso de
anticuerpos que funcionan para catalizar la hidrdbélisis de
varios enlaces quimicos en la membrana celular y sus
glicoproteinas o glicolipidos asociados, llamados anticuerpos
cataliticos.

Hay tres mecanismos adicionales de aniquilacidén de
células de céancer mediada por anticuerpo. El primero es el
uso de anticuerpos como una vacuna para inducir al cuerpo a
que produzca una respuesta inmunitaria contra el antigeno
putativo que reside en la célula de cancer. El segundo es el
uso de anticuerpos para seleccionar como objetivo receptores
de crecimiento e interferir con su funcidén o para reducir la
expresién de ese receptor de modo que se pierda de manera
efectiva su funciédn. E1l tercero es el efecto de estos
anticuerpos en la ligacidén directa de 1las porciones de
superficie celular gque pueden conducir a muerte celular

directa, tal como ligacidén de receptores de muerte tal como
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TRAIL R1 o TRAIL R2, o moléculas de integrina tal como alfa V
beta 3 y similares.

La utilidad clinica de un farmaco de cancer se basa
en el Dbeneficio del féarmaco bajo un perfil aceptable de
riesgo hacia el paciente. En la terapia de céncer, la
supervivencia ha sido en general lo méds buscado después del
beneficio, sin embargo, hay varios otros beneficios bien
reconocidos ademds de prolongar la vida. Estos otros
beneficios, donde el tratamiento no afecta de manera adversa
la supervivencia, incluyen paliacidén de sintomas, proteccidn
contra eventos adversos, prolongacidén en el tiempo para
recurrencia o) supervivencia libre de enfermedad, %
prolongacidén en el tiempo al progreso. Estos criterios en
general se aceptan y los cuerpos regulatorios tal como la
Administracidén norteamericana de Farmacos y Alimentos de los
Estados Unidos (F.D.A.) aprueba gque producen estos beneficios
(Hirschfeld et al., Critical Reviews 1in Oncology/Hematology
42:137-143 2002). Ademds de estos criterios, es Dbien
reconocido que hay otros puntos finales que pueden presagiar
estos tipos de beneficios. En parte, el proceso acelerado de
aprobacién otorgado por la U.S. F.D.A. reconoce dgue hay
sustitutos que predeciradn igualmente el Dbeneficio del
paciente. A partir de finales del afio 2003, han habido
sesenta farmacos aprobados bajo este proceso, y de éstos,

cuatro han tenido éxito en la aprobacidén completa, es decir,
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los estudios de seguimiento han demostrado beneficio directo
al paciente como se predice por los puntos finales
sustitutos. Un punto final importante para determinar 1los
efectos del farmaco en tumores sélidos es la valoracidén de la
carga tumoral al medir la respuesta al tratamiento (Therasse
et al., Journal of the National Cancer Institute 92(3) :205-
216 2000). Los criterios clinicos (criterio de RECIST) para
esta evaluacidén se han promulgado por Response Evaluation
Criteria in Solid Tumors Working Group, un grupo de expertos
internacionales en céancer. Los farmacos con un efecto
demostrado en la carga tumoral, como se muestra por
respuestas objetivas de acuerdo a los criterios de RECIST, en
comparacién al grupo de control apropiado tienden a,
finalmente, producir beneficio directo al paciente. En el
escenario pre-clinico, la carga tumoral en general es més
directa para valorar y documentar. En esos estudios pre-
clinicos se puede traducir al escenario clinico, farmacos que
producen supervivencia prolongada en modelos pre-clinicos
tienen la utilidad clinica anticipada més grande. Anadlogo a
producir respuestas positivas al tratamiento c¢linico, 1los
farmacos que reducen la carga tumoral en el escenario pre-
clinico también pueden tener impacto directo significativo en
la enfermedad. Aunque la prolongacidédn de la supervivencia es
lo més buscado después del resultado clinico del tratamiento

de cancer con farmacos, hay otros Dbeneficios que tienen
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utilidad gquimica y es claro que la reduccidén de la carga
tumoral, que puede correlacionar a un retraso en el progreso
de la enfermedad, supervivencia extendida o ambos, también
puede conducir a beneficios directos y tener impacto clinico
(Eckhardt et al., Developmental Therapeutics: Successes and
Failures of Clinical Trial Designs of Targeted Compounds;
ASCO Educational Book, 39th Annual Meeting, 2003, péaginas
209-219) .

Usando sustancialmente el proceso de la patente de
los Estados Unidos numero 6,180,357, el anticuerpo monoclonal
H460-16-2 de ratdn se obtuvo después de la inmunizacidén de
ratones con células tanto una biopsia de tumor de un paciente
como de una linea de células de cancer de pulmdén NCI-H460.
El antigeno H460-16-2 se expresd en la superficie celular de
una amplia variedad de lineas de células humanas de
diferentes origenes de tejido. La linea de células de cancer
de mama MDA-MB-231 y la linea de células de céancer de piel
A2058 fueron susceptibles a los efectos citotdxicos de H460-
16-2 in vitro.

El resultado de la <citotoxicidad de H460-16-2
contra células MDA-MB-231 en cultivo se extendidé ademés por
su actividad anti-tumor hacia estas células de cancer cuando
se trasplantaron en ratones (como se describe en la solicitud
de patente de los Estados Unidos numero de serie 10/603,000).

Los modelos pre-clinicos de tumor de xeno-injerto se
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consideran predictores validos de eficiencia terapéutica.

En el modelo in vivo preventivo de cancer de mama
humano, el tratamiento con H460-16-2 fue significativamente
(p<0.0001) més efectivo en suprimir el crecimiento tumoral
durante el periodo de tratamiento gque un anticuerpo de
control de isotipo. Al final de la fase de tratamiento, 1los
ratones a los que se les dio H460-16-2 tuvieron tumores que
crecieron sbélo 1.3 por ciento del grupo de control. Durante
el periodo de seguimiento después del tratamiento, se
sostuvieron los efectos del tratamiento de H460-16-2 vy el
volumen tumoral medio en los grupos tratados continud siendo
significativamente menor que los controles hasta el final de
la fase de medicidén. Usando la supervivencia como una medida
de la eficiencia del anticuerpo, se estimdé que el riesgo de
morir en el grupo de tratamiento con H460-16-2 fue

aproximadamente 71 por ciento del grupo de control de

amortiguador de anticuerpo (p = 0.028) a 70 dias después del
tratamiento. Estos datos demostraron que el tratamiento con
H460-16-2 confirid un beneficio de supervivencia en
comparacidn a los grupos tratados con control. E1l

tratamiento con H460-16-2 parecid seguro, puesto gue no
induce ningtn signo de toxicidad, incluyendo peso corporal
reducido y estrés clinico. De esta manera, el tratamiento
con H460-16-2 fue eficaz tanto en retrasar el crecimiento

tumoral como en mejorar la supervivencia en comparacidén a los
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grupos tratados de control en un modelo bien establecido de
cancer humano de mama.

Ademas, el H460-16-2 demostrd actividad anti-tumor
contra células MDA-MB-231 en un modelo establecido de tumor
in vivo (como se describe en la solicitud de patente de los
Estados Unidos numero de serie 10/603,000). El tratamiento
con H460-16-2 se compard al fadrmaco guimioterapéutico
estandar, cisplatina, y se mostrd que los grupos de
tratamiento con cisplatina y H460-16-2 tuvieron
significativamente (p<0.001) menores vollUmenes tumorales
medios en comparacidén con los grupos tratados con vya sea
amortiguador dilucidén anticuerpo o el anticuerpo de control
de isotipo. El tratamiento con H460-16-2 medidé la supresidn
tumoral que fue aproximadamente dos tercios de aquella en la
quimioterapia con cisplatina pero sin la pérdida
significativa de peso (19.2 por ciento) (p<0.003) vy estrés
clinico, incluyendo 2 muertes asociadas al tratamiento, que
se observdé con el tratamiento de cisplatina. La actividad
anti-tumor de H460-16-2 y su minima toxicidad 1lo hace un
agente terapéutico anti-cancer atractivo.

Ademds, en el periodo de post-tratamiento, el H460-
16-2 mostrdé un Dbeneficio significativo de supervivencia
(p<0.02) puesto que el riesgo de muerte en el grupo de H460-
16-2 fue de aproximadamente la mitad de aquel en el grupo del

cuerpo de control con isotipo a >70 dias después del
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tratamiento. El beneficio observado de supervivencia
continué mas allad de los 120 dias después del tratamiento
donde 100 por ciento de los ratones tratados con cisplatina y
de control de isotipo han muerto en comparacidédn a 67 por
ciento del grupo de tratamiento con H460-16-2. El H460-16-2
mantuvo supresidén tumoral al retrasar el crecimiento del
tumor por el 26 por ciento en comparaciédn al grupo de
anticuerpo de control isotipo. A los 31 dias después del
tratamiento, el H460-16-2 1limitdé el tamafio del tumor al
reducir el <crecimiento tumoral ©por 48 por ciento en
comparacidén al grupo de control de isotipo, que es comparable
a la reduccidén del 49 por ciento observada al final del
tratamiento. En el modelo establecido de tumor de cancer de
mama, estos resultados indicaron el potencial de H460-16-2
para mantener la supresidén tumoral mas alla de la fase del
tratamiento vy demostrdé 1la capacidad del anticuerpo para
reducir la carga tumoral y para mejorar la supervivencia en
un mamifero.

Ademas de los efectos Dbenéficos en el modelo
tumoral in vivo establecido de cancer de mama, el tratamiento
con H460-16-2 en combinacién con un farmaco gquimioterapéutico
(Cisplatina) tiene actividad anti-tumor contra células PC-3
en un modelo establecido de céncer de prdbéstata in vivo (como
se describe en la solicitud de patente de los Estados Unidos

numero 10/810,165). Usando una prueba t apareada, el
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tratamiento con H460-16-2 mas cisplatina fue
significativamente méds efectivo en suprimir Dbrevemente el
crecimiento tumoral después del periodo de tratamiento de
control con amortiguador (p<0.0001), el tratamiento con
cisplatina sola (p=0.004) o el tratamiento con H460-16-2 sdélo
(p<0.0001) . Al final de la fase de tratamiento, los ratones
a los que se les dio H460-16-2 més cisplatina tuvieron
tumores que crecieron sdélo a 28.5 por ciento del grupo de
control de amortiguador. Para los modelos xeno-injerto de
PC-3 SCID, se puede usar el peso corporal como un indicador
sustituto del progreso de la enfermedad. Los ratones en
todos los grupos experimentaron severa pérdida de peso. En
este estudio, los ratones en todos los grupos mostraron una
pérdida de peso de aproximadamente 23 a 35 por ciento por el
final del periodo de tratamiento. El1 grupo tratado con H460-
16-2 mostrd el lado mas pequeiio de pérdida de peso (21.7 por
ciento) . Después del tratamiento, dia 48, no hubo incremento
significativo en la ©pérdida de ©peso asociada con el
tratamiento de H460-16-2 vy cisplatina en comparacién al
control con amortiguador (p=0.5042). De esta manera, el
tratamiento con H460-16-2 més cisplatina fue eficaz puesto
que retrasd el crecimiento tumoral en comparacidén al grupo
tratado con control de isotipo en un modelo bien establecido
de cancer humano de proéstata.

A fin de wvalidar el epitopo de H460-16-2 como un
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objetivo del farmaco, se determind anteriormente (solicitud
de patente de los Estados Unidos numero 10/603,000), 1la
expresién del antigeno H460-16-2 en tejidos humanos normales.
Este trabajo se extendid por comparacidén con los anticuerpos
anti-CD44; clon L178 (descrito en la solicitud de patente de
los Estados Unidos nuUmero 10/647,818, ahora patente de 1los
Estados Unidos numero 7,189,397) y el clon BU75 (descrito en
la solicitud de patente de los Estados Unidos numero
10/810,165). Por la tincidén de IHC con H460-16-2, la mayoria
de los tejidos falld en expresar el antigeno de H460-16-2,
incluyendo 1las células de los &érganos vitales, tal como el
higado, rifién (excepto por 1la tincidén marginal de células
epiteliales tubulares), corazdn y pulmdn. Los resultados de
esta tincién de tejido indicaron que H460-16-2 mostrd uniodn
restringida a varios tipos celulares pero tuvo unidén a
macrbdfagos infiltrantes, linfocitos vy fibroblastos. El
anticuerpo BU75 mostrdé un patrén similar de tinciédn. Sin
embargo, hubo al menos una diferencia de nota; la tincidén de
linfocitos fue méds intensa con BU75 en comparacién H460-16-2.
La localizacidén del antigeno H460-16-2 y la
determinacién de su prevalencia dentro de la poblacién, tal
como entre los pacientes con cancer de mama, es importante al
valorar el uso terapéutico de H460-16-2 y en el disefio de
ensayos clinicos efectivos. Para afrontar la expresidén del

antigeno H460-16-2 en tumores de mama de pacientes con



48

cadncer, se examinaron en forma previa muestras de tejido
tumoral de 50 pacientes individuales con céncer de mama para
la expresidén del antigeno H460-16-2 (solicitud de patente de
los Estados Unidos numero 10/603,000) y se compard a L178
(solicitud de patente de los Estados Unidos numero
10/647,818, ahora patente de los Estados Unidos numero 7,189,
397), BU75 (solicitud de patente de los Estados Unidos numero
10/810,165) y el anticuerpo anti-Her2 c-erbN-2 (solicitud de
patente de los Estados Unidos numero 10/810,165). Los
resultados de estos estudios fueron similares y mostraron que
62 por ciento de las muestras de tejido tifieron positivas
para el antigeno H460-16-2 en tanto que 73 por ciento de los
tejidos de tumor de mama fueron positivos para el epitopo de
BU75. La expresién de H460-16-2 dentro de muestras de
pacientes parecieron especificos para células de cancer
puesto que la tincidn se restringidé a células malignas. E1l
H460-16-2 tifid 4 de 10 muestras de tejido normal de pacientes
con cancer de mama en tanto que BU75 tifidé 8. La expresidn
del tumor de mama tanto del antigeno H460-16-2 y BU75 parecid
estar localizada principalmente en la membrana celular de
células malignas, haciendo a CD44 un objetivo atractivo para
terapia. La expresién de H460-16-2 se evalud adicionalmente
en base a la expresidédn del tumor de mama de los receptores
para las hormonas de estrdégeno y progesterona, dque Jjuegan un

papel importante en el desarrollo, tratamiento y la prognosis
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de tumores de mama. No fue aparente correlacidén entre la
expresién del antigeno H460-16-2 vy la expresidén de 1los
receptores para ya sea estrdgeno o progesterona. Cuando se
analizaron tumores en base a su etapa, o grado al cual ha
avanzado el céancer, nuevamente no hubo correlacidédn clara
entre la expresiédn del antigeno H460-16-2 vy la etapa del
tumor. Se obtuvieron resultados similares con BU75. En
comparacidédn a c-erbN-2, el H460-16-2 mostrd un perfil de
tincidén completamente diferente donde 52 por ciento de las
muestras de tejido del tumor de mama qgque fueron positivas
para el antigeno H460-16-2 fueron negativas para la expresidn
de Her-2 indicando una necesidad terapéutica buscada aun no
satisfecha para pacientes con cancer de mama. También hubo
diferencias en la intensidad de la tincidén entre 1las
secciones de tejido de tumor de mama que fueron positivas
tanto para H460-16-2 como para Her2. El anticuerpo c-erbB-2
también tifndé positivamente una de las secciones normales de
tejido de mama.

La localizacidén adicional del antigeno H460-16-2 vy
la determinacidén de su prevalencia dentro de la poblacidn,
tal como entre pacientes con céancer de prdéstata, se describid
en la solicitud de patente de los Estados Unidos numero de
serie 11/364,013. La unidén de anticuerpos a 53 tumores
humanos de prdéstata y tres tejidos normales de probstata se

realizdé usando un microarreglo de tejido normal y tumoral de
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prbéstata humana (Imgenex, San Diego, CA). Como se describe
en la solicitud de patente de los Estados Unidos numero de
serie 11/364,013, 19/53 (36 por ciento) de los tumores
probados fueron positivos para H460-16-2. El H460-16-2 fue
especifico para células tumorales y fibroblastos de estroma.
La localizacidén celular fue principalmente membranosa Vy
membranosa citopldsmica con o sin localizacidén luminal. El
porcentaje de células positivas varid desde <10 por ciento-
>50 por ciento que indica unidén heterogénea del anticuerpo a
células tumorales. La relacién del anticuerpo gque se une a
la etapa tumoral no se puede valorar apropiadamente debido a
una discrepancia en el numero de tumores entre diferentes
estados tumorales, siendo 1/1 (100 por ciento), 4/12 (33 por
ciento), 0/2 (0 por ciento) vy 11/33 (33 por ciento) a la
etapa tumoral I, II, III y IV, respectivamente. Hubo mayor
unidén a la puntuacidédn Gleason G3-G4 (36 por ciento) que a la
GI-G2 (25 por ciento). Las 3 secciones de tejido normal de
prostata fueron positivas para el anticuerpo. Sin embargo,
la especificidad de tejido fue ©para el mioepitelio vy
fibroblastos estromales y escaso para el epitelio glandular.
Hubo heterogeneidad de la unidén de H460-16-2 a los tumores
probados de préstata: 10/53, 6/53, 3/53 tumores positivos
estuvieron en las categorias de <10-10 por ciento, <50-50 por
ciento y >50 por ciento, respectivamente. Como resultado de

su unidén a células de cancer de préstata, el beneficio
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terapéutico de H460-16-2 se puede extender potencialmente al
tratamiento de céncer de probstata.

La localizacidén adicional del antigeno H460-16-2 vy
la determinacidén de su prevalencia dentro de la poblacidn,
tal como entre los pacientes con céncer de higado, se
describidé en la solicitud de patente de los Estados Unidos
numero de serie 11/364,013. El anticuerpo H460-16-2 mostrd
unién a 21/49 (43 por ciento) de canceres hepaticos probados,
incluyendo 11/37 (30 por ciento) de primario, 7/8 (88 por
ciento) de carcinoma hepatocelular metastéasico, 1/2 (50 por
ciento) de primario % 2/2 (100 por ciento) de
colangiocarcinomas metastédsicos. El anticuerpo mostrd una
unidén significativamente mayor a etapas tumorales avanzadas
IIT y IV en comparacién con las etapas tempranas I y II (p =
0.03) [etapa I, 0/2 (0 por ciento); etapa II, 2/17 (12 por

ciento), etapa III, 8/16 (50 por ciento) y etapa IV, 6/8 (75

por ciento)]. El H460-16-2 fue especifico para células
tumorales % células inflamatorias infiltrantes. La
localizacidén celular fue principalmente membranosa. Algunos

tumores también exhibieron un patrén difuso de tincidn

citoplésmica. E1l anticuerpo se unidén a 9/9 de tejidos
hepaticos no neopléasticos. Sin embargo, la unidén se
restringid a las células sinosoidales y linfocitos
infiltrantes. E1l antigeno H460-16-2 parece ser expresado

especificamente en tejido tumoral hepdtico avanzado. Por 1lo



52

tanto, el H460-16-2 tiene potencial como  un farmaco
terapéutico en el tratamiento de cancer hepéatico.

Para prolongar adicionalmente el beneficio
terapéutico potencial de H460-16-2, la frecuencia %
localizacién del antigeno dentro de varios tejidos de céncer
humano también se determind anteriormente (solicitud de
patente de los Estados Unidos numero de serie 10/603,000) vy
se compard al clon L178 (solicitud de patente de los Estados
Unidos numero de serie 10/647,818, ahora patente de los
Estados Unidos numero 7,189,397). La mayoria de estos tipos
de tumor también fue positivo para el antigeno L178. Como
con el tejido de tumor de mama humano, la localizacidén de
H460-16-2 y L178 ocurridé en la membrana de las células
tumorales. Sin embargo, hubo sustancialmente mas localizacidn
de membrana con el L178 en comparacidén al anticuerpo H460-16-
2. También, de los tipos de tumor que se tifieron tanto por
H460-16-2 como por L178, el 43 por ciento de 1los tejidos
mostrd mayor intensidad de tincidén con el anticuerpo L178.

Parece no haber forma de CD44 que corresponde
exactamente con los datos de IHC presentados en la presente
en base a comparaciones <con los datos de IHC de 1la
literatura. La forma estdndar de CD44 normalmente se expresa
en el cerebro humano; no lo hace el antigeno H460-16-2. Los
anticuerpos dirigidos contra las isoformas pan-CD44 no tifien

el higado (incluyendo células de Kuppfer) % tifien
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positivamente las glandulas endometriales en todas las fases
del ciclo reproductivo. El antigeno H460-16-2 esta
claramente presente en las células de Kuppfer y sbélo esté
presente en las glandulas endometriales secretorias del ciclo
reproductivo. El antigeno H460-16-2 estd claramente presente
en macrdéfagos de tejido y sbdélo las formas variantes V4/5 vy
V8/9 muestran tincién ocasional de macréfagos. E1 patrdn
similar de unidén aun distinta wvisto con H460-16-2 en
comparacién al L178 anti-CD44 vy ahora BU75 indica que el
antigeno H460-16-2 es un epitopo uUnico de CD44.

Como se describe anteriormente (solicitud de
patente de los Estados Unidos numero de serie 10/647,818,
ahora patente de los Estados Unidos ntumero 7,189,397), 1los
datos bioquimicos adicionales también indican que el antigeno
reconocido por H460-16-2 es una de las formas de CD44. Esto
se soporta por estudios que mostraron un anticuerpo
monoclonal (L178) reactivo contra CD44 identifica proteinas
que se unieron a H460-16-2 por inmunoprecipitacidn. Los
estudios de transferencia Western también sugieren que el
epitopo de CD44 reconocido por H460-16-2 no estd presente en
ve o v10. El epitopo de H460-16-2 también se distingue por
ser dependiente de carbohidratos y de la conformacidén, en
tanto gque muchos anticuerpos anti-CD44 se dirigen contra
porciones peptidicas de CD44. Estos resultados biogquimicos y

de IHC demuestran que H460-16-2 se une a una variante del



54

antigeno CD44. De esta manera, la preponderancia de
evidencia muestra que H460-16-2 media los efectos anti-céncer
a través de la ligacidén de un epitopo conformacional uUnico
dependiente de carbohidratos presente en una variante de
CDh44. Para el propdésito de esta invencidn, este epitopo se
define como una “porcidén antigénica de CD44” caracterizada
por su capacidad para unirse con un anticuerpo monoclonal
codificado por la linea de células de hibridoma H460-16-2,
fragmentos antigénicos de unién de la misma, ligandos
antigénicos de unién de la misma o conjugados de anticuerpo
de la misma.

A fin de poner en claro de forma adicional el
mecanismo detras de los efectos anti-cancer de H460-16-2, se
realizaron ensayos de unién con acido hialurdénico (HA) (como
se describe en la solicitud de patente de los Estados Unidos
numero de serie 10/810,165). Se determindé que se requirid
una concentracidén promedio de 1.87 (+/- 1.01) microgramos/mL
de H460-16-2 para inhibir la adhesidén de células MDA-MB-231
al HA por 50 por ciento. Estos resultados indican que H460-
16-2 interactta con, al menos en parte, las regiones en CD44
que son responsables para la unidén a HA y en consecuencia
pueden estar mediando sus efectos anti-cédncer a través de la
regulacién de 1la expresidédn del angiogénesis o la 1invasidn
tumoral a través de la ECM.

Ademés de los ensayos de unidén con HA, se realizd
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un experimento del ciclo celular a fin de determinar si los
efectos anti-cdncer in vitro e 1in vivo de H460-16-2 fueron
debidos a la regulacidén del ciclo celular (como se describe
en la solicitud de patente de los Estados Unidos numero de
serie 10/810,165) . Después de 24 horas % con 20
microgramos/mL de H460-16-2, hubo un incremento en el numero
de células apoptdsicas MDA-MB-231 en comparacidén al control
con isotipo. Este efecto también parecid ser dependiente de
la dosis. Por lo tanto, la eficiencia de H460-16-2 también
puede ser debida, en totalidad o en parte, a sus capacidades
inductoras apoptdsicas.

Para poner en claro adicionalmente el mecanismo de
accién de H460-16-2, se realizd el efecto del tratamiento con
H460-16-2 en la apoptosis en tumores MDA-MB-231 cultivados 1in
vivo en un modelo de xenoinjerto de cédncer de mama (como se
describe en 1la solicitud de patente de 1los Estados Unidos
numero de serie 11/364,013). Las secciones seriales de 1los
tumores tefiidos con ApoTag se tifieron subsiguientemente con H
& E y éstas se examinaron para células apoptdsicas usando
criterios morfoldgicos tal como supresidn de células
individuales, encogimiento % compactacidédn celular de
cromatina en una masa densa. Se realizaron cuentas para
células que cumplen con estos criterios como se describe en
la seccidébn anterior para dar cuentas promedio para los grupos

de tratamiento. El1 grupo de control con amortiguador produjo
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una puntuacidén total promedio de 17 células (+ 5.29) en tanto
que el grupo tratado con H460-16-2 produjo una puntuacidn
total promedio de 22.5 células (+ 4.20). Por lo tanto, hay
una tendencia hacia apoptosis incrementada con el tratamiento
con H460-16-2 como se determina usando morfologia celular.

A fin de facilitar 1la produccidédn de gquimeras de
anticuerpo, se clonaron de manera separada y sSe secuenciaron
los genes que codifican para las regiones variables tanto de
las cadenas pesadas como ligeras (como se describe en la
solicitud de patente de los Estados Unidos numero de serie
11/364,013). Las cadenas ligera y pesada hibridas de H460-
16-2 de un isotipo IgGl e IgG2 humano entonces se
construyeron y expresaron (como se describe en la solicitud
de patente de los Estados Unidos numero de serie 11/364,013).

Para determinar la eficiencia relativa del
anticuerpo hibrido versus murino, se realizdé6 un modelo 1in
vivo de cancer de mama humano (como se describe en 1la
solicitud de patente de los Estados Unidos numero de serie
11/364,013). Tanto el H460-16-2 como (ch)ARH460-16-2-IgGl
redujeron el crecimiento tumoral en un modelo establecido in
vivo de MDA-MB-231 de cédncer humano de mama. En el dia 62, 5
dias después de que se administré la UGltima dosis, el
tratamiento con H460-16-2 dio por resultado una inhibicidén de
crecimiento tumoral de 39 por ciento (T/C media = 57 por

ciento). Esta reduccidén en el crecimiento tumoral fue
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significativamente diferente del control (p = 0.0037). El
anticuerpo hibrido (ch)ARH460-16-2-IgGl dio por resultado una
inhibicién mejorada de crecimiento tumoral de 64 por ciento
(T/C = media = 26.9 por ciento; p <0.0001). En contraste, la
versién de IgG2 del anticuerpo hibrido, (ch)ARH460-16-2-IgG2
no mostrd inhibicidén en el crecimiento tumoral en comparacidn

con el control con amortiguador (inhibicidén de crecimiento

tumoral = 0 por ciento; T/C media = 122 por ciento; p =
0.7264) . No hubo signos clinicos de toxicidad a todo 1lo
largo del estudio. En resumen, (ch)ARH460-16-2-IgGl1

demuestra la misma o mayor eficiencia en comparacidén al
anticuerpo murino en el modelo de céancer de mama de MDA-MB-
231.

La tincidén con Anexina-V se realizdé de forma previa
(como se describe en la solicitud de patente de los Estados
Unidos numero de serie 11/364,013) para determinar si las
versiones hibridas de H460-16-2 fueron capaces de inducir
apoptosis de la misma manera como la contraparte murina en la
linea de células de céancer de mama humano MDA-MB-231. Los 3
anticuerpos mostraron un incremento dependiente de la dosis
en el porcentaje de poblaciones necrbéticas %
necroéticas/apoptdsicas con respecto a sus controles de
isotipo prospectivos. El incremento mas grande en el
porcentaje de poblaciones necrdéticas y necrbdticas/apoptdsicas

se vio con (ch)ARH460-16-2-IgG2, tanto (ch)ARH460-16-2-IgGl vy
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tanto H460-16-2.

In toto, estos datos demuestran gque el antigeno
H460-16-2 es un antigeno asociado a cancer y se expresa en
humanos, y es un objetivo de cdncer patoldégicamente
pertinente. Adicionalmente, estos datos también demuestran
la unidén del anticuerpo H460-16-2 a tejidos humanos de
cancer, y se puede usar apropiadamente para ensayos que
pueden ser de diagndéstico, predictivos de terapia, o de
prondéstico. Ademds, la localizacidén de membrana celular de
este antigeno es indicativa del estado del cancer de la
célula debido a la carencia de expresidédn del antigeno en la
mayoria de las células no malignas, vy esta observacién
permite el uso de este antigeno, su gen o sus derivados, su
proteina © sus variantes gque se van a usar para ensayos que
pueden ser de diagndéstico, predictivos de terapia, o de
prondstico.

Otros estudios, que comprenden el uso de
anticuerpos anti-CDh44, tienen limitaciones de potencial
terapéutico que no se exhiben por H460-16-2. El H460-16-2
demuestra tanto actividad antitumoral in vitro como in vivo.
Los anticuerpos descritos anteriormente tal como MAK<CD44>M-
1.1.12, MAK <CD44>M-2.42.3 vy MAK<CD44>M-4.3.16 no tienen
citotoxicidad in vitro o in vivo atribuida a ellos y VFF-18 y
Mab U36 no muestran citotoxicidad tumoral intrinseca. Ademas

de los anticuerpos anti-CD44 que han mostrado efectos
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tumorales in vivo también tienen ciertas limitaciones gue no
son evidentes con H460-16-2. Por ejemplo, ASML1.1, K926,
anti-CD44 e 1IM-78.1 muestran actividad anti-tumor in vivo
contra tumores de rata, murinos, de rata y murinos cultivados
respectivamente en modelos de xenoinjerto. El H460-16-2
demuestra 1la actividad anti-tumor en un modelo de cancer
humano. El1 H460-16-2 también se dirige contra CD44 humano en
tanto que los anticuerpos tal como ASML1.1 reconocen sdélo
CDh44 de rata. El anticuerpo anti-CD44 del clon 515 inhibe
implante tumoral peritoneal de una linea de células de ovario
humano pero no impide ni inhibe el crecimiento tumoral. E1l
H460-16-2 es capaz de inhibir el crecimiento de tumor de mama
humano en un modelo de xenoinjerto de ratdn SCID. El GKW.A3
es un anticuerpo monoclonal anti-CD44 humano capaz de inhibir
el crecimiento tumoral de un melanoma metastatizante humano
cultivado en ratones en un modelo preventivo pero no
establecido. El H460-16-2 ha demostrado actividad anti-tumor
significativa tanto en modelos preventivos como establecidos
de xenoinjerto murino de cancer humano de mama. En
consecuencia, es bastante evidente que H460-16-2 tiene
propiedades anti-tumor superiores en comparacién a los
anticuerpos anti-CD44 anteriormente descritos. Ha demostrado
tanto actividad anti-tumor in vivo como in vitro en un tumor
de mama humano en ratones SCID vy se dirige contra CD44

humano. También exhibe actividad en un modelo preventivo vy
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establecido (mads clinicamente pertinente) de cé&ncer humano de
mama y exhibe actividad «con Cisplatina en un modelo
establecido de cancer humano de prdbstata.

La presente invencidédn describe el desarrollo y el
uso de H460-16-2, sus anticuerpos quiméricos
correspondientes, (ch)ARH460-16-2-IgG1l % (ch)ARH460-16-2
(VKOVHO), vy sus variantes correspondientes de anticuerpo
humanizado, (hu)ARH460-16-2. E1 H460-16-2 se identificd por,
su efecto, en ensayos citotdxicos, en modelos de crecimiento
tumoral y en la prolongacidén del tiempo de supervivencia en
mamiferos que padecen de tejido canceroso. Esta invenciédn
representa un avance en el campo del tratamiento de céncer ya
que describe, por primera vez, reactivos gue se unen de
manera especifica a un epitopo o epitopos presentes en la
molécula objetivo, CD44, vy que también tiene propiedades
citotdéxicas in vitro, como un anticuerpo desnudo, contra
células tumorales malignas pero no contra células normales,
que también media directamente, como un anticuerpo desnudo,
la inhibicién del crecimiento tumoral y la extensidén de la
supervivencia en modelos in vivo de cancer humano. Esto es
un avance con relacidén a cualquier otro anticuerpo anti-CD44
anteriormente descrito, puesto que ninguno se ha mostrado que
tiene propiedades similares. También proporciona un avance
en el campo puesto que demuestra claramente, y por primera

vez, la implicacidén directa de CD44 en eventos asociados con
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el crecimiento y desarrollo de ciertos tipos de tumores.
También representa un avance en la terapia de céncer puesto
que tiene el potencial de presentar propiedades anti-cancer
similares en pacientes humanos. Un avance adicional es que
la inclusién de estos anticuerpos en una biblioteca de
anticuerpos anti-cdncer mejora la posibilidad de seleccionar
como objetivo tumores que expresan diferentes marcadores de
antigeno por la determinacidén de la combinacidédn apropiada de
diferentes anticuerpos anti-cédncer, para encontrar 1lo méas
efectivo en la seleccidén de objetivo y la inhibicién del
crecimiento y desarrollo de los tumores.

Ante todo, esta 1nvencidén ensefia el uso del
antigeno H460-16-2 Como un objetivo para un agente
terapéutico, que cuando se administra puede producir la carga
tumoral de un céncer que expresa el antigeno de un mamifero,
y también puede conducir a una supervivencia prolongada del
mamifero tratado. Esta invencidén también ensefia el uso de
CDMAR (H460-16-2, (ch)ARH460-16-2-IgG1, (ch)ARH460-16-2
(VKOVHO) y las variantes de (hu) ARH460-16-2), y  sus
derivados, y los fragmentos de unidén a antigeno del mismo, Vy
ligandos inductores de citotoxicidad celular del mismo para
seleccionar como objetivo su antigeno para reducir la carga
tumoral de un cédncer que expresa el antigeno en un mamifero,
y conducir a supervivencia prolongada del mamifero tratado.

Adicionalmente, esta invencidén también ensefia el uso de la
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deteccidén del antigeno H460-16-2 en células cancerosas dJue
puede ser util para la diagnosis, prediccidén de terapia, vy
prognosis de mamiferos que tienen tumores que expresan este
antigeno.

Por consiguiente, es un objeto de la invencidn
utilizar un método para producir anticuerpos modificadores de
enfermedad cancerosa (CDMAB) formulados contra células
cancerosas derivadas de un individuo particular, o una o méas
lineas particulares de células de céancer, CDMAB que son
citotdéxicos con respecto a las células de céncer en tanto que
simultaneamente son relativamente no téxicos a células no
cancerosas, a fin de aislar las 1lineas de células de
hibridoma vy 1los correspondientes anticuerpos monoclonales
aislados y los fragmentos de unién a antigeno de los mismos
para 1los cuales se codifican estas 1lineas de células de
hibridoma.

Es un objetivo adicional de la invencidén ensefiar
anticuerpos modificadores de enfermedad cancerosa, ligandos vy
fragmentos de unidén a antigeno de los mismos.

Es un objetivo adicional de la presente invencidn
producir anticuerpos modificadores de enfermedad cancerosa
cuya citotoxicidad se media a través de la toxicidad celular
dependiente de anticuerpo.

Es autn un objetivo adicional de la presente

invencidén producir anticuerpos modificadores de enfermedad
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cancerosa cuya citotoxicidad se media a través de la
toxicidad celular dependiente de complemento.

Es aun un objetivo adicional de 1la presente
invencidén producir anticuerpos modificadores de enfermedad
cancerosa cuya citotoxicidad es una funcién de su capacidad
para catalizar la hidrdélisis de enlaces quimicos celulares.

Un objetivo aun adicional de la presente invencidn
es producir anticuerpos modificadores de enfermedad cancerosa
que son utiles en un ensayo de unidén para la diagnosis,
prognosis y monitoreo de cancer.

Otros objetos y ventajas de esta invencidn llegaran
a ser evidentes a partir de la siguiente descripcidén en donde
se exponen, a manera de ilustracidén y de ejemplo, ciertas
modalidades de esta invencidn.

Breve Descripcién de las Figuras

El registro de la patente o solicitud contiene al
menos una figura realizada en color. Las copias de esta
publicacién de patente o solicitud de patente con figuras a
color se proporcionaradn por la oficina a peticidén y pago de
la tasa necesaria.

La Figura 1 demuestra el efecto de H460-16-2 en el
crecimiento tumoral en un modelo establecido de céancer de
mama humano MDA-MB-468. Las lineas punteadas verticales
indican el periodo durante el cual se administrd

intraperitonealmente el anticuerpo. Los puntos de datos
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representan la media +/- SEM.

La Figura 2 demuestra el efecto de H460-16-2 en el
peso corporal del ratdén en un modelo establecido de céancer de
mama MDA-MB-468. Los puntos de datos representan la media
+/- SEM.

La Figura 3 demuestra el efecto de H460-16-2 en el

crecimiento tumoral en un modelo establecido de cédncer de

prbostata humano PC-3. Las lineas ©punteadas verticales
indican el periodo durante el cual se administrd
intraperitonealmente el anticuerpo. Los puntos de datos

representan la media +/- SEM.

La Figura 4 demuestra el efecto de H460-16-2 en el
peso corporal de ratdén en un modelo establecido de céncer de
prbéstata PC-3. Los puntos de datos representan la media +/-
SEM.

La Figura 5 demuestra el efecto de (ch)ARH460-16-2-
IgGl de una manera dependiente de la dosis en el crecimiento
tumoral en un modelo establecido de cancer de mama humano
(MDA-MB-231) . Las lineas punteadas verticales indican el
periodo durante el cual se administrd intraperitonealmente el
anticuerpo. Los puntos de datos representan la media +/-
SEM.

La Figura 6 demuestra el efecto de (ch)ARH460-16-2-
IgGl en el peso corporal de ratdén en un modelo establecido de

cancer de mama MDA-MB-231. Los puntos de datos representan
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la media +/- SEM.

La Figura 7 es un resumen de la unidén de H460-16-2
en un microarreglo de tejido tumoral de colon humano.

La Figura 8 son micrografias representativas que
muestran el patrén de unidén en el tejido de tumor de colon
obtenido con H460-16-2 (A) o el anticuerpo (B) de control de
isotipo. El aumento es de 200X.

La Figura 9 es un resumen de la unidén de
(ch)ARH460-16-2-IgGl en un microarreglo de tejido de mono
cynomolgus y humano.

La Figura 10 muestran micrografias representativas
que muestran el patrdén de unidén con (ch)ARH460-16-2-IgGl en
un bazo humano (pulpa blanca) (A) y bazo de mono cynomolgus
(pulpa blanca) (B). Se observd tincidén con ambas especies.
El aumento es de 40X.

La Figura 11 muestran la transferencia Western
de 500 microgramos de proteinas de membrana MDA-MB-231
sondeadas con diferentes soluciones de anticuerpo primario.
Las sendas 1-5 se sondearon con H460-16-2 Dbiotinilado
mezclado con 2 microgramos/mL, 10 microgramos/mL, 100
microgramos/mL, 500 microgramos/mL o 1000 microgramos/mL de
H460-16-2 no biotinilado, respectivamente. Las sendas 6-10
se sondearon con H460-16-2 Dbiotinilado mezclado con 2
microgramos/mL, 10 microgramos/mL, 100 microgramos/mL, 500

microgramos/mL  © 1000 microgramos/mL de AR37A335.8 no
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biotinilado, respectivamente. Las sendas 11-15 se sondearon
con H460-16-2 biotinilado, mezclado con 2 microgramos/mL, 10
microgramos/mL, 100 microgramos/mL, 500 microgramos/mL o 1000
microgramos/mL de IB7.11 no biotinilado, respectivamente.

La Figura 12 muestran la transferencia Western
de 500 microgramos de las proteinas de membrana MDA-MB-231
sondeadas con diferentes soluciones de anticuerpo primario.
Las sendas 1-5 se sondearon con AR37A335.8 Dbiotinilado
mezclado con 2 microgramos/mL, 10 microgramos/mL, 100
microgramos/mL, 500 microgramos/mL o 1000 microgramos/mL de
H460-16-2 no biotinilado, respectivamente. Las sendas 6-10
se sondearon con AR37A335.8 Dbiotinilado mezclado con 2
microgramos/mL, 10 microgramos/mL, 100 microgramos/mL, 500
microgramos/mL © 1000 microgramos/mL de AR37A335.8 no
biotinilado, respectivamente. Las sendas 11-15 se sondearon
con AR37A335.8 biotinilado, mezclado con 2 microgramos/mL, 10
microgramos/mL, 100 microgramos/mL, 500 microgramos/mL o 1000
microgramos/mL de 8B1B.1 no biotinilado, respectivamente.

La Figura 13 muestra la afinidad de unidén de
AR37A335.8. Las constantes de disociacidén para la unidn de
los anticuerpos al CD44 humano recombinante purificado se
valoraron por resonancia de plasmén superficial.

La Figura 14 muestra la lista de RTK cuya
fosforilacién se afecta por el tratamiento de células MDA-MB-

231 con (ch)ARH460-16-2-IgGl seguido por suero y estimulacidn
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con complemento.

La Figura 15 muestra 1los cebadores usados en la
amplificacidén por PCR de la cadena ligera (SEQ ID NOS: 10-28,
respectivamente, en orden de aparicidn).

La Figura 16 muestra 1los cebadores usados en la
amplificacidén por PCR de la cadena pesada (SEQ ID NOS: 29-44,
respectivamente, en orden de aparicidn).

La Figura 17 muestra la Secuencia VH de H460-16-2
de ratdédn (SEQ ID NO: 45).

La Figura 18 muestra la Secuencia VL de H460-16-2
de ratén (SEQ ID NO: 46).

La Figura 19 muestra los oligonucledbétidos (SEQ 1ID
NOS: 47-58, respectivamente, en el orden de aparicidn) usados
para la generacidén de secuencias VH de H460-16-2 hibridas vy
humanizadas variantes.

La Figura 20 muestra los oligonucledétidos (SEQ
ID NOS: 59-68, respectivamente, en el orden de aparicidn)
usados para la generacidén de secuencias VL de H460-16-2
humanizadas variantes y hibridas.

La Figura 21 muestra el vector de expresidn pANT18.

La Figura 22 muestra las variantes de VH de H460-
16-2 humanizadas (SEQ ID NOS: 7 y 9, respectivamente, en el
orden de apariciédén). Se subrayan las CDR.

La Figura 23 muestra las variantes de VL de H460-

16-2 humanizadas (SEQ ID NO: 8). Se subrayan las CDR.
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La Figura 24 muestra los datos de unidén para las
variantes hibridas y humanizadas de H460-16-2.

La Figura 25 muestra la afinidad de unidén de H460-
16-2 murino, y de las variantes humanizadas, (hu)ARH460-16-2,
variante HV1/KV1 y (hu)ARH460-16-2, variante HV2/KV1. Las
constantes de disociacidén para la unidén de los anticuerpos al
CDh44 humano recombinante purificados se valoran por
resonancia de plasmdédn superficial.

Descripcién Detallada de la Invencién

En general, las siguientes palabras o frases tienen
la definicidén indicada cuando se usan en el resumen, en la
descripcidén, en los ejemplos y en las reivindicaciones.

El término “anticuerpo” se usa en el sentido més
amplio vy cubre especificamente, por ejemplo, anticuerpos
monoclonales individuales (incluyendo anticuerpos agonistas,
antagonistas vy neutralizantes, anticuerpos desinmunizados,
murinos, quiméricos o) humanizados), composiciones de
anticuerpo con especificidad poliepitdépica, anticuerpos de
cadena individual, diacuerpos, triacuerpos, inmunoconjugados
y fragmentos de anticuerpo (ver mas adelante).

El término “anticuerpo monoclonal” como se usa en
la presente se refiere a un anticuerpo obtenido en una
poblaciédn de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es
decir, los anticuerpos monoclonales que comprenden la

poblacidén son idénticos excepto por las posibles mutaciones
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que se presentan de manera natural que pueden estar presentes
en cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son

altamente especificos, que se dirigen contra un sitio

antigénico individual. Ademés, en contraste a las
preparaciones de anticuerpo policlonal que incluyen
diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes
determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal se

dirige contra un determinante individual en el antigeno.
Ademds de su especificidad, los anticuerpos monoclonales son
ventajosos vya que se pueden sintetizar de manera no
contaminada con otros anticuerpos. El modificador
“monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como que se
obtiene de una poblacidén sustancialmente homogénea de
anticuerpos, y no se va a considerar como gue requiere la
produccidén del anticuerpo por ninguin método particular. Por
ejemplo, los anticuerpos monoclonales que se van a usar de
acuerdo con la presente invencidén se pueden producir por el
método de hibridoma (murino o humano) descrito primero por
Kohler et al., Nature 256:495 (1975), o se pueden producir
por métodos de ADN recombinante (ver, por ejemplo, la patente
de los Estados Unidos nUmero 4,816,567). Los “anticuerpos
monoclonales” también se pueden aislar de las bibliotecas de
anticuerpo de fago usando las técnicas descritas en Clackson
et al., Nature, 352:624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol.

Biol. 222:581-597 (1991), a manera de ejemplo.
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“Fragmentos de anticuerpos” comprenden una porcidn
de un anticuerpo intacto, que comprende de manera preferente
la regidén wvariable o de unidén a antigeno del mismo. Los
ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen menos Jue
anticuerpos de longitud completa, fragmentos Fab, Fab’,
F(ab’),, y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de
anticuerpo de <cadena individual; anticuerpos de cadena
individual, moléculas de anticuerpo de dominio individual,
proteinas de fusidén, proteinas recombinantes y anticuerpos
multiespecificos formados de fragmentos de anticuerpo.

Un anticuerpo “intacto” es un uno que comprende una
regién variable de wunién a antigeno asi como un dominio
constante (Cy) de cadena ligera y dominios constantes, Cyl,
Cg2 y Cyg3. Los dominios constantes pueden ser de dominios
constantes de secuencia nativa (por ejemplo, dominios
constantes de secuencia nativa humana) o una variante de
secuencia de aminoacidos de los mismos. De manera preferente,
el anticuerpo intacto tiene una o mas funciones efectoras.

Dependiendo de la secuencia de aminoacidos de
dominio constantes de sus cadenas pesadas, los anticuerpos
intactos se pueden asignar a diferentes “clasico”. Hay cinco
clases principales de anticuerpos intactos: IgA, IgD, IgE,
IgG, % IgM, y varias de estas se pueden dividir
adicionalmente en “subclases” (isotipos), por ejemplo, IgGl,

IgG2, IgG3, 1IgG4, IgA, y IgA2. Los dominios constantes de
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cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de
anticuerpos se llaman o, o, €, VY, Y M, respectivamente. Son
bien conocidas las estructuras de subunidad y las
configuraciones tridimensionales de las diferentes clases de
inmunoglobulinas.

Las “funciones efectoras” del anticuerpo se
refieren a aquellas actividades bioldgicas atribuibles a la
regiédn Fc (una regidn Fc de secuencia nativa o una regidn Fc
variante de secuencia de aminocacidos) de un anticuerpo. Los
ejemplos de las funciones efectoras del anticuerpo incluyen
unidén a Clg; citotoxicidad dependiente de complemento; unidn
a receptor de Fc; citotoxicidad mediada por célula
dependiente de anticuerpo (ADCC); fagocitosis; reduccidn de
la expresidén de receptores de superficie celular (por ejemplo
receptor de células B; BCR), etc.

La “citotoxicidad mediada por células dependiente
de anticuerpo” y “ADCC” se refieren a una reaccidén mediada
por células en la cual las células citotdéxicas no especificas
que expresan los receptores Fc (FcR) (por ejemplo células
Aniquiladoras Naturales (NK, por sus siglas en 1inglés),
neutréfilos, y macrdéfagos) reconocen el anticuerpo unido en
una célula objetivo y provocan de manera subsiguiente lisis
de la célula objetivo. Las células primarias para mediar
ADCC, <células NK, expresan sb6lo FcyRIII, en tanto gque 1los

monocitos expresan FcvRI, FcyRII y FcyRIII. La expresidén de
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FcR en células hematopoyéticas se resumen en la Tabla 3 en la
padgina 464 de Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92
(1991). Para valorar la actividad de ADCC de una molécula de
interés, se puede realizar un ensayo de ADCC in vitro, tal
como aquel descrito en las Patentes de 1los Estados Unidos
Nos. 5,500,362 o 5,821,337 las células efectoras utiles para
estos ensayos incluyen células mononucleares de sangre
periférica (PBMC, por sus siglas en 1inglés) y célula
Aniquiladoras ©Naturales (NK) . De manera alternativa, o
adicionalmente, se puede valorar in vivo la actividad de de
ADCC de la molécula de interés, por ejemplo, en un modelo de
animal tal como aquel descrito en Clynes y colaboradores PNAS
(EUA) 95:652-656 (1998).

Las “células efectoras” son leucocitos que expresan
uno o mas FcR y realizan funciones efectoras. De manera
preferente, las células expresan al menos FcyRIII y realizan
la funcién efectora de ADCC. Los ejemplos de leucocitos
humanos que median la ADCC incluyen célula mononucleares de
sangre periférica (PBMC), células aniquiladoras naturales
(NK), monocitos, células T citotdxicas y neutrdfilos; con las
PBMC vy las células NK que son las preferidas. Las células
efectoras se pueden aislar de una fuente nativa de las
mismas, por ejemplo, de la sangre o las PBMC como se describe
en la presente.

Los términos “receptor de Fc” o “FcR” se usan para
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describir un receptor que se une a la regién de Fc de un
anticuerpo. El FcR preferido es un FcR humano de secuencia
nativa. Ademés, un FcR preferido es uno gque se une a un
anticuerpo IgG (un receptor gamma) e incluye los receptores
de las subclases FcyRI, FcyRII, y FcyRIII, incluyendo
variantes alélicas y formas alternativamente de empalmadas de
estos receptores. Los receptores de FcyRII incluyen FcyRIIA
(un “receptor activador”) y FcyRIIB (un “receptor inhibidor”),
que tienen secuencias similares de aminodcidos que difieren
principalmente en los dominios citoplédsmicos de las mismas.
El receptor activador FcyRIIA contiene un motivo de activacidn
basado en tirosina de inmunoreceptor (ITAM) en su dominio
citoplasmico. El dominio inhibidor FcyRIIB contiene un motivo

de inhibicién basado en tirosina de inmunoreceptor (ITIM, por

sus siglas en 1inglés) en su dominio citopléasmico, (ver,
revisidédn, M. in Daéron, Annu. Rev. Immunol. 15:203-234
(1997)). Los FcR se revisan en Ravetch y Kinet, Annu. Rev.

Immunol 9:457-92 (1991); Capel y colaboradores, Immunomethods
4:25-34 (1994); y de Haas y colaboradores, J. Lab. Clin. Med.
126:330-41 (1995). Otros FcR, que incluyen aquellos dgue se
identifiquen en el futuro, se abarcan por el término “FcR”
en la presente. El1 término también incluye el receptor
neonatal, FcRn, que es responsable de la transferencia de las
IgG maternas al feto (Guyer vy colaboradores, J. Immunol.

117:587 (1976) vy Kim vy colaboradores, Eur. J. Immunol.
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24:2429 (1994)).

“Citotoxicidad dependiente de complemento” o “CDC”
se refiere a la capacidad de wuna molécula para lisar un
objetivo en la ©presencia del complemento. La ruta de
activacién de complemento se inicia por la unidén del primer
componente del sistema de complemento (Clg) a una molécula
(por ejemplo un anticuerpo) vuelta compleja con un antigeno
cognado. Para valorar la activacidén de complemento, se puede
realizar un ensayo de CDC, por ejemplo como se describe en
Gazzano-Santoro y colaboradores, J. Immunol. Methods 202:163
(1990) .

El término “wariable” se refiere al hecho que
ciertas porciones de los dominios variables difieren
extensivamente en la secuencia entre anticuerpos y se usan en
la unidén y especificidad de cada anticuerpo particular para
su antigeno particular. Sin embargo, la variabilidad no se
distribuye de manera uniforme a todo lo largo de los dominios
variables de los anticuerpos. Se concentra en tres segmentos
llamados regiones hipervariables tanto en los dominios
variables de cadena ligera y de cadena pesada. Las porciones
mas altamente conservadas de los dominios variables se llaman
las regiones estructurales se llaman las regiones
estructurales (FR). Los dominios wvariables de las cadenas
pesada vy ligera nativas comprenden cada uno cuatro FR,

adoptando en su mayor parte una configuracidén de R-hoja,
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conectada por tres regiones hipervariables, que forman asas
que conectan, y en algunos casos que forman parte de, la
estructura de (-hoja. Las regiones hipervariables en cada
cadena se mantienen conjuntamente en proximidad cercana por
los FR y con las regiones hipervariables de la otra cadena,
contribuyen a la formacidén del sitio de unidbn a antigeno de
los anticuerpos (ver Kabat vy colaboradores, Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5a Ed. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md.
(1991)) . Los dominios constantes no estan comprendidos
directamente en la unidén de un anticuerpo a un antigeno, pero
exhiben varias funciones efectoras, tal como participacidn
del anticuerpo en la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC, por sus siglas en inglés).

El término “regidn hipervariable” como se usa en la
presente se refiere a los residuos de aminodcido de un
anticuerpo gque son responsables de unién al antigeno. La
regidn hipervariable comprende en genera residuos de
aminoadcido de una “regidén determinante de complementariedad”
o “CDR” (por ejemplo, los residuos 24-34 (L1), 50-56 (L2) vy
89-97 (L3) en el dominio variable de cadena ligera y 31-35
(H1), 50-65 (H2) vy 95-102 (H3) en el dominio variable de
cadena pesada; Kabat y colaboradores, Sequences of Proteins
of TImmunological Interest, 5a Ed. Public Health Service,

National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)) vy/o
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aquellos residuos del una de una “asa hipervariable” (por
ejemplo los residuos 2632 (L1l), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) en el
dominio variable de cadena ligera y 26-32 (H1), 53-55 (H2) vy
96-101 (H3) en el dominio variable de cadena pesada; Chothia
y Lesk J Mol. Biol 196:901-917 (1987)). Los residuos de la
“"Regidn menos Variable” o “FR” son aquellos residuos de
dominio wvariable, diferentes de 1los residuos de regidn
hipervariable como se define en la presente. La digestidén con
papaina de los anticuerpos produce dos fragmentos idénticos
de unién a antigeno, llamados fragmentos “Fab”, cada uno con
un sitio individual de unidén a antigeno, y un fragmento “Fc”
residual, cuyo nombre refleja su capacidad para cristalizarse
facilmente. El1 tratamiento con pepsina produce un fragmento
F(ab’), que tiene dos sitios de unidén a antigeno y es capaz de
la reticulacidén del antigeno.

“Fv” es el fragmento minimo de anticuerpo Jque
contiene un sitio de unién a antigeno y de reconocimiento de
antigeno completo. Esta regidén consiste de un dimero de un
dominio variable de cadena pesada y de <cadena ligera en
asociacidén no covalente ajustada. Es en esta configuracidn
que las tres regiones hipervariables de cada dominio variable
interactuan para definir un sitio de unidén a antigeno en la
superficie del dimero de Vy-Vi;. De manera colectiva, las seis
regiones hipervariables confieren especificidad de wunidén a

antigeno al anticuerpo. Sin embargo, aun un dominio variable
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individual (o la mitad de un Fv que comprenden solo tres
regiones hipervariables especificas para un antigeno) tiene
la capacidad de reconocer y unirse al antigeno, aunque a
menor afinidad que el sitio completo de unidén. E1 fragmento
Fab también contiene el dominio constante de la cadena ligera
y el primer dominio constante (CH I) de la cadena pesada. Los
fragmentos de Fab’ difieren de 1los fragmentos Fab por la
adicidén de unos pocos residuos en el término carboxi del
dominio CH1 de cadena pesada que incluyen uno o mas cisteinas
de la regién de reticulacidén de anticuerpo. Fab’-SH es la
designacidédn aqui para Fab’ en el cual 1los residuos de
cisteina de los dominios constantes tienen al menos un grupo
tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo F(ab’), originalmente
se produjeron como pares de fragmentos Fab’ que tienen
cisteinas de reticulacidén entre éstos. También se conocen
otros acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpo.

Las “cadenas ligeras” de anticuerpos de cualquier
especie vertebrada se pueden asignar a uno de dos tipos
claramente distintos, llamados kappa (k) vy lambda (A), en
base a la secuencias de aminodcidos de sus dominios
constantes.

Los fragmentos de anticuerpo “EFv de cadena
individual” o “scFv” comprenden los dominios de Vy y Vi del d
anticuerpo, en donde estos dominios estdn presentes en una

cadena individual de polipéptido. De manera preferente, el
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polipéptido de Fv comprende ademds un ligador de polipéptido
entre los dominios de Vg y Vi que permiten que el scFv forme
la estructura deseada para la unidén a antigeno. Para una
revisién de scFv ver PliUckthun en The Pharmacology of
Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds.,
Springer-Verlag, Nueva York, paginas 269-315 (1994).

El término “diacuerpos” se refiere a pequefios
fragmentos de anticuerpo con dos sitios de unidén a antigeno,
fragmentos que comprenden un domino pesado variable (Vy)
conectado a un dominio ligero variable (V) en la misma cadena
de polipéptido (Vy-Vy). Al usar un ligador que es demasiado
corto para permitir el apareamiento entre los dos dominios en
la misma cadena, los dominios se esfuerzan para aparearse con
los dominios complementarios de otra cadena vy crean dos
sitios de unidén a antigeno. Los diacuerpos se describen més
completamente en, por ejemplo, EP 404,097; WO 093/11161; vy
Hollinger 'y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci EUA,
90:6444-6448 (1993).

El término “triacuerpos” o “trimeros trivalentes”
se refiere a la combinacidédn de tres anticuerpos de cadena
individual. Los triacuerpos se construyen con el término de
aminodcido de un dominio Vy o Vg, es decir, sin ninguna
secuencia ligadora. Un triacuerpo tiene tres cabezales de Fv
con los polipéptidos arreglados de una manera ciclica, de

punta a cola. Una posible conformacién del triacuerpo es
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plana con los tres sitios de unidén localizados en un plano a
un angulo de 120 grados entre si. Los diacuerpos pueden ser
monoespecificos, biespecificos o trispecificos.

Un anticuerpo “Yaislado” es uno que se ha
identificado y superado y/o recuperado de un componente de su
ambiente natural. Los componentes contaminantes de su
ambiente natural son materiales que interferirdn con los usos
de diagndéstico o terapéuticos para el anticuerpo, y pueden
incluir enzimas, hormonas, y otros solutos proteinicos o no
proteinicos. El1 anticuerpo aislado incluye el anticuerpo 1in
situ dentro de las células recombinantes puesto que no estaréa
presente al menos un componente del ambiente natural de
anticuerpo. Sin embargo, de forma ordinaria, se preparara el

anticuerpo mezclado por al menos un paso de purificacidn.

A\Y ”

Un anticuerpo gque se une a un antigeno de
interés, por ejemplo, el antigeno CD44, es uno capaz de
unirse a este antigeno con suficiente afinidad tal que el
anticuerpo es Util como un agente terapéutico de diagndstico
en la seleccidén como objetivo de una célula que expresa el
antigeno. Cuando el anticuerpo es uno que se une al CD44,
usualmente se unird de manera preferente a CD44 como 1lo
opuesto a otros receptores, y no incluye unidén accidental tal
como contacto no especifico a Fc, o unidén a modificaciones

pos-transduccionales comunes a otros antigenos y puede ser

uno que no reaccione de forma cruzada de forma significativa
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con otras proteinas. Los métodos, para la deteccidédn de un
anticuerpo que se une de un antigeno de interés, son Dbien
conocidos en la técnica y pueden incluir, pero no se limitan
a ensayos tal como FACS, ELISA celular vy transferencia
Western.

Como se wusa en la presente, las expresiones
“célula”, “linea celular”, vy “cultivo celular” se wusan de
manera indistinta, y todas estas designaciones incluyen la
progenie. También se entiende que toda la progenie puede no
ser precisamente idéntica en el contenido de ADN, debido a
mutaciones deliberadas o inadvertidas. Se incluye la progenie
mutante que tiene la misma funcidén o actividad bioldgica como
se examina para la célula originalmente transformada. Seré
claro el contexto donde se proponen designaciones distintas.

“Tratamiento” o “tratar” se refieren tanto a
tratamiento terapéutico como a medidas profildcticas o
preventivas, en donde el objeto es prevenir o desacelerar
(disminuir) la condicidédn o trastorno patoldgico buscado.
Aquellos en necesidad de tratamiento incluyen aquellos ya con
el trastorno asi como aquellos propensos a tener el trastorno
o0 aquellos en qguienes se va a prevenir el trastorno. Por 1lo
tanto, el mamifero que se trata en al presente puede haber
sido diagnosticado que tiene el trastorno o se puede
predisponer o ser susceptible al trastorno.

Los términos Y“cancer” y “canceroso” se refieren a o
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describen la condicidén fisioldgica de mamiferos que
tipicamente se caracteriza por crecimiento celular
desregulado o muerte. Los ejemplos de céancer incluyen, pero
no se limitan a, carcinoma, linfoma, Dblastoma, sarcoma Vy
leucemia o) malignidades linfoides. Los ejemplos mas
particulares de estos canceres incluyen céancer de células
escamosas (por ejemplo, cancer de células escamosas
epiteliales), cancer de pulmdn que incluye cancer de pulmdn
microciticos, cancer de pulmbédn no microcitico, adenocarcinoma
de pulmébn vy carcinoma escamoso del pulmbébn, céancer del
peritoneo, cadncer hepatocelular, cdncer gastrico o de
estdémago que incluye cancer gastrointestinal, cancer
pancreatico, glioblastoma, cdncer cervicouterino, cancer
ovadrico, cancer de higado, cancer de vejiga, hepatoma, céancer
de mama, cancer de colon, céancer rectal, céancer colorrectal,
carcinoma endometrial o uterino, carcinoma de glandulas
salivales, céncer de rifibn o renal, cancer de probstata,
cadncer wvulval, cdncer de tiroides, carcinoma hepéatico,
carcinoma anal, carcinoma de pene asi como cancer de cabeza y
cuello.

Un “agente quimioterapéutico” es un compuesto
quimico Util en el tratamiento del céancer. Los ejemplos de
agentes gquimioterapéuticos que incluyen agentes de
alquilacién tal como tiotepa y ciclosfosfamida (CYTOXAN'™®);

sulfonatos de alquilo tal como Dbusulfan, improsulfan vy
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piposulfan; aziridinas tal como benzodopa, carboquona,
meturedopa, % uredopa; etileniminas % metilamelaminas
incluyendo altretamina, trietilenemelamina,
trietilenefosforamida, trietilenetiofosforamida %
trimetilolomelamina; mostazas de nitrbégeno tal como
clorambucilo, clornafazina, colofosfamida, estramustina,
ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de 6xido de
mecloretamina, melfalan, novembicina, fenesterina,
prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosureas

tal como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina,

nimustina, ranimustina; antibidéticos tal como
aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina,
bleomicinas, cactinomicina, caliceamicina, carabicina,
carnomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina,
daunorrubicina, detorubicina, o-diazo-5-oxo-L-norleucina,
doxorrubicina, epirubicina, esorubicina, idarubicina,

marcelomicina, mitomicinas, &cido micofendélico, nogalamicina,
olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina,
quelamicina, rodorubicina, estreptonigrina, estreptozocina,
tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorubicina; anti-
metabolitos tales como metotrexato y 5- fluorouracilo (5-FU);
andlogos de &cido foélico tal como denopterina, metotrexato,
pteropterina, trimetrexato; andlogos de purina tal como
fludarabina, b-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina;

andlogos de pirimidina tal como ancitabina, azacitidina, 6-
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azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina,
doxifluridina, enocitabina, floxuridina, 5-FU; andrdégenos tal
como calusterona, dromostanolona-propionato, epitiostanol,
mepitiostano, testolactono; anti-adrenérgicos tal como
aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reabastecedores de
acido félico tal Ccomo acido frolinico; aceglatona;
aldofosfamida-glicésido; &acido aminolevulinico; amsacrina;
bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina;
demecolcina; diaziquona; elformitina; acetato de eliptinio;
etoglucid; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano;
lonidamina; mitoguazona; mitoxantrona; mopidamol; nitracrina;
pentostatina; fenamet; pirarubicina; 4&acido podofilinico; 2-
etilhidrazida; procarbazina; PSK'%; razoxana; sizofiran;

espirogermanio; 4acido tenuazdnico; triaziquona; 2,27,2''7-

triclorotrietilamina; uretano; vindesina; dacarbazina;
manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromano;
gacitosina; arabinosido (“Ara-C”); ciclofosfamida; tiotepa;

taxanos, por ejemplo paclitaxel (TAXOLY™, Bristol-Myers Squibb
Oncology, Princeton, N.J.) y docetaxel (TAXOTERE™®, Aventis,
Rhone-Poulenc Rorer, Antony, Francia); clorambucilo;
gemcitabina; 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato;
andlogos de platino tal como cisplatina vy carboplatina;
vinblastina; platino; etopdsido (VP-16) ; ifosfamida;
mitomicina C; mitoxantrona; vincristina; vinorelbina;

navelbina; novantrona; tenipdsido; daunomicina; aminopterina;
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xeloda; ibandronato; CPT-11; inhibidor de topoisomerasa RFS
2000; difluorometilornitina (DMFO) ; acido retinoico;
esperamicinas; capecitabina; vy sales, acidos o derivados
farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.
También se incluyen en esta definicidén agentes anti-
hormonales que actlan para regular o inhibir la acciédn
hormonal en tumores tal como anti-estrdégenos que incluyen por
ejemplo tamoxifeno, raloxifeno, 4(5)-imidazoles inhibidores
de aromatasa, 4-hidroxytamoxifeno, trioxifeno, ceoxifeno,
LY117018, onapristona, y toremifena (Fareston); vy anti-
andrégenos tal como flutamida, nilutamida, Dbicalutamida,
leuprdélido, % goserelina; % sales, acidos derivados
farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los mismos.

“Mamifero” para los propbdsitos de tratamiento se
refiere a cualquier animal clasificado como un mamifero,
incluyendo humanos, ratones, ratones SCID o desnudos © razas
de ratones, animales domésticos y de granja, y animales de
zooldbgico, deportivos o de mascota, tal como ovejas, perros,
caballos, vacas, etc. De manera preferente, el mamifero en la
presente es humano.

“Oligonucledétidos” son polidesoxinucledétidos de
cadena doble o individual, de longitud corta que se
sintetizan quimicamente por métodos conocidos (tal como
quimica de fosfotriéster, de fosfita, o de fosforamidita,

usando técnicas de fase sdélida tal como se describe en EP
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266,032, publicada el 4 de mayo 1988, o mediante compuestos
intermedios de desoxinucledésido H-fosfonato como se describe
por Froehler y colaboradores, NucL Acids Res., 14:5399-5407,
1986. entonces se purifican en geles de poliacrilamida.

De acuerdo con la presente invencién, las formas
“humanizada” vy/o “hibridas” de inmunoglobulinas no humanas
(por ejemplo murino) se refieren a anticuerpos gque contienen
inmunoglobulinas hibridas especificas, cadenas de
inmunoglobulina o fragmentos de las mismas (tal como Fv, Fab,
Fab’, F(ab’), u otras subsecuencias de unién a antigeno de los
anticuerpos) gque dan por resultado la disminucidén de la
respuesta de un anticuerpo humano anti-ratdn (HAMA) ,
anticuerpo humano anti-hibrido (HACA) o un anticuerpo humano
(HAHA), en comparacidén al anticuerpo original, vy contienen
las porciones necesarias (por ejemplo las CDR, regiones de
unidén a antigeno, dominios variables y deméds) derivadas de la
inmunoglobulina no humana, necesaria para reproducir el

efecto deseado en tanto que retiene simultdneamente 1las

caracteristicas de unidén que son comprables a la
inmunoglobulina no humana. Para la mayor parte, los
anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas

(anticuerpo receptor) en los cuales 1los residuos de las
regiones determinantes de complementariedad (CDR) del
anticuerpo receptor se reemplazan por residuos de la CDR de

una especie no humana (anticuerpo donador) tal como rata o
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conejo que tiene la especificidad deseada, afinidad deseada y
capacidad deseada. En algunos casos, los residuos de la
regidén menos variable Fv (FR) de la inmunoglobulina humana se
reemplazan por los correspondientes residuos no humanos de
FR. Ademas, el anticuerpo humanizado puede comprender
residuos gque no se encuentran ni en el anticuerpo receptor ni
en las secuencias de FR o) CDR importadas, estas
modificaciones se hacen para refinar y optimizar
adicionalmente el desempefio del anticuerpo. En general, el
anticuerpo humanizado comprenderd sustancialmente todos de al
menos uno, y tipicamente dos, dominios wvariables, en 1los
cuales todas o sustancialmente todas las regiones de CDR
corresponden a aquellas de una inmunoglobulina no humana vy
todos o sustancialmente todos los residuos de FR son aquellos
de una secuencia de consenso de inmunoglobulina humana. E1
anticuerpo humanizado también comprenderd de manera opcional
al menos una porcidn de una regién constante de
inmunoglobulina (Fc), tipicamente aquella de una
inmunoglobulina humana.

Los anticuerpos “deshumanizados” son
inmunoglobulinas que son no inmunogénicas, o) menos
inmunogénicas, a una especie determinada. Se puede lograr la
De-inmunizacidén a través de alteraciones estructurales al
anticuerpo. Se puede emplear cualquiera de las técnicas de

des-inmunizacidén conocidas por aquellos expertos en la
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técnica. Una técnica adecuada para des-inmunizar anticuerpos
se describe, por ejemplo, en la in WO 00/34317 publicada el
15 de junio de 2000. Un anticuerpo que induce “apoptosis” es
uno que induce muerte celular programada por cualquiera
medio, ilustrado pero no limitado a la unidén de anexina V,
actividad de caspasa, fragmentacidén de ADN, encogimiento
celular, dilatacién del reticulo endoplasmico, fragmentacidn
celular vy/o formacién de vesiculas de membrana (llamados
cuerpos apoptodéticos).

Como se usa en la presente, “citotoxicidad inducida
por anticuerpo” se entiende que significa el efecto
citotdxico derivado del sobrenadante del hibridoma o
anticuerpo producido por el hibridoma depositado con la ATCC
como el numero de acceso PTA-4621, un anticuerpo humanizado
del anticuerpo monoclonal aislado producido por el hibridoma
depositado con la ATCC como el numero de acceso PTA-4621, un
anticuerpo hibrido del anticuerpo monoclonal aislado
producido por el hibridoma depositado con la ATCC como numero
de acceso PTA-4621, fragmentos de unidén a antigeno, o
ligandos de antigeno de los mismos, efecto que no
necesariamente se relaciona al grado de uniédn.

A todo el largo de la presente especificacién, las
lineas de células de hibridoma, asi como los anticuerpos
monoclonales aislados que se producen de las mismas, se

refieren alternativamente por su designacidén interna H460-16-
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2 (murino), (ch)ARH460-16-2-IgGl, (ch)ARH460-16-2 (VKOVHO),
(hu) ARH460- 16-2 o Designacién de Depositario, ATCC PTA-
4621.

Como se usa en la presente, “anticuerpo-ligando”
incluye una porcidén que exhibe especificidad de unidén para al
menos un epitopo del antigeno objetivo, y que puede ser una
molécula intacta de anticuerpo, fragmentos de anticuerpo, y
cualgquier molécula que tiene al menos una regidén de unidn a
antigeno o porcién de la misma (es decir, la porcidn variable
de una molécula de anticuerpo) por ejemplo, una molécula de
Fv, molécula de Fab, molécula de Fab’, molécula de F(ab’),, un
anticuerpo biespecifico, una proteina de fusidén, o cualquier
molécula genéticamente manejada que reconozca especificamente
se una al menos un epitopo del antigeno unido por el
anticuerpo monoclonal aislado producido por la 1linea de
células de hibridoma designada como ATCC PTA-4621 (el
antigeno ATCC PTA-4621), un anticuerpo humanizado del
anticuerpo monoclonal aislado producido por el hibridoma
depositado con la ATCC como numero de acceso PTA-4621, un
anticuerpo hibrido del anticuerpo monoclonal aislado
producido por el hibridoma depositado con la ATCC como numero
de acceso PTA-4621 y fragmentos de unidédn a antigeno.

Como se usa en la presente “anticuerpos
modificadores de enfermedad cancerosa” (CDMAB) se refiere a

anticuerpos monoclonales que modifican el proceso de la



89

enfermedad cancerosa de una manera que es benéfico al
paciente, por ejemplo al reducir 1la carga tumoral o al
prolongar la supervivencia de los individuos que tienen el
tumor, y los anticuerpo-ligandos de los mismos.

Un “agente de unién relacionado a CDMAB”, en su
sentido méds amplio, se entiende que incluye, pero no se
limita a, cualquier forma de anticuerpos humanos o no
humanos, fragmentos de anticuerpo, ligandos de anticuerpo o
similares, que se unen competitivamente al menos un epitopo
efectivo de CDMAB.

Un “aglutinante competitivo” se entiende que
incluye cualquier forma de anticuerpos humanos o no humanos,
fragmentos de anticuerpo, ligandos de anticuerpo, o)
similares, que tienen afinidad de unidén para al menos un
epitopo efectivo de CDMAB.

Los tumores que se van a tratar incluye tumores
primarios 3% tumores metastasicos, asi como tumores
resistentes. Los tumores resistentes incluyen tumores Jue
fallan al responder o son resistentes a tratamiento con
agentes gquimioterapéuticos solos, anticuerpos solos,
radiacién sola o combinaciones de los mismos. Los tumores
resistentes también abarcan tumores gque parecen ser inhibidos
por tratamientos para estos agentes pero recubren hasta cinco
afios, algunas veces hasta diez afios o mas tiempo después de

que se descontinta al tratamiento.
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Los tumores que se pueden tratar incluyen tumores
que no estadn vascularizados, o no aun sustancialmente
vascularizados, asi como tumores vascularizados. Los ejemplos
de tumores sdbélidos, gue se pueden tratar por consiguiente,
incluyen, carcinoma de mama, carcinoma pulmonar, carcinoma
colorrectal, carcinoma pancreatico, glioma y linfoma. Algunos
ejemplos de estos tumores incluyen tumores epidermoides,
tumores escamosos, tal como tumores de cabeza vy cuello,
tumores colorrectales, tumores de proéstata, tumores de mama,
tumores de pulmdédn, incluyendo tumores de pulmdn microciticos
y no microciticos, tumores pancreaticos, tumores de tiroides,
tumores ovaricos, y tumores de higado. Otros ejemplos
incluyen sarcoma de Kaposi, neoplasmas del SNC,
neuroblastomas, hemangioblastomas capilares, meningiomas y
metastasis cerebral, melanoma, carcinomas gastrointestinal vy
renales y sarcomas, rabdomiosarcoma, glioblastoma,
preferentemente glioblastoma multiforme, y leiomiosarcoma.

Como se usa en la presente, “regidén de unidn a
antigeno” significa una regidén de la molécula que reconoce al
antigeno objetivo.

Como se usa en la presente, Y“Yinhibe de manera
competitiva” significa que es capaz de reconocer y unirse a
un sitio determinante al «cual se dirige el anticuerpo
monoclonal producido por 1la linea de células de hibridoma

designada como ATCC PTA-4621, (el anticuerpo ATCC PTA-4621),
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un anticuerpo humanizado del anticuerpo monoclonal aislado
producido por el hibridoma depositado con la ATCC como numero
de acceso PTA-4621, un anticuerpo hibrido del anticuerpo
monoclonal aislado producido por el hibridoma depositado con
ATCC como nuUumero de acceso PTA-4621, fragmentos de unidén a
antigeno, o ligandos de anticuerpo de los mismos, usando
ensayos convencionales de competicidn reciproca de
anticuerpos. (Belanger L., Sylvestre C. y Dufour D. (1973),
Enzyme linked immunoassay for alpha fetoprotein by
competitive and sandwich procedures. Clinica Chimica Acta 48,
15).

Como se usa en la presente, “antigeno objetivo” es
el antigeno ATCC PTA-4621 o porciones de mismo.

Como se usa en la presente, un “inmunoconjugado”
significa cualquier molécula o CDMAB tal como un anticuerpo
quimicamente o bioldgicamente enlazado a citotoxinas, agentes
radioactivos, citocinas, interferones, porciones indicadores
u objetivo, enzimas, toxinas, farmacos anti-tumor o agentes
terapéuticos. El anticuerpo o CDMABR se puede enlazar a la
citotoxina, agente radioactivo, citocina interferdn, porcidn
objetivo o indicadora, enzima, toxina, férmaco anti-tumor o
agente terapéutico o cualquier ubicacidén a lo largo de la
molécula en tanto que es capaz de unirse a su objetivo. Los
ejemplos de inmunoconjugados incluyen conjugados gquimicos de

toxina de anticuerpo y proteinas de fusidén anticuerpo-toxina.
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Los agentes radioactivos adecuados para el uso como
agentes anti-tumor se conocen por aquellos expertos en la
técnica. Por ejemplo, se usa 1311 o 211At. Estos isotipos se
unen al anticuerpo utilizando técnicas convencionales (por
ejemplo Pedley y colaboradores, Br. J. Cancer 68, 69-73
(1993)). De manera alternativa, el agente anti-tumor que se
une al anticuerpo es una enzima que activa un profdrmaco. Se
puede administrar un profarmaco que pertenecerd en su forma
inactiva hasta que alcanza el sitio del tumor donde se
convierte a su forma de citotoxina una vez que se administra
el complejo de anticuerpo. En la préactica, el conjugado de
anticuerpo anti-enzima se administra al paciente y se deja
colocarse en la regidén del tejido que se va a tratar. El
profdrmaco entonces se administra al paciente de modo que la
conversién del farmaco citotdéxico se presenta en la regidn
del tejido que se va a tratar. De manera alternativa, el
agente anti-tumor conjugado al anticuerpo es una citocina tal
como 1interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4) o factor
alfa de necrosis tumoral (TNF-a). El anticuerpo dirige 1la
citocina al tumor de modo que la citocina media el dafio a o
destruccién del tumor sin afectar otros tejidos. La
citotoxina se fusiona al anticuerpo al nivel de ADN usando
técnicas convencionales de ADN recombinante. También se
pueden usar interferones.

Como se wusa en la presente, una “proteina de
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fusidédn” significa cualquier proteina hibrida en donde se
conecta una regidén de unidén a antigeno a una molécula
biolbdgicamente activa, por ejemplo, toxina, enzima, proteinas
fluorescentes, marcador luminiscente, marca de polipéptido,
citocina, interferdn, porcidn objetivo o indicadora o férmaco
de proteina.

La invencidén contempla ademéds CDMAB de la presente
invencién a 1la cual se enlazan las porciones objetivo o
indicadoras. Las porciones objetivo son los primeros miembros
de los pares de unidén. Los agentes anti-tumor, por ejemplo,
se conjugan a segundos miembros de estos pares y se dirigen
de este modo al sitio donde se une la proteina de unidén a
antigeno. Un ejemplo comin de este par de unidn es avidina vy
biotina. En una modalidad preferida, se conjuga biotina al
antigeno objetivo del CDMAB de la presente invencidn, vy
proporciona de este modo un objetivo para un agente anti-
tumor u otra porcidén que se conjuga a avidina o)
estreptavidina. De manera alternativa, la biotina u otra
porcién se enlaza al antigeno objetivo del CDMAB de la
presente invencidédn y se usa como un indicador, por ejemplo,
en un sistema de diagndéstico donde se conjuga un agente
productor de sefial detectable a avidina o estreptavidina.

Los agentes productores de sefial detectable son
utiles in vivo e 1in vitro para propdsitos de diagndstico. EI

agente productor de sefial produce una seflal medible que es
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detectable por medios externos, usualmente la medicidén de
radiacién electromagnética. Para la mayor parte, el agente
productor de seflal es una enzima o crombdéforo, o emite luz por
fluorescencia, fosforescencia o quimioluminiscencia. Los
cromdéforos incluyen tintes que absorbe 1luz en la regidn
ultravioleta o visible, y pueden ser sustratos o productos de
degradacidén de reacciones catalizadas con enzima.

Ademéds, incluido dentro del alcance de la presente
invencién estd el uso del presente CDMAB in vivo e in vitro
para métodos investigativos o de diagndéstico, gque son bien
conocidos en la técnica. A fin de lleva a cabo los métodos
de diagnéstico como se contempla en la presente, la presente
invencidén puede incluir ademéds kits, que contienen el CDMAB
de la presente invencién. Estos kits seran uUtiles para la
identificacidén de individuos en riesgo de ciertos tipos de
canceres al detectar la sobre-expresidén del antigeno objetivo
del CDMAB en las células de estos individuos.

Kits de ensayo de diagndstico

Se contempla utilizar el CDMAB de la presente
invencidén en la forma de un kit de ensayo de diagndéstico para
determinar la presencia de un tumor. El tumor se detectaré
en general en un paciente en base a la presencia de uno o mas
antigenos especificos de tumor, por ejemplo, proteinas vy/o
polinucledétidos que codifican para estas proteinas en una

muestra bioldgica, tal como sangre, suero, orina y/o biopsias
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tumorales, muestras que se habran obtenido del paciente.

Las proteinas funcionan como marcadores que indican
la presencia o ausencia de un tumor particular, por ejemplo,
un tumor de colon, mama, pulmdbn o prdstata. Ademds se
contempla que el antigeno tendrd utilidad para la deteccidn
de otros tumores cancerosos. La inclusidén en los kits de
ensayo de diagnéstico de los agentes de unidén comprendidos de
los CDMAB de la presente invencidén, o agentes de unidn
relacionados a CDMAB, permite la deteccién del nivel de
antigeno que se une al agente en la muestra bioldgica. Se
pueden usar cebadores y sondas de polinucledétido para
detectar el nivel del ARNm que codifica para una proteina
tumoral, que también es indicativo de la presencia o ausencia
de un céncer. A fin de que el ensayo de unidén sea de
diagndéstico, los datos habran de ser generados ©para
correlacionar niveles estadisticamente significativos de
antigeno, con relacién a lo que estd presente en el tejido
normal, para volver el reconocimiento de la unidn
definitivamente de diagndéstico para la presencia de un tumor
canceroso. Se contempla que serdn uUtiles una pluralidad de
formatos para el ensayo de diagndéstico de la presente
invencién, como se conocen por aquellos expertos en la
técnica, para usar un agente de unidn para detectar los
marcadores de polipéptido en una muestra. Por ejemplo, como

se ilustra en Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual,
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Cold Spring Harbor Laboratory, 1988. Adicionalmente se
contemplan cualquiera % todas las combinaciones,
permutaciones o modificaciones de los formatos de ensayo de
diagndéstico descritos anteriormente.

La presencia o ausencia de un cancer en un paciente
se determinard tipicamente al (a) poner en contacto una
muestra bioldgica obtenida de un paciente con un agente de
unidén; (b) detectar en la muestra un nivel del polipéptido
que se une al agente de unidén; y (c) comparar el nivel del
polipéptido con un valor predeterminado de corte.

En una modalidad ilustrativa, se contempla que el
ensayo comprenderda el uso de un agente de unién basado en
CDMAB inmovilizado en un soporte sélido para unirse a y para
remover el ©polipéptido del resto de la muestra. El
polipéptido unido entonces se puede detectar usando un
reactivo de deteccidén qgque contiene un grupo indicador y se
une de manera especifica al complejo de agente de
unidén/polipéptido. Los reactivos ilustrativos de deteccidn
pueden incluir un agente de unién basado en CDMAB que se une
de manera especifica al polipéptido o un anticuerpo u otro
agente que se une de manera especifica al agente de uniédn,
tal como anti-inmunoglobulina, proteina G, proteina A o una
lecitina. En una modalidad alternativa, se contempla que se
puede utilizar un ensayo competitivo, en el cual se marca un

polipéptido con un grupo indicador y se deja unir al agente
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inmovilizado de unidén después de la incubacidén del agente de
unién con la muestra. Indicativo de la reactividad de 1la
muestra con el agente inmovilizado de unidén, es el grado al
cual los componentes de la muestra inhiben 1la unién del
polipéptido marcado al agente de wunién. Los polipéptidos
adecuados para el wuso dentro de los ensayos 1incluyen
proteinas especificas de tumor de longitud completa vy/o
porciones de las mismas, a los cuales el agente de unidn
tiene afinidad de unién.

El kit de diagnbéstico se proporcionard con un
soporte sdélido que puede estar en la forma de cualquier
material conocido por aquellos expertos en la técnica a 1lo
cual se puede unir la proteina. Los ejemplos adecuados
pueden incluir wuna concavidad de prueba en una placa de
microtitulo o una membrana de nitrocelulosa u otra membrana
adecuada. De manera alternativa, el soporte puede ser una
cuenta o disco, tal como vidrio, fibra de vidrio, latex o un
material plastico tal como poliestireno o cloruro de
polivinilo. E1l soporte también puede ser una particula
magnética o un sensor de fibra o6ptica, tal como aquellos
descritos, por ejemplo, en la patente de los Estados Unidos
numero 5,359,681.

Se contempla que el agente de unidén se inmovilizaréa
en el soporte sé6lido usando una variedad de técnicas

conocidas por aquellos expertos en la técnica, que se
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describen ampliamente en la literatura de ©patentes vy
cientifica. El término “inmovilizacién” se refiere tanto a
asociacién no covalente, tal como adsorcidén, como unidn
covalente, aqui, en el contexto de la presente invencibdn,
puede ser un enlace directo entre el agente y los grupos
funcionales en el soporte, o puede ser un enlace por medio de
un agente reticulador. En una modalidad preferida, aungue no
limitante, se prefiere la inmovilizacidn por adsorcidn a una
concavidad en una placa de microtitulo o a una membrana. Se
puede lograr la adsorcidén al poner en contacto el agente de
unidén, en un amortiguador adecuado, con el soporte sdélido de
una cantidad adecuada de tiempo. El tiempo de contacto puede
variar con la temperatura, y en general estadn adentro de un
intervalo de entre aproximadamente 1 hora y aproximadamente 1
dia.

La unidén covalente del agente de unidn a un soporte
s6lido se lograra ordinariamente al hacer reaccionar primero
el soporte con un reactivo bifuncional que reaccionara tanto
con el soporte como con un grupo funcional, tal como un grupo
hidroxilo o amino, en el agente de unidn. Por ejemplo, el
agente de unidén se puede unir de manera covalente a soportes
que tienen un revestimiento de polimero apropiado usando
benzoquinona o por condensacidén de un grupo aldehido en el
soporte dentro de una amina y un hidrdégeno activo en el

compafiero de unidén (ver, por ejemplo, Pierce Immunotechnology
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Catalog and Handbook, 1991, en Al2 Al3).

Ademds, se contempla que el kit de ensayo de
diagndéstico tomara la forma de un ensayo de intercalacidn de
dos anticuerpos. Este ensayo se puede realizar al poner en
contacto primero un anticuerpo, por ejemplo, el CDMABRB
actualmente descrito que se ha inmovilizado en un soporte
s6lido, cominmente la concavidad de una placa de microtitulo,
con la muestra, tal que los polipéptidos dentro de la muestra
se dejen wunir al anticuerpo inmovilizado. Entonces se
remueve la muestra no unida de los complejos inmovilizados de
polipéptido-anticuerpo y se adiciona un reactivo de detencidn
(preferentemente un segundo anticuerpo capaz de unirse a un
sitio diferente en el polipéptido) gque contiene un grupo
indicador. La cantidad de reactivo de deteccidén que
permanece unida al soporte sdélido entonces se determina
usando un método apropiado para el grupo indicador
especifico.

En una modalidad especifica, se contempla gque una
vez que el anticuerpo se inmovilice en el soporte como se
describe anteriormente, los sitios restantes de unidén a
proteina en el soporte se Dblogqueardn, mediante el uso de
cualquier agente bloqueador adecuado conocido por aquellos
expertos en la técnica, tal como albUmina de suero bovino o
Tween 20" (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.) . E1l

anticuerpo inmovilizado entonces se incubard con la muestra,
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y el polipéptido se dejard unir al anticuerpo. La muestra se
puede diluir con un diluyente adecuado, tal como solucidn
salina amortiguada con fosfato (PBS, ©por sus siglas en
inglés) antes de la incubaciédn. En general, se seleccionaréa
un tiempo apropiado de contacto (por ejemplo, tiempo de
incubacién) para corresponder a un periodo de tiempo
suficiente para detectar la presencia del polipéptido dentro
de una muestra obtenida de wun individuo con el tumor
especificamente seleccionado. De manera preferente, el
tiempo de contacto es suficiente para lograr un nivel de
unidén que es al menos aproximadamente 95 por ciento de aquel
logrado en el equilibrio entre el polipéptido wunido y no
unido. Aquellos expertos en la técnica reconocerdn que el
tiempo necesario para lograr el equilibrio se puede
determinar facilmente al wvalorar el nivel de unidén gque se
presenta durante un periodo de tiempo.

Ademds se contempla que la muestra no unida
entonces se removerd por lavado del soporte sbélido con un
amortiguador apropiado. El segundo anticuerpo, que contiene
un grupo indicador, entonces se adicionard al soporte sélido.
La incubacién del reactivo de deteccidédn con el complejo
inmovilizado de anticuerpo-polipéptido entonces se llevarad a
cabo durante una cantidad de tiempo suficiente para detectar
el polipéptido unido. De manera subsiguiente, el reactivo de

deteccidén no unido entonces se removera y el reactivo de
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deteccidén unido se detectard usando el grupo indicador. E1l
método empleado para detectar el grupo indicador es
necesariamente especifico al tipo de grupo indicador
seleccionado, por ejemplo para grupos radioactivos, conteo
por escintilacién o métodos autorradiograficos en general son
apropiados. Se pueden usar métodos espectroscdpicos para
detectar tintes, grupos luminiscentes y grupos fluorescentes.
Se puede detectar biotina wusando avidina, acoplada a un
diferente grupo indicador (cominmente un grupo radioactivo o
fluorescente O una enzima). Los grupos indicadores
enzimaticos se pueden detectar en general por la adicidén del
sustrato (en general durante un periodo especifico de
tiempo), seguido por analisis espectroscdédpico u otros de 1los
productos de reacciédn.

A fin de utilizar el kit de ensayo de diagndstico
de la presente invencidén para determinar la presencia o
ausencia de un cancer, tal como céancer de prbstata, la sefial
detectada del grupo indicador que permanece unida al soporte
s6lido en general se compararda a una sefial que corresponde a
un valor predeterminado de corte. Por ejemplo, un valor
ilustrativo de corte para la deteccidén de un céncer puede ser
la sefial media promedio obtenida cuando el anticuerpo
inmovilizado se incuba con muestras de pacientes sin el
cancer. En general, una muestra gue genera una sefial que es

aproximadamente tres desviaciones estandar por arriba del
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valor predeterminado de corte se considerard positiva para el
cancer. En una modalidad alternativa, el valor de corte se
puede determinar al usar una Curva de Receptor-Operador, de
acuerdo al método de Sackett et al., Clinical Epidemiology.
A Basic Science for Clinical Medicine, Little Brown and Co.,
1985, p. 106-7. En esta modalidad, el valor de corte se
puede determinar de una grafica de pared de proporciones
positivas verdaderas (es decir, sensibilidad) y proporciones
positivas falsas (100 por ciento de especificidad) que
corresponden a cada posible valor de corte para el resultado
de prueba de diagndstico. El wvalor de corte en la grafica
que es el mads cercano a la esquina superior izquierda (es
decir, el valor que se acerca al area mas grande) es el valor
de corte més exacto, y una muestra que genera una sefial que
es mayor que el valor de corte determinado por este método se
puede considerar positiva. De manera alternativa, el wvalor
de corte se puede desplazar a la izquierda a lo largo de la
grafica, para reducir al minimo la proporcidédn positiva falsa,
o a la derecha, para reducir al minimo la proporcidén negativa
falsa. En general, una muestra gque genera una seflal que es
mayor que el valor de corte determinado por este método se
considera positiva para un céncer.

Se contempla que el ensayo de diagndbéstico
habilitado por el kit se realizard en ya sea un formato de

prueba de tira o de flujo, en donde el agente de unidén se
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inmoviliza en una membrana, tal como nitrocelulosa. En la
prueba de flujo, los polipéptidos dentro de la muestra se
unen al agente inmovilizado de unidén conforme la muestra pasa
a través de la membrana. Un segundo agente marcado de unidn
entonces se une al complejo de agente de unidén-polipéptido
conforme una solucidén que contiene el segundo agente de unidn
fluye a través de la membrana. La deteccidén del segundo
agente unido de unidén entonces se puede realizar como se
describe anteriormente. En el formato de prueba de tira, un
extremo de la membrana a la cual se une el agente de unidén se
sumergird en una solucidén que contiene la muestra. La
muestra migra a lo largo de la membrana a través de una
regiédn que contiene el segundo agente de unidén y al area del
agente inmovilizado de uniédn. La concentracién del segundo
agente de unidén en el area del anticuerpo inmovilizado indica
la presencia de un céncer. La generacidén de un patrdn, tal
como una linea, en el sitio de unidén, gque se puede leer
visualmente, serd indicativa de wuna prueba positiva. La
ausencia de este patrdén indica un resultado negativo. En
general, la cantidad de agente de unidén inmovilizada en la
membrana se selecciona para generar un patrén visualmente
discernible cuando la muestra bioldégica contiene un nivel de
polipéptido que serd suficiente ©para generar una sefal
positiva en el ensayo de intercalacidén de dos anticuerpos, en

el formato analizado anteriormente. Los agentes preferidos
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de unidén para el uso en el presente ensayo de diagndstico son
los anticuerpos actualmente descritos, fragmentos de unidén a
antigeno de los mismos, y cualquiera de los agentes de unidn
relacionados a CDMAB como se describe en la presente. La
cantidad de anticuerpo movilizado en la membrana seré
cualgquier cantidad efectiva ©para producir un ensayo de
diagnéstico, y  puede variar desde aproximadamente 25
nanogramos a aproximadamente 1 microgramo. Tipicamente,
estas pruebas se pueden realizar con una cantidad muy pequefia
de muestra bioldgica.

Adicionalmente, la CDMAB de la presente invencidn
se puede usar en el laboratorio para investigacién debido a
su capacidad para identificar su antigeno objetivo.

A fin de que la invencidén descrita en la presente
se pueda entender méds completamente, se expone la siguiente
descripcidn.

La presente invencidén proporciona CDMAB (es decir,
CDMAB con ATCC PTA-4621, un anticuerpo humanizado del
anticuerpo monoclonal aislado producido por el hibridoma
depositado con la ATCC como numero de acceso PTA-4621, un
anticuerpo hibrido del anticuerpo monoclonal aislado
producido por el hibridoma depositado con la ATCC como numero
de acceso PTA-4621, fragmentos de unidén a antigeno, o
ligandos de anticuerpo de los mismos) que reconocen de manera

especifica y se unen al antigeno ATCC PTA-4621.
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E1l CDMAB del anticuerpo monoclonal aislado
producido por el hibridoma depositado con la ATCC como numero
de acceso PTA-4621 puede estar en cualquier forma en tanto
que tenga una regidén de unidén a antigeno que 1inhiba
competitivamente la wunidén inmunoespecifica del anticuerpo
monoclonal aislado producido por el hibridoma ATCC PTA-4621 a
su antigeno objetivo. De esta manera, cualquier proteina
recombinante (por ejemplo, proteinas de fusidén en donde el
anticuerpo se combina con una segunda proteina tal como una
linfocina o un factor de crecimiento inhibitorio de tumor)
que tiene la misma especificidad de unidén como el anticuerpo
ATCC PTA-4621 caen dentro del alcance de esta invencidn.

En una modalidad de la invencidén, el CDMAB es el
anticuerpo ATCC PTA-4621.

En otras modalidades, el CDMAB es un fragmento de
unidén a antigeno que puede ser una molécula de Fv (tal como
una molécula de Fv de cadena individual), una molécula de
Fab, una molécula de Fab’, una molécula de F(ab’)2, una
proteina de fusioén, un anticuerpo biespecifico, un
heteroanticuerpo o cualquier molécula recombinante que tiene
la regién de unidén a antigeno del anticuerpo ATCC PTA-4621.
El CDMAB de la invencidén se dirige al epitopo al cual se
dirige el anticuerpo monoclonal ATCC PTA-4621.

El CDMAB de la invencién se puede modificar, es

decir, por modificaciones de aminodcido dentro de 1la
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molécula, para producir moléculas de derivados. También
puede ser posible la modificacidén quimica. También puede ser
posible la modificacidén por mutacidn directa, por métodos de
maduraciodn por afinidad, visualizacidn en fagos o
transposicién de cadena.

Se puede modificar o mejorar la afinidad vy
especificidad al mutar la CDR vy/o los residuos de
fenilalanina-triptofano (FW, por sus siglas en inglés) vy al
examinar los sitios de wunidén a antigeno que tienen 1las
caracteristicas deseadas (por ejemplo, Yang et al., J. Mol.
Biol., (1995) 254: 392-403). Una manera para aleatorizar los
residuos individuales o combinaciones de residuos de modo que
en una poblacidén de sitios de unidén a antigeno de otro modo
idénticos, se encuentren en posiciones particulares 1los
subconjuntos de dos a veinte aminoédcidos. De manera
alternativa, se pueden inducir mutaciones sobre una variedad
de residuos por métodos de PCR propensos a error (por
ejemplo, Hawkins et al., J. Mol. Biol., (1992) 226: 889-96).
En otro ejemplo, los vectores de visualizacidédn en fago que
contienen genes de regidn variable de cadena pesada y ligera
se pueden propagar en cepas mutadoras de E. coli (por
ejemplo, Low et al., J. Mol. Biol., (1996) 250: 359-68).
Estos métodos de mutagénesis son ilustrativos de los muchos
métodos conocidos por el experto en la técnica.

Otra manera para incrementar la afinidad de 1los
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anticuerpos de la presente invencidén es llevar a cabo la
trasposicién de cadena, donde la cadena pesada o ligera se
aparea al azar con otras cadenas pesadas o ligeras para
preparar un anticuerpo con mayor afinidad. Las varias CDR de
los anticuerpos también se pueden trasponer con las CDR
correspondientes en otros anticuerpos.

La moléculas de derivados retendrdn 1la propiedad
funcional del polipéptido, especificamente, la molécula que
tiene estas sustituciones permitird atn la unidén del
polipéptido al antigeno ATCC PTA-4621 o porciones del mismo.

Estas sustituciones de aminoacido incluyen, pero no
se limitan necesariamente a, sustituciones de aminoacido
conocidas en la técnica como “conservadoras”.

Por ejemplo, es un principio bien establecido de
quimica de proteina que ciertas sustituciones de aminoéacido,
tituladas “sustituciones conservadoras de aminoacido”, se
puedan hacer frecuentemente en una proteina sin alterar vya
sea la conformacidén o la funcidén de la proteina.

Estos cambios incluyen la sustitucidén de cualguiera
de isoleucina (I), wvalina (V), y leucina (L) por cualqgquiera
de los otros de éstos aminocadcidos hidrdéfobos; acido aspartico
(D) por éacido glutédmico (E) y viceversa; glutamina (Q) por
asparagina (N) vy viceversa; y serina (S) por treonina (T) vy
viceversa. Otras sustituciones también se pueden considerar

conservadoras, dependiendo del ambiente del aminoacido
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particular y su papel en la estructura tridimensional de la
proteina. Por ejemplo, la glicina (G) y 1la alanina (A)
pueden ser frecuentemente intercambiables, como pueden ser
alanina y valina (V). La metionina (M), que es relativamente
hidréfoba, se puede intercambiar frecuentemente con leucina e
isoleucina, y algunas veces con valina. La lisina (K) vy la
arginina (R) se intercambian frecuentemente en ubicaciones en
las cuales la falla significativa del residuo de aminoacido
es su carga y los diferentes pK de estos dos residuos de
aminodcido no son significativos. AGn otros cambios se
pueden considerar “conservadores” en ambientes particulares.
Ejemplo 1

Experimento de Tumor in vivo con Células de Cancer de Mama

MDA-MB-468 Humano

El H460-16-2 ha demostrado anteriormente (como se
describe en 1la solicitud de patente de 1los Estados Unidos
numero de serie 10/603,000) eficiencia contra un modelo de
xenoinjerto de céncer de mama humano MDA-MB-231. Para
extender este hallazgo, se probd H460-16-2 en un modelo de
xenoinjerto de cancer de mama humano MDA-MB-468. Con
referencia a las Figuras 1 vy 2, se 1implantaron ratones
desnudos a quimicos hembras de 8 a 10 semanas de edad con 5
millones de células de cancer de mama humano (MDA-MB-468) en
100 microlitros de solucidén PBS inyectada subcutédneamente en

el flanco derecho de cada ratédn. Los ratones se dividieron
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al azar en 2 grupos de tratamiento de 10. En el dia 35
después de 1la implantacién cuando el volumen promedio del
tumor de los ratones alcanzd aproximadamente 83 mm®, se
administrd intraperitonealmente 20 mg/kg del anticuerpo de
prueba H460-16-2 o control con amortiguador a cada cohorte en
un volumen de 300 microlitros después de la dilucidén de la
concentracién madre con un diluyente que contuvo KC1 2.7 mM,
KH,PO; 1 mM, NaCl 137 mM y Na,HPO; 20 mM. Las muestras de
anticuerpo y de control entonces se administraron tres veces

por semana durante aproximadamente 3 semanas. Se mididé el

crecimiento del tumor aproximadamente cada 3-10 dias con

calibradores. El tratamiento se completd después de 8 dosis
de anticuerpo. Se registraron los pesos corporales de 1los
animales al mismo tiempo como la medicién de tumor. A todos

los animales se les practicd la eutanasia de acuerdo a las
guias de CCAC al final del estudio una vez que se ha
alcanzado el punto final.

E1l H460-16-2 inhibid significativamente el
crecimiento tumoral en un modelo establecido in vivo de MDA-
MB-468 de células de cancer humano de mama. El tratamiento
con el anticuerpo ARIUS H460-16-2 redujo el crecimiento de
los tumores de MDA-MB-468 por 62.8 por ciento (p = 0.005506,
prueba t), en comparacidédn al grupo tratado con amortiguador,
como se determina en el dia 79, 26 dias después de la ultima

dosis del anticuerpo (Figura 1). Se calculdé la inhibicidn
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del crecimiento tumoral al sustraer el volumen tumoral
inicial tanto de los grupos de control como de tratamiento.

No hubo signos clinicos obvios de toxicidad a todo
lo largo del estudio. El peso corporal medido a intervalos
semanales fue un sustituto para el bienestar y falla para
proliferar. El peso corporal medio se incrementd en todos
los grupos durante la duracidén del estudio (Figura 2). La
ganancia media de peso entre el dia 35 y el 79 fue de 1.82 g
(7.2 por ciento) en el grupo de control y 2.30 g (9.9 por
ciento) en el grupo tratado con H460-16-2. No hubo
diferencia significativa entre los grupos durante el periodo
de tratamiento.

En resumen, el H460-16-2 fue bien tolerado e
inhibié significativamente el crecimiento tumoral en un
modelo de xenoinjerto de cancer humano de mama.

Ejemplo 2

Experimento de Tumor 1in vivo con Células de Cancer de

Préstata PC-3 Humano

El H460-16-2 ha demostrado anteriormente (como se
describe en 1la solicitud de patente de 1los Estados Unidos
numero de serie 10/810,165) eficiencia contra un modelo de
xenoinjerto de cancer de prdéstata humano PC-3 en unidén con el
farmaco guimioterapéutico, Cisplatina. Para determinar si la
eficiencia se puede demostrar en ausencia del farmaco, se

probd H460-16-2 sbélo en un modelo de xenoinjerto de cancer de
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raza diferente de ratén. Con referencia a las Figuras 3 y 4,
se implantaron ratones desnudos a quimicos machos de 8 a 10
semanas de edad con 5 millones de células de cancer de
prostata humano (PC-3) en 100 microlitros de solucidn PBS
inyectada subcutdneamente en el flanco derecho de cada ratédn.
Los ratones se dividieron al azar en 2 grupos de tratamiento
de 10. En el dia 6 después de la implantacidén cuando el
volumen promedio del tumor de ratdédn alcanzd aproximadamente
95 mm’, se administraron intraperitonealmente 20 mg/kg del
anticuerpo de prueba H460-16-2 o control con amortiguador a
cada cohorte en un volumen de 300 microlitros después de la
dilucidédn de 1la concentracién madre con un diluyente que
contuvo KC1 2.7 mM, KH,PO; 1 mM, NaCl 137 mM y Na,HPO; 20 mM.
Las muestras de anticuerpo vy de control entonces se

administraron tres veces por semana durante aproximadamente 3

semanas. Se mididé el crecimiento tumoral 4-10 dias con
calibradores. El tratamiento se completd después de 10 dosis
de anticuerpo. Se registraron los pesos corporales de 1los
animales al mismo tiempo como la medicidén tumoral. A todos

los animales se les practicd la eutanasia de acuerdo a las
guias de CCAC al final del estudio wuna vez gque se ha
alcanzado el punto final.

El H460-16-2 inhibid significativamente el
crecimiento tumoral en el modelo establecido in vivo de PC-3

de cancer humano de prébstata. El tratamiento con el
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anticuerpo ARIUS H460-16-2 redujo el crecimiento de tumores
de PC-3 por 61.9 por ciento (p = 0.002414, prueba t), en
comparacidédn al grupo tratado con amortiguador, como se
determina en el dia 71, 44 dias después de la ultima dosis
del anticuerpo (Figura 3). Se calculdé la inhibicidén del
crecimiento tumoral al sustraer el volumen inicial de tumor
tanto de los grupos de control como de tratamiento.

No hubo signos clinicos obvios de toxicidad a todo
lo largo del estudio. El peso corporal medido en intervalos
semanales fue un sustituto para el bienestar y falla para
proliferar. El peso corporal medio se incrementd en todos
los grupos durante la duracidén del estudio (Figura 4). La
ganancia media de peso entre el dia 6 y el 71 fue de 3.47 g
(14.3 por ciento) en el grupo de control y 3.86 g (15.1 por
ciento) en el grupo tratado con H460-16-2. No hubo
diferencia significativa entre los grupos durante el periodo
de tratamiento.

En resumen, el H460-16-2 fue bien tolerado y como
anticuerpo solo, inhibié significativamente el crecimiento
tumoral en este modelo de xenoinjerto de céancer humano de
prbstata.

Ejemplo 3

Experimento de tumor in vivo con células de cancer humano de

mama MDA-MB-231

El H460-16-2 ha demostrado anteriormente (como se
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describe en 1la solicitud de patente de 1los Estados Unidos
numero de serie 10/603,000) eficiencia contra un modelo de
xenoinjerto de cancer humano de mama MDA-MB-231. Para
determinar los niveles efectivos de dosis, se probd
(ch)ARH460-16-2-IgGl a varias dosis en un modelo establecido
de =xenoinjerto de cancer humano de mama MDA-MB-231. Con
referencia a las Figuras 5 y 6, se implantaron ratones SCID
hembras de 8 a 10 semanas de edad con 5 millones de células
de cédncer humano de mama (MDA-MB-231) en 100 microlitros de
solucidén PBS inyectada subcutédneamente en el flanco derecho
de cada ratdén. Los ratones se dividieron al azar en 5 grupos
de tratamiento de 10 cuando el volumen tumoral medio de ratdn
alcanzé aproximadamente 100 mm’. En el dia 11 después de la
implantacién, se administraron intraperitonealmente 20, 10, 2
6 0.2 mg/kg del anticuerpo de prueba (ch)ARH460-16-2-IgGl 1lo
control con amortiguador a cada cohorte en un volumen de 300
microlitros después de la dilucidén de la concentracidn madre
con un diluyente que contuvo KC1 2.7 mM, KH,PO, 1 mM, NaCl 137
mM y Na,HPO; 20 mM. Las muestras de anticuerpo y de control
entonces se administraron tres veces por semana durante
aproximadamente 3 semanas. Se mididé el crecimiento tumoral
cada 4-7 dias con calibradores. El tratamiento se completd
después de 10 dosis de anticuerpo. Se registraron los pesos
corporales de los animales al mismo tiempo como la medicidn

tumoral. A todos los animales se les practicd la eutanasia
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de acuerdo a las guias de CCAC al final del estudio una vez
que se ha alcanzado el punto final.

El (ch)ARH460-16-2-IgGl demostrd inhibicién
dependiente de la dosis y regresidén de crecimiento tumoral en
el modelo establecido in vivo de MDA-MB-231 de cancer humano
de mama a la dosis méas baja de 0.2 mg/kg durante el periodo
de tratamiento entre el dia 11 y el dia 32, y aun inhibicién
continuamente sostenida de crecimiento tumoral después de la
dosificacién. El tratamiento «con el anticuerpo ARIUS
(ch)ARH460-16-2-IgGl a dosis de 20, 10, 2 6 0.2 mg/kg redujo
el crecimiento de tumores de MDA-MB-231 por 91.3, 89.0, 86.1
6 63.5 por ciento (p = 0.00001, prueba t), en comparacidédn al
grupo tratado con amortiguador, como se determina en el dia
55, 23 dias después de la ultima dosis del anticuerpo (Figura
5).

No hubo signos clinicos obvios de toxicidad a todo
lo largo del estudio. El peso corporal medido a intervalos
semanales fue un sustituto para el bienestar y falla para
proliferar. El peso corporal medio se incrementd en todos los
grupos durante la duracidén del estudio (Figura 6). La
ganancia media de peso entre el dia 0 y el dia 55 fue de 2.33
(11.9 por ciento) en el grupo de control y 2.44 g (12.8 por
ciento), 2.0 g (10.0 por ciento) 2.0 (10.5 por ciento) y 2.0
g (10.5 por ciento) en el grupo tratado con H460-16-2 a dosis

de 20, 2 y 0.2 mg/kg, respectivamente. No hubo diferencias
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significativas entre los grupos durante el periodo de
tratamiento.

En resumen, el (ch) ARH460-16-2-TgG1 fue bien
tolerado e inhibidé significativamente el crecimiento tumoral
y produjo regresidén del tamafio del tumor en este modelo de
xenoinjerto de adenocarcioma humano de mama de una manera
dependiente de la dosis a todas las dosis probadas.

Ejemplo 4

Tincibén de Tejido de Tumor Humano de Colon

Se llevaron a cabo estudios de IHC en tejidos de
tumor de colon humano para evaluar adicionalmente la unidn de
H460-16-2 a céanceres humanos. Se realizaron estudios de
optimizacidén de IHC a fin de determinar las condiciones para
experimentos adicionales.

La unidén de H460-16-2 a 59 tejidos de tumor humano
de colon se realizd usando un micro arreglo de tejido tumoral
humano de colon (Imgenex, San Diego, CA). Las secciones de
tejido se desparafinaron al secar en un horno a 58°C durante
1 hora y se les quitd la cera al sumergir en xileno 5 veces
durante 4 minutos cada uno en Jjarras Coplin. Después del
tratamiento a través de una serie de lavados graduados de
etanol (de 100 por ciento a 75 por ciento) las secciones se
rehidrataron en agua. Los portaobjetos se sumergieron en
amortiguador de citrato 10 mM a pH 6 (Dako, Toronto, Ontario)

luego se trataron con microondas a ajustes de potencia, media
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y baja durante 5 minutos cada uno y finalmente se sumergieron
en PBS fria. Entonces los portaobjetos se sumergieron en
solucidén de perdxido de hidrdgeno al 3 por ciento durante 6
minutos, se lavaron con PBS 3 veces durante 5 minutos cada
una, Sse secaron y se incubaron con solucién de bloqueo
universal (Dako, Toronto, Ontario) durante 5 minutos a
temperatura ambiente. E1 H460-16-2, anti-actina de musculo
humano (Clone HHF35, Dako, Toronto, Ontario) o anticuerpo de
control de isotipo (dirigido contra glucosa-oxidasa de
Aspergillus niger, una enzima gque ni estd presente ni es
inducible en tejidos mamiferos; Dako, Toronto, Ontario) se
diluyé en el amortiguador de dilucidén de anticuerpo (Dako,
Toronto, Ontario) a su concentracidn de trabajo (5
microgramos/mL para cada anticuerpo excepto para anti-actina
que se diluydé a 0.5 microgramos/mL) vy se incubd durante 1
hora a temperatura ambiente en una camara humidificada. Los
portaobjetos entonces se lavaron con PBS 3 veces durante 5
minutos cada uno. La inmuno-reactividad de 1los anticuerpos
primarios se detectd/visualizd con anticuerpos secundarios a
HRP como se suministran (Dako Envision System, Toronto,
Ontario) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después
de este método, los portaobjetos se lavaron con PBS 3 veces
durante 5 minutos cada vez y se desarrolld una reaccidn de
color al adicionar solucidén de substrato de cromondégeno de

DAB (tetraclorhidrato de 3,3’ -diaminobenzidina, Dako,
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Toronto, Ontario) para tincidén de inmunoperoxidasa durante 10
minutos a temperatura ambiente. El lavado de los portaobjetos
en agua de grifo termindé la reaccidn cromogénica. Después de
la contra-tincidn con Hematoxilina de Meyer (Sigma
Diagnostics, Oakville, ON), los portaobjetos se deshidrataron
con etanoles graduados (75 por ciento a 100 por ciento) y se
limpiaron con xileno. Usando un medio de montaje (Dako
Faramount, Toronto, Ontario) los portaobjetos se cubrieron
con los portaobjetos. Los portaobjetos se examinaron
microscédpicamente usando un Axiovert 200 (Ziess Canads,
Toronto, ON) vy las 1imagenes digitales se adquirieron vy
almacenaron usando un Software de Formacién de Imagen Northen
FEclipse (Mississauga, ON). Los resultados se leyeron, se
clasificaron y se interpretaron por un histopatologo.

La Figura 7 presente un resumen de los resultados
de la tincidén de H460-16-2 de un arreglo de tejidos de tumor
humano de colon. De la tabla, 36/39 (61 por ciento) de 1los
tumores probados fueron positivos para H460-16-2. E1 H460-16-
2 fue especifico para células de tumor vy fibroblasto de
estroma (Figuras 8A-8B ). La localizacidén celular fue
principalmente membranosa y membranosa citoplésmica. El
porcentaje de células positivas varidé de <10 por ciento a >
50 por ciento indicando unidén heterogénea del anticuerpo a
células tumorales. La relacidén de la unidén del anticuerpo a

las etapas de los tumores (American Joint Committee on
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Cancer, AJCC staging) no se puede valorar apropiadamente
debido a la discrepancia en el nuUmero de tumores entre
diferentes etapas de tumor, siendo 0/0, 19/29 (66 por
ciento), 14/25 (56 por ciento) 3/5 (60 por ciento) a las
etapas I, II, II y IV, respectivamente. El anti-actina, como
el control de anticuerpo positivo, mostrd la unidn positiva
esperada a tejidos musculares. El control negativo con el
isotipo de IgG mostrd unidn negativa a los tejidos probaos.
Como resultado de su unidén a las células de céancer
de colon, se puede extender el beneficio terapéutico de H460-
16-2 al tratamiento de cancer de colon.
Ejemplo 5

Reactividad Cruzada en Humano Normal y Mono Cynomolgus

Se llevaron a cabo estudios de IHC para
caracterizar el antigeno H460-16-2 de los tejidos normales de
mono cynomolgus. Se llevaron a cabo experimentos de
titulacién de anticuerpo con el anticuerpo (ch)ARH460-16-2-
IgGl (marcado con FITC por LifeSpan, Seattle, WA, EUA) y un
anticuerpo de control de isotipo (Sigma, marcado por
LifeSpan, Seattle, WA, EUA) para establecer la concentracidn
que daria por resultado el fondo minimo y deteccidén maxima de
la sefial. Para optimizacién, se realizaron diluciones en
serie a 20 microgramos/mL, 10 microgramos/mlL, 5
microgramos/mL y 2.5 microgramos/mL en tejido fresco-

congelado incrustado con parafina, fijado en formalina. E1
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anticuerpo (ch)ARH460-16-2-IgGl y el anticuerpo de control de
isotipo se usaron como los anticuerpos primarios, el
anticuerpo secundario fue un anticuerpo anti-FITC en conejo
(DAKO, Mississauga, ON, Canada). El sistema de deteccidn
principal consistidé del polimero marcado con peroxidasa DAKO
Envision (DAKO, Mississauga, ON, Canada) con DAB como el
cromonbdgeno, que se usd para producir un depdsito de color
café. E1l control negativo consistid de utilizar el
procedimiento completo de inmunohistogquimica en secciones
adyacentes en la ausencia de anticuerpo primario. Se
capturaron imagenes de alta potencia de los portaobjetos con
una camara digital de DVC 1310C acoplada a un microscopio
Nikon. Las imdgenes de secciones completas se capturaron con
un aparato de formacién de imagen patentado LifeSpan (sistema
ALTIAS) equipado con un microscopio Leica DMLA. Las imagenes
se almacenaron como archivos TIFF con Adobe Photoshop.

E1l anticuerpo (ch)ARH460-16-2-IgGl mostrdé tincidn
fuerte de tejidos de control humano positivo a 2.5
microgramos/mL, con mayor fondo a mayores concentraciones de
anticuerpo. Por lo tanto, es una concentracién de 2.5
microgramos/mL para estudios adicionales de
inmunohistoquimica. Asi también, los tejidos incrustados en
parafina fijados con formalina mostraron menos tincidn de
fondo que las secciones congeladas; por lo tanto, se usaron

tejidos fijados para estudios adicionales de IHC. En resumen,
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del estudio de optimizacién en un nUmero limitado de
muestras, la sefial se presentd tanto en muestras humanas y de
primate de tejidos fijados en formalina, aunque se tifié mas
positivamente piel humana que los tejidos cutéaneos de
primate.

Se 1llevd a cabo el IHC extendido en 16 tejidos
incrustados en parafinas fijados con formalina de humano
normal y mono cynomolgus (sangre, médula sanguinea, cerebro,
colon, ojo, corazdn, rifién, higado, pulmoén, musculo
esquelético, ovario, pancreas, piel, Dbazo, testiculos vy
tiroides) (Figuras 9 y 10).

Dentro de las muestras humanas, el (ch)ARH460-16-2-
IgGl demostrdé tincidén citoplasmica o de membrana débil o
moderada en los siguientes tipo de tejidos: neutréfilos,
subconjuntos de macrdéfagos y linfocitos, la serie mieloide en
la médula &6sea, subconjuntos de célula de plasma, pneumocitos
tipo II, queratinocitos epidérmicos y apéndices cutédneos. Los
tractos de materia blanca también fueron débilmente
positivos. La tincién nuclear débil se vio en neuronas vy
glia, células ganglionales entéricas, y una muestra de cada
uno de los testiculos y epitelios respiratorios. Los otros
tipos de células y tejidos fueron negativos, incluyendo 1la
serie eritroide y megacariocitos, neuronas y glia, epitelio
colénico, musculo 1liso, endotelio, fibroblastos, el ojo

excepto para macrdéfagos, corazdn, higado, ovarios, pancreas,
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misculo esquelético, linfocitos endotelio del Dbazo, %
tiroides. El anticuerpo de control de isotipo de 1IgG fue
negativo en todos los tejidos humanos probados.

Dentro de los tejidos de mono, hubo un mayor nivel
de tincidén nuclear a través de muchos tejidos en comparacidn
a las muestras humanas. La tincidén citoplasmica débil a
moderada también se observd en neutrédfilos, subconjuntos de
neuronas, subconjuntos de células epiteliales coldnicas,
subconjuntos de linfocitos y macrdéfagos, conductos de
recoleccidédn ocasional, multiples tipos celulares en el ovario
y o0jo, y espermatocitos. Se vio tincidn nuclear en la mayoria
de los tipos celulares gque también fueron positivos para
tincidén citoplésmica. Los siguientes tipos de células
mostraron tincidén nuclear en la ausencia de tincidn
citoplasmica o de membrana: glia, células meningeales,
miocitos cardiacos, subconjuntos de células en glomérulos
renales y tubulos y conductos renales, epitelio de conducto
biliar, epitelio respiratorio y pneumocitos, e 1islotes de
langerhans. El1 control de isotipo de IgG en tejidos de monos
cynomolgus mostrd tincidn nuclear débil en neuronas y tincidn
citoplésmica débil en células neurondrocrinas del colon vy
tractos de materia blanca.

Cuando se comparan los patrones de tincidén entre
las dos especies, 1la tincidén nuclear incrementada de las

muestras de monos cynomolgus fue evidente a través de varios
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tipos de células incluyendo neuronas, miocitos cardiacos,
epitelio tubular renal, y conductos biliares. Con la tinciédn
citoplasmica o de membrana, se observaron las diferentes
diferencias: tincidén ligeramente incrementada se vio en
células epiteliales coldbénicas de monos cynomolgus, neuronas
oocitos y epitelio folicular del ovario, y espermatocitos.
Los precursores mieloides de la médula 6ésea humana fueron més
pasivos que los precursores tempranos vistos en las muestras
de monos cynomolgus. Otros tejidos, incluyendo muestra de
sangre periférica, pulmbdén, misculo esquelético, péancreas,
piel, bazo y tiroides mostraron tincidén similar entre el mono
cynomolgus y muestras humanas.

Para afrontar la tincidén nuclear observada en
algunas de las secciones, especialmente aquellas en 1los
tejidos de mono cynomolgus, sSe usaron secciones congeladas en
pulmdbén, piel y tejidos cardiacos de humano y mono cynomolgus
a concentraciones de (ch)ARH460-16-2-IgG2 de 2.5, 1.25, 0.6,
0.3, 0.15, 0.08 y 0.04 microgramos/mL para determinar la
concentracién que retendria la sefial primaria y aun reluce el
fondo en los tejidos de coldgeno y conectivos y también para
evaluar la tincidén nuclear que estuvo presente en algunos
tejidos usados con formalina. Los portaobjetos en esa
concentracidén entonces se compararon a estudios anteriores en
tejidos fijados en formalina de los mismos o6rganos en estas

dos especies.
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A una concentracién de 1.5 microgramos/mL, se
redujo de forma sustancial la tincidén nuclear tanto en las
muestras de tejido fijadas en formalina de humano y primate,
y dentro de muestras congeladas, la tincidén nuclear estuvo
grandemente ausente, sugiriendo fuertemente que la tincidn
nuclear que estuvo prevalente en los tejidos fijados en
formalina fue artifactual y debido a la metodologia o un
artefacto de fijacidén. En conclusidn, el anticuerpo hibrido
(ch)ARH460-16-2-IgGl reacciona de forma cruzadas con tejidos
normales de mono cynomolgus.

Ejemplo 6

Estudio de Competicidén Cruzada

A fin de caracterizar adicionalmente las
propiedades de wunidén de H460-16-2 vy AR37A335.8 (como se
describe en la solicitud de patente de los estados unidos No.
de serie 11/364,013), los experimentos de competicidn de
anticuerpos se llevaron a cabo por transferencia Western para
determinar si H460-16-2 y AR37A335.8 reconocen epitopos
similares o distintos de CD44. Se sometieron quinientos
microgramos de una preparacidédn de membrana total de MDA-MB-
231 a SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras usando peines
preparativos de concavidad que abarcaron la longitud completa
de cada uno de los dos geles de poliacrilamida de al 10 por
ciento. Las proteinas de los geles se transfirieron a las

membranas de PVDF a 150V durante 2 horas a 4°C. Las membranas
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se bloquearon con leche descremada al 5 por ciento en TBST
durante aproximadamente 17 horas a 4°C en una plataforma
giratoria. Las membranas se lavaron dos veces con
aproximadamente 20 mL de TBST y se colocaron en un aparato de
multi-tamiz Western se crea veintiddés cales se parados 1los
cuales aplicaron diferentes soluciones de sondeo. DE forma
previa, se ha preparado H460-16-2 y AR37A335.8 biotinilados
usando el Kit de Biotinilacién de Fase Sdélida EX-Linc NHS-PEO
(Pierce, Rockford, IL). Se prepararon soluciones de
anticuerpo primario al mezclar H460-16-2 Dbiotinilado o
AR37A335.8 Dbiotinilado con concentraciones variables de
anticuerpos no Dbiotinilados. De manera especifica, se
prepararon soluciones que contienen 1 microgramo/mL de H460-
16-2 biotinilado en leche descremada al 3 por ciento en TBST
mas de 2 microgramos/mL, 10 microgramos/mL, 100
microgramos/mL, 500 microgramos/mL o 10000 microgramos/mL de
anticuerpo no biotinilado. Los anticuerpos no biotinilados
que se usaron fueron H460-16-2, AR37A335.8 y el anticuerpo de
control 1B7.11 (control de isotipo, IgGl murina anti-TNP,
purificado en laboratorio). Se prepararon soluciones que
contienen 1 microgramo/mL de AR37A335.8 biotinilado con las
mismas concentraciones listadas anteriormente de los
anticuerpos no Dbiotinilados AR37A335.8, H460-16-2 y el
anticuerpo de control 8BI1B.1 (control de isotipo, 1IgG2b

murina anti-virus del lengua azul, purificado en
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laboratorio).

Las soluciones de anticuerpo primario se incubaron
en canales se parados en las membranas durante 2 horas a
temperatura ambiente en una plataforma mecedora. Cada canal
se lavd 3 veces con TBST durante 10 minutos en una plataforma
mecedora. La solucién secundaria de 0.01 microgramos/mL de
estreptavidina conjugada con peroxidasa (Jackson
Immunoresearch, West Grove, PA) en leche descremada al 3 por
ciento en TBST se aplicd a cada canal en la membrana. Las
membranas se incubaron en solucidén secundaria durante 1 hora
a temperatura ambiente en una plataforma mecedora. Cada canal
se lavd 3 veces con TBST durante 10 minutos en una plataforma
mecedora. Las membranas se removieron del aparato de multi-
tamiz y se incubaron con una solucidén mejorada de deteccidn
de guimioluminiscencia (GE Healthcare, Life, Sciences
anteriormente Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las membranas
entonces expusieron la pelicula y se revelaron.

La Figura 11 y la figura 12 muestran
los resultados muestran los resultados de los experimentos de
competicidén de anticuerpos. La unidén de H460-16-2
biotinilados se inhibidé completamente cuando se mezcla con
H460-16-2 no biotinilado a concentraciones de 100
microgramos/mL, y mayores (exceso de 100X; Figura 11, panel

A, sendas 1-5) en tanto que la unién de AR37A335.8
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biotinilado se 1inhibidé completamente cuando se mezcld con
AR37A335.8 no biotinilado a concentraciones de 10
microgramos/mL y mayores (exceso de X; Figura 12, Panel B,
sendas 6-10). La unidén de H460-16-2 biotinilado no se inhibid
en cualquiera de las muestras que contienen el anticuerpo de
control de isotipo de IgGl (Figura 11, Panel C, sendas 11-15)
y la unién de AR37A335.8 biotinilado no se inhibidé en ninguna
de las muestras que contienen el anticuerpo de control de
isotipo de IgG2b (Figura 12, Panel C, sendas 11-15). Esto
indica que la inhibicién de 1la unidén observada con 1los
anticuerpos biotinilados mezclados con el mismo anticuerpo no
biotinilado fue debido a la ocupacidén de los sitios de unidn
a antigeno con el anticuerpo no Dbiotinilado, no por las
interacciones no especificas del anticuerpo en exceso solo.
La unién de AR37A335.8 biotinilado se inhibidé completamente
cuando se mezcld con H460-16-2 no biotinilado a
concentraciones de 500 microgramos/mL y mayores (exceso 500X;
Figura 12, Panel A, sendas 1-5), vy la unidén de H460-16-2
biotinilado se inhibié completamente cuando se mezcld con
AR37A335.8 no Dbiotinilado a todas las <concentraciones
probadas (Figura 11, Panel B, sendas 6-10). Estos resultados
indican que la unién de H460-16-2 impide 1la unidén de
AR37A335.8 vy viceversa. En conjunto, los resultados de las
transferencias Western de competicidén sugieren que 1los

epitopos de la molécula CD44 gque se reconocen por H460-16-2 y
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AR37A335.8 son ya sea idénticos o espacialmente muy cercanos
entre si, tal que la unién de un anticuerpo puede bloquear
completamente la unidén del otro anticuerpo.

Ejemplo 7

Determinacidén de la afinidad de unidén de AR37A335.8 a rhCD44

Se determindé la afinidad de unidén de AR37A335.8 a
Ch44 recombinante (rhCbD44) por resonancia de plasmén
superficial (SPR).

El CD44 humano recombinante/Fc (R&D Systems,
Minneapolis, MN, EUS) se inmovilizé usando un procedimiento
normal de acoplamiento con amina. La superficie de un chip
sensor CM5 (GE Healthcare, Piscataway, NJ EUA, anteriormente
Biacore) se activd por inyeccidn de 104 microlitros de una
mezcla 1:1 de EDC 0.4 M y NHS 0.1 M (velocidad de flujo 10
microlitros/minuto). El1 rhCD44 se inyectd a una concentracidn
de 20 microgramos/mL (diluido en acetato de sodio 10 mM, pH
5.5) para alcanzar aproximadamente 500 RU. Finalmente, se
inyectaron 119 microlitros de etanolamina-HC1 1.0 M, pOH 8.5
sobre la superficie para bloquear cualgquier sitio activado no
ocupado en la superficie del chip sensor. Se inyectaron
concentraciones variables del anticuerpo AR37A335.8. La
regeneracidédn de la superficie del chip sensor para
inyecciones subsiguientes se acompafié por inyeccidn de
glicina-HCl 10 mM, pH 2.0 durante 70 segundos a una velocidad

de flujo de 50 microlitros/minutos. Se diluyeron anticuerpos
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en amortiguador de corrida (HBS-EP + GE Healthcare,
Piscataway, NJ EUA anteriormente Biacore) y se inyectaron en
serie a concentraciones que varian desde 0.67 a 667 nM y las
superficies se regenerd entre cada sitio. Como un control,
cada concentracién de anticuerpo también se inyectd sobre una
superficie de referencia que no tiene rh CD44 inmovilizado en
la superficie. Usando el Software de Evaluacién T100 Biacore,
Versién 1.1, se realizdé el anédlisis cinético en 1los
sensogramas obtenidos usando un modelo simple de interacciédn

1:1. La constante de asociacién y disociacidén se usaron para

calcular la KD de los anticuerpos. Los experimentos se
llevaron a cabo usando un sistema Biacore T100 (GE
Healthcare, Piscataway, NJ EUA anteriormente Biacore). Los

resultados de este experimento produjeron una KD de 0.09425
nM para AR37A335.8. (Figura 13). Estos resultados indican que
AR37A335.8 tiene una KD en el intervalo sub-nanomolar y que
la afinidad de AR37A335.8 es mayor que aquella de H460-16-2
(referidas al Ejemplo 10 posterior). Las constantes de
asociacidén (Ka, por sus siglas en inglés) y las constantes de
disociacidén (kd, ©por sus siglas en inglés) también se
tabularon (Figura 13).

Ejemplo 8

Transferencias de Perfilador de Proteoma de Fosfo-RTK

(Receptor-Tirosina-Cinasa)

Para identificar las rutas de sefializacidn
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intracelular afectadas por el tratamiento con (ch)ARH460-16-
2-1gGl hibrido, se examinaron lisados de células tratadas con
(ch)ARH460-16-2-IgGl usando un arreglo de anticuerpo de
fosfo-RTK humando de perfilador de proteoma (ARY001l, Ré&D
Systems Inc., Minneapolis, MN).

Tratamiento y preparacidn de células

El trabajo anterior (como se describe en 1la
solicitud de patente de los estados unidos No. de serie
11/364,013) demostrd eficiencia 1in vivo de (ch)ARH460-16-2-
IgGl en un modelo de =xenoinjerto de cancer de mama usando
células de cancer de mama MDA-MB-231 cultivadas en ratones
inmunodeficientes, combinados, severos (SCID, por sus siglas
en inglés). Por consiguiente, se realizdé el examen para la
activacién de moléculas de seflalizacidn intracelular usando
la linea de células MDA-MB-231. Las células MDA-MB-231 se
cultivaron a casi confluencia, se lavaron con solucidén salina
amortiguada con fosfato (PBS) y luego se ayunaron en suero y
medio deficiente de complemento durante la noche a 37°C.
Después de esto, se adicionaron (ch)ARH460-16-2-IgG1 (20
microgramos/mL) o IgGl humana (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI)
(20 microgramos/mL) a las células y se dejaron unir durante
20 minutos a 4°C. Entonces las células se estimularon al
adicionar suero bovino fetal (FBS), L-glutamina y piruvato de
sodio a células para dar una concentracién final de 10 por

ciento de FBS, 1 por ciento de L-glutamina y 1 por ciento de
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piruvato de sodio. Las células se colocaron en una incubadora
a 37°C y el lisado celular se colecté 1 hora después de la
estimulacién. Los lisados se recolectaron al lavar las
células 2 veces con PBS y al recolectar en amortiguador de
lisis NP-40 (Tris-HCl1l 20 mM (pH 8.0), cloruro de sodio 137

mM, Glicerol al 10 por ciento, EDTA 2 mM, ortovanadato de

sodio 1 mM, 10 microgramos/mL de Aprotinina, 10
microgramos/mL de Leupeptina, 1 por ciento de NP-40 (Igepal™®
CA-630, Sigma-Aldrich, St, Louis, MI) . Las células se

resuspendieron por pipeta, se transfirieron a un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL se mezclaron por rotacidén a 4°C
durante 30 minutos. Los lisados se centrifugaron luego a
14000xg durante cinco minutos y el sobrenadante se transfirid
a tubo. Se determinaron por el ensayo de proteina de acido
bicinconinico (BCA) (Pierce, Rockford, IL).

Arreglo de anticuerpo de fosfo-RTK humano

El arreglo de anticuerpo de fosfo-RTK humano se
examiné con lisados de células MDA-MB-231 de acuerdo al
protocolo descrito por el fabricante (tercera revision,
noviembre de 2005, arreglo de anticuerpo ARY001 de R&D
Systems) . De forma breve, cada membrana de perfilador de
fosfo-RTK humano se ©prepard al incubar en 1.5 mL de
amortiguador 1 de arreglo (parte numero 895477: arreglo de
anticuerpo ARY001] de R&D Systems) durante 1 hora en un

agitador de plataforma mecedora. Para cada tratamiento, se
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diluyeron 150 microgramos de proteina total con el
amortiguador 1 de arreglo a un volumen total de 1.5 mL. Esta
mezcla se adiciondé a las membranas de perfilador preparadas y
se incubd a 4°C durante la noche en un agitador de plataforma
mecedora. Cada membrana entonces se lavdé 3 veces en
amortiguador de lavado 1X (diluido en agua destilada
purificada de una solucidén concentrada 25X (parte numero
895003: arreglo de anticuerpo ARY001 de R&D Systems)) y se
incubdé durante 2 horas con 1.5 mL del coctel de anticuerpo de
deteccidn anti-fosfo-tirosina-HRP (parte numero 841403:
arreglo de anticuerpo ARY001 de R&D Systems) diluido en
amortiguador 2 de arreglo 1X (amortiguador 2 de arreglo 5X,
parte numero 895478: arreglo de anticuerpo ARY001 de R&D
Systems) . Las membranas se lavaron 3 veces en amortiguador
de lavado 1X y se expusieron a reactivos de deteccidédn ECL
plus Western (GE Healthcare, Life Sciences, Piscataway, NJ)
para el revelado. Las membranas expusieron la pelicula
quimioluminiscente (Kodak, Cedex, Francia) vy se revelaron
usando un procesador médico de rayos X. Los datos del
arreglo de fosfo-RTK en las peliculas reveladas de rayos X se
cuantificaron al explorar la pelicula en un escaner de modo
de transmisién y al analizar el archivo de imagen del arreglo
usando el software de anadlisis Image J (Image J 1.37v, NIH).
Para cada RTK, se calculdé la densidad media de pixeles para

los correspondientes puntos duplicados, y se sustrajo de la
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sefial de fondo usando la densidad de pixeles de un area clara
en la membrana. La densidad promedio normalizada de pixeles
de muestras tratadas con (ch)ARH460-16-2-IgGl se dividid por
la densidad promedio normalizada de pixeles de las muestras
tratadas con IgGl humana de control de isotipo para cada
objetivo de fosfo-proteina correspondiente para obtener una
relacién de cambio relativo. El por ciento de reduccidén de
la sefial de fosfo-proteina se determindé al sustraer la
relacién del cambio relativo de 1 y multiplicando por 100.

Los resultados del arreglo de fosfo-RTK incubado
con (ch)ARH460-16-2-IgGl se muestran en la Figura 14. En
comparacién con el control de isotipo, el tratamiento con
(ch)ARH460-16-2-IgGl indujo una reduccidén en la fosforilacidn
de la RTK-tirosina-cinasa con dominios 1 tipo insulina y tipo
EGF similar a inmunoglobulina (Tie-1) (aproximadamente 51 por
ciento). Tie-1 Jjunto con Tie-2 forman el receptor para
angiopoyetinas, factores de crecimiento que promueven la
angiogénesis. La unidén de las angiopoyetinas a su receptor
induce fosforilacién de Tie-1 y Tie-2 y el inicio de 1la
sefializacidén celular que promueve el crecimiento celular.
Que (ch)ARH460-16-2-IgGl pueda reducir la fosforilacidédn de
Tie-1 en la estimulacidén por suero y complementos sugiere que
(ch)ARH460-16-2-IgGl puede bloquear la induccidén del factor
de crecimiento de 1la diferenciacién celular y el progreso

tumoral a través de la activacidn del complejo de
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angiopoyetina/ligando de receptor de Tie-1/2.
Ejemplo 9

Humanizacidén de H460-16-2

Se realizaron técnicas de ADN recombinante usando
métodos bien conocidos en la técnica, y como es apropiado,
instrucciones del proveedor para el uso de enzimas usadas en
estos métodos. También se describen a continuacidén métodos
detallados de laboratorio.

Se extrajo el ADNm de las células de hibridoma

H460-16-2 usando un kit de extraccidén de ADNm Poly A Tract

System 1000: (Promega Corp., Madison, WI) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. El1 ARNm se transcribid inverso
como sigue. Para la cadena ligera kappa, se mezclaron 5.0

microlitros de ARNm con 1.0 microlitro de 20 pmol/microlitro
de cebador 0L040 de MulgGlVy-3’ (Figura 15) y 5.5 microlitros
de agua libre de nucleasa (Promega Corp., Madison, WI). Para
la cadena ligera lambda, se mezclaron 5.0 microlitros de ADNm
con 1.0 microlitro de 20 pmol/microlitro de cebador 0L042 de
MulgGvVy-3’ (Figura 15) y 5.5 microlitros de agua libre de
nucleasa (Promega Corp., Madison, WI). Para la cadena pesada
gamma, se mezclaron 5 microlitros de ARNm con 1.0 microlitro
de 20 pmol/microlitro de cebador OL023 de MulgGVy-3’ (Figura
16) y 5.5 microlitros de agua libre de nucleasa (Promega
Corp., Madison, WI). Las tres mezclas de reaccidn se

colocaron en el bloque precalentado del ciclador térmico
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ajustado 70°C durante 5 minutos. Estas e enfriaron en hielo
durante 5 minutos antes de adicionar a cada 4.0 microlitros
de amortiguador de reaccidédn ImPromII 5x (Promega Corp.,
Madison, WI), 0.5 microlitros de inhibidor de ribonucleasa
RNasir (Promega Corp., Madison, WI), 2.0 microlitros de MgCl,
25 mM (Promega Corp., Madison, WI), 1.0 microlitros de mezcla
dNTP 10 mM (invitrogen, Paisley, RU) vy 1.0 microlitros de
transcriptasa inversa Improm II (Promega Corp., Madison, WI).
Las mezclas de reaccidén se incubaron a temperatura ambiente
durante 5 minutos antes de que se transfieran a un bloque de
PCR pre-calentado ajustado a 42°C durante 1 hora. Después de
este tiempo, la transcriptasa inversa se inactivd con calor
al incubar a 70°C en un bloque de PCR durante 15 minutos.

Se amplificaron las secuencias de cadena pesada vy
ligera del ADNc como sigue. Se prepard una mezcla principal
de PCR al adicionar 37.5 microlitros de amortiguador de PCR
10x Hi-Fi Expand (Roche, Mannheim, Alemania), 7.5 microlitros
de mezcla dNTP 10 mM (Invitrogen, Paislet, RU) vy 3.75
microlitros de ADN-polimerasa Hi-Fi Expand (Roche, Mannheim,
Alemania) a 273.75 microlitros de agua libre de nucleasa.
Esta mezcla principal se distribuydé en alicuotas de 21.5
microlitros en 15 tubos de reaccién de PCR de pared delgada
en hielo. En seis de estos tubos se adicionaron 2.5
microlitros de la mezcla de reaccidédn de transcripcidn inversa

MulgVH-3’ vy 1.0 microlitros de las mezclas HA a HF del
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cebador 5’ de cadena pesada (ver Figura 16 para secuencias
cebadoras y constituyentes de mezcla de cebadores). A 1los
otros siete tubos se adicionaron 2.5 microlitros de la
reaccidn de transcripcidn inversa MulgKLV-3’ % 1.0
microlitros de las mezclas LA a LG de cebador 5’ de cadena
ligera (Figura 15). En el tubo final, se adicionaron 2.5
microlitros de la reaccidén de transcripcidén inversa MulgKLV-
37 'y 1.0 microlitros de cebador de cadena ligera lambda
MulgAVL5’-LI. Las reacciones se colocaron en el bloque del
ciclador térmico y se calentaron a 95°C durante 2 minutos. La
reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) se realizd durante
40 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 1 minuto
y 72°C durante 30 segundos. Finalmente, los productos de PCR
se calentaron a 72°C durante 5 minutos, y luego se
mantuvieron a 4°C.

Los productos de amplificacién se clonaron en el
vector pGEM-T wusando el kit pGEM-T easy Verctor System I
(Promega Corp., Madison, WI) % se secuenciaron. Las
secuencias de VH y VL resultantes se muestran en las Figuras
17 y 18, respectivamente.

Para la generacién de un anticuerpo hibrido, 1los
genes de la regidén VH se amplificaron por PCR wusando 1los
cebadores O0OL437 y O0OL438 (Figura 19); estos se disefian para
manejarse en un sitio de enzima de restriccidén 5’ Mlul y 3’

HindIII usando el ADN de plasmido de uno de los clones de
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ADNc como una plantilla. En un tubo de PCR de 0.5 mL se
adicionaron 5 microlitros de amortiguador de PCR 10X Hi-Fi
Expand: (Roche, Mannheim, Alemania), 1.0 microlitros de
mezcla dNTP 10 mM (Invitrogen, Paisley, RU), 0.5 microlitros
del Cebador 0L437, 0.5 microlitros del cebador 0L438, 1.0
microlitro de ADN de plantilla y 0.5 microlitros de ADN-
polimerasa Hi-Fi Expand (Roche, Mannheim, Alemania) a 41.5
microlitros de agua libre de nucleasa.

Se amplificaron las regiones de VL en un método
similar usando los oligonucledétidos 0L439 y OL090 (Figura 20)
para manejarse en sitios de enzimas de restriccidédn BssHII vy
BamHI. Las reacciones se colocaron en el bloque del ciclador
térmico y se calentaron a 95°C durante 2 minutos. La
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés) se realizdé durante 30 ciclos de 94°C durante 30
segundos, 55°C durante 1 minuto y 72°C durante 30 segundos.
Finalmente, los productos de PCR se calentaron a 72°C durante
5 minutos, vy luego se mantuvieron a 4°C. Entonces se
clonaron los productos de PCR de la regién VH y VL en el
vector dual pANT18 (Figura 21) y en los sitios M1ul/HindIII y
BssHII/BamHI, respectivamente.

El pANT18 es un plésmido basado en pAT153 que
contiene un casete de expresidén de cadena ligera y pesada de
Ig humana y un gen de seleccidén de dhfr. El1l casete de cadena

pesada consiste de un gen de regidén constante de IgGl
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genémico humano activado por el promotor hCMVie con una
regién polyA de IgG humana en direccidén 3’'. El casete de
cadena ligera esta comprendido de la regidédn constante kappa
humana gendmica accionada por el promotor hCMVie con una
regién polyA de cadena ligera en direccidédn 3’. Los sitios de
clonacidédn entre una secuencia guia de Ig humana vy 1las
regiones constantes permiten la insercidén de los genes de
regién wvariable. PANT18 también contiene un gen dhfr de
hédmster activado por el promotor SV40 con una regidén polyA de
SV40 en la direccidn 3'.

Los genes de la regidén V humanizada se construyeron
usando las plantillas de VH y VL de H460-16-2 de ratdn para
PCR usando oligonucledétidos de traslape largo para introducir
aminoadcidos de secuencias de VH y VL humanas homdélogas. En
las tablas 19 y 20 se muestran respectivamente los
oligonucledétidos usados para la generacidén de secuencias de
VH y VL humanizadas variantes. Las variantes humanizadas
también se clonaron directamente en el vector de expresidn
PANT18. Las secuencias ©para las variantes VH y VL
humanizadas se muestran en las Figuras 22 y 23,
respectivamente.

El (ch)ARH460-16-2 (VKOVHO) hibrido resultante, vy
las construcciones humanizadas se transfectan en células
CHO/dhfr (ECACC, 94060607) por electroporacidn % se

seleccionaron en medios (DMEM de alta glucosa con L-glutamina
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y pivurato de sodio (Invitrogen, Paisley, RU) més 5 por
ciento de FBS dializado (Cat No. 26400-044 Invitrogen,
Paisley, RU), prolina (Sigma, Poole, RU) y
penicilina/estreptomicina (Invitrogen, Paisley, RU) agotado
de hipoxantina y timidina. Las colonias se seleccionaron en
base a los niveles de IgG humana segregada en el medio como
se mide por el ELISA de captura de IgGl humana/kappa descrito
mas adelante. Las colonias seleccionadas se expandieron vy
los anticuerpos se purificaron de los sobrenadantes de

cultivo celular por cromatografia de afinidad de proteina A

usando una columna HiTrap MabSelect SuRe de 1 mL (GE
Healthcare, Amersham, RU) siguiendo las condiciones
recomendadas por los fabricantes. Los anticuerpos
purificados se esterilizaron en filtro antes del

almacenamiento (en PBS, pH 7.4) a +4°C.

Las concentraciones de los anticuerpos se
calcularon por el ELISA de captura de hIgGl/kappa usando el
IgGl/kappa humana purificada (Sigma, Poole, RU) como normas.
Se revistieron placas de 96 concavidades Immunosorb (Nalge
nunc, Hereford, RU) con anticuerpo especifico de Fc anti-IgG
humana (16260 Sigma, Poole, RU) diluido a 1:1500 en 1X PBS
(pH 7.4) a 37°C durante 1 hora. Las placas se lavaron tres
veces en PBS més Tween 20 al 0.05 por ciento antes de
adicionar las muestras y normas, se diluybé en BSA/PBS al 2

por ciento. Las placas se incubaron a temperatura ambiente
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durante 1 hora antes de lavar tres veces en PBS/Tween vy
adicionando 100 microlitros/concavidad del anticuerpo de
deteccidn, conjugado de peroxidasa anti-cadena ligera kappa
humana de cabra (A7164 Sigma, Poole, RU) diluido 1:1000 en
BSA/PBS al 2 por ciento. Las placas se incubaron a
temperatura ambiente durante 1 hora antes de lavar tres veces
con PBS/tween y el anticuerpo unido se detectd wusando el
sustrato OPD (Sigma, Poole, RU). El ensayo se reveld en la
oscuridad durante 5 minutos antes de que se detenga por la
adicién de HC1 3 M. La placa de ensayo entonces se leyd en
un lector de placa MRX TCII (Dynex Technologies, Worthing,
RU) a 490 nm.

E1l (ch)ARH460-16-2 (VKOVHO) guimérico v los
anticuerpos variantes humanizados se probaron en un ensayo de
competicidén basado en ELISA usando el anticuerpo de ratdn
H460-16-2, se biotinilé wusando el kit de Dbiotinilacidn
Biotintag micro (Sigma, Poole, RU). El H460-16-2 biotinilado
de ratdédn se usd para unirse a CD44 humano recombinante (R&D
systems, Abingdon, RU) en 1la presencia de concentraciones
variables del anticuerpo competidor. El1 CD44 humano
recombinante se inmovilizé en placas de microtitulo de 96
concavidades Immunosorb 96 (Nalge nunc, Hereford, RU) a b5
microgramos/mL en amortiguador de carbonato 0.05 M, pH 9.0
(Sigma, Poole, RU) a +4°C durante la noche. El anticuerpo

H460-16-2 biotinilado de ratdn se diluyd a 0.2 microgramos/mL
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y se mezcld con volumenes iguales de anticuerpo competidor a
concentraciones que varian desde 0-20 microgramos/mL. Las
placas de CD44 se lavaron tres veces en PBS mads Tween 20 al
0.05 por ciento. Se transfirieron 100 microlitros de 1las
mezclas de anticuerpo en las concavidades de 1la placa
revestida con CD44 y esto se incubd a temperatura ambiente
durante 1 hora. La placa se lavd, y el H460-16-2 de ratdn
biotinilado unido se detectdé al adicionar un conjugado de
estreptavidina-HRP (Sigma, Poole, RU) (diluido a 1:500) vy
sustrato de TMB (Sigma, Poole, RU). El ensayo se reveld en
la oscuridad durante 5 minutos antes de que se detuviera por
la adicién de HC1 3 M. La placa de ensayo entonces se leyd
en un lector de placa MRX TCII (Dynex Technologies, Worthing,
RU) a una absorbancia de 450 nm. La absorbancia se graficd
contra la concentracidén del anticuerpo de prueba para dar la
grafica mostrada en la Figura 24. El anticuerpo (ch)ARH460-
16-2 (VKOVHO) hibrido y dos variantes humanizadas se muestran
que son equivalentes al anticuerpo H460-16-2 de ratdén en la
competicién con el anticuerpo H460-16-2 biotinilado para la
unién a CD44 recombinante.

Ejemplo 10

Determinacién de la Afinidad de Unidén de H460-16-2 Murino vy

Variantes de (hu)ARH460-16-2 a rhCD44

La afinidad de unidén de H460-16-2, (hu)ARH460-16-2,

variante 1 y (hu)ARH460-16-2, variante 2, se compard por la
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determinacidén de las constantes respectivas de disociacidn
subsiguiente a la unidén a CD44 recombinante (rhCD44).

El CD44 humano recombinante/Fc (R&D  Systems,
Minneapolis, MN, EUA) se inmovilizd usando el procedimiento
normal de acoplamiento en amina. La superficie de un chip
sensor CM5 (GE Healthcare, Piscataway, NJ EUA anteriormente
Biacore) se activdé por inyeccidédn de 104 microlitros de una
mezcla 1:1 de EDC 0.4 M y NHS 0.1 M (velocidad de flujo 10
microlitros/minuto) . E1l rhCD44 se inyectd a una
concentracién de 20 microgramos/mL (diluido en acetato de
sodio 10 mM, pH 5.5) para alcanzar aproximadamente 500 RU.
Finalmente, se inyectaron 119 microlitros de etanolamina-HCI1,
pH 8.5 sobre 1la superficie para bloguear cualgquier sitio
activado, desocupado en la superficie del chip sensor. Se
inyectaron concentraciones variables de H460-16-2,
(hu)ARH460-16-2, wvariante 1 o (hu)ARH460-16-2, wvariante 2.
La regeneracién de la superficie del chip sensor para
inyecciones subsiguientes se logrdé por la inyeccidn de
Glicina-HCl1 10 mM, pH 2.0 durante 70 segundos a una velocidad
de flujo de 50 microlitros/minuto. Los anticuerpos se
diluyeron en amortiguador de corrida (HBS-EP+, GE Healthcare,
Piscataway, NJ USA, anteriormente Biacore) y se inyectaron en
serie a concentraciones que varian desde 0.67 a 667 nM, y la
superficie se regenerd entre cada ciclo. Como un control,

cada concentracidén de anticuerpo también se inyectd sobre una
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superficie de referencia que no tiene rhCD44 inmovilizado en
la superficie. Usando el software de Evaluacidén Biacore T100
Versién 1.1, se realizdé el anédlisis cinético en 1los
sensogramas obtenidos usando un modelo simple de interaccidn
1:1. Las constantes de asociacién y de disociacidén se usaron
para calcular la KD de los anticuerpos. Los experimentos se
llevaron a cabo usando un sistema Biacore T100 (GE
Healthcare, Piscataway, NJ EUA, anteriormente Biacore). El
resultado de estos experimentos produjeron valores de 4.19 nM
para H460-16-2 murino en tanto que la KD para (hu)ARH460-16-
2, variante HV1/KVl vy (hu)ARH460-16-2, variante HV2/KV1l se
encontraron que son de 6.32 y 3.17 nM, respectivamente
(Figura 25). Estos resultados indican que todos 1los
anticuerpos tienen una KD en el intervalo nanomolar, y dque
las afinidades de los anticuerpos humanizados son similares a
aquélla del H460-16-2 murino parental. Las constantes de
asociacién (Ka) y las constantes de disociacidén (Kd) también
se tabularon (Figura 25).

Ejemplo 11

Aislamiento de Aglutinantes Competitivos

Dado un anticuerpo, un individuo experto en la
técnica puede generar un CDMAB competitivamente inhibidor,
por ejemplo un anticuerpo competidor, que es uno gque reconoce
el mismo epitopo (Belanger L et al. Clinica Chimica Acta

48:15-18 (1973)) . Un método conlleva inmunizar con un
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inmundégeno que expresa el antigeno reconocido por el
anticuerpo. La muestra puede incluir pero no se limita a
tejidos, proteinas aisladas o lineas celulares. Los
hibridomas resultantes se pueden examinar usando un ensayo de
competicidén, que es uno que identifica los anticuerpos que
inhiben la unidén del anticuerpo de prueba, tal como ELISA,
FACS o transferencia Western. Otro método puede hacer uso de
las bibliotecas de anticuerpo de visualizacidén en fago vy
adsorcién de anticuerpos gque reconocen al menos un epitopo
del antigeno (Rubinstein JL et al., Anal Biochem 314:294-300
(2003)) . En cualquier caso, se seleccionan anticuerpos en
base a su capacidad para desplazar la unién del anticuerpo
original marcado a al menos un epitopo de su antigeno
objetivo. Estos anticuerpos por lo tanto poseeradan la
caracteristica de reconocer al menos un epitopo del antigeno
como el anticuerpo original.

Ejemplo 12

Clonacién de Regiones Variables del Anticuerpo Monoclonal

H460-16-2

Las secuencias de las regiones variables de las
cadenas pesada (Vy) y ligera (VL) del anticuerpo monoclonal
producido por la linea de células de hibridoma H460-16-2 se
determinaron de forma anterior (como se describe en la
solicitud de patente de los Estados Unidos numero de serie

11/364,013). Para generar la IgG hibrida y humanizada, los
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dominios pesados variables y ligeros variables se pueden sub-
clonar en un vector apropiado para expresidén (como se
describe en el Ejemplo 9 anterior).

En otra modalidad, el H460-16-2 o su versidn
desinmunizada, hibrida o humanizada se produce al expresar un
dcido nucleico que codifica para el anticuerpo en un animal
transgénico, tal que el anticuerpo se expresa y se puede
recuperar. Por ejemplo, el anticuerpo se puede expresar de
una manera especifica del tejido que facilita la recuperacidn
y purificacién. En esta modalidad, un anticuerpo de 1la
invencidén se expresa en la glandula mamaria para secrecidn
durante la lactacién. Los animales transgénicos incluyen,
pero no se limitan a, ratones, cabras y conejos.

(i) Anticuerpo Monoclonal

Se aisla féacilmente el ADN que codifica para el
anticuerpo monoclonal (como se describe en el Ejemplo 9
anterior) y se secuencia usando procedimientos convencionales
(por ejemplo, al wusar sondas de oligonucledtido gque son
capaces de unirse especificamente a genes que codifican para
las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos monoclonales).
La célula de hibridoma sirve como una fuente preferida de
este ADN. Una vez aislado, el ADN se puede colocar en
vectores de expresidn, que entonces se transfectan en células
hospedadoras tal como células de E. coli, células COS

simiescas, c¢élulas de ovario de hémster Chino (CHO), o
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células de mieloma que no producen de otro modo proteina de
inmunoglobulina, para obtener la sintesis de anticuerpos
monoclonales en las células hospedadoras recombinantes. E1l
ADN también se puede modificar, por ejemplo, al sustituir la
secuencia codificante para dominios constantes de cadena
ligera y pesada humana en lugar de las secuencias murinas
hombélogas. También se pueden preparar anticuerpos quiméricos
o hibridos in vitro usando métodos conocidos en qgquimica de
proteina de sintesis, incluyendo aquéllos que comprenden
agentes reticuladores. Por ejemplo, se pueden construir
inmunotoxinas usando una reaccidédn de intercambio de disulfuro
o al formar un enlace de tioéter. Los ejemplos de reactivos
adecuados para este propdsito incluyen iminotiolato y metil-
4-mercaptobutirimidato.

(ii) Anticuerpo Humanizado

Un anticuerpo humanizado tiene uno o més residuos
de aminoédcido introducidos en el mismo de una fuente no
humana. Estos residuos de aminoacido no humanos
frecuentemente se refieren como residuos de “importacidén”,
que tipicamente se toman de un dominio variable de
“importacidén”. La humanizacidén se puede realizar por el
método de Winter vy colaboradores al sustituir las CDR de
roedor o) las secuencias de CDR  por las secuencias
correspondientes de un anticuerpo humano (Jones et al.,

Nature 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-
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327 (1988); Verhoeyen et al., Science 239:1534-1536 (1989);
revisado en Clark, Immunol. Today 21:397-402 (2000)).

Se puede preparar un anticuerpo humanizado por un
proceso de analisis de las secuencias parentales vy varios
productos humanizados conceptuales usando modelos
tridimensionales de las secuencias parentales y humanizadas.
Estdn comunmente disponibles modelos tridimensionales de

inmunoglobulina y son familiares para aquellos expertos en la

técnica. Estdn disponibles programas de computadora que
ilustran y presentan estructuras conformacionales
tridimensionales probables de secuencias candidatas
seleccionadas de inmunoglobulina. La inspeccién de estas

presentaciones permite el andlisis del probable papel de 1los
residuos en el funcionamiento de la secuencia candidato de
inmunoglobulina, es decir, el andlisis de residuos gque tienen
influencia en la capacidad de la inmunoglobulina candidata
para unirse a su antigeno. De esta manera, se pueden
seleccionar residuos de FR y combinar de la secuencia de
consenso 'y de importacién de modo que se logra 1la
caracteristica deseada del anticuerpo, tal como afinidad
incrementada para el antigeno objetivo. En general, los
residuos de CDR estdn directa y  mas sustancialmente
comprendidos en la influencia de la unidén al antigeno.

(iii) Fragmentos de Anticuerpo

Se han desarrollado varias técnicas ©para 1la
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produccidén de fragmentos de anticuerpo. Estos fragmentos se
pueden producir por células hospedadoras recombinantes
(revisado en Hudson, Curr. Opin. Immunol. 11:548-557 (1999);
Little et al., Immunol. Today 21:364-370 (2000)) . Por
ejemplo, los fragmentos Fab’ -SH se pueden recuperar
directamente de E. coli y acoplar quimicamente para formar
fragmentos de F(ab’), (Carter et al., Biotechnology 10:163-167
(1992)) . En otra modalidad, el F(ab’), se forma usando la
cremallera de leucina GCN4 para promover el montaje de la
molécula de F(ab’),. De acuerdo a otro planteamiento, se
pueden aislar los fragmentos Fv, Fab o F(ab’), directamente
del cultivo de células hospedadoras recombinantes.

Ejemplo 13

Una Composicidén que Comprende el de la Presente Invencidn

El anticuerpo de 1la presente invencidén se puede
usar como una composicidédn para prevenir/tratar cancer. La
composicién para prevenir/tratar céncer, que comprende el
anticuerpo de 1la presente invencidédn, se puede administrar
como estdn en la forma de preparaciones liquidas, o como
composiciones farmacéuticas de preparaciones adecuadas a
humanos o mamiferos (por ejemplo, ratas, conejos, ovejas,
cerdos, bovinos, felinos, caninos, simios, etc.) oralmente o
de forma parenteral (por ejemplo, intravascularmente, de
manera intraperitoneal, subcuténeamente, etc.). EL

anticuerpo de la presente invencidén se puede administrar en
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si mismo, o se puede administrar como una composicidn
apropiada. La composicidén usada para la administracidédn puede
contener un portador farmacoldgicamente aceptable con el
anticuerpo de la presente invencidén o su sal, un diluyente o
excipiente. Esta composicidén se proporciona en la forma de
preparaciones farmacéuticas adecuadas ©para administracidn
oral o parenteral.

Los ejemplos de la composicidén para administracidn
parenteral son preparaciones inyectables, supositorios, etc.
Las preparaciones inyectables pueden incluir formas de dosis
tal como inyecciones intravenosas, subcuténeas, intracutédneas
e intramusculares, infusiones de goteadero, inyecciones
intraarticulares, etc. Estas preparaciones inyectables se
pueden preparar por métodos publicamente conocidos. Por
ejemplo, las preparaciones inyectables se pueden preparar al
disolver, suspender o emulsionar el anticuerpo de la presente
invencién o su sal en un medio acuoso estéril o en un medio
aceitoso convencionalmente usado para inyecciones. Como el
medio acuoso para inyecciones, existen, por ejemplo, solucidn
salina fisioldégica, wuna solucidn 1isotdnica gque contiene
glucosa y otros agentes auxiliares, etc., qgque se pueden usar
en combinacidén con un agente solubilizador apropiado tal como
un alcohol (por ejemplo, etanol), un polialcohol (por
ejemplo, propilenglicol, polietilenglicol), un agente

tensioactivo no idénico (por ejemplo, polisorbato 80, HCO-50
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(aducto de polioxietileno (50 moles) de aceite de ricino
hidrogenado)), etc. Como el medio aceitoso, se emplean, por
ejemplo, aceite de ajonjoli, aceite de soya, etc., qgque se
pueden usar en combinacidédn con un agente solubilizador tal
como benzoato de Dbencilo, alcohol Dbencilico, etc. La
inyeccidén preparada de esta manera se rellena usualmente en
una ampolleta apropiada. El supositorio usado para
administracién rectal se puede preparar al mezclar el
anticuerpo de la presente invencién o su sal con Dbases
convencionales para supositorios. La composicidén para
administracidén oral incluye preparaciones sdélidas o ligquidas,
especificamente, comprimidos (incluyendo grageas %
comprimidos revestidos con ©pelicula), pildoras, granulos,
preparaciones en polvo, cépsulas (incluyendo cépsulas
blandas), jarabes, emulsiones, suspensiones, etc. Esta
composicidén se produce por métodos publicamente conocidos vy
puede contener un vehiculo, un diluyente o excipiente
convencionalmente usado en el campo de preparaciones
farmacéuticas. Los ejemplos del vehiculo o excipiente para
comprimidos son lactosa, almiddén, sacarosa, estearato de
magnesio, etc.

De manera ventajosa, las composiciones para uso
oral o parenteral descritas en la presente se preparan en
preparaciones farmacéuticas con una dosis unitaria adecuada

para ajustar una dosis de los ingredientes activos. Estas
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preparaciones de dosis unitarias incluyen, por ejemplo,
comprimidos, ©pildoras, céapsulas, inyecciones (ampolletas),
supositorios, etc. La cantidad del compuesto mencionado

anteriormente contenida en general es de 5 a 500 mg por forma
de dosis wunitaria; se prefiere que el anticuerpo descrito
anteriormente esté contenido en aproximadamente 5 a
aproximadamente 100 mg, especialmente en la forma de
inyeccién, y en 10 a 250 mg para las otras formas.

La dosis del agente profildctico/terapéutico
mencionado anteriormente, o regulador, que comprende el
anticuerpo de la presente invencidén puede variar dependiendo
del sujeto al que se administre, enfermedad objetivo,
condiciones, ruta de administracidén, etc. Por ejemplo,
cuando se usa para el propdésito de tratar/prevenir, por
ejemplo, cdncer de mama en un adulto, es ventajoso
administrar el anticuerpo de la presente invencidén de manera
intravenosa en una dosis de aproximadamente 0.01 a
aproximadamente 20 mg/kg de ©peso corporal, de manera
preferente de aproximadamente 0.1 a aproximadamente 10 mg/kg
de peso corporal % de manera mas preferente de
aproximadamente 0.1 a aproximadamente 5 mg/kg de ©peso
corporal, de aproximadamente 1 a 5 veces/dia, preferentemente
de aproximadamente 1 a 3 veces/dia. En otra administracidn
parenteral y oral, el agente se puede administrar en una

dosis que corresponde a la dosis dada anteriormente. Cuando
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la condicién es especialmente severa, la dosis se puede
incrementar de acuerdo a la condiciédn.

El anticuerpo de la presente invencidén se puede
administrar como estd o en la forma de una composicidn
apropiada. La composicidén usada para la administracidén puede
contener un portador farmacoldgicamente aceptable con el
anticuerpo mencionado anteriormente o sus sales, un diluyente
o0 excipiente. Esta composicidédn se proporciona en la forma de
preparaciones farmacéuticas adecuadas ©para administracidén
oral o ©parenteral (por ejemplo, inyeccidén intravascular,
inyeccidén subcutéanea, etc.). Cada composicidédn descrita
anteriormente puede contener ademés otros ingredientes
activos. Ademés, el anticuerpo de la presente invencidn se
puede usar en combinacién con otros férmacos, por ejemplo,
agentes alquilantes (por ejemplo, ciclofosfamida, ifosfamida,
etc.), antagonistas metabdlicos (por ejemplo, metotrexato, 5-
fluorouracilo, etc.), antibidéticos anti-tumor (por ejemplo,
mitomicina, adriamicina, etc.), agentes anti-tumor derivados
de planta (por ejemplo, vincristina, vindesina, Taxol, etc.),
cisplatina, carboplatina, etopdbdsido, irinotecan, etc. El
anticuerpo de la presente invencidén y los farmacos descritos
anteriormente se pueden administrar simultédneamente o en
tiempos escalonados al paciente.

El método de tratamiento descrito en la presente,

particularmente para canceres, también se puede llevar a cabo
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con la administraciédn de otros anticuerpos o agentes
quimioterapéuticos. Por ejemplo, un anticuerpo contra EGFR,
tal como ERBITUX™ (cetuximab), también se puede administrar,
particularmente cuando se trata cancer de colon. También se
ha mostrado que ERBITUX™ es efectivo para tratamiento de
psoriasis. Otros anticuerpos ©para uso de combinacidn
incluyen Herceptin™ (trastuzumab) particularmente cuando se
trata cancer de mama, AVASTIN™ particularmente cuando se
trata cancer de colon y SGN-15 particularmente cuando se
trata céncer pulmonar no microcitico. La administracién del
anticuerpo de la presente invencidn con otros
anticuerpos/agentes quimioterapéuticos puede presentarse de
forma simultédnea, o de manera separada, mediante la misma o
diferente ruta.

Los regimenes de agente quimioterapéutico/otro
anticuerpo utilizados incluyen cualquier régimen gque se
cree que sea Optimamente adecuado para el tratamiento de
la condicidén del paciente. Las diferentes malignidades
pueden requerir el uso de anticuerpos anti-tumor
especificos y agentes guimioterapéuticos especificos, que
se determinard en una base de paciente por paciente. En
una modalidad preferida de la invencién, la quimioterapia
se administra concurrentemente con, o) de manera
preferente, subsiguiente a la terapia con anticuerpos.

Sin embargo, se debe enfatizar que la presente invencidn
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no se limita a ningin método particular ni ruta de
administracién.

La preponderancia de evidencia muestra Jque
H460-16-2, (ch)ARH460-16-2-1gG2 vy (ch)ARH460-16-2-TgG1
median efectos anti-cédncer a través de la ligacidédn de
epitopos presentes en CDh44. Anteriormente se ha
mostrado, (como se describe en la solicitud de patente
de los Estados Unidos numero de serie 10/647,818, ahora
patente de los Estados Unidos ntUumero 7,189,397), que el
anticuerpo H460-16-2 se puede usar para inmunoprecipitar

el antigeno cognado de células que lo expresan tal como

células MDA-MB-231. Ademéds, se puede mostrar gue H460-
16-2, (ch) ARH460-16-2-1gG2, (ch)ARH460-16-2-TIgG1,
(ch)ARH460-16-2 (VKOVHO) o} variantes humanizadas,

(hu) ARH460-16-2 se pueden usar en la deteccidn de
células y/o tejidos que expresan una porcidn antigénica
de CD44 gue se une de manera especifica a esto,
utilizando técnicas ilustradas por, pero no limitadas a,
FACS, ELISA celular o IHC.

Como con el anticuerpo H460-16-2, se pueden usar
otros anticuerpos anti-CD44 para inmunoprecipitar %
aislar otras formas del antigeno CD44, vy el antigeno
también se puede usar para inhibir la unidén de estos
anticuerpos a las <células o tejidos que expresan el

antigeno usando los mismos tipos de ensayos.
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SEQ ID NO

Secuencia

CDR1

pesada

RYWMS

CDR2

pesada

EVNPDSTSINYTPSLKD

CDR3

pesada

PNYYGSRYHYYAMDY

CDR1

ligera

RASQDINNYLN

CDR2

ligera

YRSRLHS

CDR3

ligera

QOGSTLPET

HV1

| o] O | W DN =

EVQLVESGGGLVQPGGSL
RLSCAASGEFDEFSRYWMSW
VRWAPGKGLVWVGEVNPD
STSINYTPSLKDRETISRD
NAKNTLYLWMNSLRAEDT
AVYYCTRPNYYGSRYHYY
AMDYWGQGTLVTVSS

Kv1l

DIOMTWSPSSLSASVGDRV
TITCRASODINNYLNWYQ
QKFGKAPKLLIYYTSRLHS
GVPSREFSGSGSGTDEFTFETI
SSLOPEDIATYYCQQOGSTL
PEFTFGQGTKLEIK

HV2

EVQLVESGGGLVQPGGSL
RLSCATSGEFDESRYWMSW
VROAPGKGLVWIGEVNPD
STSINYTPSLKDQEFTISRD
NADNTLYLQOMNSLRAEDT
AVYYCTRPNYYGSRYHYY
AMDYWGQGTLVTVSS

Todas

las patentes y publicaciones mencionadas

en
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esta especificacidédn son indicativas de los niveles de
aquellos expertos en la técnica a la cual corresponde la
invencidén. Todas las patentes y publicaciones se incorporan
en la presente como referencia al mismo grado como si cada
publicacién individual se indicara de manera especifica e
individual para que se incorpore por referencia.

Se va a entender que tanto que se ilustra una
cierta forma de la invencidn, no se debe limitar a la forma o
arreglo especifico de las partes descritas en la presente y
mostradas en la presente. Serd evidente para aquellos
expertos en la técnica que se pueden hacer varios cambios sin
apartarse del alcance de la invencidén y que la invencidn no
se va a considerar limitada a lo que se muestra y describe en
la especificacidén. Un experto en la técnica apreciaré
facilmente que la presente invencidén estd bien adaptada para
llevar a cabo los objetos y para lograr los fines y ventajas
mencionadas, asi como aquellas inherentes en la misma.
Cualgquiera de 1los oligonucledbdtidos, péptidos, polipéptidos,
compuestos bioldégicamente relacionados, métodos,
procedimientos vy técnicas descritas en la presente son
actualmente representativas de las modalidades preferidas, se
propone que sean de ejemplo y no sSe proponen  Ccomo
limitaciones del alcance. Los cambios en la presente y otros
usos se presentardn para aquellos expertos en la técnica que

se abarcan dentro del espiritu de la invencidén y se definen
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por el alcance de las reivindicaciones anexas. Aunque la
invencién se ha descrito en unidén con modalidades especificas
preferidas, se debe entender gque la invencidn como se
reivindica no se debe limitar indebidamente a estas
modalidades especificas. En realidad, las varias
modificaciones de los modos descritos para llevar a cabo 1la
invencidén que son obvias para aquellos expertos en la técnica
se proponen que estén dentro del alcance de las siguientes

reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo humanizado gque se une especificamente al
smo epitopo o epitopos de CD44 humano como el anticuerpo
noclonal aislado producido por la 1linea de células de
bridoma H460-16-2 que tiene el acceso ATCC No. PTA-4621,
racterizado porque comprende:

una regidén variable de cadena pesada que comprende las
cuencias de amino 4&cidos de la regidén determinante de
mplementariedad de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:3;
una regidén variable de cadena ligera que comprende las
cuencias de amino 4&cidos de la regidén determinante de
mplementariedad de SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 y SEQ 1ID
:6; o un fragmento de unidén a CD44 humano del mismo.

2. Anticuerpo humanizado gque se une especificamente al
mismo epitopo o epitopos de CD44 humano como el anticuerpo
monoclonal aislado producido por la linea de células de
hibridoma H460-16-2 que tiene el acceso ATCC No. PTA-4621,
caracterizado porque comprende:

una regidén variable de cadena pesada qgque comprende las
secuencias de amino &cidos de la regidén determinante de
complementariedad de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:3;
y una regidén variable de cadena ligera que comprende las
secuencias de amino &cidos de la regidén determinante de

complementariedad de SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 y SEQ 1ID
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NO:6; y las regiones estructurales de dominio variable de las
cadenas pesada y ligera de un anticuerpo humano o una regidn
menos variable de consenso de anticuerpo humano; o un
fragmento de unidén a CD44 humano del mismo.

3. Una composicidén que comprende en combinacién:

un anticuerpo humanizado o un fragmento de unidén a CD44
humano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 vy
2;
un conjugado de dicho anticuerpo o un fragmento de unidén a
antigeno del mismo con un miembro seleccionado del grupo que
consiste de porciones citotdxicas, enzimas, compuestos
radiactivos, citocinas, interferones, porciones objetivo o
indicadoras y células hematdgenas; y
una cantidad necesaria de un portador farmacéuticamente
aceptable.

4. Una composicidén que comprende en combinacidédn un
anticuerpo humanizado o un fragmento de unién a CD44 humano

de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2 y una

cantidad necesaria de un portador farmacéuticamente
aceptable.
5. Una composicidén que comprende en combinacidn:

un conjugado de un anticuerpo humanizado o un fragmento
de unidén a CD44 humano de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 y 2 con un miembro seleccionado del grupo

que consiste de porciones citotdxicas, enzimas, compuestos
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radiactivos, c¢itocinas, interferones, porciones objetivo o
indicadoras y células hematdgenas; vy,
una cantidad necesaria de un portador farmacéuticamente

aceptable.



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Inchustria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENG A SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
21) N de solicitud: 09-135.216A (1) Int CF: CO7K 16/30
(22) Fecha de solicitud: ~ 26-11-09 (71)Solicitante(s) F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

(30) Prioridad  (31)  No. Prioridad (32) Fecha (33)  Pais |(72) Inventor(es) YOUNG, David, S. F.; FINDLAY, Helen, P.;
11/807,887 30-05-07 usS HAHN, Susan, E.; CECHETTO, Lisa, M. y
McCONKEY, Fortunata.
(74) Apoderado: ~ ALICIA LLOREDA RICAURTE

(85) Fecha limite inicio fase nacional: ~ 30-12-09 (87)  Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 04/12/08
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 23/05/08 N° publicacién: WO 2008/144890 A1

No. de solicitud PCT/CA2008/000978

(54) Titulo: "ANTICUERPOS ANTI-CD44 QUIMERICOS Y HUMANIZADOS QUE MEDIAN LA CITOTOXICIDAD DE CELULAS DE
CANCER".

Resumen - Reivindicacion(es):

Reivindicaciéon numero 1:

Anticuerpo humanizado que se une especificamente al mismo epitopo o epitopos de CD44 humano
como el anticuerpo monoclonal aislado producido por la linea de células de hibridoma H460-16-2 que tiene el
acceso ATCC No. PTA-4621, caracterizado porque comprende:

una region variable de cadena pesada que comprende las secuencias de amino acidos de la region
determinante de complementariedad de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:3; y una region variable de
cadena ligera que comprende las secuencias de amino &cidos de la regién determinante de
complementariedad de SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO:6; o un fragmento de uniéon a CD44

humano del mismo.
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& (ch)ARH460-16-2-1gG1 0.2mg/kg

B (ch)ARH460-16-2-IgG1 20mg/kg
[ (ch)ARH460-16-2-IgG1 10mg/kg
£ (ch)ARH460-16-2-1gG1 2mg/kg

8 Control de Amort

FIGURA 6
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FIGURA 8B

FIGURA 8A
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FIGURA 9

sangre, Pmn3, lym o 0 Pmn3, mono 0 | ND
Periférica mono 3
. My3, mac3, Pmn3, mac2
Médula Osea Mega, Ery0 My1, macl Mega0, Ery0 ND
Cerebro, NO, WM2 0 N3, nue, WM, 1y wimio-1
Corteza glia nuc
. Epi 2, lym 2,
Colon Epi0,gannuc |0 gan nuc 3, NE2 NE 1
Retina, RPE, Retina, RPE,
Ojo Mac3 Mac2 lente, cérnea| lente, cébdrnea
2-3 2-3
Corazén 0, sonrojo g Nuclear 50% | 0
. Nicleo 0 DCT, PCT, 0
Rifion débil DCT gknnnuc
Conducto
Higado 0, raro PMN 0 biliar 0
nuclear, pmn
] Resp2, mac3, 0 Resp2 nuc, T1 0
Pulmon T2-3 y T2 nuc
- 000, foll0, |, Qo loll2 1,
varlo theca 3 nlllC ear«y .
cito, germin 2
. Islote nuc75%
Pancreas 0 0 ductos nuc50% 0
Masculo
Esquelético 0 0 0 0
Epi 2-3 cyto Epi, pelo, seb,
Piel y nhuc, ecc 0 ecc2. 0
memb, seb 2 nuc
Bazo Pmn3, mac3 0 Mac, lym pmn 0
nuc, endo neg
nuc raro, cilto
Testiculo espermatocito | () Spermato 75% 0
2 cito y nuc
Tiroide 0 0 0 0

Leyenda: células polinucleares; Lym: lifocitos; Mono: monocitos; ND: no
determinado; My: mielocitos; Mac: macréfagos; Meg: megacariocitos; Ery:
eritrocitos; N: neurona; nuc: nucleo; WM: materia blanca; Epi: Epitelial;

Gan nuc: nucleo de ganglio: nucleo de células ganglios; PRE: epitelio
pigmentado retinal; DCT: tubulos complejos distantes: PDT: nucleo complejo
préximo; Glom nuc: nucleo de células glomerulares; Resp: respirtorio; Oo:
oocitos; Cito: citoplasma; Ecc: glandulas sudoriparas ecrinas; Seb: glandulas
sebdceas; Endo: endotelio; Espermato: espermatocitos
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FIGURA 10A FIGURA 10B
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FIGURA 13

AR37A335.8 9.425E-11 | 1.655E+6 1.560E-4
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FIGURA 14

Proteina Fosforilada Por ciento de Supresién Con
(Objetivo) (ch) ARH460-16-2-IgGl

Tie-1 51
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FIGURA 15

‘Zigiggpge Secuencia Longitud| Nombre-Mezcla

0L.024 ATGRAGWCACAKWCYCAGGTCTTT 24 MuIgkVi5'-LA
OL025 ATGGAGACAGACACACTCCTGCTAT 25 MuIgkVi5'-1B
OL026 ATGGAGWCAGACACACTSCTGYTATGGGT 29 MuIgkVy5'-1LC
0L027 ATGAGGRCCCCTGCTCAGWTTYTTGGIWTCTT] 32 MuIgkVvy5'-LD
0L028 ATGGGCWTCAAGATGRAGTCACAKWYYCWGG| 31 MuIgkVy5'-LD
OL029 ATGAGTGTGCYCACTCAGGTCCTGGSGTT 29 MuIgkVi5'-LE
OL030 ATGTGGGGAYCGKTTTYAMMCTTTTCAATTG| 31 MuIgkVy5'-LE
OL031 ATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCC 28 MuIgkVyi5'-1LE
OL032 ATGAGIMMKTCIMTTCAITTCYTGGG 26 MuIgkV,5'-LF
O0L033 ATGAKGTHCYCIGCTCAGYTYCTIRG 26 MuIgkv, 5'~LF
OL034 ATGGTRTCCWCASCTCAGTTCCTTG 25 MuIgkVi5'-LF
OL035 ATGTATATATGTTTGTTGTCTATTTCT 27 MuIgkVy5'-LF
0L036 ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT 29 MuIgkVi5'-LG
OCL037 ATGGATTTWCARGTGCAGATTWTCAGCTT 29 MuIgkVvy5'~LG
0L038 ATGGTYCTYATVTCCTTGCTGTTCTGG 27 MuIgkvy5'-LG
OL039 ATGGTYCTYATVTTRCTGCTGCTATGG 27 MuIgkVvy5'~LG
OL040 ACTGGATGGTGGGAAGATGGA 21 MuIgkvi3'-1

OL041 ATGGCCTGGAYTYCWCTYWTMYTCT 25 MuIgAVy5'-LI
O0L042 AGCTCYTCWGWGGAIGGYGGRAA 23 MuIgAVy3'-1
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FIGURA 16

Zigiggpge Secuencia » Longitud| Nombre-Mezcla
0L007 ATGRASTTSKGGYTMARCTKGRTTT 25 MulgVy5'-HA
0L008 ATGRAATGSASCTGGGTYWTYCTCTT 26 |MulgVy5'-HB
0L009 ATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTTCCT| 29 {MulgVyS'-HC
OL010 ATGGCTGTCYTRGBGCTGYTCYTCTG 26 |MulgVy5'-HC
OLO11 ATGGVTTGGSTGTGGAMCTTGCYATTCCT| 29 |MulgVyS-HC
0L012 ATGAAATGCAGCTGGRTYATSTTCTT 26 |MulgVy5'-HD
OLO013 ATGGRCAGRCTTACWTYYTCATTCCT 26 |MulgVy5'H-D
OL014 ATGATGGTGTTAAGTCTTCTGTACCT 26 |MulgVy5'-HD
OL015 ATGGGATGGAGCTRTATCATSYTCTT 26 |MulgVy5'-HE
OLO016 ATGAAGWTGTGGBTRAACTGGRT 23 [MulgVyS'-HE
OL017 ATGGRATGGASCKKIRTCTTTMTCT 25 |MulgVyS'-HE
0L018 ATGAACTTYGGGYTSAGMTTGRTTT 25 |MulgVy5'-HF
OLO019 ATGTACTTGGGACTGAGCTGTGTAT 25 MulgVyS'-HF
OL020 ATGAGAGTGCTGATTCTTTTGTG 23 MulgVyS'-HF
OL021 ATGGATTTTGGGCTGATTTTTTTTATTG| 28 |MulgVy5'-HF
0L023 CCAGGGRCCARKGGATARACIGRTGG 26 | MulgGVy3'-2
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FIGURA 17
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FIGURA 18
--------------- CDRl-—===—===o=
QMTQTTSSLSVSLGDRVTINCRASQDINNYLN
10 20 30
—————— CDR2~-===——~
QQKPDGTVKLLIYYTSRLHSGVPSRFSGSGSG
40 50 60
————————— CDR3-—-——=——~
FSLTISNLEKEDVATYFCQQGSTLPFTFGSGT
80 90 100



19/25

0§
6¢
47
v
9¢
LS
g¢
6¢
8¢
86
G¢E
SL

pnithbuot

OLIVYDLODIVOVIOLDLILOLIOIDDLLLLIVIOOOYIVIOOVIOILILY
IOVYOVIDLLYDDIOLOVLIODDOVYYIOD
OOLOIOYDYILIODLID9YDDLIDDYIDLIDLIDIDLOOYDILD
DLLODLLODOYIIVYOLODIVYYOOYDLIOVILIOYYYOVIDD
LLODOIVIDIVYOLODLYOYDDLILILOLIDOODLLILIYIOIOVIVIOOVIDILLY
QLOVYLIVIOLODOOYIVOVOYYILOOYOVDLODOYIVYOIYYYIOLIOYIOIDOOVL
Q0OYODLIDDLLLIDDOYIIVIVID

LOVVYOVODLIODILOIOYIIDOOVYYYDIOD
DDYOLO0DYIDIOLIDLILOVYOYILIODDLIDDVIDLIDOYIOLODIIDINDLOOYIDLD
DDLODLO0ODLOOYDDLILOYDDIOLIODVIDLIOVOIDLIOYIDIOIODDIVIIOLIO
wwmwHomwwaoﬂmmwwmwauUmkﬁowmmmwmooo
DLODJDLODOTIDLOODOYIDLODLIDODIODYIOIDIIVIILIDLIOVYDIOOYODIDILOVIOIDIOINIYIIOLILO

BTOULINODS

677 10
8¥% 10
LY TO
o¥v 10
¥y IO
vvy 10
€%y 110
¢vvy 110
vy 10
0¥% 10
8¢¥y 10
LEY IO
odojT3uy
ap 0bTPOD

6T YdNDIA




20/25

1z DDIVYIVIOLIYDLODLIOYYL L9E 0
0§ DOYYOO0903000DIDILIOVYOOLLIVILLIOOYDIOVIOIIVYY L L LY 9G¥ TO
£¥ OLLOIOLYYVYYIDYRYDIDDIVYIODLODOYDDIDEORDIIDL GGP 0
T O¥YODDILBIOVLIOYODDLLRIYOYYDIOODYODIIDDYD iAN4 10
o€ SIDIIIDDIDOYIILOOYDOYILIIOVYDOTD £G¥y 1O
o€ DIODIOYYYIO0LDOYRRIBOVIIVYYOYD ZSy 10
4 DYDIDLIOYDIYOOYIIOYIVOYOYDOOLOLOILOODIDIDIODDIDDITIOLD T6F 70
7S SLOLOLIDDLODIYIOIDIDYIVIYDLYOYIIIVIYDIOITIDDDIDDIDOYIODL 0S¥ T0
89 wooouawaaawmmooaHHmeaeeoo@oao@&oBammmaBewmmmowmmwwmweommooEmwwmoowao 060 TO
LE OYOYIYIVDIVIYIDIVIVOLIIYODDIDIDOYIDDL 6y 1O
pnathuot BTOUSTIO®E wmamwmwmw

0¢ YdNolId




21725

1¢

YandId

'TTod OFAS

d AWD

| HSsg



22725

0TT 29 4 ¥ a O

09 ¥ 26 05 o B
4 0a ¥ T s 4 1 X NI § L 5 dd NGAGES5 I M A TS ¥ D 4d v o0 ¥ A # 5
||||||||||||||||||||| CAAD === = === mmm e -

o€ 0z 01
W M 42 ¥ s 4 a4 595 8 1 ¥ O s T ¥ TS O 95 d0 A TS S5 95 s &8 A T 0O A 3
T A= vepesad vuspe) SP AH
01T 9 4 4 d o & ¥ 001
§ S A1 AT I 50 9 M X dRWYVY XA X H X ¥ 5 9

o
o
O
m
&
o~
19}
o
©
o
~

o€ 0¢ 0T
W M A 4 § 4 0 4 9 8 ¥ ¥ 0 € 7T ¥4 7T § 9 5 d 0P A T 5 95 95 8 4 A T 0 A &

--T3d0----
epesad euspe) Sp TAH

¢¢ YdNdoId



23/25

06

Il 4 4 T & § 9 0 0 0 X X L ¥ I

|||||||||||| €ddo—~—==———-=
09 08
D § 4 8 § 4 A D 8§ H T ¥ s I X
||||||||| Z2ddo-—---—--

o€

A N N I a0 s ¥ ¥ 2 &L I I A ¥

|||||| a0 ===

a

08
4 a4 0

2 A S

€¢ YdNold

T

Y

d

90T
I

937

d

00T
42 T X L 9 0 9

¥ 0 0 2 M N T

0T
S 0 I W 0 I a

2I9DTT BUSPERD 9P TAM



24 /25

Tw/bn us UQTOBIIUSOUOYD

LANZAH ©3UuBTIRA Z-9L-09PHYV(NY) -
LAW/ILAH ®3UeTIRA Z-9L-09vHMYV(NY)
(OHAOMA) Z-91-09¥HY V(YD)
Z-9L-09pH —e—

0S¥ 4o

P¢ YdNdOId




25/25

sojuaTpuadeopuT sojusurtIadxe ¢ Op OTPSWOId «

y0-a¥S'C | ¥O+310°8 | 60-32L°E LAM/ZAH
2-91-09vHYV(nY)

¥0-352'C | YO+3arSE | 60-32€°9 LAM/LAH
Z-9L-09FHYV(NyY)

¥0-3/9'C | ¥0+3G€9 | 60-36L ¥ x 2-91-09%H

Q¢ YdNold




ATCC
10801 University Blvd - Manassas, VA 20110-2209 -Teléfono: 703-365-2700 -Fax:
703-365-2745

TRATADO DE BUDAPEST PARA EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DEL DEPOSITO
DE MICROORGANISMOS PARA LOS PROPOSITOS DE PROCEDIMIENTO DE PANTENTE
FORMA INTERNACIONAL
RECEPCION EN EL CASO DE UN DEPOSITO ORIGINAL EMITIDO DE ACUERDO A LA
REGLA 7.3 Y DECLARACION DE VIABILIDAD EMITIDA DE ACUERDO A LA REGLA 10.2

Para: (Nombre y Direccion de Depositante o Abogado)
Arius Research Inc.
Attn: Jaen de Sousa-Hitzler
55 York Street 16th Floor
Toronto, Ontario
Canada M5] 1R7

Depositado a nombre de: Arius Research Inc.

Referencia de Identificacion por Depositante: Designacion de Depdsito de

Hibridoma de Ratén: H460-16-2 Patente

Hibridoma de Ratén: H460-22-1 PTA-4621

Hibridoma de Ratdén: 7BDI-60 PTA-4622
PTA-4623

El depdsito se acompafidé por: __ una descripcion cientifica __ una descripcidon

taxonomica sugerida indicada posteriormente,

El depdsito se recibio el: 04 de Septiembre de 2002 por esta Autoridad Depositaria
Internacional y se ha aceptado.

A SU PETICION: X Se le informara de peticiones para la cepa durante 30
afos.

La cepa se hara disponible si una oficina de patentes firmante del Tratado de Budapest
certifica a alguien el derecho de recibir o si se emite una Patente de los Estados
Unidos citando la cepa, y la ATCC se instruye por la Oficina Norteamericana de
Patentes y Marcas o el depositante para liberar la cepa.

Si el cultivo muere o se destruye durante el término efectivo del depdsito, serd
responsabilidad reemplazarlo con cultivo vivo del mismo.

La cepa se mantendra durante un periodo de al menos 30 afos desde la fecha de
deposito, o cinco afios después de la peticion mas reciente para una muestra,
cualquiera que sea mas prolongado. Los Estados Unidos y muchos otros paises son
firmantes al Tratado de Budapest.

La viabilidad del cultivo citado anteriormente se probd el 06 de Septiembre de 2002.
En esa fecha, el cultivo era viable.

Autoridad Depositaria Internacional: Coleccion Americana de Cultivo de Especies,
Manassas, VA 20110-2209 EUA.
Firma de persona que tiene autoridad para representar la ATCC:

(Rubrica) . Fecha:09 de
Octubre de 2002
Marie Harris, Especialista de Patentes Depositario de Patentes ATTC

cc: Mr. Ferris Lander
(Ref.: Tiquete o Caso No. 2056.009 & US No. de Serie 09/727361)

437616.D0OC v.1l/font=6



WO 2008/144890 PCT/CA2008/000978

ATCC

10801 Univeraity Blvd + Manassas, VA 20110-2209 » Telephane: 703-365-2700 « FAX: 703-363-1745

BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL RECOGNITION OF
THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE

INTERNATIONAL FORM

RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT ISSUED PURSUANT TO RULE 7.3
AND VIABILITY STATEMENT ISSUED FURSUANT TO RULE 10.

To: (Name and Address of Depositor or Attorney) .

Arius Research [ng.

Attn; Jean de Sousa-Hitzler
55 York Street 16™ Floor
Torento, Ontarlo

Canada MS5J 1R7

Deposited on Bebalf of:  Arlus Research Inc,

Identification Reference by Depositor: Patent Deposit Designation
Mouse Hybridoma: H460-16-2 ' PTA-4621 '
Mouse Hybridoma: H460-22-1 PTA-4622

Mouse Hybridoma: 7BDI-60 : PTA-4623

The deposits were accompanled by: __ a scientific description _a proposed taxonomic description Indleated
above. The deposits were received September 4, 2002 by this International Depository Authority and have
been accepted.

AT YOUR REQUEST: X We will in{nrlm you of requests for the strains for 30 years.

The strains will be made svailable if a patent office signatory to the Budapest Treaty certifles one's right to
réceive, or if a U.S, Patent is issued cifing the strains, and ATCC is instructed by the United States Patent &
Trademark Office or the depositor to release said strains.

If the cultures should die or be destroyed during the effective term of the deposit, it shall be your
responsibility to replace them with living cultures of the same,

The strains will be maintained for a period of at least 30 years from date of deposit, or five years after the
most recent request for a sample, whichever is longer. The United States and many other countries are
signatory to the Budapest Treaty,

The viability of the cultures cited above was tested September 6, 2002. On that date, the cultures were viable.
International Depository Authority: American Type Culture Collection, Manassas, VA 20110-2209 USA.
Signature of person having authority to represent ATCC:

ptee Mmri Date: Qctober 9,2002
Marie Harris, Patent Specialist, ATCC Patent Depository -

cc: Mr. Ferris Lander
{Ref: Docket or Case Mo.: 2056.009 & US Serial No, 09/727361)

437616.D0OC v.1l/font=6



TRADUCCION OFICIAL Nc.
de un documento escrito en Inglés, el cual para su identificacion se sella con el sello
de la traductora, lo mismo que la presente.-

Traduccion de la apostila en inglés que se encuentra a continuacion de la
legalizacion de las firmas de los sefiores Klausner y Strebel, representantes legales
de F. Hoffmann-La Roche, que aparecen en un documento de Poder, escrito en
espafnol e inglés, conferido a ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO yfo
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, expedida en idioma inglés por el
notario Peter Kuster, bajo el No. 2004/20, el 17-08-2004, en Basilea, Suiza.

AUTENTICACION OFICIAL
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961) v
1. Pais: Suiza | -
Este documento publico |
2. Ha sido firmado por el Lic. iur. Peter Kuster
3. Actuando en calidad de notario puablico
4. Lleva el sello del mencionado notario
Certificado
5. en Basel (Basilea) ‘ 6. el 18 de agosto 2004
7. por la Cancilleria de Estado del Cantén de Basel-Stadt
8. bajo el No 8835/13376

9. Sello 10. Firma
Cancilleria de Estado Fdo.: firma ilegible
de la ciudad de Basel (Basilea) Ruedi Eggs.

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual se deja copia en los archivos de
estas oficinas para su confrontacion.

Bogota, 2 de septiembre 2004

{ercedes Uricoechea™™

Traductora Juramentada
Resolucion 10607/81 Minjusticia
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Zos abay firmados, F.HOFFMANN-LA ROCHE AG,

ung sociedad organizada y existente de conformidad

2 con las leyes de Suiza.

con domicilio en 4070 Basilea, Suiza

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA vy/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
y/lo ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 60., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
paragrafo 1o. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especialmente facultados para
representarnos ante las autoridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos y presentar desistimientos; formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones:
instaurar  cancelaciones, renunciar total o
parcialmente a los registros, abonar todos los
impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses, y en caso de producirse
oposicion, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencién como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las
demas facultades que resulten necesarias, y por el
presente declaramos desde ahora valido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que
cualquiera de ellos nombre hicieren en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industriglgla
protocolizacion de este documento y de cuajfpiet
poder que cualquiera de ellos otorgue
nuestro. o

Dado y firmado

*

The undersigned, F.HOFFMANN-LA ROCHE AG, a
corporation organized and existing under the laws of
Switzerland.

domiciled at 4070 Basel, Switzerland

hereby sappoint, ALICIA  LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
with power to receive notifications and to appoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 1o. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYQ, and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered to
represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombia, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the said authorities all
the necessary steps for the said end; to file petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of applications, file oppositions; file
cancellations total or partially waive registrations, to
pay all installments and effect all other payments
prescribetl by law; to receive proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our interests; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize said agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full powers to make
arrangements, to submit to arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, in short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valid and good all that said
representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefit,

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
and/or GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this document and of any power
of attorney by any one of them conferred in our name,
before the Office of Industrial Property.

*

/én and signed this 47 7 A Zz‘/?mfzﬁ Z
e AG

F. Hoffmann-La Roc

’_"__-'*_‘—-_.
Denise Strebel
Mandatory
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. CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)
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Hoy : de A oot de 2004’, comparecio
Fif;u&?ﬁ\ e yonl79 Bense Siefaa quien conozco y
de (} ien Ype consta que firmé el anterior documento,
y quiég degidamente juramentado declaré y dijo que
éles '\*\‘%’u\\i{ del padcf‘/mo Ndatario

de F.HEFFM\ NN-LA ROCHE AG, la compania
nombrada ‘gn ¢l documento que antecede, una
sociedad oﬁbid!\mente organizada y existente
conforme a Iém leyes de Suiza, domiciliada en la
ciudad de B!‘sils , Suiza, legalmente constituida
para un periodd, d \ duracién que aun no ha
terminado, que eje\(:e \“u objeto social; conforme a
las leyes de Suiza; q\ e é\ declarante esta autorizado
por dicha Compariia pda §onferir este poder; que el
sello estampado por él a‘pié‘de tal poder, en nombre
y en representacion de la & pﬁgsada Compaiiia, es el
sello oficial de ella; y que‘ll jeto para el cual se

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Switzerland
Basel {ss

On this 17th day of August , 2004

personally Fridolin Klausner and Denise Strebel
Came€ hoth Swiss citizens and Swiss residents,

to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing instrument, who being by me

~duly sworn did depose and say that he is the Holder of
Procuration/Mandatory

of F.HOFFMANN-LA
ROCHE AG, the company named within, a
Corporation organized and existing under the laws of

_the Switzerland, domiciled at the City of Basel,

legally constituted for a period of tenure not yet
expired, which exercises its corporate purposes
according to the laws of Switzerland; that the
deponent ,is authorized by said Company to confer
this power of attorney; that the seal affixed hereunto
by the deponent in the name and on behalf of said
Corporation is the corporate seal thereof; and that the
purpose for which this instrument is granted is
included within the corporate purposes of the

confiere este instrumento eé.‘@ yomprendido dentro
del de la sociedad. \\ \

El suscrito Notario ha visto'\log Estatutos de
incorporacién firmados en Suiza, (‘,\u d de Basilea,
con fecha 4 Junio 149y y cé"\ti‘ica que de

Company.

The undersigned Notary Public has seen the articles
of Incorporation of said Corporation executed at
Suiza, ciudad de Basel, under date of 19th day of

conformidad con la legislacion de Wdidjo Pais, la  June 1997 , and hereby certifies that under
anterior  declaracion  juramentada ‘g3 prueba the laws of said Country the foregoing
suficiente de que los hechos sobre que elli\\\ersa son acknowledgment is sufficient proof that the facts
ciertos o verdaderos, de lo cual da fe. \\\‘ therein contained are true, which he attests.
\\\\
. o \
Notary Public (Notario Publico). '\\\ Basel, this 17-08-2004 (seventeenth day of
\\\\ L . two thousand and four)
\\ _
v f
- W/‘/("/

Dr. Peter Kuster

\ Advokat und Notar
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GFFICIAT AUTHENTICATION
or SN 1961)

(Hagne Convention of Ot
1. Couniry: Switsc-tand {Schweiz /Suisse)
This official document

2. is signcd by cooveereercrenn FiXes

3. in his/her funcioe as LAY AP BT

4, and certificd by the seal of the ... 6«—,-./(*,

5. in Basel (Bile) 6. on
7. by the Stawe Chazcery of the Canton of Basel-Stadt ........

383 [7027C

10, Signature:




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

- . i DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO )
SUFERINTEMOEMCIA  PATENTE DE INVENCION PCT _X_ MODELO DE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL

(21) N° de solicitud: 09-135.216A (22) Fecha de solicitud: 26/11/09
(51) Clasificacion Internacional : CO7K 16/30
(71) Solicitante(s) F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

(72) Inventor(es) YOUNG, David, S. F.; FINDLAY, Helen, P.; HAHN, Susan, E.; CECHETTO, Lisa, M.
y McCONKEY, Fortunata.

(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE FIGURA CARACTERISTICA
(30) Prioridad (31) No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais 6x6cm
11/807,887 30/05/07 us
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 30-12-09 (87) Publicacion internacional:
(86) Datos relativos a la presentacion de la solic. PCT Fecha: 04/12/08
Fecha de presentacion de la solicitud: 23/05/08 No. Publicacién : WO 2008/144890 A1
No. De solicitud PCT/CA2008/000978

(54) Titulo: "ANTICUERPOS ANTI-CD44 QUIMERICOS Y HUMANIZADOS QUE MEDIAN LA CITOTOXICIDAD DE CELULAS DE CANCER".

(57) Resumen:
Reivindicacién nimero 1:

Anticuerpo humanizado que se une especificamente al mismo epitopo o epitopos de CD44 humano como el anticuerpo monoclonal aislado producido por
la linea de células de hibridoma H460-16-2 que tiene el acceso ATCC No. PTA-4621, caracterizado porque comprende:

una region variable de cadena pesada que comprende las secuencias de amino &cidos de la regién determinante de complementariedad de SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:3; y una regién variable de cadena ligera que comprende las secuencias de amino &cidos de la regién determinante de
complementariedad de SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO:6; o un fragmento de unién a CD44 humano del mismo.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS )
50U P ER M TEND £ C 1 PATENTE DE INVENCION PCT__X__MODELO DE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL __
(21) N° de solicitud: 09-135.216A (22) Fecha de solicitud: 26/11/09

(51) Clasificacion Internacional : CO7K 16/30

(71)Solicitante(s) F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

(72) Inventor(es) YOUNG, David, S. F.; FINDLAY, Helen, P.; HAHN, Susan, E.; CECHETTO, Lisa, M. y McCONKEY, Fortunata.

(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Prioridad (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
11/807,887 30-05-07 us
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 30-12-09 (87) Publicacién internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 04/12/08
Fecha de presentacion de la solicitud: 23/05/08 N° publicacion: WO 2008/144890 A1
No. de solicitud PCT/CA2008/000978

(54) Titulo: "ANTICUERPOS ANTI-CD44 QUIMERICOS Y HUMANIZADOS QUE MEDIAN LA CITOTOXICIDAD DE CELULAS DE CANCER'".




TRADUCCION OFICIAL 2010-01-06-006
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

Ontario
MINISTERIO DE SERVICIOS GUBERNAMENTALES

| POR EL PRESENTE CERTIFICO LO SIGUIENTE:

JAMES DANIEL BLONDE

de la Provincia de Ontario, cuyo nombre esta suscrito al Instrumento adjunto, era,
en el momento de suscribir el presente, un NOTARIO PUBLICO en y para la
Provincia de Ontario, Canada, debidamente comisionado y debidamente
autorizado por las leyes del mismo para tomar juramentos, tomar declaraciones vy
certificar la prueba de escrituras y otros instrumentos por escrito para ser
registrados dentro de dicha Provincia;

ADEMAS CERTIFICO QUE he comparado la firma de dicho NOTARIO PUBLICO
suscrita en el Instrumento adjunto con la firma de muestra de dicho NOTARIO
PUBLICO registrada en esta oficina y verdaderamente creo gue dicha firma es
auténtica; y QUE he comparado la impresion del Selle de dicho NOTARIO
PUBLICO que aparece sobre el Instrumento adjunto con la muestra del Sello

registrado en esta oficina y verdaderamente creo que la impresion del Sello es
auténtica.

Sello EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he colocado mi Firma y el Sello
del Ministerio de Servicios Gubernamentales de la

Provincia de Ontario en la Ciudad de Toronto en dicha



CERTIFICADD NOTARIAL

¥o, JAMES DANIEL BLOMNDE, un Motario Piblico en v para la Provincia de

Ontario, por Autoridad Real debidaments nombrade, residente en |a Ciudad de
Burington, en dicha Pravincia,

CERTIFICO ¥ AFIRMO gue Lisa M, Chechetto, Helen P, Findlay, Susan E
Hahn, Fortunata MCConkey y David 5.F, Young, guienes s& que son los titulares
de la solicitud de patente presentada en los Estados Unidos 2 30 de mayo de
2007 bajo el No. 11/B0O7887, caden y transfieren a F. Hoffmann-La Roche AG
tedos los derechos y acciones que resulten de la solicitud anteriormente
mencionada, ejecutarcn el Traspaso anterior ante mi el dia 2 de noviembre de

2009, v gue allos estan lagalmente facultados para ejecutar y dar dicho Traspaso.

EN TESTIMONIO DE LG CUAL, he suscrito mi nombre y colocado mi Sello

Metarial ‘en Suite 1800, 1 First Canadian Place, 100 King Street Wesi, Toronto.
Motario, Canada, este dia 11 de noviembre de 2000.

ifirma: ilegible)

LUIn Motario Pablico en y para la Provincia de Notario

Traducido segun mi mejor 2aber v entender, este dia & de enero de 2010, en
la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial, Res,
2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Replbiica de Colombia.

TRACUCTORA CFICIa),

RES. P1T7/B9 MINJLISTICHA

t o C
R PN 1

T ; SOy
ANITA ESCOBAR DE TAMAYD ()
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NOTARIAL CERTIFICATE

I, JAMES DANIEL BLONDE, a Notary Public in and for the Province of
Ontario, by Royal Authority duly appointed. residing at the City of Burlington, in the said

Province,

DO CERTIFY AND ATTEST that Lisa M. Cechetto, Helen P. Findlay, Susan
E. Hahn, Fortunata MCConkey and David S. F. Young, known to me to be title holders of the
patent application filed in the USA on May 30, 2007 under No. 11/807887, assigns and transfers
to F. Hoffmann-La Roche AG all rights and actions resulting from the above-mentioned
application, executed the foregoing Assignment before me the 2" day of November, 2009, and

that they are by law empowered to execute and give such an Assignment.

IN TESTIMONY WHEREOF | have hercto subscribed my name and affixed
my Notarial Seal of Office at Suite 1600, 1 First Canadian Place, 100 King Street West,

Toronto, Ontario, Canada this ﬁ’ﬁ day of November, 2009,

Ol

A Nf ry Public in and for the Province of Ontario
TAMEY  pro)E
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