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DESCRIPCION

Proteinas de unién especificas y usos de las mismas.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a miembros de unién especifica, concretamente anticuerpos y sus fragmentos,
que se unen al receptor del factor de crecimiento epidérmico amplificado (EGFR) y al truncamiento de2-7 EGFR del
EGFR. En particular, el epitopo reconocido por los miembros de unién especifica, concretamente anticuerpos y sus
fragmentos, es intensificado o evidente tras la modificacién post-traduccional aberrante. Estos miembros de unidn es-
pecifica son ttiles en la diagnosis y el tratamiento del cancer. Los miembros de unién de la presente invencién también
se pueden utilizar en terapia combinados con agentes quimioterapéuticos o anti-cancerosos y/o otros anticuerpos o sus
fragmentos.

Antecedentes de la invencion

El tratamiento de las enfermedades proliferativas, concretamente el cdncer, mediante métodos quimioterapéuticos
a menudo depende de la explotacién de las diferencias en las células diana en proliferacién y otras células normales
del organismo humano o animal. Por ejemplo, muchos agentes quimicos se disefian para ser absorbidos por el ADN
que replica rapidamente de manera que el proceso de replicacion del ADN y de division celular es interrumpido. Otro
enfoque consiste en identificar antigenos sobre la superficie de las células tumorales u otras células anémalas que no
son expresados normalmente en el tejido humano desarrollado, tales como los antigenos tumorales o los antigenos
embrionarios. Tales antigenos pueden ser localizados con proteinas de unidn tales como anticuerpos que pueden blo-
quear o neutralizar el antigeno. Ademads, las proteinas de unién, incluyendo los anticuerpos y sus fragmentos, pueden
liberar un agente t6xico u otra sustancia que sea capaz de activar directa o indirectamente un agente téxico en el sitio
del tumor.

El EGFR es una diana atractiva para la terapia con anticuerpos dirigida a tumores debido a que es sobre-expresado
en muchos tipos de tumores epiteliales (27,28). Por otra parte, la expresion de EGFR estd asociada con una prognosis
pobre en numerosos tipos de tumores incluyendo de estémago, de colon, de vejiga urinaria, de mama, de prostata, de
endometrio, de rifién y de cerebro (p. €j., glioma). Por consiguiente, se ha informado sobre numerosos anticuerpos para
EGFR en la literatura con varias evaluaciones clinicas en marcha (18, 19, 29). Los resultados de los estudios en los
que se utilizan mAb para EGFR en pacientes con cdncer de cabeza y cuello, cancer de pulmén de células escuamosas,
gliomas cerebrales y astrocitomas malignos han sido esperanzadores. La actividad antitumoral de la mayoria de los
anticuerpos para EGFR es potenciada por su capacidad para bloquear la unién al ligando (30, 31). Tales anticuerpos
pueden mediar su eficacia a través tanto de la modulacién de la proliferacion celular como de la funciones inmunitarias
dependientes de los anticuerpos (p. €j., activacién del complemento). El uso de estos anticuerpos, no obstante, puede
estar limitado por la absorcién en érganos que tienen niveles endégenos elevados de EGFR tales como el higado y la
piel (18, 19).

Una proporcién significativa de tumores que contienen amplificaciones del gen EGFR (esto es, miiltiples copias
del gen EGFR) también expresan simultdneamente una version truncada del receptor (13) conocido como de2-7 EG-
FR, AGFR, o A2-7 (términos utilizados aqui indistintamente) (2). El reordenamiento observado en de2-7 EGFR da
como resultado un ARNm maduro en marco que carece de 801 nucledtidos que abarcan los exones 2-7 (6-9). La
correspondiente proteina EFGR tiene una delecién de 267 aminodcidos que comprende los restos 6-273 del dominio
extracelular y un resto glicina novedoso en la confluencia de la fusién (9). Esta delecion, junto con la insercién de un
resto glicina, produce un péptido de empalme unico en la interfaz de la delecién (9). Se ha informado de de2-7 EGFR
(2) en numerosos tipos de tumores incluyendo glioma, mama, pulmén, ovdrico y préstata (1-4). Si bien este receptor
truncado no se une al ligando, posee poca actividad constitutiva y confiere una ventaja de crecimiento significativa a
las células de glioma desarrolladas como xenoinjertos tumorales en ratones carentes de sistema inmunitario (10) y es
capaz de transformar células NIH3T3 (11) y células MCF-7. Los mecanismos utilizados por de2-7 EGFR en células
de glioma no estdn completamente definidos pero se ha informado que incluyen una disminucién de la apoptosis (12)
y un pequefio aumento de la proliferacién (12).

Como la expresion de este receptor truncado estd restringida a las células tumorales, ésta representa una diana
altamente especifica para la terapia con anticuerpos. Por consiguiente, numerosos laboratorios han informado sobre la
generacion de anticuerpos tanto policlonales (14) como monoclonales (3, 15, 16) especificos para el inico péptido de
de2-7 EGFR. Una serie de mAb de ratén, aislados después de la inmunizacion con el péptido de2-7 tinico, mostraron
selectividad y especificidad para el receptor truncado y eligieron como diana los xenoinjertos de2-7 EGFR positivos
desarrollados en ratones carentes de sistema inmunitario (3, 25, 32).

No obstante, un defecto potencial de los anticuerpos para de2-7 EGFR es que solamente una proporcién de tumores
que muestran amplificacién del gen EGFR también expresan de2-7 EGFR (5). El porcentaje exacto de tumores que
contienen de2-7 EGFR no estd completamente establecido, debido a que el uso de técnicas diferentes (esto es PCR
versus inmunohistoquimica) y diferentes anticuerpos, ha producido una amplia gama de valores referidos para la
frecuencia de su presencia. Los datos publicados indican que aproximadamente 25-30% de los gliomas expresan de2-
7 EGFR siendo la expresion mas baja en astrocitomas anapldsicos y la mds alta en glioblastoma multiforme (6,13,17).
Se ha informado de que la proporcién de células positivas en los gliomas que expresan de2-7 EGFR oscila entre 37-
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86% (1). Se encontré que un 27% de los carcinomas de mama y un 17% de los canceres de pulmon eran positivos
para de2-7 EGFR (1, 3, 13, 16). De este modo, cabria esperar que los anticuerpos especificos para de2-7 EGFR fueran
utiles solamente en un porcentaje de tumores positivos para EGFR.

De este modo, si bien la evidencia existente de actividad de los anticuerpos para EGFR es esperanzadora, conti-
ndan las limitaciones observadas sobre el intervalo de aplicabilidad y eficacia reflejadas antes. Por consiguiente, seria
deseable desarrollar anticuerpos y agentes similares que demuestren eficacia con una amplia gama de tumores, y es a
la consecucidn de ese objetivo a la que estd dirigida la presente invencion.

No se debe considerar que la mencién de referencias en la presente memoria represente técnica anterior de la
presente invencion.

Kuan et al, International Journal of Cancer (2000) 88(6): 962-969 describen un fragmento scfv que reconoce el
péptido de empalme en EGFRvIII/de2-7 EGFR que esta presente en células tumorales que albergan el mutante por
delecién y estd ausente en células normales.

Compendio de la invencién

La presente invencion proporciona un anticuerpo aislado o uno de sus fragmentos activos que reconoce un epitopo
EGFR que se encuentra en células tumorigénicas o hiperproliferativas o células que expresan en exceso EGFR o que
expresan un mutante de EGFR, donde dicho anticuerpo o uno de sus fragmentos activos (i) se une a EGFR de tipo
salvaje humano unido a la célula solamente cuando EGFR es amplificado o expresado en exceso; (ii) se une a de2-7
EGFR en un epitopo distinto del péptido de empalme LEEKKGNYVVTDH vy (iii) se une a un epitopo en la secuencia
de restos 273-501 del EGFR de tipo salvaje humano.

La presente invencién proporciona un miembro de unién especifico aislado, concretamente un anticuerpo o uno de
sus fragmentos, que reconoce un epitopo EGFR que no demuestra ninguna alteracién o sustitucion en la secuencia de
aminodcidos con respecto al EGFR de tipo salvaje y que se encuentra en células tumorigénicas, hiperproliferativas o
anormales y no es detectable en células normales o de tipo salvaje (el término “célula de tipo salvaje” segtn se utiliza
en la presente memoria contempla una célula que expresa EGFR enddgeno pero no 2-7 EGFR y el término excluye
especificamente una célula que expresa en exceso el gen EGFR; el término “tipo salvaje” hace referencia a un genotipo
o fenotipo u otra caracteristica presente en una célula normal en lugar de un una célula anormal o tumorigénica). El
miembro de unién especifica, concretamente un anticuerpo o uno de sus fragmentos, reconoce un epitopo de EGFR
que se encuentra en las células tumorigénicas, hiperproliferativas o anormales y no es detectable en células normales
o de tipo salvaje, donde el epitopo es aumentado o evidenciado tras la modificaciéon post-traduccional aberrante o
la expresion aberrante. En una ilustracién no limitante concreta proporcionada en la presente memoria, el epitopo
EGFR es aumentado o resulta evidente en el que la modificacion post-traduccional no es completa o total hasta el
punto observado en la expresién normal de EGFR en las células de tipo salvaje. En un aspecto, el epitopo EGFR
es aumentado o resulta evidente tras la modificacién e carbohidratos inicial o simple o la glicosilacién temprana,
concretamente modificacién con alto contenido de manosa, y es reducido o no resulta evidente en presencia de una
modificacion de carbohidratos compleja.

El miembro de unién especifica, que puede ser un anticuerpo o uno de sus fragmentos, tal como uno de sus
fragmentos inmunogénicos, no se une a ni reconoce células de tipo salvaje o normales que contienen un epitopo
EGEFR de tipo salvaje en ausencia de expresion aberrante y en presencia de una modificacién post-traduccional de
EGFR normal. Mds concretamente, el miembro de unién especifica de la invencion, que puede ser un anticuerpo o
uno de sus fragmentos, reconoce un epitopo EGFR que estd presente en las células que expresan EGFR en exceso (p.
ej., el gen EGFR es amplificado) o que expresan de2-7 EGFR, concretamente en presencia de una modificacién post-
traduccional aberrante, y que no es detectable en células que expresan EGFR en condiciones normales, concretamente
en presencia de una modificacién post-traduccional normal.

Los autores de la presente invencién han descubierto los anticuerpos monoclonales novedosos, ilustrados en la
presente memoria por el anticuerpo denominado mAb 806, que reconocen especificamente EFGR expresado aberran-
temente. En particular, los anticuerpos de la presente invencidn reconocen un epitopo EGFR que se encuentra en
células tumorigénicas, hiperproliferativas o anormales y no es detectable en células normales o de tipo salvaje, donde
el epitopo es aumentado o resulta evidente tras la modificacién post-traduccional aberrante. Los anticuerpos de la
presente invencién son ilustrados adicionalmente por los anticuerpos mAb 124 y mAb 1133 descritos en la presente
memoria. Los anticuerpos novedosos de la invencién también reconocen EGFR de tipo salvaje amplificado y de2-7
EGFR, pero se unen a un epitopo distinto del péptido de empalme tinico de la mutacién de2-7 EGFR. Los anticuerpos
de la presente invencion reconocen especificamente el EGFR expresado aberrantemente, incluyendo EGFR amplifi-
cado o EGFR mutante (ilustrado en la presente memoria por la mutacién de2-7), concretamente tras la modificacién
post-traduccional aberrante. Adicionalmente, mientras mAb 806 no reconoce el EGFR cuando es expresado sobre la
superficie de la célula de una linea celular de glioma que expresa cantidades normales de EGFR, no se une al dominio
extracelular del EGFR (sEGFR) inmovilizado sobre la superficie de placas ELISA, indicando el reconocimiento de
un epitopo conformacional. MAb 806 se une a la superficie de las células A431, que tienen una amplificacién del gen
EGFR pero no expresan de2-7 EGFR. En gran medida, mAb 806 no se unia significativamente a tejidos normales tales
como higado y piel, que expresan niveles de EGFR de tipo salvaje (wt) endégeno que son mayores que en la mayoria
de los otros tejidos normales, pero donde EGFR no es expresado o amplificado aberrantemente.
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Los anticuerpos de la presente invencién pueden clasificar especificamente la naturaleza de los tumores o células
tumorigénicas con EGFR, tifiendo o reconociendo de otro modo aquellos tumores o células en los que se encuentra
presente la expresiéon de EGFR aberrante, incluyendo la amplificacién de EGFR y/o la mutacién de EGFR, concre-
tamente de2-7EGFR. Adicionalmente, los anticuerpos de la presente invencién, ilustrados por mAb 806, demuestran
una actividad anti-tumoral in vivo significativa frente a tumores que contienen EGFR amplificado y contra xenoinjertos
de2-7 EGFR positivos.

La especificidad tinica de mAb 806, donde el mAb 806 se une a de2-7 EGFR y EGFR amplificado pero no al EGFR
de tipo salvaje, normal proporciona usos diagndsticos y terapéuticos para identificar, caracterizar y dirigir numerosos
tipos de tumores, por ejemplo, tumores de cabeza y cuello, mama, o préstata y glioma, sin los problemas asociados
con la absorcién en tejido normal que se pueden observar con los anticuerpos EGFR conocidos previamente.

Por consiguiente, la invencién proporciona proteinas de unién especifica, tales como anticuerpos, que se unen a
de2-7 EGFR en un epitopo que es distinto del péptido de empalme pero que no se unen a EGFR en células normales
en ausencia de amplificacion del gen EGFR. Por amplificacidn, se quiere significar que la célula comprende multiples
copias del gen EGFR.

El epitopo reconocido por mAb 806 estd localizado en la region que comprende los restos 273-501 de la secuencia
de EGFR normal o de tipo salvaje madura. Por lo tanto, se proporcionan proteinas especificas, tales como anticuerpos,
que se unen a de2-7 EGFR en un epitopo localizado en la regién que comprende los restos 273-501 de la secuencia
de EGFR. El epitopo puede ser determinado mediante cualquiera de las técnicas de mapeo epitdpico convencionales
conocidas por los expertos en la técnica. Alternativamente, la secuencia de ADN que codifica los restos 273-501
podia ser digerida, y los fragmentos resultantes expresados en un anfitrién adecuado. La uni6n al anticuerpo podia ser
determinada como se ha mencionado antes.

En un aspecto preferido, el anticuerpo es uno que tiene las caracteristicas del anticuerpo que han identificado y
caracterizado los autores de la invencién, en particular que reconoce el EGFR expresado aberrantemente, como se
encuentra en el EGFR amplificado y el de2-7EGFR. En un aspecto particularmente preferido el anticuerpo es el mAb
806, o uno de sus fragmentos activos. En un aspecto adicionalmente preferido el anticuerpo de la presente invencion
comprende las secuencias de aminodcidos de VH y VL representadas en las Figuras 14 (SEQ ID NO: 2) y Figuras 15
(SEQ ID NO: 4) respectivamente.

En otro aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo capaz de competir con el anticuerpo 806, en condiciones
en las que se bloquea la unién de al menos un 10% de un anticuerpo que tiene las secuencias de VH y VL del anticuerpo
806 a de2-7EGFR mediante competicién con semejante anticuerpo en un andlisis ELISA. En particular, se contemplan
anticuerpos anti-idiotipicos y se ilustran en la presente memoria. Los anticuerpos anti-idiotipicos LMH-11, LMH-12
y LMH-13 se proporcionan en la presente memoria.

Un polipéptido aislado que consiste esencialmente en el epitopo que comprende los restos 273-501 del EGFR de
tipo salvaje, normal maduro (restos 6-234 de de2-7 EGFR maduro) forma otro aspecto de la presente invencion. El
péptido de la invencion es particularmente Util en andlisis o kits de diagndstico y terapéuticamente o profilacticamente,
incluyendo en forma de vacuna contra tumores o anticancerosa. De este modo las composiciones del péptido de la
presente invencién incluyen composiciones farmacéuticas y composiciones inmunogénicas.

La unién de un anticuerpo a su antigeno diana estd mediada por las regiones determinantes de la complementarie-
dad (CDR) de sus cadenas pesadas y ligeras, siendo el papel de la CDR3 de particular importancia. Por consiguiente,
los miembros de unién especifica basados en las regiones CDR3 de la cadena pesada o ligera, y preferiblemente am-
bas, de mAb806 seran miembros de unidn especifica ttiles para la terapia in vivo. Las CDR del anticuerpo mAb 806
se muestran en las Figuras 16 y 17.

Por consiguiente, las proteinas de unién especifica tales como los anticuerpos que estdn basados en el anticuerpo
mADb 806 identificado, particularmente las regiones CDR 3, serdn ttiles para elegir como diana los tumores con EGFR
amplificado independientemente de su estado de2-7 EGFR. Puesto que el mAb 806 no se une significativamente
al receptor de tipo salvaje. normal, no habria una absorcién significativa en tejido normal, una limitaciéon de los
anticuerpos contra EGFR que estdn siendo desarrollados en la actualidad (18, 19). En los dibujos adjuntos, se muestra
en la Figura 14 la secuencia de dcido nucleico (SEQ ID NO: 1) y la traduccién de la misma (SEQ ID NO: 2) del gen
806 VH. El gen VL del anticuerpo 806 se muestra en la Figura 15 como secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO:
3) y secuencia de aminodcidos pronosticada (SEQ ID NO: 4). En las Figuras 16 y 17, que representan las secuencias
polipeptidicas de VH y VL de mAb 806, las CDR se indican en recuadros.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un miembro de unién especifica aislado capaz de
unirse aun antigeno, donde dicho miembro de unién especifica comprende un dominio de unién al polipéptido que
comprende una secuencia de aminodcidos esencialmente presentada como los restos 115-123 del SEQ ID NO: 2. La
invencioén proporciona adicionalmente dicho miembro de unién especifica aislado que comprende adicionalmente uno
o0 ambos dominios de unién al polipéptido esencialmente presentada como los restos 44-54 y 68-83 del SEQ ID NO:
2, preferiblemente ambos. Un ejemplo de semejante realizacion es la secuencia expuesta esencialmente en el SEQ ID
NO: 2. En una realizacién preferida, los dominios de unién son portados por un marco del anticuerpo humano.
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En otro aspecto, la invencién proporciona un miembro de unién especifico aislado capaz de unirse a un antigeno
tumoral, donde dicho miembro de unién especifica comprende un dominio de unién al polipéptido que comprende una
secuencia de la cadena pesada que comprende al menos la secuencia CDR3 del SEQ ID NO: 2, junto con una cadena
ligera que comprende las CDR cuyas secuencias de aminodcidos son esencialmente las encontradas en el SEQ ID NO:
4. Un ejemplo de semejante realizacion es la secuencia que se muestra esencialmente en el SEQ ID NO: 4. En una
realizacion preferida, las CDR son portadas por un marco de un anticuerpo humano.

En aspectos adicionales, la invencién proporciona un 4cido nucleico aislado que comprende una secuencia que
codifica un miembro de unién especifico como se ha definido antes, y los métodos para la preparacion de los miembros
de unioén especificos de la invencion que comprenden expresar dichos dcidos nucleicos en condiciones que ocasionen
la expresion de dicho miembro de unién, y recuperar el miembro de unién.

Otro aspecto adicional mds de la invencién son las composiciones de tales proteinas de unién con proteinas de
unién adicionales, tales como las proteinas de unién que se unen a EGFR, preferiblemente inhibiendo la uni6n del
ligando a esta. Tales composiciones pueden ser cOcteles de “una aplicacion”, kits, etcétera, formulados preferiblemente
para facilitar la administracién.

Los miembros de unién especifica de acuerdo con la invencién se pueden utilizar en un método de tratamiento o
diagnosis del organismo humano o animal, tal como un método de tratamiento de un tumor en un paciente humano
que comprende administrar a dicho paciente una cantidad eficaz de un miembro de unién especifico de la invencién.

La presente invencién también se refiere a una molécula de ADN recombinante o un gen clonado, o una de sus
variantes degeneradas, que codifica un anticuerpo de la presente invencion; preferiblemente una molécula de acido
nucleico, en particular una molécula de ADN recombinante o gen clonado, que codifica la VH del anticuerpo que tiene
una secuencia de nucleétidos o es complementaria a una secuencia de ADN mostrada en la Figura 14 (SEQ ID NO:
1). En otra realizacidn, la presente invencién también se refiere a una molécula de ADN recombinante o gen clonado,
o una de sus variantes degeneradas, preferiblemente una molécula de acido nucleico, en particular una molécula de
ADN recombinante o gen clonado, que codifica la VL del anticuerpo que tiene una secuencia de nucledtidos o es
complementaria a una secuencia de ADN mostrada en la Figura 15 (SEQ ID NO: 3).

La presente invencién también incluye polipéptidos o anticuerpos que tienen las actividades indicadas en la pre-
sente memoria, y que presentan las secuencias de aminodcidos mostradas y descritas antes y en las Figuras 14 y 15 de
la presente y seleccionadas entre los SEQ ID NO: 2 y 4.

En una realizacion adicional de la invencion, la secuencia de ADN completa de la molécula de ADN recombinante
o gen clonado proporcionado en la presente memoria puede estar conectado operativamente a una secuencia de control
de la expresién que puede ser introducida en un anfitrion apropiado. La invencion se extiende por consiguiente a
anfitriones unicelulares transformados con el gen clonado o la molécula de ADN recombinante que comprende una
secuencia de ADN que codifica la VH y/o VL presentes, o sus porciones, del anticuerpo, y mds concretamente, la VH
y/o VL expuestas antes y en los SEQ ID NO: 1 y 3.

La presente invencién contempla naturalmente diversos medios para la preparacién de los anticuerpos y sus frag-
mentos activos, incluyendo como se ilustra en la presente memoria las técnicas recombinantes conocidas, y por con-
siguiente se pretende que la invencién abarque tales preparaciones de anticuerpo sintético o quimérico dentro de
su alcance. El aislamiento del ADNc y las secuencias de aminodcidos descritas en la presente memoria facilita la
reproduccién del anticuerpo de la presente invencién mediante tales técnicas recombinantes, y por consiguiente, la
invencién se extiende a los vectores de expresion preparados a partir de las secuencias de ADN descritas para su
expresion en sistemas anfitriones mediante técnicas de ADN recombinante, y a los anfitriones transformados resul-
tantes.

La presente invencion proporciona fairmacos u otras entidades, incluyendo anticuerpos tales como anticuerpos anti-
idiotipicos, que son capaces de unirse al anticuerpo modulando, inhibiendo o potenciando de ese modo la actividad del
anticuerpo. Asi, se proporcionan y se ilustran en la presente memoria anticuerpos anti-idiotipicos para mAb806. Tales
anticuerpos anti-idiotipicos serian utiles en el desarrollo de farmacos que se unirian especificamente a anticuerpos
tales como mAb806 o su epitopo o que potenciarian su actividad.

La utilidad diagnéstica de la presente invencion se extiende al uso de los anticuerpos de la presente invencion en
andlisis para caracterizar tumores o muestras celulares o para escrutar tumores o cdncer, incluyendo andlisis diagnds-
ticos in vitro e in vivo.

En un inmunoandlisis, se puede preparar una cantidad de control de los anticuerpos, o similares y se pueden
marcar con una enzima, un compafiero de unién especifico y/o un elemento radiactivo, y después se pueden introducir
en una muestra celular. Una vez que el material marcado o su compafiero o sus compaiieros de unién han tenido
la oportunidad de reaccionar con los sitios de la muestra, se puede examinar la masa resultante mediante técnicas
conocidas, que pueden variar con la naturaleza de la marca unida.

Los miembros de unién especifica de la invencidn pueden llevar una marca detectable o funcional. Los miembros
de unién especifica pueden llevar marcas radiactivas, tales como los isétopos H?, C'4, P¥2, % CI%, Cr’!, Co"’, Co™,
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Fe®, YO, 1121 1'%, 1'%, 1531 In'!!, At?!!, Au', Cu®, Ac*®, Bi?"3, Tc” y Re!®®. Cuando se utilizan marcas radiactivas,
se pueden emplear procedimientos de recuento asequibles en la actualidad conocidos para identificar y cuantificar
los miembros de unién especifica. En el caso en el que la marca es una enzima, la deteccién se puede completar
mediante cualquiera de las técnicas colorimétricas, espectrofotométricas, fluoroespectrofotométricas, amperométricas
o gasométricas actualmente utilizadas conocidas en la técnica.

Los miembros de unién especifica radiomarcados, particularmente los anticuerpos y sus fragmentos, son ttiles en
técnicas diagndsticas in vitro y en técnicas de formacion de imagenes radiolégicas in vivo. En un aspecto adicional de
la invencion, los miembros de unién especifica radiomarcados, concretamente los y sus fragmentos, particularmente
los productos radioinmunoconjugados, son ttiles en radioinmunoterapia, particularmente como anticuerpos radio-
marcados para la terapia contra el cdncer. En un aspecto adicional, los miembros de unién especifica radiomarcados
particularmente los anticuerpos y sus fragmentos, son ttiles en las técnicas de cirugia radioinmuno-guiada, donde pue-
den identificar e indicar la presencia y/o o localizacién de células cancerosas, células precancerosas, células tumorales,
y células hiperproliferativas, antes de, durante o después de la cirugia para eliminar tales células.

Los productos inmunoconjugados o las proteinas de fusién con anticuerpos de la presente invencidn, donde los
miembros de unién especifica, particularmente anticuerpos y sus fragmentos, de la presente invencién estdn conjuga-
dos o anclados a otras moléculas o agentes incluyen adicionalmente, pero no estdn limitados a miembros de unién
conjugados con un agente de ablacién quimica, toxina, inmunomodulador, citoquina, agente citotoxico, agente qui-
mioterapéutico o farmaco.

La presente invencidn incluye un sistema de andlisis que puede ser preparado en forma de un kit de ensayo para
el andlisis cuantitativo del grado de presencia, por ejemplo de EGFR amplificado o de2-7EGFR. El sistema o kit de
ensayo puede comprender un componente marcado preparado mediante una de las técnicas radiactivas y/o enzimaticas
comentadas en la presente memoria, acoplamiento de una marca al anticuerpo, y uno o mds de reactivos inmunoqui-
micos adicionales, al menos uno de los cuales es un componente libre o inmovilizado que va a ser determinado o su
compaiiero o compaifieros de fusion.

En una realizacién adicional, la presente invencién hace referencia a ciertos métodos terapéuticos que estarian
basados en la actividad del miembro de unién, anticuerpo, o sus fragmentos activos, o en agentes u otros farmacos que
se ha determinado que poseen la misma actividad. Un primer método terapéutico estd asociado con la prevencién o
tratamiento del cancer, incluyendo, pero no limitado al de cabeza y cuello, mama, préstata y glioma.

En particular, los miembros de unién y anticuerpos de la presente invencidn, y en una realizacién concreta el an-
ticuerpo 806 cuyas secuencias estan presentes en los SEQ ID NO: 2 y 4 en la presente memoria, o sus fragmentos
activos, y los anticuerpos quiméricos (biespecificos) o sintéticos derivados de ellos pueden ser preparados en compo-
siciones farmacéuticas, incluyendo un vehiculo, portador o diluyente adecuado, para la administracion en los casos en
los que la terapia es apropiada, por ejemplo para tratar el cancer. Tales composiciones farmacéuticas también pueden
incluir métodos de modulacién de la vida media de los miembros de unién, anticuerpos o fragmentos mediante méto-
dos conocidos en la técnica tal como la pegilacion. Tales composiciones farmacéuticas pueden comprender anticuerpos
o0 agentes terapéuticos adicionales.

De este modo, una composicién de la presente invencion puede ser administrada sola o combinada con otros tra-
tamientos, sustancias terapéuticas o agentes, ya sea simultdneamente o sucesivamente dependiendo de la condicién
que se vaya a tratar. Ademads, la presente invencién contempla e incluye composiciones que comprenden el miem-
bro de unién, concretamente anticuerpo o su fragmento, descrito en la presente memoria y otros agentes o sustancias
terapéuticas tales como agentes anti-cancerosos o terapéuticos, agentes o anticuerpos anti-EGFR, o moduladores in-
munitarios. Mas generalmente estos agentes anticancerosos pueden ser inhibidores de tirosina quinasa o inhibidores
de la cascada de fosforilacion, moduladores post-traduccionales, inhibidores del crecimiento o la divisién celular (p.
ej. anti-mitéticos), inhibidores de PDGFR o inhibidores de la transduccién de la sefial. Otros tratamientos o agen-
tes terapéuticos pueden incluir la administraciéon de dosis adecuadas de farmacos de firmacos que alivian el dolor
tales como los farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (p. ej. aspirina, paracetamol, ibuprofeno o cetoprofeno)
u opidceos tales como morfina, o anti-eméticos. De este modo, estos agentes pueden ser agentes especificos an-
ti-EGFR, tales como AG1478, o pueden ser agentes anti-cancerosos y anti-neopldsicos mds generales, incluyendo
los ejemplos no limitantes doxorrubicina, carboplatino y cisplatino. Ademads, la composicién puede ser administra-
da con moduladores inmunitarios, tales como interleuquinas, factor de necrosis tumoral (TNF) u otros factores de
crecimiento, citoquinas u hormonas tales como dexametasona que estimula la respuesta inmunitaria y la reduccién
o eliminacion de las células cancerosas o tumores. La composicién también puede ser administrada con, o puede
incluir combinaciones con otros anticuerpos anti-EGFR, incluyendo pero no limitados a los anticuerpos anti-EGFR
anticuerpos 528; 225; SC-03; 108 (ATCC HB9764) Patente de los Estados Unidos Nim. 6.217.866; 14E1 (Patente de
los Estados Unidos Nim. 5.942.602); DH8.3; L8A4; Y10; HuMAX-EGFr (Genmab/Medarex); ICR62; y ABX-EGF
(Abgenix).

La presente invencién también incluye miembros de unidn, incluyendo anticuerpos y sus fragmentos, que se unen
covalentemente o se asocian de otro modo con otras moléculas o agentes. Estas otras moléculas o agentes incluyen,
pero no estan limitados a, moléculas (incluyendo anticuerpos o fragmentos de anticuerpos) con caracteristicas de
reconocimiento distintas, toxinas, ligandos, y agentes quimioterapéuticos.
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Otros objetos y ventajas se hardn evidentes para los expertos en la técnica a partir de una revision de la consiguien-
te descripcion detallada, que continda con la referencia a los siguientes dibujos ilustrativos, y las reivindicaciones
adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 presenta los resultados del andlisis de citometria de flujo de lineas celulares de glioma. Se tifieron
células USTMG (histogramas gris claro) y U87MG.A2-7 (histogramas gris oscuro) con anticuerpo IgG2b irrelevante
(histogramas vacios), DJ8.3 (especifico para de2-7 EGFR), MAb 806 o 528 (se une tanto al tipo salvaje como a de2-7
EGFR) segtn se indique.

Las Figuras 2A.C presentan los resultados del ELISA de los anticuerpos MAb 806, DH8.3 y 528. (A) Uni6n de
concentraciones crecientes de anticuerpo MAb 806 (A) DHS.3 (@) o 528 (m) a placas de ELISA recubiertas con
sEGFR. (B) Inhibicién de la unién de MAb 806 y 528 a placas de ELISA recubiertas con SEGFR por concentraciones
crecientes de SEGFR en solucién. (C) La unién de concentraciones crecientes de DH8.3 al péptido de empalme de2-7
ilustra las curvas de unién para los anticuerpos mAb 806 y 528 a sEGFR de tipo salvaje inmovilizado.

Las Figuras 2D y 2E presentan graficamente los resultados de los estudios de unién BIAcore utilizando péptido
biotinilado C-terminal e incluyendo un anticuerpo monoclonal de la invencidn, junto con otros anticuerpos conocidos,
entre ellos el anticuerpo L8A4 que reconoce el péptido de empalme del de2-7 EGFR mutante, y controles.

La Figura 3 describe la internalizacion del anticuerpo MAb 806 y DH8.3. Se pre-incubaron células US87TMG.A2-7
con MAb 806 (A) o DHS.3 (@) a 4°C, se transfirieron a 37°C y se determing la internalizacién mediante FACS. Los
datos representan la internalizacion media en cada momento puntual + DT de 3 (DHS8.3) o 4 (MAb 806) experimentos
separados.

Las Figuras 4A y 4B ilustran la biodistribucién (% DI/g tumor) de (a) MAb 806-1'* y (b) DH8.3 I'*! radiomarcados
en ratones carentes de sistema inmunitario que portan xenoinjertos U§7MG y US§7TMG.A2-7. Cada punto representa la
media de 5 ratones + DT excepto para 1 hr donde n = 4.

Las Figuras 5A y 5B ilustran la biodistribucién de los anticuerpos MAb 806 I'* (barra vacia) y DH8.3 I'*! (barra
opaca) radiomarcados expresada como las razones (a) tumor:sangre o (b) tumor:higado en ratones carentes de sistema
inmunitario que portaban xenoinjertos U87MG.A2-7. Cada barra representa la media de 5 ratones + DT excepto para
1 hr donde n = 4.

La Figura 6 ilustra el andlisis de citometria de flujo de lineas celulares que contienen la amplificacién del gen
EGFR. Las células A431 fueron tefiidas con MAb 806, DH8.3 o 528 (histogramas en negro) y comparadas con el
anticuerpo IgG2b irrelevante (histograma vacio).

Las Figuras 7A y 7B ilustran la biodistribucién (% DI/g tumor) de (a) MAb 806-1'* y (b) 528-1"*! radiomarcados
en ratones carentes de sistema inmunitario que portaban xenoinjertos U§7MG.A2-7 y A431.

Las Figuras 8A - 8D ilustran la biodistribucién de los anticuerpos MAb 806-1'% (barra vacia) y 528-1"! (barra
opaca) y anticuerpos expresada en forma de razones (a,b) tumor:sangre o (c,d) tumor:higado en ratones carentes de
sistema inmunitario que portaban (a,c) xenoinjertos U87MGA2-7 y (b,d) xenoinjertos A431.

La Figura 9 ilustra el efecto anti-tumoral de mAb 806 sobre las velocidades de crecimiento de xenoinjerto A)
U87MG y B) U87MG.A2-7 en un modelo preventivo. Se inyectaron s.c. 3 x 10° células US7MG o U8S87TMG.A2-7
en ambos flancos de ratones carentes de sistema inmunitario BALB/c de 4-6 semanas de edad, (n=5) el dia 0. Se
inyectaron a los ratones i.p. o bien 1 mg de mAb 806 (®@); 0,1 mg de mAb 806 (A); o bien vehiculo (O) empezando un
dia antes de la inoculacion de las células tumorales. Se les administraron inyecciones tres veces por semana durante
dos semanas segun se indica mediante flechas. Los datos se expresan como el volumen medio del tumor = D.T.

La Figura 10 ilustra el efecto anti-tumoral de mAb 806 sobre xenoinjertos A) U87MG, B) US7TMG.A2-7 y C)
U87MG.WtEGFR en un modelo establecido. Se inyectaron s.c. 3 x 10° células US7MG, U87TMG.A2-7, o
U87MG.wtEGFR, en ambos flancos de ratones BALB/c carentes de sistema inmunitario de 4-6 semanas de edad,
(n=5). Se inyectaron i.p. a los ratones dosis de 1 mg de mAb 806 (®@); dosis de 0,1 mg de mAb 806 (A); o vehiculo
(0) empezando cuando los tumores habian alcanzado un volumen medio de tumor de 65 - 80 mm?. Las inyecciones
se administraron tres veces por semana durante dos semanas segtin se indica mediante flechas. Los datos se expresan
como el volumen medio del tumor + D.T.

La Figura 11 ilustra el efecto anti-tumoral de mAb 806 sobre xenoinjertos A431 en modelos A) preventivos y
B) establecidos. Se inyectaron s.c. 3 x 10° células A431 en ambos flancos de ratones BALB/c carentes de sistema
inmunitario de 4-6 semanas de edad (n=5). Se inyectaron a los ratones i.p. o bien dosis de 1 mg de mAb 806 (®@);
o bien vehiculo (O), empezando un dia antes de la inoculacién de las células tumorales en el modelo preventivo, o
cuando los tumores habian alcanzado un volumen medio de tumor de 200 mm?. Las inyecciones se administraron
tres veces por semana durante dos semanas como se indica mediante flechas. Los datos se expresan como el volumen
medio del tumor + D.T.
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La Figura 12 ilustra el efecto anti-tumoral del tratamiento con mAb 806 combinado con el tratamiento con xenoin-
jertos AG1478 sobre xenoinjertos A431 en un modelo preventivo. Los datos se expresan como el volumen medio del
tumor + D.T.

La Figura 13 describe la unién del anticuerpo 806 a células A431 en presencia de concentraciones crecientes de
AG1478 (0,5 uM y 5 uM).

La Figura 14 ilustra la secuencia de 4cido nucleico y su traduccién a aminodcidos del gen 806 VH (SEQ ID NO: 1
y SEQ ID NO: 2, respectivamente).

La Figura 15 ilustra la secuencia de acido nucleico y su traduccién a aminodcidos del gen 806 VL (SEQ ID NO: 3
y SEQ ID NO: 4, respectivamente).

La Figura 16 muestra la secuencia de VH numerada de acuerdo con Kabat, con las CDR en recuadros. Los restos
clave de VH son el 24, 37,48, 67 y 78.

La Figura 17 muestra la secuencia de VL numerada de acuerdo con Kabat, con las CDR en recuadros. Los restos
clave de VL son el 36,46, 57y 71.

La Figura 18A - 18D muestra los resultados de estudios in vivo disefiados para determinar el efecto terapéutico
de la terapia con anticuerpos combinados, particularmente los anticuerpos mAb806 y 528. Los ratones recibieron
inoculaciones de US7MG.D2-7 (A y B), US7TMG.DK (C), o células A431 (D).

Figura 19 A-D Analisis de internalizacion mediante microscopia electrénica. Las células US7MG.A2-7 fueron pre-
incubadas con MAb 806 o DHS8.3 seguido de anti-IgG de ratén conjugado con oro a 4°C, transferidas a 37°C y la inter-
nalizacién fue examinada en diferentes momentos mediante microscopia electrénica. (A) localizacién del anticuerpo
DHS.3 en una fosita recubierta (flecha) después de 5 min; (B) internalizacién de MAb 806 mediante macropinocitosis
(flecha) después de 2 min; (C) localizacién de DHS8.3 en lisosomas (flecha) después de 20 min; (D) localizacién de
MAD 806 en lisosomas (flecha) después de 30 min. El aumento original para todas las imdgenes es X30.000.

Figura 20 Autorradiograffa de una seccién de xenoinjerto U§7MG.A2-7 recogida 8 hr después de la inyeccion de
MADb 806-1'>.

Figura 21 Andélisis de citometria de flujo de lineas celulares que contienen una amplificacion del gen EGFR. Se
tifieron células HNS y MDA-468 con un anticuerpo IgG2b irrelevante (histograma vacio con linea discontinua), MAb
806 (histograma en negro) o 528 (histograma vacio con lineas cerradas). El anticuerpo DHS8.3 era completamente
negativo en ambas lineas celulares (datos no mostrados).

Figura 22 Inmunoprecipitacién de EGFR a partir de lineas celulares. El EGFR fue inmunoprecipitado a partir de
células U87MG.A2-7 marcadas con S* o células A431 con MAD 806, anticuerpo sc-03 o un control de isotipo IgG2b.
Las flechas en el lateral indican la posiciéon de de2-7 y wt EGFR. Se obtuvieron patrones de bandas idénticos en 3
experimentos independientes.

Figura 23 Autorradiografia de una seccion de xenoinjerto de A431 recogida 24 hr después de la inyeccién de MAb
806-1'>, se indican las zonas de localizacién en tejido viable (flechas).

Figura 24 A y B, aumento de la supervivencia ratones carentes de sistema inmunitario que portan xenoinjertos
intracraneales U87 MG.AEGFR (A) y LN-Z308.AEGFR (B) con tratamiento con mAb 806 sistémico. Las células
U87 MG.AEGFR (1 x 10°) o LN-Z308.AEGFR (5 X 10°) fueron implantadas en cerebros de ratones carentes de
sistema inmunitario, y los animales se trataron con mAb 806, PBS, o isotipo IgG desde los dias 0 a 14 después
de la implantacién. C y D, inhibicién del crecimiento de tumores intracraneales por tratamiento con mAb 806. Los
ratones carentes de sistema inmunitario (cinco por grupo), tratados con mAb 806 o el control de isotipo IgG, fueron
sacrificados el dia 9 para U87 MG.AEGFR (C) y el dia 15 para LN-Z308.AEGFR (D), y sus cerebros fueron recogidos,
fijados, y seccionados. Los datos se calcularon tomando el volumen de control del tumor como el 100%. Los valores
son la media + DT. *** P < 0,001; control versus mAb 806. Puntas de flecha, tejido tumoral. E, aumento de la
supervivencia de ratones carentes de sistema inmunitario que portan xenoinjertos intracraneales U87 MG.AEGFR con
tratamiento con mAb 806 intratumoral. Se implantaron células U87 MG.AEGFR como se ha descrito. Se inyectaron
10 mg de mAb 806 o control de isotipo IgG en un volumen de 5 ul en el tumor-sitio de inyeccién en dias alternos
empezando el dia 1 durante cinco veces.

Figura 25 mAb 806 prolonga la supervivencia de los ratones con tumores cerebrales U87 MG.wtEGFR pero no
con tumores cerebrales U87 MG.DK. o U87 MG. Se implantaron células (5 X 10°) U87 MG (A), U87 MG.DK (B),
o U87 MG.wtEGFR (C) en cerebros de ratones carentes de sistema inmunitario, y se trataron los animales con mAb
806 desde el dia 0 al 14 después del implante seguido de observacion una vez interrumpida la terapia.

Figura 26 A, anilisis FACS de la reactividad de mAb 806 con lineas de células U887 MG. Se tifieron células U87
MG, U87 MG.AEGFR, U87 MG. DK, y U87 MG.wtEGFR con mAbs anti-EGFR 528, EGFR.1, y anticuerpo anti-
AEGFR, mAb 806. El anticuerpo monoclonal EGFR.1 reconocia exclusivamente wtEGFR y el anticuerpo monoclonal
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528 reaccionaba tanto con wtEGFR como con AEGFR, mAb 806 reaccionaba intensamente con U§7 MG.AEGFR y
U87 MG. DK y débilmente con U87 MG.wtEGFR Barras en la abscisa, tincién méxima de células en ausencia de
anticuerpo primario. Los resultados se reprodujeron en tres experimentos independientes. B, inmunoprecipitacién con
mAb 806de formas de EGFR. El mutante y el wtEGFR se inmunoaislaron con anticuerpos anti-EGFR, 528, o EGFR.1,
o anticuerpo anti-AEGFR, mAb 806, de células (Calle 1) U887 MG, (Calle 2) U87A.EGFR, (Calle 3) U87 MG. DK, y
(Calle 4) U887 MG.wtEGFR y después se detectaron mediante transferencia Western con anticuerpo anti-pan EGFR,
C13.

Figura 27 el tratamiento con MAb 806 conduce a una disminucién del crecimiento y vasculogénesis y a un in-
cremento en la apoptosis y acumulacién de macréfagos en tumores U87 MG.AEGFR. Las secciones de los tumores
se tifieron para Ki-67. El indice de proliferacion celular se valu6 mediante el porcentaje de células totales que eran
positivas para Ki-67 de cuatro campos de alta potencia seleccionados al azar (X400) en tumores intracraneales de
cuatro ratones de cada grupo. Los datos son la media + DT. Las células apoptdticas se detectaron mediante andlisis
TUNEL. El indice apoptdtico se evalué mediante la razén de células TUNBL-positivas:nimero total de células de
cuatro campos de alta potencia seleccionados al azar (X400) en tumores intracraneales de cuatro ratones de cada gru-
po. Los datos son la media + DT. las secciones de tumor se inmunotifieron con anticuerpo anti-CD31. Se analizaron
las MVA mediante andlisis de imdgenes por ordenador de cuatro campos seleccionados al azar (X200) de tumores
intracraneales de cuatro ratones de cada grupo. Infiltrados peritumorales de macréfagos en tumores US7TMG.AEGFR
tratados con mAb 806. Las secciones de tumor se tifieron con anticuerpo anti-F4/80.

Figura 28 FEl tratamiento sistémico con mAb 806 disminuye la fosforilacién de AEGFR vy la expresién de Bcl-
Xy en tumores cerebrales US7 MG.AEGFR. Los tumores U887 MG.AEGFR fueron extirpados el dia 9 de tratamien-
to con mAb 806, congelados inmediatamente en nitrégeno liquido y almacenados a -80°C antes de la preparacién
del producto lisado tumoral. A, andlisis de transferencia Western de la expresion y el grado de autofosforilacién de
AEGFR. Se sometieron 30 g de productos lisados tumorales a geles de SDS-poliacrilamida, se transfirieron a mem-
branas de nitrocelulosa, y se sondearon con mAb antifosfotirosina, después se separaron y se volvieron a sondear con
anticuerpo anti-EGFR, C13. B, transferencia Western de Hcl-X utilizando los mismos productos lisados tumorales
que en A. Se sondearon las membranas con anticuerpo policlonal anti Bcl-X humano. Calles 1 y 2, tumores cerebra-
les U87 MG.AEGFR tratados con control de isotipo; Calles 3 y 4, tumores cerebrales U§7 MG.AEGFR tratados con
mADb 806.

Figura 29 Andlisis citométrico de flujo de lineas celulares de glioma U87 MG parentales y transfectadas. Las
células se tifieron con anticuerpo IgG2b irrelevante (histogramas vacios) o anticuerpo 528 o mAb 806 (histogramas
opacos) segln se indica.

Figura 30 Inmunoprecipitaciéon de EGFR a partir de lineas celulares. Se inmunoprecipité EGFR a partir de células
U87 MG.wtEGFR, U87 MG. A2-7, y A431 marcadas con S* con mAb806 (806), anticuerpo sc-03 (c-terminal), o un
control de isotipo IgG2b (con). Flechas, posicioén de de2-7 y wt EGFR.

Figura 31 Secciones en parafina tefiidas con H&E representativas de xenoinjertos U87 MG.2-7 y US7TMG.wtEGFR.
Los xenoinjertos U87 MG.A2-7 (recogido 24 dias después de la inoculacion del tumor) y U87 MG.wtEGFR (recogido
24 dias después de la inoculacién del tumor) se extirparon de los ratones como se describe en la Fig. 10 anterior, y se
tifieron con H&E. Los xenoinjertos U87 MG.A2-7 tratado con vehiculo (recogido 18 dias después de la inoculacién
del tumor) y U87 MG.wtEGFR (recogido 37 difas después de la inoculacién del tumor) mostraron muy pocas zonas
de necrosis (panel izquierdo), mientras se observé una necrosis extensa (flechas) tanto en xenoinjertos U87 MG.A2-7
como U87 MG.wtEGFR tratados con mAb 806 (panel derecho).

Figura 32 Andlisis inmunohistoquimico de la expresién de EGFR en secciones congeladas derivadas de xenoin-
jertos U87 MG, U887 MG.A2-7, y U87 MG.wtEGFR. Se recogieron secciones en los momentos descritos en la Fig.
31 anterior. Se inmunotifieron secciones de xenoinjerto con el anticuerpo 528 (panel izquierdo) y mAb 806 (panel
derecho). No se observé una disminucion de la inmunorreactividad para wt EGFR, EGFR amplificado, o de2-7 EGFR
en los xenoinjertos tratados con mAb 806. Coincidiendo con los datos in vitro, los xenoinjertos U87 MG parentales
fueron positivos para el anticuerpo 528 pero fueron negativos para la tincién con mAb 806.

Figura 33. Representacion esquematica de los constructos de expresion bicistrénicos generados. La transcripcién
de las cadenas del anticuerpo quimérico se inicia mediante el promotor del Factor de Elongacion-1 y se termina
mediante una secuencia de terminacion artificial fuerte. Se introdujeron secuencias IRES entre las regiones codificantes
de la cadena ligera y NeoR y la cadena pesada y el gen dhfr gene.

Figura 34. El andlisis de la biodistribucién de ch806 radiomarcado con A) I'*® o B) In'!! se realizé en ratones
BALB/c carentes de sistema inmunitario que portaban tumores por xenoinjerto U§7MG-de2-7. Se inyectaron a los
ratones 5 ug de anticuerpo radiomarcado y en grupos de 4 ratones por momento puntual, se sacrificaron a las 8, 28, 48
0 74 horas. Se recogieron los érganos, se pesaron y se midi6 la radiactividad en un contador gamma.

Figura 35. Describe (A) el % DI del tejido tumoral por gramo y (B) la razén de tumor con respecto a sangre. El
anticuerpo con Indio-111 muestra aproximadamente 30% DI/gramo de tejido y una razén tumor con respecto a tejido
de 4,0.
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Figura 36 describe la eficacia terapéutica del anticuerpo quimérico ch806 en un modelo de tumor establecido. Se
inocularon 3x10° células US7MG.A2-7 en 100 ul de PBS s.c en ambos flancos de ratones hembra carentes de sistema
inmunitario de 4-6 semanas de edad. E1 mAb806 se incluy6 como control positivo. El tratamiento se inicié cuando los
tumores habfan alcanzado un volumen medio de 50 mm® y consistié en 1 mg de ch806 0 mAb806 administrado i.p.
durante un total de 5 inyecciones los dias indicados. Los datos se expresaron como el volumen medio del tumor +/-
D.T. para cada grupo de tratamiento.

Figura 37. Actividad CDC sobre la Diana A) células U87MG.de2-7 y B) A431 para los anticuerpos IgG1 qui-
méricos anti-EGFR ch806 y de control cG250. Se presentan el porcentaje de citotoxicidad media (barras; + DT) de
determinaciones por triplicado.

Figura 38. ADCC sobre células dianas A) US§7MG.de2-7 y B) A431 a una razén Efector:Célula diana de 50:1
mediado por ch806 y control de isotipo cG250 (0-10 ug/ml). Los resultados se expresan como el porcentaje de citoto-
xicidad media (barras; + DT) de determinaciones por triplicado.

Figura 39. ADCC mediada por 1 ug/ml de mAb 806 parental y ch806 sobre células U87MG.de2-7 diana a lo largo
de un intervalo de razones de Efector:Diana. Se presenta la media (barras; + DT) de determinaciones por triplicado.

Figura 40. Se seleccionaron inicialmente veinticinco hibridomas productores de anticuerpos que se unian a ch806
pero no la hulgG. Después siguieron cuatro de estos hibridomas anti-ch806 con elevada afinidad de unién (clones 3E3,
5B&, 9D6 y 4D8) para la expansion clonal a partir de células individuales mediante dilucién limitante y se denominaron
Ludwig Institute for Cancer Research Melbourne Hybridome (LMH) -11, -12, -13 y -14, respectivamente. Ademas,
también se clonaron dos hibridomas que producian mAbs especificos para hulgG y se caracterizaron adicionalmente:
clones 2C10 (LMH-15) y 2B8 (LMH-16).

Figura 41. Después de la expansion clonal, se examinaron los sobrenadantes de cultivo de hibridoma por triplicado
mediante ELISA en cuanto a la capacidad para neutralizar la unién al antigeno de ch806 o mAb 806 con sSEGFR621.
Los resultados medios (+ DT) demostraron la actividad antagénica de los mAb anti-idiotipo LMH-11, -12, -13 y -14
con el bloqueo en solucién de la unién de ch806 y mAb 806 murino a placas recubiertas con SEGFR (LMH-14 no
mostrado).

Figura 42. Se recubrieron placas de microtitulacién con 10 ug/ml de A) LMH-11, B) LMH-12 y C) LMH-13
purificados. Los tres clones purificados se compararon en cuanto a su capacidad para capturar ch806 o mAb 806 en
suero o FCS/Medio al 1% y después se detectaron ch806 o0 mAb806 unidos. Se incluyeron los anticuerpos de control
de isotipo hu3S193 y m3S193 en suero y FCS/Medio al 1% ademads de los controles para un producto conjugado
secundario avidina-HRP y sustrato ABTS. Los resultados se presentan como la media (= DT) de muestras por tripli-
cado utilizando LMH-12 biotinilado (10 pg/ml) para la deteccién e indican que el LMH-12 utilizado para la captura y
deteccion tenia la maxima sensibilidad para ch806 en suero (3 ng/ml) con una unién de fondo insignificante.

Figura 43. Validacién de las condiciones de ELISA farmacocinético 6ptimo utilizando 1 pg/ml de LMH-12 anti-
idiotipo y 1 pg/ml de LMH-12 biotinilado para la captura y deteccidn, respectivamente. Se realizaron tres ELISA
separados por cuadruplicado para medir ch806 en suero de donante (®) de tres donantes sanos o BSA/medio al 1%
(m) con control de isotipo hu3S193 en suero (A) o BSA/medio al 1% (V). También se incluyeron los controles para
producto conjugado secundario avidina-HRP (@) y sustrato ABTS (hexagonal) solo con cada ELISA. Los resultados
medios (+ DT) demuestran curvas de unién altamente reproducibles para medir ch806 (2 ug/ml - 1,6 ng/ml) en sueros
con un limite de deteccidn de 3 ng/ml. (n=12; 1-100 ng/ml, Coeficiente de Variacién < 25%; 100 ng/ml- 5 ug/ml,
Coeficiente de Variacién < 15%). No era evidente ninguna unién de fondo con ninguno de los tres sueros sometidos a
ensayo y se observo una unién insignificante con el control de isotipo hu3S193.

La Figura 44 describe una inmunotransferencia de sSEGFR recombinante expresado en células CHO, transferido
con mAb806. Se traté SEGFR recombinante con PNGasaF para separar la glicosilacién unida a N (desglicosilada), o
sin tratar (no tratada), la proteina se hizo correr sobre SDS-PAGE, se transfiri6 a 1a membrana y se inmunotransfirié
con mAb 806.

La Figura 45 describe la inmunoprecipitacién de EGFR a partir de lineas celulares marcadas con S* (U87MG A2-
7, USTMG-wtEGFR, y A431) con diferentes anticuerpos (anticuerpos SC-03, 806 y 528).

La Figura 46 describe la inmunoprecipitacion de EGFR a partir de diferentes células (A431 y US87TMGA2-7) en
diferentes momentos puntuales (tiempo 0 a 240 minutos) después del marcaje por pulsos con metionina/cisteina S*.
Se utilizan anticuerpos 528 y 806 para la inmunoprecipitacion.

La Figura 47 describe la inmunoprecipitacién de EGFR a partir de diferentes lineas celulares (U87TMGA2-7,
US7MG-wtEGFR y A431) con diferentes anticuerpos (SC-03, 806 y 528) en ausencia de (-) y después de la digestion
con Endo H (+) para separar el elevado contenido de carbohidratos del tipo con alto contenido de manosa.

La Figura 48 describe la yodacion en la superficie celular de las lineas celulares A431 y US7TMGA2-7 seguido de
inmunoprecipitacién con el anticuerpo 806, y con o sin digestién con Endo H, confirmando que el EGFR unido por el
mAb 806 sobre la superficie celular de las células A431 es una forma sensible a EndoH.
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Descripcion detallada

De acuerdo con la presente invencion se pueden emplear mecanismos de la biologia molecular, la microbiologia,
y el ADN recombinante convencionales dentro del conocimiento préctico de la técnica. Tales técnicas se explican
completamente en la literatura. Véase, p. ej., Sambrook et al, “Molecular Cloning: A Laboratory Manual” (1989);
“Current Protocols in Molecular Biology” Volimenes I-III [Ausubel, R. M., ed. (1994)]; “Cell Biology: A Laboratory
Handbook” Volimenes I-I1I [J. E. Celis, ed. (1994))]; “Current Protocols in Immunology” Volumenes I-III [Coligan,
J. E., ed. (1994)]; “Oligonucleotide Synthesis” (M.J. Gait ed. 1984); “Nucleic Acid Hybridization” [B.D. Hames &
S.J. Higgins eds. (1985)]; “Transcription And Translation” [B.D. Hames & SJ. Higgins, eds. (1984)]; “Animal Cell
Culture” [R.I. Freshney, ed. (1986)]; “Immobilized Cells And Enzymes” [IRL Press, (1986)]; B. Perbal, “A Practical
Guide To Molecular Cloning” (1984).

Por lo tanto, si aparecen en la memoria, los siguientes términos tendran las definiciones expuestas mds abajo.
A. Terminologia

El término “miembro de unién especifica” describe un miembro de un par de moléculas que tienen especificidad
de unién entre si. Los miembros de un par de unién especifico pueden ser obtenidos naturalmente o producidos
sintéticamente parcial o totalmente. Un miembro del par de moléculas tiene una zona sobre su superficie, 0 una
cavidad, que se une especificamente y por lo tanto es complementaria a una organizacion espacial y polar concreta del
otro miembro del par de moléculas. De este modo los miembros del par tienen la propiedad de unirse especificamente
entre si. Los ejemplos de los tipos de pares de unién especifica son antigeno-anticuerpo, biotina-avidina, hormona-
receptor de hormona, receptor-ligando, enzima-sustrato. Esta solicitud se ocupa de las reacciones de tipo antigeno-
anticuerpo.

El término “expresion aberrante” en sus diferentes formas gramaticales puede significar e incluir cualquier expre-
sién aumentada o alterada o expresidn en exceso de una proteina en un tejido, p. ej. un incremento en la cantidad de
una proteina, causado por cualquier método incluyendo un aumento de la expresion o traduccién, una modulacién del
promotor o un regulador de la proteina, una amplificacién de un gen de una proteina, o un aumento de la vida media
o la estabilidad, de manera que existe o se puede detectar en cualquier momento mds protefna, en contraste con un
estado sin expresion en exceso. La expresion aberrante incluye y contempla cualquier escenario o alteracion en el que
la expresion de la proteina o la maquinaria de modificacion post-traduccional en una célula es exigida o interrumpida
de otro modo debido a un aumento de la expresion o a un incremento de los niveles o cantidades de una proteina, in-
cluyendo cuando se expresa una proteina alterada, en forma de una proteina mutada o variante debido a una alteracion,
delecién o insercidn de la secuencia, o a un plegamiento alterado.

Es importante apreciar que el término “expresion aberrante” ha sido seleccionado especificamente en la presente
memoria para abarcar el estado en el que estan presentes cantidades/niveles anormales (normalmente incrementados)
de la proteina, con independencia de la causa eficaz de esa cantidad o nivel anormal. De este modo, las cantidades
anormales de proteina puede resultar de la expresion en exceso de la proteina en ausencia de amplificacién del gen,
que es el caso p. ej. en muchas muestras de células/tejidos tomadas de la cabeza y el cuello de sujetos con céancer,
mientras otras muestras exhiben niveles anormales de proteina atribuibles a amplificacién génica.

Con respecto a esto ultimo, algunos de los trabajos de los autores de la presente invencién que se presentan en la
presente memoria para ilustrar la invencién incluyen el anélisis de muestras, algunas de las cuales muestran niveles de
proteina anormales resultantes de la amplificaciéon de EFGR. Esto por lo tanto explica la presentacién en la presente
memoria de descubrimientos experimentales en los que se hace referencia a la amplificacion y el uso de los términos
“amplificacién/amplificado” y similares al describir niveles anormales de EFGR. No obstante, es la observacion de
las cantidades o niveles anormales de la proteina la que define el entorno o la circunstancia en la que se contem-
pla la intervencion clinica como recurso para los miembros de unién de la invencién, y por esta razén, la presente
memoria considera que el término “expresion aberrante” capta mas ampliamente el entorno causal que produce la
correspondiente anomalia en los niveles de EGFR.

Por consiguiente, mientras se entiende que los términos “expresion en exceso” y “amplificacion” en sus diferentes
formas gramaticales tienen significados técnicos distintos, se deben considerar equivalentes entre si, en tanto que
representan el estado en el que estdn presentes los niveles anormales de proteina EGFR en el contexto de la presente
invencién. Por consiguiente, el término “expresién aberrante” ha sido seleccionado ya que se cree que subsume los
términos “expresion en exceso” y “amplificacién” dentro de su alcance para los fines de la presente memoria, de
manera que todos los términos pueden ser considerados equivalentes entre si segtin se utilizan en la presente memoria.

El término “anticuerpo” describe una inmunoglobulina ya sea natural o producida parcial o totalmente sintética-
mente. El término también abarca cualquier polipéptido o proteina que tenga un dominio de unién que sea, o sea
homélogo a, un dominio de unién de un anticuerpo. Este término también contempla los anticuerpos injertados con
CDR.

Como los anticuerpos pueden ser modificados de varias maneras, se debe considerar que el término “anticuerpo”
abarca cualquier miembro de unidn especifico o sustancia que tenga un dominio de unién con la especificidad reque-
rida. De este modo, este término abarca fragmentos de anticuerpos, derivados, equivalentes funcionales y homélogos
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de anticuerpos, incluyendo cualquier polipéptido que comprenda un dominio de unién de inmunoglobulina, ya sea
natural o total o parcialmente sintético. Por lo tanto se incluyen las moléculas quiméricas que comprenden un dominio
de unién de inmunoglobulina, o equivalente, fusionado a otro polipéptido. La clonacién y expresion de los anticuerpos
quiméricos se describen en los documentos EP-A-0120694 y EP-A-0125023 y en las Patentes de los Estados Unidos
Niims. 4.816.397 y 4.816.567.

Se ha demostrado que los fragmentos de un anticuerpo completo pueden realizar la funcién de unirse a antigenos.
Los ejemplos de los fragmentos de unién son (i) el fragmento Fab que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1I;
(ii) el fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH1; (iii) el fragmento Fv que consiste en los dominios VL.
y VH de un tnico anticuerpo; (iv) el fragmento dAb (Ward, E.S. et al., Nature 341, 544-546 (1989)) que consiste en
un dominio VH; (v) las regiones CDR aisladas; (vi) los fragmentos F(ab’)2, un fragmento bivalentes que comprende
dos fragmentos Fab unidos (vii) moléculas Fv de cadena sencilla (scFv), donde un dominio VH y un dominio VL
estdn unidos por un conector peptidico que permite que los dos dominios se asocien para formar un sitio de unién a
un antigeno (Bird er al, Science, 242, 423-426, 1988; Huston et al, PNAS USA, 85, 5879-5883, 1988); (viii) frag-
mentos de anticuerpos multivalentes (dimeros scFv, trimeros y/o tetrdmeros (Power y Hudson, J Immunol. Methods
242: 193-204 9 (2000)) (ix) dimeros Fv de cadena sencilla biespecificos (PCT/US92/09965) y (x) “fragmentos bies-
pecificos” (diabodies), fragmentos multivalentes o multiespecificos construidos mediante fusién génica (documento
W094/13804; P. Holliger et al Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 6444-6448, (1993)).

Un “sitio de combinacién de un anticuerpo” es aquella porcién estructural de una molécula de anticuerpo compren-
dida por regiones variables e hipervariables de la cadena ligera o la cadena pesada y ligera que se une especificamente
al antigeno.

La frase “molécula de anticuerpo” en sus diferentes formas gramaticales segin se utiliza en la presente memo-
ria contempla tanto una molécula de inmunoglobulina intacta como una porcién inmunolégicamente activa de una
molécula de inmunoglobulina.

Las moléculas de anticuerpo ilustrativas son moléculas de inmunoglobulina intactas, moléculas de inmunoglo-
bulina esencialmente intactas y aquellas porciones de una molécula de inmunoglobulina que contienen el paratopo,
incluyendo aquellas porciones conocidas en la técnica tales como Fab, Fab’, F(ab’), y F(v), cuyas porciones se prefie-
ren para su uso en los métodos terapéuticos descritos en la presente memoria.

Los anticuerpos también pueden ser biespecificos, donde un dominio de unién del anticuerpo es un miembro de
unién especifica de la invencion, y el otro dominio de unién tiene una especificidad diferente, p. ej. para reclutar una
funcion efectora o similar. Los anticuerpos biespecificos de la presente invencién incluyen el caso en el que un dominio
de unién del anticuerpo es un miembro de unién especifico de la presente invencidn, incluyendo uno de sus fragmentos,
y el otro dominio de unién es un anticuerpo distinto o uno de sus fragmentos, incluyendo un anticuerpo anti-EGFR
distinto, por ejemplo el anticuerpo 528 (Patente de los Estados Unidos Nim. 4.943.533), el anticuerpo 225 quimérico
y humanizado (Patente de los Estados Unidos Num. 4.943.533 y documento W0O/9640210), un anticuerpo anti-de2-
7 tal como DHS8.3 (Hills, D. ef al (1995) Int. J. Cancer 63(4):537-543), un anticuerpo L8A4 y Y10 (Reist, CJ et al
(1995) Cancer Res. 55(19):4375-4382; Foulon CF et al. (2000) Cancer Res. 60(16):4453-4460), ICR62 (Modjtahedi
H et al (1993) Cell Biophys. Enero-Junio; 22(1.3):129-46; Modjtahcdi et al (2002) P.A.A.C.R. 55(14):3140-3148,
o el anticuerpo de Wikstrand et al (Wikstrand C. et al (1995) Cancer Res. 55(14):3140-3148). El otro dominio de
unién puede ser un anticuerpo que reconoce o elige como diana un tipo concreto de célula, como en un anticuerpo
especifico de células neurales o gliales. En los anticuerpos biespecificos de la presente invencion el dominio de unién
del anticuerpo de la invencién se puede combinar con otros dominios de unién o moléculas que reconocen receptores
celulares concretos y/o modulan células de una manera concreta, como por ejemplo un modulador inmunitario (p. €j.,
interleuquina(s)), un modulador del crecimiento o citoquina (p. ej. factor de necrosis tumoral (TNF), y particularmente,
la modalidad biespecifica de TNF mostrada en el documento U.S.S.N. 60/355,838 presentado el 13 de Febrero de
2002) o una toxina (p. ¢j., ricina) o un agente o factor anti-mitdtico o apoptético.

Las porciones Fab y F(ab’), de las moléculas de anticuerpo se pueden preparar mediante reaccidn proteolitica con
papaina y pepsina, respectivamente, en moléculas de anticuerpo esencialmente intactas mediante métodos que son
bien conocidos. Véase por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos Nim. 4.342.566 de Theofilopolous et al. Las
porciones de la molécula de anticuerpo Fab’ también son bien conocidas y son producidas a partir de porciones F(ab’),
seguido de reduccién de los enlaces disulfuro que unen las dos porciones de la cadena pesada con mercaptoetanol, y
seguido de alquilacién del mercaptano de la proteina resultante con un reactivo tal como yodoacetamida. En la presente
memoria se prefiere un anticuerpo que contiene moléculas de anticuerpo intactas.

La expresion “anticuerpo monoclonal” en sus diferentes formas gramaticales hace referencia a un anticuerpo que
tiene solamente una especie de sitio de combinacién del anticuerpo capaz de inmunorreaccionar con un antigeno
concreto. Un anticuerpo monoclonal presenta de ese modo una tnica afinidad de unién por cualquier antigeno con el
cual inmunorreacciona. Un anticuerpo monoclonal también puede contener una molécula de anticuerpo que tenga una
pluralidad de sitios de combinacién de anticuerpos, cada uno inmunoespecifico para un antigeno diferente; p. ej., un
anticuerpo monoclonal biespecifico (quimérico).

El término “dominio de unién al antigeno” describe la parte de un anticuerpo que comprende la zona que se une
especificamente y es complementario a una parte o a todo un antigeno. Cuando un antigeno es grande, un anticuerpo
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se puede unir a una parte concreta del antigeno solamente, cuya parte se denomina epitopo. Un dominio de unién a un
antigeno puede ser proporcionado por uno o mas dominios variables de un anticuerpo. Preferiblemente, un dominio
de unién a un antigeno comprende una region variable de una cadena ligera del anticuerpo (VL) y una regién variable
de una cadena pesada de un anticuerpo (VH).

“Modificacion post-traduccional” puede abarcar una modificacién cualquiera o una combinacién de modificacio-
nes, incluyendo una modificacién covalente, que experimenta una proteina una vez que la traduccién se ha completado
y después de haber sido liberada desde el ribosoma o sobre el polipéptido naciente co-traduccionalmente. La modi-
ficacion post-traduccional incluye pero no estd limitada a fosforilacion, miristoilacién, ubicuitinacion, glicosilacién,
anclaje de coenzima, metilacién y acetilacién. La modulacién post-traduccional puede modular o influir en la actividad
de una proteina, en su destino intracelular o extracelular, en su estabilidad o vida media, y/o su reconocimiento por
ligandos, receptores u otras proteinas. La modificacién post-traduccional se puede producir en organulos celulares, en
el nidcleo o citoplasma o extracelularmente.

El término “especifico” se puede utilizar para hacer referencia a la situacién en la que un miembro de un par de
unién especifico no mostrard ninguna unién significativa con moléculas distintas de su compafiero o compafieros de
unidn especifica. El término también es aplicable p. ej. cuando un dominio de unién al antigeno es especifico para un
epitopo concreto que es portado por numerosos antigenos, en cuyo caso el miembro de unién especifica que lleva el
dominio de unidn al antigeno serd capaz de unirse a los diferentes antigenos que lleven el epitopo.

El término “comprende” se utiliza generalmente en el sentido de incluye, es decir que permite la presencia de uno
0 mds rasgos o componentes.

El término “que consiste esencialmente en” hace referencia a un producto, particularmente una secuencia pepti-
dica, de un nimero definido de restos que no estd anclado covalentemente a un producto mas grande. En el caso del
péptido de la invencién referido antes, los expertos en la técnica apreciardn que se pueden contemplar sin embargo
modificaciones menores en el extremo N o C del péptido, tales como la modificacién quimica del extremo para afiadir
un grupo protector o similar, p. ej. la amidacién del extremo C.

El término “aislado” hace referencia al estado en el que estardn los miembros de unién especifica de la invencion,
o el 4cido nucleico o que codifica tales miembros de unién, de acuerdo con la presente invencién. Los miembros y el
dcido nucleico estardn libres o esencialmente libres de material con el cual estdn asociados naturalmente tales como
otros polipéptidos o dcido nucleicos que se encuentran en su entorno natural, o el entorno en el cual se preparan (p. ej.
cultivo celular) cuando semejante preparacion es mediante tecnologia de ADN recombinante practicada in vitro o in
vivo. Los miembros y dcidos nucleicos se pueden formular con diluyentes o coadyuvantes e incluso con fines practicos
pueden ser aislados - por ejemplo los miembros se mezclardn normalmente con gelatina u otros portadores si se utilizan
para recubrir placas para su uso en inmunoandlisis, o se mezclardn con portadores o diluyentes farmacéuticamente
aceptables cuando se utilicen en diagnosis o terapia. Los miembros de unién especifica pueden estar glicosilados,
naturalmente o por medio de sistemas de células eucaridticas heterélogas, o pueden no estar glicosilados (por ejemplo
si se producen mediante la expresion en una célula procaridtica).

Asimismo, segun se utiliza en la presente memoria, los términos “glicosilaciéon” y “glicosilado” incluyen y abarcan
la modificacién post-traduccional de las proteinas, denominadas glicoproteinas, mediante la adicion de oligosacaridos.
Los oligosacdridos se afiaden en sitios de glicosilacién de las glicoproteinas, incluyendo particularmente oligosacari-
dos unido a N y oligosacdridos unidos O. Los oligosacaridos unidos a N se afaden en un resto Asn, particularmente
cuando el resto Asn estd en la secuencia N-X-S/T, donde X no puede ser Pro ni Asp, y son los mds comunes encon-
trados en las glicoproteinas. En la biosintesis glicoproteinas unidas a N, se forma primero un oligosacérido de tipo
alto contenido de manosa (formado generalmente por dolicol, N-Acetilglucosamina, manosa y glucosa en el reticulo
endopldsmico (RE). Después las glicoproteinas de tipo alto contenido de manosa se transportan desde el RE al aparato
de Golgi, donde se producen un procesamiento y modificacion adicionales de los oligosacaridos. Los oligosacaridos
unidos a N se afiaden al grupo hidroxilo de los restos Ser o Thr. En los oligosacéridos unidos a o, primero se transfiere
N-Acetilglucosamina al resto Ser o Thr por medio de la N-Acetilglucosaminiltransferasa en el RE. La proteina se mue-
ve después al aparato de Golgi donde se producen una modificacién y una elongacién de la cadena por adicién. Las
modificaciones unidas a O se pueden producir con la simple adicién del monosacarido OG1cNAc monosacarido solo
en aquellos sitios de Ser o Thr que también pueden ser fosforilados en condiciones diferentes en lugar de glicosilados.

Segtn se utiliza en la presente memoria, “pg” representa picogramos, “ng” representa nanogramos, ‘“ug” o “ug”
representan microgramos, “mg” representa miligramos, “ul” o “ul” representa microlitros, “ml” representa mililitros,
“1” representa litros.

Los términos “anticuerpo 806, “mAb806”, “ch806” y cualquiera de las variantes no enumerada especificamente,
pueden ser utilizados en la presente memoria indistintamente, y segin se utilizan en la presente solicitud y en las
reivindicaciones hacen referencia a material proteindceo incluyendo proteinas individuales o multiples, y se extiende a
aquellas proteinas que tienen los datos de la secuencia de aminodcidos descritos en la presente memoria y presentados
en el SEQ ID NO: 2 y el SEQ ID NO: 4, y el anticuerpo quimérico ch806 que se incorpora y forma parte de los SEQ
ID NO: 7y 8, y el perfil de actividades expuesto en la presente memoria y en las Reivindicaciones. Por consiguiente,
se contemplan del mismo modo las proteinas que presentan una actividad esencialmente equivalente o alterada. Estas
modificaciones pueden ser deliberadas, por ejemplo, tales como las modificaciones obtenidas a través de la mutagé-
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nesis dirigida al sitio, o puede ser accidental, tales como las obtenidas a través de mutaciones en anfitriones que son
productores del complejo o sus denominadas subunidades. Asimismo, se pretende que los términos “anticuerpo 8067,
“mAb806” y “ch806” incluyan en su alcance proteinas citadas especificamente en la presente memoria asi como todos
los andlogos y variaciones alélicas esencialmente homdlogos.

Se prefiere que los restos aminoécido descritos en la presente memoria estén en forma isomérica “L”. Sin embargo,
los restos en forma isomérica “D” se pueden sustituir por cualquier resto aminodcido L, con tal que el polipéptido
conserve la propiedad funcional de unién a inmunoglobulina deseada. NH, hace referencia al grupo amino libre
presente en el extremo amino de un polipéptido. COOH hace referencia al grupo carboxi libre presente en el extremo
carboxi de un polipéptido. De acuerdo con la nomenclatura de polipéptidos convencional, J. Biol. Chem., 243:3552-
59 (1969), las abreviaturas para los restos aminodcido se muestran en la siguiente Tabla de Correspondencias:

TABLA DE CORRESPONDENCIAS

SIMBOLO AMINOACIDO

gl—Letra 3-Letras

%Y Tyr tirosina

%G Gly glicina

?F Phe fenilalainina |
EM Met metionina

?A Ala ; alanina

fS Ser 'serina

éI Ile :isoleucina

L %Leu leucina

T Thr ‘treonina

iV vVal valina

P Pro Eprolina

K Lys ‘lisina

H His histidina

:Q Gln :glutamina

E %Glu dcido glutémico

W iTrp triptéfano

ER fArg sarginina

?D Asp dcido aspéartico

;N Asn asparagina |
fe Cys écisteina |
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Se debe observar que todas las secuencias de restos aminodcido se representan en la presente memoria median-
te féormulas cuya orientacion izquierda y derecha estd en la orientacién convencional de extremo amino a extremo
carboxi. Ademads, se debe observar que un guién al principio o al final de una secuencia de restos aminoécido in-
dica un enlace peptidico a una secuencia adicional de uno o més restos aminodcido. La Tabla anterior se presenta
para relacionar las notaciones de tres letras y una letra que pueden aparecer de manera alternativa en la presente
memoria.

Un “replic6n” es cualquier elemento genético (p. ej., plasmido, cromosoma, virus) que funciona como unidad
auténoma de replicacién de ADN in vivo; es, susceptible de replicacién bajo su propio control.

Un “vector” es un replicon, tal como un plasmido, fago o cosmido, al que se puede anclar otro segmento de ADN
con el fin de ocasionar la replicacion del segmento anclado.

Una “molécula de ADN” hace referencia la forma polimérica de los desoxirribonucleétidos (adenina, guanina,
timina, o citosina) en su forma de hebra sencilla, o en una hélice de doble hebra. Este término hace referencia solamente
a la estructura primaria y secundaria de la molécula, y no se limita a ninguna de sus formas terciarias concretas. De
este modo, este término incluye ADN de doble hebra encontrado, entre otros, en moléculas de ADN lineal (p. ej.,
fragmentos de restriccion), virus, plasmidos, y cromosomas. En el estudio de la estructura de moléculas de ADN
de doble hebra concretas, las secuencias pueden ser descritas en la presente memoria de acuerdo con la convencién
normal de dar solamente la secuencia en direccién 5’ a 3’ junto con la hebra no transcrita de ADN (esto es, la hebra
que tiene una secuencia homoéloga al ARNm).

Un “origen de replicacién” hace referencia a aquellas secuencias de ADN que participan en la sintesis de
ADN.

Una “secuencia codificante” de ADN es una secuencia de ADN de doble hebra que es transcrita y traducida a
un polipéptido in vivo cuando se coloca abajo el control de secuencias reguladoras apropiadas. Los limites de la
secuencia codificante estdn determinados por un codén de inicio en el extremo 5’ (amino) y un codén de parada de la
traduccion en el extremo 3’ (carboxilo). Una secuencia codificante puede incluir, pero no estd limitada a, secuencias
procaridticas, ADNc de ARNm eucaridtico, secuencias de ADN genémico de ADN eucaridtico (p. €j., de mamifero), e
incluso secuencias de ADN sintéticas. Una sefial de poliadenilacién y una secuencia de terminacién de la transcripcién
estdn localizadas normalmente en 3’ con respecto a la secuencia codificante.

Las secuencias de control transcripcional y traduccional son secuencias reguladoras de ADN, tales como promo-
tores, intensificadores, sefiales de poliadenilacion, terminadores, y similares, que proporcionan la expresién de una
secuencia codificante en una célula anfitriona.

Una “secuencia promotora” es una regién reguladora de ADN susceptible de unirse a la ARN polimerasa en
una célula e iniciar la transcripcién de una secuencia codificante aguas abajo (direccion 3’). Con el fin de definir
la presente invencidn, la secuencia promotora es unida en su extremo 3’ por el sitio de inicio de la transcripcién y
se extiende aguas arriba (direccién 5°) para incluir el nimero minimo de bases o elementos necesarios para iniciar
la transcripcion a niveles detectables por encima del fondo. En la secuencia promotora se encontrard un sitio de
inicio de la transcripcion (definido convenientemente por el mapeo con nucleasa S1), como también los dominios de
unioén a proteinas (secuencias consenso) responsables de la unién de la ARN polimerasa. Los promotores eucariéticos
comprenderdn, a menudo, cajas “TATA” y cajas “CAT”. Los promotores procaridticos contienen secuencias de Shine-
Dalgarno ademas de las secuencias consenso -10 y -35.

Una “secuencia de control de la expresion” es una secuencia de ADN que controla y regula la transcripcién y
la traduccién de otra secuencia de ADN. Una secuencia codificante estd bajo el control de las secuencias de control
transcripcional y traduccional en una célula cuando la ARN polimerasa transcribe la secuencia codificante a ARNm,
que después es traducido a la proteina codificada por la secuencia codificante.

Se puede incluir una “secuencia sefial” antes de la secuencia codificante. Esta secuencia codifica un péptido sefial,
N-terminal con respecto al polipéptido, que se comunica con la célula anfitriona para dirigir el polipéptido a la super-
ficie celular o secretar el polipéptido al medio, y este péptido sefial desenganchado por la célula anfitriona antes de
que la proteina deje la célula. Se pueden encontrar secuencias sefial asociadas con una variedad de proteinas nativas
de procariotas y eucariotas.

El término “oligonucledtido,” segin se utiliza en la presente memoria en referencia a la sonda de la presente
invencidn, se define como una molécula comprendida por dos o més ribonucleétidos, preferiblemente mds de tres. Su
tamaiio exacto dependerd de muchos factores que, a su vez, dependeran de la funcién y uso ultimos del oligonucleé-
tido.

El término “cebador” segiin se utiliza en la presente memoria hace referencia a un oligonucleétido, ya sea de origen
natural en forma de un producto purificado de la digestién con enzimas de restriccion ya sea producido sintéticamente,
que es capaz de actuar como punto de inicio de la sintesis cuando se coloca en condiciones en las que se induce la
sintesis de un producto de extension con cebadores, que es complementario a una hebra del 4cido nucleico, esto es, en
presencia de nucleétidos y un agente inductor tal como una ADN polimerasa y a una temperatura y pH adecuados. El
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cebador puede ser de hebra sencilla o de doble hebra y debe ser suficientemente largo para cebar la sintesis del producto
de extension deseado en presencia del agente inductor. La longitud exacta del cebador dependerd de muchos factores,
incluyendo la temperatura, la fuente del cebador y el uso del método. Por ejemplo, para aplicaciones diagndsticas,
dependiendo de la complejidad de la secuencia diana, el cebador oligonucleotidico contiene tipicamente 15-25 o més
nucledtidos, aunque puede contener menos nucledtidos.

Los cebadores de la presente memoria se seleccionan para que sean “esencialmente” complementarios a diferentes
hebras de una secuencia de ADN diana concreta. Esto representa que los cebadores deben ser suficientemente comple-
mentarios para hibridar con sus respectivas hebras. Por lo tanto, no es necesario que la secuencia del cebador refleje
la secuencia exacta del molde. Por ejemplo, se puede anclar un fragmento nucleotidico no complementario al extremo
5’ del cebador, siendo el resto de la secuencia del cebador complementaria a la hebra. Alternativamente, se pueden
intercalar bases no complementarias o secuencias mas largas en el cebador, siempre que la secuencia del cebador sea
suficientemente complementaria a la secuencia de la hebra para hibridar con ellas y formar de ese modo el molde para
la sintesis del producto de extension.

Segtn se utilizan en la presente memoria, los términos “endonucleasas de restricciéon” y “enzimas de restriccion”
hacen referencia de enzimas bacterianas, cada una de las cuales cortan el ADN de doble hebra en o cerca de una
secuencia de nucleétidos especifica.

Una célula ha sido “transformada” por ADN exdgeno o heter6logo cuando semejante ADN ha sido introducido
dentro de la célula. E1 ADN transformante puede ser integrado o no (unido covalentemente) en el ADN cromosémico
completando el genoma de la célula. En procariotas, levadura, y células de insecto por ejemplo, el ADN transformante
puede ser mantenido sobre un elemento episémico tal como un pladsmido. Con respecto a las células eucaridticas, una
célula transformada establemente es aquella en la se ha integrado ADN transformante en el cromosoma de manera
que es heredado por las células hijas a través de la replicacién del cromosoma. Esta estabilidad se demuestra por la
capacidad de la célula eucaridtica para establecer lineas celulares o clones comprendidos por una poblacién de células
hijas que contienen el ADN transformante. Un “clon” es una poblacién de células derivadas de una tnica célula o
ancestro comtn por mitosis. Una “linea celular” es un clon de una célula primaria que es susceptible de crecimiento
estable in vitro durante muchas generaciones.

Dos secuencias de ADN son “esencialmente homélogas” cuando al menos aproximadamente 75% (preferiblemente
al menos aproximadamente 80%, y muy preferiblemente al menos aproximadamente 90 o 95%) de los nucleétidos
se emparejan a lo largo de una longitud definida de las secuencias de ADN. Las secuencias que son esencialmente
homélogas se pueden identificar comparando las secuencias utilizando un soporte 16gico convencional en los bancos
de datos de secuencias, o en un experimento de hibridaciéon de Southern, por ejemplo, en condiciones restrictivas
definidas para ese sistema concreto. La definicién de las condiciones de hibridacién apropiadas estd dentro del alcance
del experto en la técnica. Véanse, p. ej., Maniatis et al., supra;, DNA Cloning, Vols. I & II, supra; Nucleic Acid
Hybridization, supra.

Se debe apreciar que también estan dentro del alcance de la presente invencidn las secuencias de ADN que codifican
miembros de unién especifica (anticuerpos) de la invencién que codifican p. ej. un anticuerpo que tiene la misma
secuencia de aminodcidos como el SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 4, pero que son degenerados para el SEQ ID
NO: 2 o SEQ ID NO: 4. Por “degenerado para” se quiere significar que se utiliza un codén de tres letras diferente
para especificar un aminoécido concreto. Es bien sabido en la técnica que se pueden utilizar los siguientes codones
indistintamente para codificar cada aminodcido especifico:

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Fenilalanina (Phe o F) UUU o UUC

‘Leucina (Leu o L) UUA o UUG o CUU o CUC o CUA o CUG
Isoleucina (Ile o 1) AUU o AUC o AUA

Metionina (Met o M) AUG

Valina (val o V) GUU o GUC of GUA o GUG

SSerina (Ser o §) UCU o UCC o UCA o UCG o AGU o AGC;
EEProlina (Pro o P) CCU o CCC o CCA o CCG |
Treonina (Thr o T) 'ACU o ACC o ACA o ACG

EAlanina (Ala o A) GCU o GCG o GCA o GCG

%Tirosina (Tyr o Y) UAU o UAC

gHistidina (His o H) ICAU o CAC

gGlutamina (Gln o Q) CAA o CAG

%Asparagina {Asn o N) AAU o AAC‘

Lisina (Lys o K) ARA o AAG

‘Acido Aspértico (Asp o |GAU o GAC
D)

Acido Glutamico (Glu o |GAA o GAG

E)

1l(l’isteina (Cys o C) UGU o UGC

Arginina (Arg o R) CGU o CGC o CGA o CGG o AGA o AGG
;Glicina (Gly o G) GGU o GGC o GGA o GGG

iTriptéfano (Trp o W) UGG

Codén de Terminacién UAA (ocre) o UAG (&mbar) o UGA

(6bpalo)

Se debe entender que los codones especificados antes son para las secuencias de ARN. Los correspondientes
codones para ADN tienen U sustituido por T.

Se pueden realizar mutaciones en el SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 4 de manera que se cambia un codén por
un codén que codifica un aminodcido diferente. Semejante mutacién se realiza generalmente llevando a cabo los
menores cambios de nucledtidos posibles. Se puede realizar una mutacion por sustitucion de esta clase para cambiar
un aminodcido de la proteina resultante de una manera no conservativa (esto es, cambiando el codén de un aminoécido
perteneciente a un agrupamiento de aminoacidos que tiene un tamafio concreto o caracteristico por un aminoacido
perteneciente a otro agrupamiento) o de una manera conservativa (esto es, cambiando el codén de un aminoécido
perteneciente a un agrupamiento de aminoacidos que tiene un tamafio concreto o caracteristico por un aminoécido
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perteneciente al mismo agrupamiento). Semejante cambio conservativo conduce generalmente a un cambio menor en
la estructura y funcidén de la proteina resultante. Es mas probable que un cambio no conservativo altere la estructura,
actividad o funcién de la proteina resultante. Se debe considerar que la presente invencidn incluye secuencias que
contienen cambios conservativos que no alteran significativamente la actividad o caracteristicas de unién de la proteina
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resultante.

Lo siguiente es un ejemplo de diferentes agrupamientos de aminodacidos:

Aminoacidos con grupos R no polares

Alanina, Valina, Leucina, Isoleucina, Prolina, Fenilalanina, Triptéfano, Metionina

Aminodcidos con grupos R polares no cargados

Glicina, Serina, Treonina, Cisteina, Tirosina, Asparagina, Glutamina

Aminodcidos con grupo R polares cargados (cargados negativamente a pH 6,0)

Acido Aspartico, Acido Glutdmico

Aminoécidos Alcalinos (cargados positivamente a pH 6,0)

Lisina, Arginina, Histidina (a pH 6,0)

Otros agrupamientos pueden ser aquellos aminodcidos con grupos Fenilo:

Fenilalanina, Triptéfano, Tirosina

Otro agrupamiento puede ser de acuerdo con el peso molecular (esto es, tamafio de los grupos R):

%Glicina 75
}Alanina 89
?Serina élos
EProlina 1115
iValina 2117 !
éTreonina %119 5
fCisteina 2121
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?Leucina 1131
Isoleucina %131
Asparagina ?132
Acido aspartico %133
‘Glutamina %146
‘Lisina %146
Acido glutédmico ;147
Metionina 149
VHistidina (a pH 6,0) 155
lFenilalanina /165
‘Arginina ;174
‘Tirosina %181
FTriptéfano ?204

Las sustituciones particularmente preferidas son:
e Lys por Arg y viceversa de manera que se puede mantener una carga positiva,
e Glu por Asp y viceversa de manera que se puede mantener una carga negativa;
e Ser por Thr de manera que se puede mantener un -OH libre; y

e Gln por Asn de manera que se puede mantener un NH, libre.

Las sustituciones de aminodcidos también se pueden introducir para sustituir un aminodcido con una propiedad
particularmente preferible. Por ejemplo, se puede introducir una Cys en un sitio potencial para puentes disulfuro
con otra Cys. Se puede introducir una His en un sitio particularmente “catalitico” (esto es, His puede actuar como
dcido o base y es el aminodcido més comiin en catdlisis bioquimica). Se puede introducir Pro debido a su estructura
particularmente plana, que induce giros 8 en la estructura de la proteina.

Dos secuencias de aminodcidos son “esencialmente homdlogas” cuando al menos aproximadamente 70% de los
restos aminodcido (preferiblemente al menos aproximadamente 80%, y muy preferiblemente al menos aproximada-
mente 90 0 95%) son idénticos, o representan sustituciones conservativas.

Una regién “heter6loga” del constructo de ADN es un segmento identificable de ADN dentro de una molécula de
ADN maés grande que no se encuentra asociado con la molécula mds grande en la naturaleza. De este modo, cuando
la region heterdloga codifica un gen de mamifero, el gen estard flanqueado normalmente por ADN que no flanquea el
ADN gendémico de mamifero en el genoma del organismo de origen. Otro ejemplo de secuencia codificante heteréloga
es un constructo en el que la propia secuencia codificante no se encuentra en la naturaleza (p. ¢j., un ADNc donde
la secuencia codificante gendémica contiene intrones, o secuencias sintéticas que tienen codones diferentes a los del
gen nativo). Las variaciones alélicas o los eventos mutacionales que ocurren naturalmente no dan lugar a una regién
heter6loga de ADN como se define en la presente memoria.

La expresion “farmacéuticamente aceptable” hace referencia a entidades moleculares y composiciones que son

fisiolégicamente tolerables y no producen tipicamente una reaccion alérgica o perjudicial similar, tal como trastorno
gdstrico, mareo y similares, cuando se administran a un ser humano.
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La expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” se utiliza en la presente memoria para representar una cantidad
suficiente para evitar, y preferiblemente reducir el menos en un 50 por ciento, preferiblemente al menos un 70 por
ciento, preferiblemente al menos 80 por ciento, preferiblemente al menos 90%, un cambio clinicamente significativo
en el crecimiento o progreso o actividad mitdtica de una masa celular, grupo de células cancerosas o tumor diana, u
otro rasgo de la patologia. Por ejemplo, se puede reducir el grado de activacién o actividad o cantidad de EGFR o el
nimero de células positivas para EGFR, particularmente de anticuerpos o miembros de unidén reactivos o de células
positivas.

Una secuencia de ADN estd “conectada operativamente” a una secuencia de control de la expresién cuando la se-
cuencia de control de la expresion controla y regula la transcripcién y traduccion de esa secuencia de ADN. El término
“conectado operativamente” incluye que tiene una sefial de inicio apropiada (p. ¢j., ATG) delante de la secuencia de
ADN que se va a expresar y que mantiene el marco de lectura correcto para permitir la expresion de la secuencia de
ADN bajo el control de la secuencia de control de la expresion y la produccién del producto deseado codificado por
la secuencia de ADN. Si el gen que se desea insertar en una molécula de ADN recombinante no contiene una sefial de
inicio apropiada, semejante sefial de inicio se puede insertar delante del gen.

El término “condiciones de hibridacién convencionales” hace referencia a unas condiciones de sal y temperatura
esencialmente equivalentes a 5 x SSC y 65°C tanto para la hibridacién como para el lavado. Sin embargo, un experto en
la técnica apreciard que semejantes “condiciones de hibridacion convencionales” dependen de condiciones concretas
incluyendo la concentracién de sodio y magnesio en el tampdn, la longitud y concentracion de la secuencia de nu-
cleétidos, el porcentaje de emparejamientos errdneos, el porcentaje de formamida, y similares. También es importante
en la determinacién de las “condiciones de hibridacién convencionales” si las dos secuencias que hibridan son ARN-
ARN, ADN-ADN o ARN-ADN. Tales condiciones de hibridacién convencionales son determinadas facilmente por
un experto en la técnica de acuerdo con férmulas bien conocidas, donde la hibridacién es tipicamente 10-20°C més
baja que la T,, pronosticada o determinada con lavados de mayor restriccion, si se desea.

B. Descripcion detallada

La presente invencidn proporciona un anticuerpo aislado o uno de sus fragmentos que reconoce un epitopo de
EGFR que se encuentra en células tumorigénicas o hiperproliferativas o células que expresan en exceso EGFR o que
expresan un mutante de EGFR, donde dicho anticuerpo o fragmento activo del mismo (i) se une a EGFR de tipo salvaje
humano unida a la célula solamente cuando el EGFR es amplificado o expresado en exceso; (ii) se une a de2-7 EGFR
en un epitopo distinto del péptido de empalme del LEEKKGNYVVTDH y (iii) se une a un epitopo en la secuencia de
restos 273-501 del EGFR de tipo salvaje humano.

El miembro de unién especifica novedoso de la invencidn, concretamente un anticuerpo o uno de sus fragmentos,
incluyendo los fragmentos inmunogénicos, reconoce un epitopo de EGFR que se encuentra en células tumorigénicas,
hiperproliferativas o andmalas en las que el epitopo es aumentado o evidenciado tras la modificacién post-traduccional
aberrante y no detectable en células normales o de tipo salvaje. En una realizacién concreta pero no limitante, el
miembro de unién, tal como el anticuerpo, reconoce un epitopo de EGFR que estd aumentado o evidenciado tras una
simple modificacién de carbohidrato o una glicosilacién temprana y es reducido o no evidente en presencia de una
modificacién compleja de carbohidratos o una glicosilacion. El miembro de unidn especifica, tal como el anticuerpo
o uno de sus fragmentos, no se une ni reconoce células normales o de tipo salvaje que contienen un epitopo EGFR
normal o de tipo salvaje en ausencia de expresion en exceso y en presencia de una modificacién post-traduccional de
EGFR normal.

La invencién se refiere a un miembro de unién especifica, particularmente un anticuerpo o uno de sus fragmentos,
que reconoce un epitopo de EGFR que estd presente en células que expresan un EGFR amplificado o que expresan el
de2-7 EGFR y no detectable en células que expresan EGFR normal o de tipo salvaje, particularmente en presencia de
una modificacién post-traduccional normal.

Se observa adicionalmente y se demuestra en la presente memoria que una observacion o caracteristica no limitante
adicional de los anticuerpos de la presente invencion es su reconocimiento de su epitopo en presencia de grupos con
elevado contenido de manosa, que es una caracteristica de la glicosilacién temprana o la modificacién simple de
carbohidratos. De este modo, la glicosilacién alterada o aberrante facilita la presencia y/o reconocimiento del epitopo
del anticuerpo o comprende una porcion del epitopo del anticuerpo.

La glicosilacién incluye y abarca la modificacién post-traduccional de proteinas, denominadas glicoproteinas, por
adicién de oligosacéridos. Los oligosacaridos se afaden en sitios de glicosilacion en las glicoproteinas, incluyendo
particularmente oligosacdridos unidos a N y oligosacdridos unidos a O. Los oligosacaridos unidos a N se afiaden
a un resto Asn, particularmente cuando el resto Asn estd en la secuencia N-X-S/T, donde X no puede ser Pro ni
Asp, y son los mds comunes encontrados en la glicoproteinas. En la biosintesis de las glicoproteinas unidas a N,
se forma primero un oligosacarido de tipo alto contenido de manosa (comprendido generalmente por dolicol, N-
Acetilglucosamina, manosa y glucosa en el reticulo endopldsmico (RE). Las glicoproteinas de tipo elevado contenido
de manosa se transportan después desde el RE al aparato de Golgi, donde se producen normalmente el procesado y
modificacién adicionales de los oligosacéridos. Los oligosacdridos unidos a O se afiaden al grupo hidroxilo de los
restos Ser o Thr. En los oligosacaridos unidos a O, primero se transfiere la N-Acetilglucosamina al resto Ser o Thr por
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medio de la N-Acetilgucosaminiltransferasa en el RE. Después la proteina se traslada al aparato de Golgi donde se
producen la modificacién y la elongacion de la cadena.

En un aspecto concreto de la invencién y como se ha establecido antes, los autores de la presente invencién han
descubierto anticuerpos monoclonales novedosos, ilustrados en la presente memoria por el anticuerpo denominado
mAb 806 y su quimérico ch806, que reconocen especificamente el EGFR de tipo salvaje amplificado y el de2-7
EGFR, se unen a un epitopo distinto del péptido de empale tnico de la mutacién de2-7 EGFR. Los anticuerpos de la
presente invencién reconocen especificamente el EGFR expresado en exceso, incluyendo el EGFR amplificado y el
EGFR mutante (ilustrado en la presente memoria por la mutacién de2-7), particularmente tras la modificacidn post-
traduccional aberrante. Adicionalmente, si bien mAb 806 no reconoce el EGFR de tipo salvaje normal expresado sobre
la superficie celular de células de glioma, se une al dominio extracelular del EGFR inmovilizado sobre la superficie
de placas ELISA, indicando un epitopo conformacional con un aspecto polipeptidico. En gran medida, mAb 806 no
se unia especificamente a tejidos normales tales como higado y piel, que expresan niveles de wt EGFR enddgeno que
son superiores que en la mayoria de los otros tejidos normales, ero en los que el EGFR no esta expresado en exceso
ni amplificado. De este modo, mAb806 demuestra una especificidad novedosa y ttil, que reconoce de2-7 EGFR y
EGFR amplificado, a la vez que no reconoce el EGFR de tipo salvaje normal o el tnico péptido de empalme que es
caracteristico de de2-7 EGFR.

En un aspecto preferido, el anticuerpo es uno que tiene las caracteristicas del anticuerpo que los autores de la
invencion han identificado y caracterizado, en particular que reconoce el EGFR amplificado y el de2-7EGFR. En un
aspecto particularmente preferido el anticuerpo es el mAb 806, o sus fragmentos activos. En un aspecto preferido
adicional el anticuerpo de la presente invencion comprende las secuencias de aminoacidos de VH y VL representadas
en Figura 14 (SEQ ID NO: 2) y en la Figura 15 (SEQ ID NO: 4) respectivamente.

El epitopo del miembro de unién especifica o anticuerpo se localiza en la regién que comprende los restos 273-501
de la secuencia de EGFR normal o de tipo salvaje y de este modo las proteinas de unién especifica proporcionadas tales
como anticuerpos, se unen al de2-7 EGFR en un epitopo localizado en la regién que comprende los restos 273-501
de la secuencia de EGFR. El epitopo puede ser determinado mediante cualquiera de las técnicas de mapeo epitdpico
convencionales conocidas por los expertos en la técnica. Alternativamente, la secuencia de ADN que codifica los
restos 273-501 podria ser digerida, y los fragmentos resultantes expresados en un anfitrién adecuado. La unién del
anticuerpo se podria determinar como se ha mencionado antes.

En particular, el miembro se unird a un epitopo que comprende los restos 273-501 del EGFR normal o de tipo
salvaje maduro. No obstante también forman un aspecto de la invencién otros anticuerpos que muestran el mismo
patrén de reactividad o uno esencialmente similar. Esto se puede determinar comparando tales miembros con un
anticuerpo que comprende los dominios VH y VL mostrados en el SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 4 respectivamente.
La comparacién se hara tipicamente utilizando una transferencia Western en la cual los miembros de unién se unen a
transferencias duplicadas preparadas a partir de una preparacion nuclear de células de manera que el patrén de unién
se pueda comparar directamente.

En otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo capaz de competir con el anticuerpo 806, en condiciones
en las que se bloquea la unién de al menos el 10% de un anticuerpo que tiene las secuencias VH y VL del anticuerpo
806 con de2-7EGFR por competicion con semejante anticuerpo en un andlisis ELISA. Como se ha expuesto antes, en
la presente memoria se contemplan y se ilustran anticuerpos anti-idiotipicos.

Un polipéptido aislado que consiste esencialmente en el epitopo que comprende los restos 273-501 del EGFR de
tipo salvaje maduro (restos 6-234 del de2-7 EGFR maduro) forma otro aspecto de la presente invencién. El péptido
de la invencién es particularmente ttil en los andlisis diagndsticos o kits y terapéuticamente o profilacticamente,
incluyendo en forma de vacuna anti-tumoral o anti-cancerosa. De este modo las composiciones del péptido de la
presente invencion incluyen composiciones farmacéuticas y composiciones inmunogénicas.

Usos Diagndosticos y Terapéuticos

La especificidad unica de los miembros de unién especifica, concretamente anticuerpos o sus fragmentos, de la
presente invencion, que se definen en la reivindicacién 1, proporciona usos diagndsticos y terapéuticos para identifi-
car, seleccionar como diana y tratar, reducir o eliminar numerosos tipos de células tumorigénicas y tipos de tumores,
por ejemplo tumores de cabeza y cuello, mama, pulmoén, vejiga o prostata y glioma, sin los problemas asociados con
la absorcién por tejidos normales que se pueden observar con los anticuerpos para EGFR conocidos previamente. De
este modo, las células que expresan EGFR en exceso (p. ej. por amplificacién o expresion de un EGFR mutante o
variante), particularmente aquellas que demuestran una modificacién post-traduccional aberrante pueden ser recono-
cidas, aisladas, caracterizadas, elegidas como diana y tratadas o eliminadas utilizando el miembro o los miembros de
unién, concretamente el anticuerpo o los anticuerpos o sus fragmentos de la presente invencion.

Los anticuerpos de la presente invencion pueden clasificar de este modo especificamente la naturaleza de los
tumores o células tumorigénicas con EGFR, tifiendo o reconociendo de otro modo esos tumores o células en los que
se encuentra presente la expresion en exceso de EGFR, concretamente la amplificacién y/o la mutacién de EGFR,
particularmente de2-7EGFR. Adicionalmente, los anticuerpos de la presente invencién, como ilustra mAb 806 y el
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anticuerpo quimérico ch806, demuestran una actividad anti-tumoral in vivo significativa contra tumores que contienen
EGFR amplificado y contra xenoinjertos de2-7 EGFR positivos.

Como se ha esbozado antes, los autores de la invencién han descubierto que el miembro de unién especifico de la
invencion reconoce las formas asociadas a tumores del EGFR (de2-7 EGFR y EGFR amplificado) pero no el receptor
normal de tipo salvaje cuando es expresado en células normales. Se cree que el reconocimiento del anticuerpo depende
de una modificacion post-traduccional aberrante (p. ¢j., una tinica variante de glicosilacion, acetilacion o fosforilacion)
del EGFR expresado en células que muestran una expresion en exceso del gen EGFR.

Como se describe mds abajo, mAb 806 y ch806 han sido utilizados en estudios terapéuticos. Se demuestra que
mADb 806 y ch806 inhiben el crecimiento de xenoinjertos con EGFR expresado en exceso (p. ej. amplificado) y de
xenoinjertos de expresan de2-7 EGFR humano de tumores humanos e inducen una necrosis significativa en tales
tumores.

Por otra parte, los anticuerpos de la presente invencién inhiben el crecimiento de tumores intracraneales en un
modelo representativo. Este modelo implica inyectar células de glioma que expresan de2-7 EGFR en ratones carentes
de sistema inmunitario y después inyectar el anticuerpo intracranealmente o bien el mismo dia o a los 1 a 3 dias,
opcionalmente con dosis repetidas. Las dosis de anticuerpo son adecuadamente de aproximadamente 10 ug. Los
ratones a los que se ha inyectado el anticuerpo se comparan con controles, y se ha descubierto que la supervivencia de
los ratones tratados aumenta significativamente.

Por lo tanto, en un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un miembro de unién especifico de la invencion
para su uso en un método de tratamiento de un tumor, un estado canceroso, un estado precanceroso, y cualquier estado
relacionado con o resultante de un crecimiento celular hiperproliferativo.

Los anticuerpos de la presente invencion se disefian para ser utilizados en métodos de diagnosis y tratamiento
de tumores en sujetos humanos o animales, particularmente tumores epiteliales. Estos tumores pueden ser tumores
solidos primarios o secundarios de cualquier tipo incluyendo, pero no limitados a, glioma, tumores de mama, pulmon,
prostata, cabeza o cuello.

Miembro de Union y Generacion de Anticuerpo

La metodologia general para elaborar anticuerpos monoclonales por medio de hibridomas es bien conocida. Tam-
bién se pueden crear lineas celulares productoras de anticuerpos, inmortales mediante técnicas distintas de la fusidn,
tales como la transformacion directa de linfocitos B con ADN oncogénico, o la transfeccidn con virus Epstein-Barr.
Véase, p. ej., M. Schreier et al., “Hybridoma Techniques” (1980); Hammerling et al., “Monoclonal Antibodies And T-
cell Hybridomas” (1981); Kennett et al., “Monoclonal Antibodies” (1980); véanse también las Patentes de los Estados
Unidos Nums. 4.341.761; 4.399.121; 4.427.783; 4.444.887; 4.451.570; 4.466.917; 4.472.500; 4.491.632; 4.493.890.

Los paneles de anticuerpos monoclonales producidos contra EFGR pueden ser escrutados en busca de diferentes
propiedades; esto es, isotipo, epitopo, afinidad, etc. Tienen un interés particular los anticuerpos monoclonales que
imitan la actividad del EFGR o sus subunidades. Tales monoclonales pueden ser ficilmente identificados en anélisis
de actividad de miembros de unién especifica. Los anticuerpos de elevada afinidad también son ttiles cuando es posible
la purificacién por inmunoafinidad de un miembro de unién especifica nativo o recombinante.

Los métodos para producir anticuerpos anti-EGFR policlonales son bien conocidos en la técnica. Véase la Patente
de los Estados Unidos Nim. 4.493.795 de Nestor et al. Se puede preparar un anticuerpo monoclonal, que contiene ti-
picamente porciones Fab y/o F(ab’), de moléculas de anticuerpo utiles, utilizando la tecnologia de hibridomas descrita
en Antibodies - A Laboratory Manual, Harlow y Lane, eds., Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York (1988). En
resumen, para formar el hibridoma a partir del cual se produce la composicién de anticuerpo monoclonal, se fusiona
un mieloma u otra linea celular auto-perpetuante con linfocitos obtenidos del bazo de un mamifero hiperinmunizado
con un EGFR apropiado.

Los esplenocitos se fusionan tipicamente con células de mieloma utilizando polietilenglicol (PEG) 6000. Los
hibridos fusionados se seleccionan por su sensibilidad a HAT. Los hibridomas que producen un anticuerpo monoclonal
util en la practica de esta invencidn se identifican por su capacidad para inmunorreaccionar con el presente anticuerpo
o miembro de unién y su capacidad para inhibir la actividad tumorigénica o hiperproliferativa en células diana.

Se puede producir un anticuerpo monoclonal til en la practica de la presente invencién iniciando un cultivo
de hibridoma monoclonal que comprende un medio nutriente que contiene un hibridoma que secreta moléculas de
anticuerpo con la especificidad antigénica apropiada. El cultivo se mantiene en condiciones y durante un periodo de
tiempo suficiente para que el hibridoma secrete las moléculas de anticuerpo al medio. Después se recoge el medio que
contiene el anticuerpo. Las moléculas de anticuerpo se pueden aislar después mediante técnicas bien conocidas.

Los medios ttiles para la preparaciéon de estas composiciones son bien conocidos en la técnica y asequibles comer-
cialmente e incluyen medios de cultivo sintéticos, ratones endogdmicos y similares. Un medio sintético ilustrativo es
el medio esencial minimo de Dulbecco (DMEM; Dulbecco et al., Virol. 8:396 (1959)) con un suplemento de 4,5 gm/1
de glucosa, 20 mm de glutamina, y suero de ternera fetal al 20%. Una cepa de ratén endogamica ilustrativa es Balb/c.
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Los métodos para producir anticuerpos anti-EGFR monoclonales también son bien conocidos en la técnica. Véa-
se Niman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:4949-4953 (1983). Tipicamente, se utiliza el EGFR o un andlogo
peptidico solo o conjugado con un portador inmunogénico, como el inmundgeno del procedimiento descrito antes
para producir anticuerpos monoclonales anti-EGFR. Los hibridomas se escrutan en busca de su capacidad para pro-
ducir un anticuerpo que reacciona inmunoldgicamente con el EGFR presente en células tumorigénicas, anormales o
hiperproliferativas. Otros anticuerpos anti-EGFR incluyen pero no estan limitados al anticuerpo HUMAX-EGFr de
Genmab/Medarex, el anticuerpo 108 (ATCC HB9764) y Patente de los Estados Unidos Nim. 6.217.866, y el anticuer-
po 14E1 de Schering AG (Patente de los Estados Unidos Nim. 5.942.602).

Miembros de Union Recombinante, Quiméricos, Biespecificos y Fragmentos

En general, las regiones CDR3, que comprenden las secuencias de aminodcidos expuestas esencialmente como
regiones CDR3 del SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 4 serdn portadas en una estructura que permite la unién de las
regiones CDR3 a un antigeno tumoral. En el caso de la regién CDR3 del SEQ ID NO: 4, esta es portada preferiblemente
por la regién VL del SEQ ID NO: 4.

Por “esencialmente expuesto” se quiere significar que las regiones CDR3 de la invencién serdn idénticas u alta-
mente homdlogas a las regiones especificadas del SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 4. Por “altamente homéloga” se
contempla que solamente se pueden realizar unas pocas sustituciones, preferiblemente de 1 a 8, preferiblemente de 1
a 5, preferiblemente de 1 a4, 0de 1 a3 o 1 o 2 sustituciones en las CDR.

La estructura para portar las CDR3 de la invencién serd generalmente de una secuencia de una cadena pesada
o ligera de un anticuerpo o una de sus porciones sustanciales en las cuales las regiones CDR3 estdn localizadas en
localizaciones correspondientes a la region CDR3 de dominios variables de anticuerpos VH y VL codificados por
genes de inmunoglobulina reordenados. Las estructuras y localizaciones de dominios variables de inmunoglobulina
se pueden determinar mediante la referencia a Kabat, E.A. et al, Sequences of Proteins of Immunological Interest.
4* Edicién. US Department of Health and Human Services. 1987, y sus actualizaciones, ahora disponible en Internet
(http://immuno.bme.nwu.edu)).

Preferiblemente, la secuencia de aminodcidos expuesta esencialmente como restos 115-123 del SEQ ID NO: 2
es portada como CDR3 en un dominio variable de la cadena pesada humana o una de sus porciones esenciales, y
las secuencias de aminodcidos expuestas esencialmente como restos 44-54, 70-76 y 109-117 del SEQ ID NO: 4 son
portadas como CDR 1-3 respectivamente en un dominio variable de la cadena ligera humana o una de sus porciones
esenciales.

Los dominios variables pueden derivar de cualquier linea germinal o dominio variable humano reordenado, o
puede ser un dominio variable sintético basado en secuencias consenso de dominios variables humanos conocidos.
Las secuencias derivadas de CDR3 de la invencién, definidas en el parrafo anterior, pueden ser introducidas en un
repertorio de dominios variables que carecen de regiones CDR3, utilizando la tecnologia de ADN recombinante.

Por ejemplo, Marks et al (Bio/Technology, 1992,10:779-783) describen métodos para producir repertorios de do-
minios variables de anticuerpos en los que se utilizan los cebadores consenso dirigidos a o adyacentes al extremo 5’ de
la zona del dominio variable junto con cebadores consenso para la tercera regiéon marco de los genes VH humanos para
proporcionar un repertorio de dominios variables de VH que carecen de CDR3. Marks et al describen adicionalmente
c6mo este repertorio se puede combinar con una CDR3 de un anticuerpo concreto. Utilizando técnicas andlogas, se
pueden barajar las secuencias derivadas de CDR3 de la presente invencién con repertorios de dominios de VH y VL
combinados con un dominio de VL o VH cognado para proporcionar miembros de unién especifica de la invencion.
Después se puede presentar el repertorio en un sistema anfitrion adecuado tal como el sistema de presentacién en fagos
del documento W092/01047 de manera que se pueden seleccionar los miembros de unién especifica adecuados. Un
repertorio puede constar de 10* miembros individuales hacia arriba, por ejemplo de 10° a 10® 0 10" miembros.

El barajado o las técnicas combinatorias de andlogos también son descritas por Stemmer (Nature, 1994, 370:389-
391), que describe la técnica en relacién con un gen de S-lactamasa pero observa que se puede utilizar el enfoque para
la generacién de anticuerpos.

Una alternativa adicional consiste en generar regiones VH y VL novedosas que portan las secuencias derivadas de
CDR3 de la invencién utilizando la mutagénesis al azar, por ejemplo, de los genes VH o V1 de mAb806 para generar
mutaciones en el dominio variable completo. Semejante técnica es descrita por Gram et al (1992, Proc. Natl. Acad.
Sci., USA, 89:3576-3580), que utiliza la PCR con predisposicién a errores.

Otro método que se puede utilizar consiste en dirigir la mutagénesis a regiones CDR de los genes VH o VL. Tales
técnicas son descritas por Barbas er al, (1994, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 91:3809-3813) y Schier et al (1996, J.
Mol. Biol. 263:551-567).

Todas las técnicas descritas antes se conocen como tales en la técnica y en si mismas no forman parte de la presente

invencién. El experto en la técnica serd capaz de utilizar tales técnicas para proporcionar miembros de unién especifica
de la invenciodn utilizando la metodologia rutinaria en la técnica.
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Una porcidén esencial de un dominio variable de una inmunoglobulina comprenderd al menos las tres regiones
CDR, junto con sus regiones marco intermedias. Preferiblemente, la porcién también incluird al menos aproximada-
mente 50% de cualquiera o de ambas regiones marco primera y cuarta, siendo el 50% C-terminal de la primera regién
marco y el 50% N-terminal de la cuarta regién marco. Los restos adicionales en el extremo N-terminal o C-terminal de
la porcién esencial del dominio variable pueden ser aquellos no asociados normalmente con regiones de los dominios
variables de origen natural. Por ejemplo, la construccién de miembros de union especificos de la presente invencién
elaborados mediante técnicas de ADN recombinante puede dar como resultado la introduccién de restos N- o C-termi-
nales codificados por conectores introducidos para facilitar la clonacién u otras etapas de manipulacién. Otras etapas
de manipulacién incluyen la introduccién de conectores para unir dominios variables de la invencién a secuencias de
proteinas adicionales incluyendo cadenas pesadas de inmunoglobulina, otros dominios variables (por ejemplo en la
produccion de fragmentos biespecificos) o marcas de proteina como se comenta con mds detalle mds abajo.

Aunque en un aspecto preferido de la invencién se prefieren los miembros de unién especifica que comprenden
un par de dominios de unién basados en secuencias expuestas esencialmente en el SEQ ID NO: 2 y el SEQ ID NO:
4, los dominios de unién individuales basados en cualquiera de estas secuencias forman aspectos adicionales de la
invencién. En el caso de los dominios de unién basados en la secuencia expuesta esencialmente en el SEQ ID NO: 2,
se pueden utilizar tales dominios de unién como agentes de direccionamiento para antigenos tumorales puesto que se
sabe que los dominios VH de la inmunoglobulina son capaces de unirse a antigenos diana de una manera especifica.

En el caso de cualquiera de los dominios de unién especifica de cadena sencilla, se pueden utilizar estos domi-
nios para escrutar en busca de dominios complementarios capaces de formar un miembro de unién especifica de dos
dominios que tiene propiedades in vivo tan buenas o iguales a las del anticuerpo mAb806 descrito en la presente
memoria.

Esto se puede lograr mediante método de escrutinio de presentacidn en fagos utilizando el denominado enfoque
combinatorio dual jerdrquico descrito en la Patente de los Estados Unidos 5.969.108 en el que se utiliza una colonia
individual que contiene un clon de la cadena H o L para infectar una genoteca completa de clones que codifican la otra
cadena (L o H) y el miembro de unién especifica de bicatenario resultante se selecciona de acuerdo con las técnicas de
presentacion en fagos tales como las descritas en esa referencia. Esta técnica también es descrita por Marks et al, ibid.

Los miembros de unién especifica de la presente invencién pueden comprender adicionalmente regiones constantes
de anticuerpos o sus porciones. Por ejemplo, los miembros de unién especifica basados en el SEQ ID NO: 4 se pueden
anclar en su extremo C-terminal a dominios constantes de la cadena ligera de un anticuerpo incluyendo cadenas Ck o
CA, preferiblemente cadenas CA. De un modo similar, los miembros de unién especifica basados en el SEQ ID NO: 2 se
pueden anclar en su extremo C-terminal a toda o parte de una cadena pesada de inmunoglobulina derivada de cualquier
isotipo de anticuerpo, p. ej. IgG, IgA, IgE, IgD e IgM y cualquiera de las subclases de isotipos, concretamente IgGl,
IgG2b, e IgG4. Se prefiere IgGl.

La llegada de la tecnologia de los anticuerpos monoclonales (mAb) hace 25 afios ha proporcionado un enorme
repertorio de reactivos de bisqueda ttiles y ha creado la oportunidad de utilizar anticuerpos como reactivos farmacéu-
ticos aprobados en la terapia contra el cancer, los trastornos autoinmunitarios, el rechace de transplantes, la profilaxis
antiviral y como antitrombéticos (Glennie y Johnson 2000). La aplicacién de la ingenieria molecular para convertir
mADb murinos en mAb quiméricos (regién V de ratén, region C humana) y reactivos humanizados en los que solamente
las regiones determinantes de la complementariedad del mAb (VDR) son de origen murino ha sido critica para el éxito
clinico de la terapia con mAb. Los mAb disefiados tienen una inmunogenicidad notablemente reducida o ausente, un
incremento de la vida media en suero y la porcién Fc humana de los mAb aumenta el potencial para reclutar los efec-
tores inmunitarios del complemento y las células citotéxicas (Clark 2000). Las investigaciones en la biodistribucion,
farmacocinética y cualquier induccién de una respuesta inmunitaria a los mAb administrados clinicamente requiere el
desarrollo de andlisis para discriminar entre las proteinas farmacéuticas y endégenas.

Los anticuerpos, o cualquiera de sus fragmentos, también se pueden conjugar o fusionar recombinantemente a
cualquier toxina celular, bacteriana u otra, p. ej. exotoxina de pseudomonas, ricina, o toxina de la difteria. La parte
de la toxina utilizada puede ser la toxina completa, o cualquier dominio concreto de la toxina. Tales moléculas de
anticuerpo-toxina se han utilizado con éxito para la localizacion y terapia de diferentes clases de canceres, véase p. ej.
Pastan, Biochim Biophys Acta. 1997 Oct 24;1333(2):C1-6; Kreitman et al., N Engl J Med. 2001 Jul 26;345(4):241-7,
Schnell et al., Leukemia. 2000 Jan;14(1):129-35; Ghetie et al., Mol Biotechnol. 2001 Jul;18(3):251-68.

Se pueden formar multimeros bi- y tri-especificos por asociaciéon de diferentes moléculas scFv y se han disefiado
como reactivos de entrecruzamiento para el reclutamiento de células T en tumores (inmunoterapia), redireccionamien-
to viral (terapia génica) y como reactivos de aglutinacién de glébulos rojos (inmunodiagndstico), véase p. ej. Todo-
rovska et al., ] Immunol Methods. 2001 Feb 1;248(1-2):47-66; Tomlinson et al., Methods Enzymol. 2000;326:461-
79; McCall et al., J Immunol. 2001 May 15;166(10):6112-7.

Los anticuerpos completamente humanos se pueden preparar inmunizando ratones transgénicos que portan gran-
des porciones de las cadenas pesada y ligera de inmunoglobulina humana. Estos ratones, ejemplos de tales ratones son
Xenomouse® (Abgenix, Inc.) (Patentes de los Estados Unidos Niims. 6.075.181 y 6.150.584), HuMAb-Mouse® (Me-
darex, Inc./GenPharm) (Patentes de los Estados Unidos 5545806 y 5569825), TransChromo Mouse® (Kirin) y KM
Mouse® (Medarex/Kirin), son bien conocidos en la técnica. Después se pueden preparar anticuerpos, p. ej. mediante
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técnicas de hibridoma convencionales o mediante presentacion en fagos. Estos anticuerpos contendrdn en ese caso
solamente secuencias de aminoacidos completamente humanas.

También se pueden generar anticuerpos completamente humanos utilizando la presentacion en fagos de genotecas
humanas. La presentacién en fagos se puede realizar utilizando métodos bien conocidos por el experto en la técnica,
como los de Hoogenboom et al y Marks et al (Hoogenboom HR y Winter G. (1992) J Mol Biol. 227(2):381-8; Marks
JD et al (1991) J Mol Biol. 222(3):581-97; y también las Patentes de los Estados Unidos 5885793 y 5969108).

Anticuerpos Terapéuticos y Usos

Las propiedades in vivo, concretamente con respecto a la razén tumor:sangre y a la velocidad de aclaramiento, de
los miembros de unién especifica de la invencién serdn como minimo comparables con las de mAb806. Después de la
administracién a un sujeto animal o humano semejante miembro de unién especifica mostrard una razén de tumor con
respecto a sangre maxima de > 1:1. Preferiblemente a dicha razén el miembro de unién especifica también tendrd una
razén de tumor con respecto a 6rgano de mds de 1:1, preferiblemente mds de 2:1, mds preferiblemente més de 5:1.
Preferiblemente a semejante razén el miembro de unién especifica también tendrd una razén de 6rgano con respecto
a sangre de < 1:1 en los 6rganos alejados del sitio del tumor. Estas razones excluyen los érganos de catabolismo y
secrecion del miembro de unién especifica administrado. De este modo en el caso de los scFv y los Fab (como se
muestra en los ejemplos adjuntos), los miembros de unidn se excretan por los riflones y hay una mayor presencia
aqui que en otros 6rganos. En el caso de las IgG completas, el aclaramiento serd al menos en parte, por el higado.
La razén de localizaciéon méxima del anticuerpo intacto se alcanzard normalmente entre 10 y 200 horas después de
la administracién del miembro de unién especifica. Mas particularmente, la razén se puede medir en un xenoinjerto
de tumor de aproximadamente 0,2 - 1,0 g formado subcutdneamente en un flanco de un ratén carente de sistema
inmunitario atimico.

Los anticuerpos de la invencién se pueden marcar con una marca detectable o funcional. Las marcas detectables
incluyen, pero no estdn limitadas a, marcas radiactivas tales como los is6topos H?, C'*, P*2, S¥ CI%, Cr’!, Co"’, Co™®,
Fe®, Y, 12!, ', 125, 18! In'"!, A, Au'®, Cu®, Ac??, Bi*'®, Tc” y Re'®, que pueden ser ancladas a los anticuerpos
de la invencién utilizando la quimica convencional conocida en la técnica de formacién de imdgenes con anticuerpos.
Las marcas también incluyen marcas fluorescentes y marcas utilizadas convencionalmente en la técnica para formar
imagenes por MRI-CT. También incluyen marcas enzimadticas tales como peroxidasa de rdbano picante. Las marcas
incluyen adicionalmente radicales quimicos tales como biotina que pueden ser detectadas por la unién a un radical
detectable cognado especifico, p. ej. avidina marcada.

Las marcas funcionales incluyen sustancias que se disefian para ser dirigidas al sitio del tumor para causar la des-
truccién del tejido tumoral. Tales marcas funcionales incluyen farmacos citot6xicos tales como 5-fluorouracilo o ricina
y enzimas tales como carboxipeptidasa bacteriana o nitrorreductasa, que son capaces de convertir los profiarmacos en
farmacos activos en el sitio del tumor.

Asimismo, los anticuerpos que incluyen anticuerpos tanto policlonales como monoclonales, y los firmacos que
modulan la produccién o actividad de los miembros de union especifica, los anticuerpos y/o sus subunidades poseen
ciertas aplicaciones diagndsticas y se pueden utilizar, por ejemplo, con el fin de detectar y/o medir los estados tales
como el cdncer, las lesiones precancerosas, los estados relacionados con o resultantes del crecimiento celular hiperpro-
liferativo o similar. Por ejemplo, los miembros de unién especifica, anticuerpos o sus subunidades se pueden utilizar
para producir anticuerpos tanto policlonales como monoclonales para ellos mismos en una variedad de medios celu-
lares, mediante mecanismos conocidos tales la técnica del hibridoma que utiliza, por ejemplo, linfocitos de bazo de
ratén y células de mieloma fusionados. Del mismo modo, se pueden descubrir o sintetizar pequefias moléculas que
imitan o tienen un efecto antagénico sobre la actividad o las actividades de los miembros de unién especifica de la
invencidn, y se pueden utilizar en protocolos diagndsticos y/o terapéuticos.

Los miembros de unién especifica radiomarcados, concretamente anticuerpos y sus fragmentos, son ttiles en téc-
nicas diagndsticas in vitro y técnicas con radioimagenes in vivo y en inmunoterapia. En el caso de las imagenes in
vivo, los miembros de unién especifica de la presente invencién se pueden conjugar con un agente para la formacién
de imdgenes en lugar de uno o varios radioisétopo, incluyendo pero no limitados a un agente potenciador de imagenes
por resonancia magnética, donde una molécula de anticuerpo se carga, por ejemplo, con un gran nimero de iones
paramagnéticos a través de grupos quelantes. Los ejemplos de los grupos quelantes incluyen EDTA, porfirinas, éteres
corona de poliaminas y polioximas. Los ejemplos de los iones paramagnéticos incluyen gadolinio, hierro, manganeso,
renio, europio, lantano, holmio y ferbio. En un aspecto adicional de la invencién, los miembros de unién especifica
radiomarcados, concretamente los anticuerpos y sus fragmentos, concretamente radioinmunoconjugados, son utiles
en radioinmunoterapia, particularmente como anticuerpos radiomarcados para la terapia del cidncer. En un aspecto
adicional, los miembros de unién especifica radiomarcados, particularmente anticuerpos y sus fragmentos, son ttiles
en las técnicas de cirugfa radioinmuno-guiada, donde pueden identificar e indicar la presencia y/o localizacioén de
células cancerosas, células precancerosas, células tumorales, y células hiperproliferativas, antes, durante o después de
la cirugia para eliminar tales células.

Los inmunoconjugados o las proteinas de fusién con anticuerpos de la presente invencion, donde los miembros de
union especifica, concretamente anticuerpos y sus fragmentos, de la presente invencién estdn conjugados o anclados
a otras moléculas o agentes incluyen adicionalmente, pero no estan limitados a miembros de unién conjugados a
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un agente de ablacién quimica, toxina, inmunomodulador, citoquina, agente citotéxico, agente quimioterapéutico o
farmaco.

La radioinmunoterapia (RAIT) ha entrado en la clinica y ha demostrado eficacia utilizando diferentes inmuno-
conjugados con anticuerpos. El anticuerpo anti-antigeno carcinoembridnico (anti-CEA) humanizado marcado con I'*!
hMN-14 ha sido evaluado en céncer colorrectal (Behr TM et al (2002) Cancer 94(4Suppl):1373-81) y el mismo anti-
cuerpo con una marca de Y** ha sido evaluado en carcinoma medular de tiroides (Stein R et al (2002) Cancer 94(1):51-
61). También se ha evaluado y se ha dado cuenta de la radioinmunoterapia utilizando anticuerpos monoclonales para
linfoma no Hodgkin y céncer pancreatico (Goldenberg DM (2001) Crit Rev Oncol Hematol 39(1-2):195-201; Gold DV
et al (2001) Crit Rev Oncol Hematol 39 (1-2) 147-54). Los métodos de radioinmunoterapia con anticuerpos concretos
también se describen en las Patentes de los Estados Unidos 6.306.393 y 6.331.175. La cirugia radioinmunoguiada
(RIGS) también ha entrado en la clinica y se ha demostrado su eficacia y utilidad, incluyendo el uso de anticuerpos
anti-CEA y anticuerpos dirigidos contra antigenos asociados a tumores (Kim JC et al (2002) Int J Cancer 97(4):542-
7; Schneebaum S et al (2001) World J Surg 25(12):1495-8; Avital S et al (2000) Cancer 89(8):1692-8; MclIntosh DG
et al (1997) Cancer Biother Radiopharm 12 (4):287-94).

Los anticuerpos de la presente invencién se pueden administrar a un paciente que necesita tratamiento por cual-
quier ruta adecuada, normalmente mediante inyeccion en la corriente sanguinea o el FCE, o directamente en el sitio
del tumor. La dosis precisa dependerd de numerosos factores, incluyendo si el anticuerpo es para diagnosis o para
tratamiento, el tamafio y localizacién del tumor, la naturaleza exacta del anticuerpo (ya sea anticuerpo completo, frag-
mento, fragmento biespecifico, etc), y la naturaleza de la marca detectable o funcional anclada al anticuerpo. Cuando
se utiliza un radiontclido para terapia, la dosis individual mdxima adecuada es de aproximadamente 45 mCi/m?, a un
maximo de aproximadamente 250 mCi/m?. La dosis preferible estd en el intervalo de 15 a 40 mCi, con un intervalo de
dosificacién adicionalmente preferido de 20 a 30 mCi, o de 10 a 30 mCi. Semejante terapia puede requerir un trans-
plante de médula 6sea o de células madre. Una dosis de anticuerpo tipica para la formacién de imagenes de un tumor
o para el tratamiento de un tumor estard en el intervalo de 0,5 a 40 mg, preferiblemente de 1 a 4 mg de anticuerpo
en forma F(ab’)2. Los anticuerpos desnudos se administran preferiblemente en dosis de 20 a 1000 mg de proteina
por dosis, o de 20 a 500 mg de proteina por dosis, o de 20 a 100 mg de proteina por dosis. Esta es una dosis para un
tratamiento individual de un paciente adulto, que puede ser ajustada proporcionalmente para nifios o bebés, y también
ajustada para otros formatos de anticuerpo en proporcion con el peso molecular. Los tratamientos se pueden repetir a
intervalos diarios, bi-semanales, semanales o0 mensuales, a discrecion del médico.

Estas formulaciones pueden incluir una segunda proteina de unién, tales como las proteinas de unién a EGFR
descritas supra. En una forma especialmente preferida, esta segunda proteina de unidn es un anticuerpo monoclonal
tal como 528 o0 225, comentados infra.

Composiciones Farmacéuticas y Terapéuticas

Los miembros de unién especifica de la presente invencidn se administrardn normalmente en forma de una com-
posicion farmacéutica, que puede comprender al menos un componente ademds del miembro de unién especifica.

De este modo las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencidn, y para su uso de acuerdo con
la presente invencion, pueden comprender, ademds del ingrediente activo, un excipiente, portador, tampén, estabili-
zador u otras sustancias farmacéuticamente aceptables bien conocidas por los expertos en la técnica. Tales sustancias
deben ser no toxicas y no deben interferir en la eficacia del ingrediente activo. La naturaleza precisa del portador u
otro material dependera de la ruta de administracién, que puede ser oral, o mediante inyeccién, p. ej. intravenosa.

Las composiciones farmacéuticas para la administracién oral pueden estar en comprimidos, cdpsulas, polvos o
en forma liquida. Un comprimido puede comprender un portador sélido tal como gelatina o un coadyuvante. Las
composiciones farmacéuticas liquidas generalmente comprendes un portado liquido tal como agua, petréleo, aceites
animales o vegetales, aceites minerales o aceite sintético. Se pueden incluir solucién salina fisioldgica, dextrosa u otra
solucién de sacarido o glicoles tales como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol.

Para la inyeccidn intravenosa, o la inyeccidn en el sitio de la afliccidn, el ingrediente activo estard en forma de una
solucién acuosa parenteralmente aceptable que estd libre de pir6geno y tiene un pH, isotonicidad y estabilidad ade-
cuados. Los expertos en la técnica relacionada son capaces de preparar soluciones adecuadas utilizando, por ejemplo,
vehiculos isoténicos tales como Inyeccidn de Cloruro de Sodio, Inyeccién de Solucién de Ringer, Solucién de Rin-
ger con Lactato afiadido. Se pueden incluir conservantes, estabilizadores, tampones, antioxidantes y/o otros aditivos,
segun se requiera.

Se puede administrar una composicién sola o combinada con otros tratamientos o agentes terapéuticos, ya sea
simultdneamente o sucesivamente dependiendo de la afeccién que se vaya a tratar. Ademds, la presente invencién
contempla e incluye composiciones que comprenden el miembro de unién, concretamente un anticuerpo o uno de sus
fragmentos, descrito en la presente memoria y otros agentes o terapéuticos tales como agentes anti-cancerosos o tera-
péuticos, hormonas, agentes o anticuerpos anti-EGFR, o moduladores inmunitarios. Mds generalmente estos agentes
anti-cancerosos pueden ser inhibidores de tirosina quinasa o inhibidores de la cascada de fosforilacién, moduladores
post-traduccionales, inhibidores del crecimiento o la division celular (p. ej. anti-mitéticos), o inhibidores de la trans-
duccidn de la sefial. Otros tratamientos o terapéuticos pueden incluir la administracién de dosis adecuadas de farmacos
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para aliviar el dolor tales como farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (p. ej. aspirina, paracetamol, ibuprofeno o
cetoprofeno) u opidceos tales como morfina, o antieméticos. La composicién se puede administrar combinada (ya sea
sucesivamente (esto es, antes o después) o simultdneamente) con inhibidores de tirosina quinasa (incluyendo, pero no
limitados a AG1478 y ZD1839, STI571, OSI-774, SU-6668), doxorrubicina, temozolomida, cisplatino, carboplatino,
nitrosoureas, procarbazina, vincristina, hidroxiurea, 5-fluoruracilo, citosinarabinésido, ciclofosfamida, epipodofiloto-
xina, carmustina, lomustina, y/o otros agentes quimioterapéuticos. De este modo, estos agentes pueden ser agentes
especificos anti-EGFR, o inhibidores de la tirosina quinasa tales como AG1478, ZD1839, STI571, OSI-774, o SU-
6668 o pueden ser agentes anti-cancerosos y anti-neopldsicos mas generales tales como doxorrubicina, cisplatino, te-
mozolomida, nitrosoureas, procarbazina, vincristina, hidroxiurea, 5-fluoruracilo, citosin-arabinosido, ciclofosfamida,
epipodofilotoxina, carmustina, o lomustina. Ademads, la composicién se puede administrar con hormonas tales como
dexametasona, moduladores inmunitarios, tales como interleuquinas, factor de necrosis tumoral (TNF) u otros factores
de crecimiento o citoquinas que estimulan la respuesta y la reduccion o eliminacién de células cancerosas o tumores.
Un modulador inmunitario tal como el TNF se puede combinar con un miembro de la invencién en forma de un anti-
cuerpo biespecifico que reconoce el epitopo de EGFR 806 asi como receptores del TNF. La composicién también se
puede administrar, o puede incluir combinaciones con otros anticuerpos anti-EGFR, incluyendo pero no limitados a
los anticuerpos anti-EGFR 528, 225, SC-03, DR8.3, L8A4, Y10, ICR62 y ABX-EGF.

Previamente el uso de agentes tales como doxorrubicina y cisplatino junto con anticuerpos anti-EGFR habia produ-
cido una mejora de la actividad anti-tumoral (Fan et al, 1993; Baselga eal, 1993). La combinacién de doxorrubicina y
mADb 528 dio como resultado la erradicacién total de xenoinjertos A431, mientras el tratamiento con cualquier agente
solo causaba tnicamente una inhibicién temporal del crecimiento in vivo (Baselga et al, 1993). Del mismo modo, la
combinacién de cisplatino y cualquiera de mAb 528 o 225 también condujo a la erradicacion de xenoinjertos A431
bien establecidos, que no se habia observado al utilizar el tratamiento con cualquier agente (Fun et al, 1993).

Radioterapia Convencional

Ademds, la presente invencion contempla e incluye composiciones terapéuticas para el uso del miembro de unién
combinado con radioterapia convencional. Se ha indicado que el tratamiento con anticuerpos dirigidos a los receptores
de EGF puede aumentar los efectos de la radioterapia convencional (Milas et al., Clin Cancer Res.2000 Feb:6 (2):701
8, Huang et al., Clin Cancer Res. 2000 Jun: 6(6):2166 74).

Como se demuestra en la presente memoria, las combinaciones del miembro de unién de la presente invencion,
concretamente un anticuerpo o uno de sus fragmentos, preferiblemente mAb806, ch806 o uno de sus fragmentos,
y agentes terapéuticos anti-cancerosos, concretamente agentes terapéuticos anti-EGFR, incluyendo otros anticuerpos
anti-EGFR, demuestran una terapia eficaz, y concretamente sinergia, frente a tumores xenoinjertados. En los ejemplos,
se demuestra que la combinacién de AG 1478 y mAb 806 da como resultado un aumento significativo de la reduccién
del volumen de tumores por xenoinjerto A431 en comparacién con el tratamiento con cualquier agente solo. AG 1478
(4-(3-cloroanilino)-6,7-dimetoxiquinazolina) es un inhibidor potente y selectivo de la quinasa receptora de EGF y se
describe concretamente en la Patente de los Estados Unidos Num. 5.457.105, (véase también, Liu, W. et al (1999)
J. Cell Sci. 112:2409; Eguchi, S. ef al (1998) J. Diol. Chem. 273:8890: Levitsky. A. y Gazit, A. (1995) Science
267:1782). Los ejemplos de la memoria demuestran adicionalmente sinergia del anticuerpo 806 con otros anticuerpos
anti-EGFR, concretamente con el anticuerpo anti-EGFR 528.

La presente invencién contempla adicionalmente composiciones terapéuticas utiles en la practica de los métodos
terapéuticos de la invencién. Una composicion terapéutica sujeto incluye, mezclados, un excipiente farmacéuticamente
aceptable (portador) y uno o mas de un miembro de unién especifica, uno de sus andlogos polipeptidicos o uno de
sus fragmentos, como se describe en la presente memoria como ingrediente activo. En una realizacion preferida, la
composicién comprende un antigeno capaz de modular la unién especifica del presente miembro de unién/anticuerpo
con una célula diana.

La preparacién de composiciones terapéuticas que contienen polipéptidos, andlogos o fragmentos activos como
ingredientes activos es bien conocida en la técnica. Tipicamente, tales composiciones se preparan en forma de in-
yectables, en forma de soluciones o suspensiones liquidas. No obstante, también se pueden preparar formas sélidas
adecuadas para la disolucién, o suspension, en liquido antes de la inyeccion. La preparacion también puede ser emul-
sionada. El ingrediente terapéutico activo se mezcla a menudo con excipientes que son farmacéuticamente aceptables
y compatibles con el ingrediente activo. Los excipientes adecuados son, por ejemplo, agua, solucién salina, dextrosa,
glicerol, etanol, o similar y sus combinaciones. Ademads, si se desea, la composicién puede contener cantidades mi-
noritarias de sustancias coadyuvantes tales como agentes humectantes o emulsionantes, agentes tamponadores del pH
que aumentan la eficacia del ingrediente activo.

Se puede formular un polipéptido, andlogo o fragmento activo en la composicion terapéutica en formas salinas
farmacéuticamente aceptables neutralizadas. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicién de
dcido (formadas con los tres grupos amino de la molécula de polipéptido o anticuerpo) y que estdn formadas con
dcidos inorgénicos tales como, por ejemplo, los dcidos clorhidrico o fosférico, o dcidos orgdnicos tales como acético,
oxdlico, tartdrico, mandélico, y similares. Las sales formadas a partir de grupos carboxilo libres también se pueden
obtener de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio, o férricos, y bases
orgdnicas tales como isopropilamina, trimetilamina, 2-etilamino-etanol, histidina, procaina, y similares.
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Las composiciones que contienen el polipéptido, andlogo, o fragmento activo terapéutico se administran conven-
cionalmente intravenosamente, mediante inyeccién de una dosis unitaria, por ejemplo. El término “dosis unitaria”
cuando se utiliza en referencia a una composicion terapéutica de la presente invencién hace referencia a unidades
fisicamente discretas adecuadas como dosificacion unitaria para seres humanos, conteniendo cada unidad una canti-
dad predeterminada de material activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado asociado con el diluyente
requerido; esto es, portador, o vehiculo.

Las composiciones se administran de una manera compatible con la formulaciéon de dosificacion, y en una cantidad
terapéuticamente eficaz. La cantidad que se va a administrar depende del sujeto que se vaya a tratar, de la capacidad
del sistema inmunitario del sujeto para utilizar el ingrediente activo, y del grado de capacidad de unién a EFGR de-
seado. Las cantidades exactas de ingrediente activo requeridas para ser administradas dependen del juicio del médico
y son peculiares para cada individuo. Sin embargo, las dosificaciones adecuadas pueden oscilar de aproximadamente
0,1 a 20, preferiblemente de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 10, y mas preferiblemente de uno a varios,
miligramos de ingrediente activo por kilogramo de peso corporal del individuo por dia y depende de la ruta de ad-
ministracion. Los regimenes adecuados para la administracion inicial y las dosis de refuerzo también son variables,
pero estan tipificados por una administracién inicial seguida de dosis repetidas a intervalos de una o més horas de una
inyeccidn u otra administracion posterior. Alternativamente, se contempla la infusion intravenosa continua suficiente
para mantener concentraciones de diez nanomolar a diez micromolar en sangre.

Las composiciones farmacéuticas para la administracién oral pueden ser en forma de comprimidos, capsulas, polvo
o liquido. Un comprimido puede comprender un portador sélido tal como gelatina o un coadyuvante. Las composicio-
nes farmacéuticas liquidas comprenden generalmente un portador liquido tal como agua, petrdleo, aceites animales o
vegetales, aceite mineral o aceite sintético. Se pueden incluir solucién salina fisioldgica, solucién de dextrosa u otro
sacdrido o glicoles tales como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol.

Para la inyeccién intravenosa, o la inyeccidn en el lugar aquejado, el ingrediente activo estard en forma de una
solucién acuosa parenteralmente aceptable que estd libre de pir6geno y tiene un pH, isotonicidad y estabilidad ade-
cuados. Aquellos con un conocimiento practico de la técnica relevante son capaces de preparar soluciones adecuadas
utilizando, por ejemplo, vehiculos isoténicos tales como Inyeccién de Cloruro de Sodio, Inyeccién de Solucién de Rin-
ger, Inyeccién de Solucién de Ringer con Lactato afiadido. Se pueden incluir conservantes, estabilizadores, tampones,
antioxidantes y/o otros aditivos, segun se requiera.

Andlisis Diagndsticos

La presente invencién también hace referencia a una variedad de aplicaciones diagndsticas, incluyendo métodos
para detectar la presencia de estimulos tales como el EGFR expresado aberrantemente, mediante la referencia a su
capacidad para ser reconocido por el miembro de unidn especifica de la presente invencién. Como se ha mencionado
antes, se puede utilizar el EGFR para producir anticuerpos para si mismo mediante una variedad de técnicas conocidas,
y tales anticuerpos se podrian aislar y utilizar después en ensayos en busca de la presencia de una actividad concreta
de EGFR en células diana sospechosas.

Las aplicaciones diagndsticas de los miembros de unién especifica de la presente invencion, concretamente anti-
cuerpos y sus fragmentos, incluyen aplicaciones in vitro e in vivo bien conocidas y convencionales para los expertos en
la técnica y basadas en la presente descripcion. Los andlisis y kits diagndsticos para la valoracién y evaluacién in vitro
del estado de EGFR, concretamente con respecto a la expresién aberrante de EGFR, se pueden utilizar para diagnos-
ticar, evaluar y controlar muestras de pacientes incluyendo aquellos que tienen o se sospecha que tienen, cancer, una
afeccién precancerosa, una afeccion relacionada con el crecimiento celular hiperproliferativo o una muestra de tumor.
La valoracién y evaluacion del estado de EGFR también es ttil para determinar la idoneidad de un paciente para una
prueba clinica de un farmaco o para la administracién de un agente quimioterapéutico o miembro de unién especifica
concreto, particularmente un anticuerpo, de la presente invencion, incluyendo sus combinaciones, frente a un agente
o miembro de unién diferente. Este tipo de control y evaluacion diagndsticos ya se pone en prictica utilizando anti-
cuerpos contra la proteina HER2 en el cancer de mama (Hercep Test, Dako Corporation), donde el anélisis también
se utiliza para evaluar en pacientes la terapia con anticuerpo utilizando Herceptin. Las aplicaciones in vivo incluyen la
formacién de imagenes de tumores o la evaluacion del estado del cancer de los individuos, incluyendo la formacién
de radioimdgenes.

Como se ha sugerido anteriormente, el método de la presente invencién comprende examinar una muestra o medio
celular mediante un andlisis que incluye una cantidad eficaz de un antagonista para un EFGR/proteina, tal como un
anticuerpo anti-EFGR, preferiblemente un anticuerpo policlonal purificado por afinidad, y mds preferiblemente un
mAb. Ademds, es preferible que las moléculas de anticuerpo anti-EFGR utilizadas en la presente memoria estén en
forma de porciones Fab, Fab’, F(ab’), o F(v) o de moléculas de anticuerpo completas. Como se ha comentado pre-
viamente, los pacientes susceptibles de beneficiarse de este método incluyen aquellos que padecen cancer, una lesion
pre-cancerosa, una infeccién viral, patologias que implican o resultan del crecimiento celular hiperproliferativo u otro
trastorno patolégico similar. Los métodos para asilar el EGFR e inducir anticuerpos anti-EFGR y para determinar y
optimizar la capacidad de los anticuerpos anti-EFGR para ayudar al examen de las células diana son bien conocidos
en la técnica.
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Preferiblemente, el anticuerpo anti-EFGR utilizado en los métodos diagnésticos de esta invencidn es un anticuerpo
policlonal purificado por afinidad. Mds preferiblemente, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal (mAb). Ademas,
las moléculas de anticuerpo anti-EFGR utilizadas en la presente memoria pueden estar en forma de porciones Fab,
Fab’, F(ab’), o F(v) de moléculas de anticuerpos completos.

Como se ha descrito con detalle antes, el anticuerpo o los anticuerpos para EGFR se pueden producir y aislar
mediante métodos convencionales incluyendo las técnicas con hibridomas bien conocidas. Por conveniencia, el an-
ticuerpo o los anticuerpos para EGFR serdn referidos en la presente memoria como anticuerpo o anticuerpos Ab,
originados en otra especie como Ab,.

La presencia de EGFR en las células se puede averiguar mediante los procedimientos inmunolégicos in vitro o
in vivo habituales aplicables a tales determinaciones. Se conocen numerosos procedimientos ttiles. Tres de estos
procedimientos que son especialmente ttiles emplean o EGFR marcado con una marca detectable, anticuerpo Ab,
marcado con una marca detectable, o anticuerpo Ab, marcado con una marca detectable. Los procedimientos se
pueden resumir por medio de las siguientes ecuaciones donde el asterisco indica que la particula estd marcada, y “R”
representa el EGFR:

A. R* + Abl = R*Abl
B. R+ Ab* = RAb,*
C. R+ Ab, + Ab,* =RAb,Ab,*

Los procedimientos y su aplicacién son familiares para los expertos en la técnica y por consiguiente se pueden
utilizar dentro del alcance de la presente invencién. El procedimiento “competitivo”, Procedimiento A, se describe en
las Patentes de los Estados Unidos Ntms. 3.654.090 y 3.850.752. El Procedimiento C, procedimiento “sandwich”, se
describe en las Patentes de los Estados Unidos Nims. RE 31.006 y 4.016.043. Se conocen otros procedimientos tales
como el procedimiento del “anticuerpo doble” o “DASP”.

En cada caso anterior, el EGFR forma complejos con uno o mds anticuerpos o compaferos de unién y un miembro
del complejo se marca con una marca detectable. El hecho de la formacién del complejo, y si se desea, la cantidad del
mismo, se pueden determinar mediante métodos conocidos aplicables a la deteccidon de marcas.

A partir de lo anterior se observard, que una propiedad caracteristica de Ab, es que éste reaccionard con Ab,. Esto
es porque se ha utilizado como antigeno un Ab, originado en una especie de mamifero en otra especie para originar el
anticuerpo Ab,. Por ejemplo, se puede originar Ab, en cabras utilizando anticuerpos de conejo como antigenos. Por
lo tanto Ab, seria un anticuerpo-anti-conejo originado en cabras. Para los fines de esta descripcion y de las reivindica-
ciones, Ab, serd referido como anticuerpo primario o anti-EGFR, y Ab, sera referido como anticuerpo secundario o
anti-Ab,. Las marcas mis comtinmente empleadas para estos estudios son elementos radiactivos, enzimas, productos
quimicos que emiten fluorescencia cuando se exponen a la luz ultravioleta, y otros.

Se conocen y se pueden utilizar como marcas numerosos materiales fluorescentes. Estos incluyen, por ejemplo,
fluoresceina, rodamina, auramina, Rojo Texas, azul AMCA y Amarillo Lucifer. Un material detector concreto es un
anticuerpo anti-conejo preparado en cabras y conjugado con fluoresceina a través de un isotiocianato.

El EGFR o su compaifiero o compaiieros de unién tales como el miembro de unién especifica presente, también
pueden ser marcados con un elemento radiactivo o con una enzima. La marca radiactiva puede ser detectada mediante
cualquier procedimiento de recuento disponible actualmente. El isétopo se puede seleccionar entre H?, C'¢, P, S%,
C136, CI'SI, C057, COSS, F659’ Y()O’ 1121’ 1124’ 1125’ 1131’ Inl“, AtZII’ Aul98’ Cu67, ACZZS, Bi213, TC99 y RelSﬁ.

Del mismo modo son ttiles las marcas enzimaticas, y se pueden detectar mediante cualquiera de las técnicas
colorimétricas, espectrofotométricas, fluoroespectro-fotométricas, amperométricas o gasométricas utilizadas en la ac-
tualidad. La enzima se conjuga con la particula seleccionada mediante reaccién con moléculas formadoras de puentes
tales como carbodiimidas, diisocianatos, glutaraldehido y similares. Se conocen y se pueden utilizar muchas enzimas
que se pueden utilizar en estos procedimientos. Se prefieren peroxidasa, -glucuronidasa, 8-D-glucosidasa, 8-D-galac-
tosidasa, ureasa, glucosa oxidasa mds peroxidasa y fosfatasa alcalina. Se hace referencia a las Patentes de los Estados
Unidos Nim. 3.654.090; 3.850.752; y 4.016.043 a modo de ejemplo por su descripciéon de materiales y métodos de
marcaje alternativos.

Un sistema de andlisis concreto que se puede utilizar ventajosamente de acuerdo con la presente invencion, es
conocido como andlisis de receptores. En un andlisis de receptores, el material que se va a analizar tal como el miembro
de unién especifica, es marcado apropiadamente y después ciertas colonias de ensayo celular son inoculadas con una
cantidad de material marcado y no marcado después de lo cual se realizan estudios de unién para determinar el grado
en el cual se une el material marcado a los receptores celulares. De este modo, se pueden averiguar las diferencias de
afinidad entre los materiales.

Por consiguiente, se puede marcar radiactivamente y combinar una cantidad purificada del miembro de unién es-
pecifica, por ejemplo, con anticuerpos u otros inhibidores de estos, después de lo cual se llevarian a cabo estudios de
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unién. Luego se prepararian soluciones que contuvieran diferentes cantidades de miembros de unién especifica mar-
cado y no marcado combinados, y después se inocularian muestras de células y a partir de ese momento se incubarian.
Las monocapas de células resultantes se lavan después, se solubilizan y luego se someten a recuento en un contador
gamma durante un lapso de tiempo suficiente para producir un error estindar de <5%. Estos datos se someten después
a analisis Scatchard después de lo cual se pueden hacer observaciones y sacar conclusiones referentes a la actividad
del material. Si bien lo anterior es ilustrativo, ilustra el modo en el que se puede realizar y utilizar un andlisis de
receptores, en el caso en el que la capacidad de unién celular del material analizado pueda servir como caracteristica
distintiva.

Un analisis util y contemplado de acuerdo con la presente invencién es conocido como andlisis “cis/trans”. En resu-
men, en este andlisis se emplean dos constructos genéticos, uno de los cuales es tipicamente un pldsmido que expresa
continuamente un receptor concreto de interés cuando es transfectado a una linea celular apropiada, y el segundo de los
cuales es un pldsmido que expresa un informador tal como luciferasa, bajo el control de un complejo receptor/ligando.
De este modo, por ejemplo, si se desea evaluar un compuesto como ligando para un receptor concreto, uno de los plas-
midos seria un constructo que diera como resultado la expresion del receptor en la linea celular seleccionada, mientras
el segundo plasmido poseeria un promotor ligado al gen de la luciferasa en el que estaria insertado el elemento de
respuesta al receptor concreto. Si el compuesto que se va a someter a ensayo es un agonista del receptor, el ligando
formara complejo con el receptor, y el complejo resultante se unird al elemento de respuesta e iniciard la transcripcién
del gen de la luciferasa. La quimioluminiscencia resultante se mide después fotométricamente, y se obtienen curvas
dosis-respuesta y se comparan con las de ligandos conocidos. El protocolo anterior se describe con detalle en la Pa-
tente de los Estados Unidos Ntim. 4.981.784 y en la Publicacion Internacional PCT Nim. WO 88/03168, para cuyo
proposito se refiere al experto en la técnica.

En una realizacion adicional de esta invencion, se pueden preparar kits de ensayo comerciales adecuados para su
uso por un especialista médico para determinar la presencia o ausencia de la expresion aberrante de EGFR, incluyendo
pero no limitado a EGFR amplificado y/o una mutacién de EGFR, en células diana sospechosas. De acuerdo con las
técnicas de ensayo descritas antes, una clase de tales kits contendrad al menos el EGFR marcado o su compafiero de
unidn, por ejemplo un anticuerpo especifico ara esto, e indicaciones, por supuesto, dependiendo del método seleccio-

nado, p. €j., “competitivo,” “sandwich,” “DASP” y similares. Los kits también pueden contener reactivos periféricos
tales como tampones, estabilizadores, etc.

Por consiguiente, se puede preparar un kit de ensayo para demostrar la presencia o capacidad de las células de
expresar aberrantemente o modificar post-traduccionalmente el EGFR, que comprende:

(a) una cantidad predeterminada de al menos un componente marcado inmunoquimicamente obtenido mediante
anclaje directo o indirecto del presente miembro de unién especifica o un compafiero de unién especifica para este, a
una marca detectable;

(b) otros reactivos; e

(c) instrucciones para el uso de dicho kit.

Mas especificamente, el kit de ensayo diagndstico puede comprender:

(a) una cantidad conocida del miembro de unién especifica como se ha descrito antes (0 un compafiero de unién)
generalmente unido a una fase sélida para formar un inmunoabsorbente, o como alternativa, unido a una etiqueta
adecuada, o varios de tales productos finales, etc. (o sus compafieros de unién) uno de cada;

(b) si fuera necesario, otros reactivos; y

(c) instrucciones para el uso de dicho kit de ensayo.

En una variacién adicional, el kit de ensayo se puede preparar y utilizar para los fines establecidos antes, que
funciona de acuerdo con un protocolo predeterminado (p. ej. “competitivo,” “sandwich,” “doble anticuerpo,” etc.), y
comprende:

(a) un componente marcado que ha sido obtenido acoplando el miembro de unién especifica a una marca detectable;

(b) uno o més reactivos inmunoquimicos adicionales de los cuales al menos un reactivo es un ligando o un ligando
inmovilizado, cuyo ligando se selecciona del grupo que consiste en:

@) un ligando capaz de unirse con el componente marcado (a);

(ii))  unligando capaz de unirse con un compaiiero de unién del componente marcado (a);
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(i)  un ligando capaz de unirse con al menos uno de los componentes que se va a determinar; y

(iv)  un ligando capaz de unirse con al menos uno de los compafieros de unién de al menos uno de los
componentes que se van a determinar; y

(c) instrucciones para el funcionamiento de un protocolo para la deteccién y/o determinacién de uno o mds com-
ponentes de una reaccién inmunoquimica entre el EFGR, el miembro de unidén especifica, y un compaiiero de unién
especifico para este.

De acuerdo con lo anterior, se pueden preparar un sistema de andlisis para escrutar firmacos potenciales eficaces
para modular la actividad del EFGR, la expresion aberrante o la modificacién post-traduccional del EGFR, y/o la
actividad o unién del miembro de unién especifica. El receptor o el miembro de unién pueden ser introducidos en un
sistema de ensayo, y el futuro firmaco también puede ser introducido en el cultivo celular resultante, y después de eso
el cultivo se examina para observar cualquier cambio en la actividad en la fase S de las células, debida a la adicién del
futuro farmaco solo, o debido al efecto de las cantidades afiadidas del agente o los agentes conocidos.

Acidos Nucleicos

La presente invencién proporciona adicionalmente un 4cido nucleico aislado que codifica un miembro de unién
especifica de la presente invencién. El dcido nucleico incluye ADN y ARN. En un aspecto preferido, la presente
invencién proporciona un dcido nucleico que codifica un polipéptido de la invencién como se ha definido antes,
incluyendo un polipéptido que se expone como restos 115-123 del SEQ ID NO: 2 0 44-54, 68-83 y 115-123 del SEQ
ID NO: 2, un polipéptido que se expone como restos 44-54, 70-76 y 109-117 del SEQ ID NO: 4, y los polipéptidos
completos del SEQ ID NO: 2 y el SEQ ID NO: 4.

La presente invencién también proporciona constructos en forma de plasmidos, vectores, casotes de transcripcién
o expresion que comprende al menos un polinucleétido como antes.

La presente invencién también proporciona una célula anfitriona recombinante que comprende uno o mas cons-
tructos como antes. Un 4cido nucleico que codifica cualquier miembro de unién especifica proporcionado como tal
forma un aspecto de la presente invencidn, como lo hace el método de produccién del miembro de unién especifica
cuyo método comprende la expresion a partir del 4cido nucleico codificante del mismo. La expresion se puede lograr
convenientemente mediante el cultivo en condiciones apropiadas de células anfitrionas recombinantes que contienen
el 4cido nucleico. Tras la produccién mediante expresion se puede aislar y/o purificar un miembro de unién especifica
utilizando cualquier técnica adecuada, después se utiliza como sea apropiado.

Los miembros de unién especifica y las moléculas de 4dcido nucleico codificante y los vectores de acuerdo con
la presente invencion se pueden proporcionar aislados Y70 purificados, p. ej. de su entorno natural, en una forma
esencialmente pura u homogénea, o, en el caso del dcido nucleico, libre o esencialmente libre de 4dcido nucleico o
genes con un origen distinto de la secuencia que codifica un polipéptido con la funcién requerida. El 4cido nucleico
de acuerdo con la presente invencion puede comprender ADN o ARN y puede ser total o parcialmente sintético.

Los sistemas para la clonacién y expresion de un polipéptido en una variedad de células anfitrionas diferentes son
bien conocidos. Las células anfitrionas adecuadas incluyen bacterias, células de mamifero, levaduras y sistemas de
baculovirus. Las lineas celulares de mamifero disponibles en la técnica para la expresion de un polipéptido heterélogo
incluyen células de ovario de hamster Chino, células HeLa, células de rifién de cria de hamster, células de melanoma
de ratén NSO y otras muchas. Un anfitrién bacteriano preferido, comiin es E. coli.

La expresion de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos en células procaridticas tales como E. coli estd bien
establecida en la técnica. Para una revision, véase por ejemplo Pliickthun, A. Bio/Technology 9: 545-551 (1991). La
expresion en células eucaridticas en cultivo también se encuentra disponible para los expertos en la técnica como
opcidn para la produccién de un miembro de unién especifica, para revisiones recientes véase, por ejemplo Raff, M:E.
(1993) Curr. Opinion Biotech. 4: 573-576; Trill J.J. et al. (1995) Curr. Opinion Biotech 6: 553-560.

Se pueden elegir o construir vectores adecuados, que contienen secuencias reguladoras apropiadas, incluyendo
secuencias promotoras, secuencias terminadoras, secuencias de poliadenilacidn, secuencias intensificadoras, genes
marcadores y otras secuencias segin sea apropiado. Los vectores pueden ser plasmidos, virales p. ej. fagos o fagémi-
dos, segln sea apropiado. Para detalles adicionales véase, por ejemplo, Molecular Cloning: a Laboratory Manual: 2*
edicién, Sambrook ef al. 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press. Muchas técnicas y protocolos conocidos para
la manipulacién de dcidos nucleicos, por ejemplo en la preparacién de constructos de dcido nucleico, mutagénesis,
secuenciacion, introduccién de ADN en células y expresion génica, y andlisis de proteinas, se describen con detalle en
Short Protocols in Molecular Biology, Segunda Edicién, Ausubel et al. eds., John Wiley & Sons, 1992.

De este modo, un aspecto adicional de la presente invencién proporciona una célula anfitriona que contiene un

dcido nucleico como se describe en la presente memoria. Un aspecto adicional mds proporciona un método que com-
prende introducir semejante dcido nucleico en una célula anfitriona. En la introduccién se puede emplear cualquier
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técnica adecuada. Para las células eucaridticas, las técnicas adecuadas pueden incluir transfeccién con fosfato de cal-
cio, DEAE-Dextrano, electroporacion, transfecciéon mediada por liposomas y transduccién utilizando retrovirus u otros
virus, p. €]. vaccinia o, para células de insecto, baculovirus. Para las células bacterianas, las técnicas adecuadas pueden
incluir transformacién con cloruro de calcio, electroporacion y transfeccion utilizando bacteriéfagos.

La introduccién puede causar o permitir después la expresion a partir del 4cido nucleico, p. ej. cultivando células
anfitrionas en las condiciones para la expresion del gen.

En una realizacion, el acido nucleico de la invencidn se integra en el genoma (p. e¢j. cromosoma) de la célula
anfitriona. La integracién puede ser promovida por la inclusién de secuencias que promueven la recombinacién con el
genoma, de acuerdo con técnicas convencionales.

La presente invencién también proporciona un método que comprende utilizar un constructo como se ha estable-
cido antes en un sistema de expresion con el fin de expresar un miembro de unién especifica o polipéptido como
antes.

Como se ha establecido antes, la presente invencién también hace referencia a una molécula de ADN recombinante
o un gen clonado, o una de sus variantes degeneradas, que codifica un miembro de unién especifica, concretamente
un anticuerpo o uno de sus fragmentos, que posee una secuencia de aminodcidos expuesta en el SEQ ID NO: 2 y/o el
SEQ ID NO: 4; preferiblemente una molécula de acido nucleico, en particular una molécula de ADN recombinante o
un gen clonado, que codifica el miembro de unién o anticuerpo tiene una secuencia de nucleétido o es complementaria
a una secuencia de ADN proporcionada en el SEQ ID NO: 1 y/o el SEQ ID NO: 3.

Otro rasgo de esta invencion es la expresion de las secuencias de ADN descritas en la presente memoria. Como
es bien sabido en la técnica, las secuencias de ADN pueden ser expresadas conectdndolas operativamente a una se-
cuencia para el control de la expresion en un vector de expresion apropiado y empleando ese vector de expresion para
transformar un anfitrién unicelular apropiado.

Semejante conexién operativa de una secuencia de ADN de esta invencién a una secuencia de control de la expre-
sién, por supuesto, incluye, si no forma parte ya de la secuencia de ADN, la provisién de un codén de iniciacion, ATG,
en el marco de lectura correcto aguas arriba de la secuencia de ADN.

Se puede emplear una amplia variedad de combinaciones de anfitrién/vector de expresion al expresar las secuencias
de ADN de esta invencion. Los vectores de expresion ttiles, por ejemplo, pueden consistir en segmentos cromoso-
micos, no cromosémicos y secuencias sintéticas de ADN. Los vectores adecuados incluyen derivados de SV40 y
plasmidos bacterianos conocidos, p. €j., los plasmidos de E. coli col El, pCR1, pBR322, pMB9 y sus derivados, plds-
midos tales como RP4; ADN de fagos, p. €j., los numerosos derivados del fago A, p. ej., NM989, y otros ADN de
fagos, p. ej., ADN de M13 y de fagos de hebra sencilla filamentosos; pldsmidos de levaduras tales el plasmido 2u
o sus derivados; vectores utiles en células eucaridticas, tales como vectores ttiles en células de insecto o mamifero;
vectores derivados de combinaciones de plasmidos y ADN de fagos, tales como plasmidos que han sido modificados
para emplear ADN de fagos u otras secuencias de control de la expresion; y similares.

Se puede utilizar cualquiera de una amplia variedad de secuencias de control de la expresion - secuencias que
controlan la expresién de una secuencia de ADN conectada operativamente a ella - en estos vectores para expresar
las secuencias de ADN de esta invencidn. Tales secuencias de control de la expresion utiles incluyen, por ejemplo,
los promotores temprano y tardio de SV40, CMV, vaccinia, polioma o adenovirus, el sistema lac, el sistema #rp, el
sistema TAC, el sistema TRC, el sistema LTR, las regiones operadora y promotora principales del fago 4, las regiones
de control de la proteina de la envoltura fd, el promotor para la 3-fosfoglicerato quinasa u otras enzimas glicoliticas,
los promotores de la fosfatasa dcida (p. ej., Pho5), los promotores de los factores de emparejamiento de levadura, y
otras secuencias que se sabe que controlan la expresion de genes de células procaridticas o eucaridticas o sus virus, y
sus diferentes combinaciones.

También son ttiles una amplia variedad de células anfitrionas unicelulares en la expresion de las secuencias de
ADN de esta invencion. Estos anfitriones pueden incluir anfitriones eucariticos y procariéticos bien conocidos, tales
como cepas de E. coli, Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces, hongos tales como levaduras, y células animales, tales
como células CHO, YB/20, NSO, SP2/0, R1.1, B-W y L-M, células de riién de Mono verde Africano (p. ej., COS 1,
COS 7, BSC1, BSC40, y BMT10), células de insecto (p. ej., Sf9), y células humanas y células vegetales en cultivos
de tejidos.

Se entenderd que no todos los vectores, secuencias de control de la expresion y anfitriones funcionardn igualmente
bien para expresar las secuencias de ADN de esta invencién. Ni todos los anfitriones funcionardn igualmente bien
con el mismo sistema de expresién. Sin embargo, un experto en la técnica serd capaz de seleccionar los vectores, las
secuencias de control de la expresion, y los anfitriones apropiados sin una experimentacion indebida para completar la
expresion deseada son apartarse del alcance de esta invencion. Por ejemplo, al seleccionar un vector, se debe conside-
rar el anfitrion debido a que el vector debe funcionar en €él. El niimero de copias del vector, la capacidad para controlar
ese nimero de copias, y la expresion de cualquier otra proteina codificada por el vector, tal como un marcador anti-
bidtico, también se tendrd en consideracién. Al seleccionar una secuencia de control de la expresion, se tendrdn en
consideracién normalmente una variedad de factores. Estos incluyen, por ejemplo, la fuerza relativa del sistema, su
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controlabilidad, y su compatibilidad con la secuencia de ADN o gen concreto que se van a expresar, particularmente
en lo que se refiere a las estructuras secundarias potenciales. Los anfitriones unicelulares adecuados se selecciona-
rdn considerando, p. ej., su compatibilidad con el vector elegido, sus caracteristicas de secrecién, su capacidad para
plegar las proteinas correctamente, y sus requerimientos de fermentacion, asi como la toxicidad para el anfitrién del
producto codificado por las secuencias de ADN que se van a expresar, y la facilidad de purificacién de los productos
de expresion.

Considerando estos y otros factores un experto en la técnica serd capaz de construir una variedad de combinaciones
de vector/secuencia de control de la expresion/anfitrién que expresaran las secuencias de ADN de esta invencion en la
fermentacién o en un cultivo animal a gran escala.

Adicionalmente se pretende que se puedan preparar andlogos del miembro de unién especifica a partir de las
secuencias de nucledtidos del derivado del complejo/subunidad proteico en el alcance de la presente invencién. Los
analogos, tales como fragmentos, pueden ser producidos, por ejemplo, mediante digestion con pepsina del material del
miembro de unién especifica. Otros anédlogos, tales como las muteinas, pueden ser producidos mediante mutagénesis
dirigida al sitio convencional de las secuencias que codifican el miembro de unién especifica. Los andlogos que mues-
tran “actividad del miembro de unidn especifica” tales como las moléculas pequefias, funcionen como promotores o
como inhibidores, pueden ser identificados mediante andlisis in vivo y/o in vitro conocidos.

Como se ha mencionado antes, se puede preparar una secuencia de ADN que codifica un miembro de unién
especifica sintéticamente en lugar de clonarlo. La secuencia de ADN puede ser disefiada con los codones apropiados
para la secuencia de aminoacidos del miembro de union especifica. En general, se seleccionaran los codones preferidos
para el anfitrién pretendido si la secuencia se va a utilizar para la expresioén. La secuencia completa se ensambla a
partir de oligonucledtidos solapantes preparados mediante métodos convencionales y se ensambla en una secuencia
codificante completa. Véase, p. ej., Edge, Nature, 292:756 (1981); Nambair et al., Science, 223:1299 (1984); Jay et
al., J. Biol. Chem., 259:6311 (1984).

Las secuencias sintéticas de ADN permiten la construccién conveniente de genes que expresaran andlogos del
miembro de unién especifica o “muteinas”. Alternativamente, se pueden elaborar ADN que codifican muteinas me-
diante mutagénesis dirigida al sitio de genes o ADNc de miembros de unién especifica nativos, y se pueden elaborar
muteinas directamente utilizando la sintesis de polipéptidos convencional.

Un método general para la incorporacién especifica del sitio de aminodcidos no naturales en las proteinas es
descrito por Christopher J. Noren, Spencer J. Anthony-Cahill, Michael C. Griffith, Peter G. Schultz, Science, 244:182-
188 (Abril 1989). Este método se puede utilizar para crear andlogos con aminodcidos no naturales.

La presente invencion se extiende a la preparacion de oligonucledtidos antisentido y ribozimas que se pueden
utilizar para interferir en la expresién del EGFR a nivel traduccional. Este enfoque utiliza dcidos nucleicos antisentido
y ribozimas para bloquear la traduccién de un ARNm especifico, o bien enmascarando ese ARNm con un 4cido
nucleico antisentido o bien escindiéndolo con una ribozima.

Los 4cidos nucleicos antisentido son moléculas de ADN o ARN que son complementarias a al menos una porcién
de una molécula de ARNm especifica. (Véase Weintraub, 1990; Marcus-Sekura, 1988). En la célula, estos hibridan
con ese ARNm, formando una molécula de doble hebra. La célula no traduce un ARNm en esta forma de doble hebra.
Por lo tanto, los 4cidos nucleicos antisentido interfieren en la expresion del ARNm a proteina. Los oligémeros de
aproximadamente quince nucleétidos y las moléculas que hibridan con el codén de iniciaciéon AUG serdn particular-
mente eficaces, puesto que son ficiles de sintetizar y es probable que posean menos problemas que las moléculas més
grandes cuando se introducen en la célula productora. Se han utilizado métodos antisentido para inhibir la expresion
de muchos genes in vitro (Marcus-Sekura, 1988; Hambor ef al.,1988).

Las ribozimas son moléculas de ARN que poseen la capacidad para escindir especificamente otras moléculas de
ARN de cadena sencilla de una manera en cierto modo andloga a las endonucleasas de reseccion del ADN. Las ribo-
zimas fueron descubiertas a partir de la observacion de que ciertos ARNM tienen la capacidad de escindir sus propios
intrones. Modificando la secuencia de nucledtidos de estos ARN, los investigadores han podido disefiar moléculas que
reconocen secuencias de nucleétidos especificas en una molécula de ARN y lo escinden (Cech, 1988). Debido a que
son especificas de la secuencia, solamente son inactivados los ARNm con secuencias concretas.

Los investigadores han identificado dos tipos de ribozimas, de tipo Tetrahymena y de tipo “cabeza de martillo”.
(Hasselhoff y Gerlach, 1988) Las ribozimas de tipo Tetrahymena reconocen secuencias de cuatro bases, mientras
las de tipo “cabeza de martillo” reconocen secuencias de once a dieciocho bases. Cuanto mds larga es la secuencia de
reconocimiento, mas probable es que exista exclusivamente en las especias de ARNm diana. Por lo tanto, las ribozimas
de tipo cabeza de martillo son preferibles a las ribozimas de tipo Tetrahymena para inactivar una especie de ARNm
especifica, y las secuencias de reconocimiento de dieciocho bases son preferibles para secuencias de reconocimiento
mads cortas.

Las secuencias de ADN descritas en la presente memoria se pueden utilizar de este modo para preparar moléculas
antisentido contra, y ribozimas que escinden ARNm para EGFR y sus ligandos.
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La invencidn se puede comprender mejor mediante la referencia a los siguientes Ejemplos no limitantes, que se
proporcionan como ilustrativos de la invencion.

Ejemplo 1
Aislamiento de anticuerpos
Materiales

Lineas Celulares

Para los andlisis de inmunizacion y especificidad, se utilizaron diferentes lineas celulares, nativas o transfectadas
con el gen normal o de tipo salvaje “wtEGFR” o con el gen AEGFR que portaba una mutacién por delecién A2-7: Linea
celular de fibroblastos murinos NR6, NR6,ggrr (transfectada con AEGFR) y NR6,ggrr (transfectada con wtEGFR),
linea celular de glioblastoma humano U87MG (que expresaba bajos niveles de wtEGFR endégeno), US7TMG,gcrr
(transfectada con WtEGFR), U87MG,gqrr (transfectada con AEGFR), y linea celular de carcinoma de células escua-
mosas humano A431 (que expresaba elevados niveles de wtEGFR)[38]. Las lineas celulares y las transfecciones se
habian descrito previamente (Nishikawa R., et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. 91(16):7727-7731).

La linea celular de astrocitoma U87MG (20), que expresa endégenamente bajos niveles de wt EGFR, se infect6 con
un retrovirus que contenia de2-7 EGFR para producir la linea celular U§7MG.A2-7 (10). La linea celular transfectada
U87MG.wtEGFR fue producida como describen Nagane et al 1996 (Cancer Res., 56: 5079-5086). Mientras las células
U87MG expresan aproximadamente 1x10° EGFR, las células U87MG.wtEGFR expresan aproximadamente 1x10°
EGFR, y de este modo imitan la situacién observada con la amplificacién génica.

Se obtuvieron células de carcinoma escamoso humano A431 de ATCC (Rockville, MD). Todas las lineas celulares
se cultivaron en DMEM/F-12 con GlutaMAX® (Life Technologies, Melbourne, Australia) con un suplemento de FCS
al 10% (CSL, Melbourne, Australia).

Reactivos

Se sintetizaron los péptidos de empalme tinicos biotinilados (Biotina-LEEKKGNYVVTDH (SEQ ID NO: 5) y
LEEKKGNYVVTDH-Biotina (SEQ ID NO: 6)) a partir de de2-7 EGFR mediante la quimica de Fmoc convencional y
se determin la pureza (>96%) mediante HPLC en fase inversa y analisis de espectro de masas (Auspep, Melbourne,
Australia).

Anticuerpos utilizados en los estudios

Con el fin de comparar los descubrimientos de los autores de la presente invencién con otros reactivos, se inclu-
yeron mAb adicionales en los estudios de los autores de la presente invencion. Estos reactivos fueron mAb 528 para
wtEGFR (Sato, J.D. et al. (1983) Mol. Biol. Med. 1(5):511-529) y DHS.3, que fue generado contra un péptido sin-
tético que abarcaba la secuencia de empalme de la mutacién por delecién A2-7 EGFR. El anticuerpo DH8.3 (IgG1)
ha sido descrito previamente (Hills ez al, 1995, Int. J. Cancer 63(4); 537-543) y fue obtenido tras la inmunizacién
de ratones con el péptido de empalme tinico encontrado en de2-7 EGFR (16). El anticuerpo 528, que reconoce tanto
el EGFR de2-7 como el de tipo salvaje, ha sido descrito previamente (21) y fue producido en Biological Production
Facility (Ludwig Institute for Cancer Research, Melbourne) utilizando un hibridoma obtenido de ATCC HB-8509.
SC-03 es un anticuerpo policlonal de conejo purificado por afinidad originado contra un péptido carboxi terminal de
EGFR (Santa Cruz Biotechnology Inc.).

Generacion de anticuerpos monoclonales

Se utiliz6 la linea de fibroblastos murinos NR6,ggrr como inmundgeno. Se generaron hibridomas de ratén inmu-
nizando ratones BALB/c cinco veces subcutdneamente a intervalos de 2-3 semanas, con 5x10° - 2x10° células en
coadyuvante. Se utiliz6 coadyuvante completo de Freund para la primera inyeccidon. Después de eso, se utilizé coad-
yuvante incompleto de Freund (Difco). Se fusionaron células de bazo de ratones inmunizados con la linea celular
de mieloma de ratén SP2/0. Los sobrenadantes de los clones recién generados se escrutaron en andlisis de hemad-
sorcién en busca de reactividad con la linea celular NR6, NROyggrr, Y NROapgrr ¥ después se analizaron mediante
andlisis de hemadsorcién con lineas celulares de glioblastoma humano U887MG, U87MG,,crr, Y US7TMGggrr. LOS
sobrenadantes de hibridoma seleccionados se sometieron a ensayo con posterioridad mediante transferencia western
y se analizaron adicionalmente mediante inmunohistoquimica. Los mAb recién generados que mostraban el patrén de
reactividad esperado se purificaron.

Se establecieron cinco hibridomas y se seleccionaron tres clones 124 (IgG2a), 806 (IgG2b) y 1133 (IgG2a) para la
caracterizacion adicional basdndose en el elevado titulo con NR6ggrr v €l bajo fondo en células NR6 y NR6,crr €n €l
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analisis de hemaglutinacién. En un andlisis de hemaglutinacién posterior, estos anticuerpos no mostraron reactividad
(sobrenadante no diluido <10%) con la linea celular de glioblastoma humano nativo U§7MG y U87MG,,gcrr, pero
eran fuertemente reactivos con U87MG zgrr; S€ observo menos reactividad con A431. En contraste, en el analisis
FACS, 806 no fue reactivo con US7MG nativo Yy tifié intensamente U87MGggrr Y €n un grado menor U87MG,gorr
indicando unién de 806 tanto a AEGFR como a wtEGFR (véase mds abajo).

En los andlisis de transferencia Western, los mAb 124, 806 y 1133 fueron analizados en busca de reactividad con
wtEGFR y AEGFR. Los productos lisados con detergente fueron extraidos de NR6,ggrr, U87TMG rgrr asi como de
A431. Los tres mAb mostraron un patrén de reactividad similar con los productos lisados celulares que tefifan tanto
la proteina wtEGFR (170 kDa) y como AEGFR (140 kDa). Como reactivo de referencia, se utilizé mAb R.I conocido
por ser reactivo con wtEGFR (Waterfield M.D. et al. (1982) J. Cell Biochem. 20(2):149-161) en lugar de mAb 528,
que se sabe que no es reactivo en el andlisis de transferencia western. Mab R.I mostré reactividad con wt y AEGFR.
Los tres clones recientemente generados mostraron reactividad con AEGFR y menos intensa con wtEGFR. DHS8.3
solamente era positivo en el producto lisado de U87MGggrr Y NROsEGER -

El anélisis inmunohistoquimico de los clones 124, 806, y 1133 asi como de mAb 528 y mAb DHS8.3 en tumores por
xenoinjerto con USTMG, U87MGggrr, Y A431 se muestran en la Tabla 1. Todos los mAb mostraron una tincién del
xenoinjerto U87MGgcrr. Solamente mAb 528 mostré una débil reactividad en el xenoinjerto con U87MG nativas. En
los xenoinjertos por A431, mAb 528 mostr6 una reactividad homogénea fuerte. Los mAb 124, 806, y 1133 revelaron
reactividad en su mayor parte con células localizadas basalmente del carcinoma de células escuamosas de A431 y no
reaccionaron con las capas de células superiores o el componente queratinizante. DH8.3 fue negativo en xenoinjertos
de A431.

TABLA 1

Andlisis Inmunohistoquimico de Anticuerpos 528, DH8.3, vy
124, 806 y 1133

Mab xenoinjerto Xenoinjerto ixenoinjerto
AU8B 7MGyecrr A431 ‘U87MG (nativa)
1528 pos. pos. fpos. (tincidn
|
.focal)
;mAb— pPOsS. pos. (predominante- -
1124 5 mente células
| % basales)
‘mADb- Epos. pos. (predominante- -
806 | mente células
| basales)
mAb- %pos. pos. (predominante- -
1133 I mente células '
f basales)
DH8.3 |pos. - -

tincidn estromal minoritaria debido a la deteccidn de

‘anticuerpos enddgenos de ratdn
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Ejemplo 2
Union de anticuerpos a lineas celulares mediante FACS

Con el fin de determinar la especificidad de mAb 806, se analizé su unién a células U87MG, USTMG.A2-7 y
U87MG.wtEGFR mediante clasificacioén de células por fluorescencia activada (FACS). Brevemente, se marcaron las
células con el anticuerpo relevante (10 ug/ml) seguido de IgG anti-ratén de cabra conjugado con fluoresceina (dilucién
1:100; Calbiochem San Diego, USA). Se obtuvieron datos de FACS sobre un Coulter Epics Elite ESP observando un
minimo de 5.000 eventos y se analizaron utilizando EXPO (version 2) para Windows. Se incluy6 una IgG2b irrelevante
como control de isotipo para mAb 806 y se incluyé el anticuerpo 528 ya que reconoce tanto EGFR de2-7 como
wt.

Solamente el anticuerpo 528 fue capaz de tefiir la linea celular U§7MG parental (Figura 1) coincidiendo con
informes previos que demuestran que estas células expresan el wt EGFR (Nishikawa ef al. 1994). MAb 806 y DHS8.3
tuvieron niveles de union similares al anticuerpo de control, demostrando claramente que no son capaces de de unirse al
receptor wt (Figura 1). La unién del anticuerpo de control del isotipo para las células U§7MG.A2-7 y USTMG.wtEGFR
fue similar a la observada para las células U37MG.

El mAb 806 tifi6 las células US7TMG.A2-7 y US7TMG.wtEGFR, indicando que mAb 806 reconoce especificamente
de2-7 EGFR y EGFR amplificado (Figura 1). El anticuerpo DH8.3 tifi6 las células U87MG.A2-7, confirmando que
el anticuerpo DH8.3 reconoce especificamente el de2-7 EGFR (Figura 1). Como se esperaba, el anticuerpo 528 tifié
tanto las lineas celulares U87MG.A2-7 como U87MG.wtEGFR (Figura 1). Como se esperaba, el anticuerpo 528 tifié
U87MG.A2-7 con una intensidad mayor que la célula parental puesto que se une a los receptores tanto de2-7 como
de tipo salvaje que sn expresados simultdneamente en estas células (Figura 1). Se obtuvieron resultados similares
utilizando una hemadsorcién mixta con proteina A que detecta la IgG unida a la superficie mediante la aparicion de
proteina A recubierta con glébulos rojos humanos (grupo O) para las células diana. El anticuerpo monoclonal 806 fue
reactivo con las células US7TMG.A2-7 pero mostré una reactividad no significativa (sobrenadante no diluido menor del
10%) con U87MG que expresaban EGF-R de tipo salvaje.

Ejemplo 3
Union de anticuerpos en andlisis

Para caracterizar adicionalmente la especificidad de mAb 806 y el anticuerpo DHS.3, se examiné su unién mediante
ELISA. Se utilizaron dos tipos de ELISA para determinar la especificidad de los anticuerpos. En el primer andlisis, las
placas se recubrieron con sSEGFR (10 ug/ml en tamp6n carbonato 0,1 M pH 9,2) durante 2 h y después se bloquearon
con albimina de suero humano al 2% (HSA) en PBS. sEGFR es el dominio extracelular recombinante (aminoacidos
1-621) del EGFR de tipo salvaje), y fue producido como se ha descrito previamente (22). Se afiadieron anticuerpos
a los pocillos por triplicado a una concentracién creciente en HSA al 2% en solucién salina tamponada con fosfato
(PBS). El anticuerpo unido se detecté mediante IgG anti-ratén de oveja conjugada con peroxidasa de rdbano picante
(Silenus, Melbourne, Australia) utilizando ABTS (Sigma, Sydney, Australia) como sustrato y se midi6 la absorbancia
a 405 nm.

Tanto mAb 806 como el anticuerpo 528 presentaron curvas de unién dependientes de la dosis y saturantes para
SEGFR de tipo salvaje inmovilizado (Figura 2A). Como el péptido de empalme tnico encontrado en de2-7 EGFR no
estd contenido en el SEGFR, el mAb 806 se debe estar uniendo a un epitopo localizado en la secuencia de EGFR de
tipo salvaje. La unién del anticuerpo 528 fue inferior a la observada para mAb 806. Como se esperaba el anticuerpo
DHS.3 no se unia al SEGFR de tipo salvaje ni siquiera a concentraciones de hasta 10 ug/ml (Figura 2A). Si bien
el SEGFR en disolucién inhibia la unién del anticuerpo 528 al SEGFR inmovilizado de una manera dependiente de
la dosis, no era capaz de inhibir la unién de mAb 806 (Figura 2B). Esto sugiere que el mAb 806 sélo se puede
unir al EGFR de tipo salvaje una vez inmovilizado sobre las placas de ELISA, un procedimiento que puede inducir
cambios conformacionales. Se observaron resultados similares utilizando un BIAcore en el que el mAb 806 se unia
a sEGFR inmovilizado pero el mAb 806 inmovilizado no era capaz de unirse a SEGFR en disolucién (datos no
mostrados). El anticuerpo DH8.3 mostré una unién dependiente de la dosis y saturable al péptido de2-7 EGFR tnico
(Figura 2C).

En el segundo andlisis, el péptido especifico de2-7 biotinilado (Biotina-LEEKKGNYVVTDH (SEQ ID NO: 5))
se unié a placas ELISA previamente recubiertas con estreptavidina (Pierce, Rockford, Illinois). Los anticuerpos se
unieron y se detectaron como en el primer andlisis. Ni mAb 806 ni el anticuerpo 528 se unfan al péptido, ni siquiera a
concentraciones superiores a las utilizadas para obtener una unién por saturacién de DH8.3, indicando adicionalmente
que mADb 806 no reconoce un determinante epitépico en este péptido.

Para demostrar adicionalmente que mAb 806 reconoce un epitopo distinto del péptido de empalme, se realizaron
experimentos adicionales. El péptido de2-7 biotinilado C-terminal (LEEKKGNY VVTDH-Biotina (SEQ ID NO: 6))
se utiliz6 en estudios con mAb806 y mAb L8A4, generados contra el péptido de2-7 (Reist, CJ et al (1995) Cancer
Res. 55(19):4375-4382; Foulon CF et al. (2000) Cancer Res. 60(16):4453-4460).
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Reactivos utilizados en los Estudios Peptidicos
Péptido de Empalme:

LEEKKGNYVVTDH-OH (Biosource, Camarillo, CA);

Péptido C:

LEEKKGNYVVTDH(K-Biot)-OH (Biosource, Camarillo, CA);

sEGFR:

dominio extracelular soluble recombinante derivado de células CHO (aa 1-621) del EGFR de tipo salvaje (LICR
Melbourne);

mAb 806:

anticuerpo monoclonal de ratén, IgG,, (LICR NYB);

mADb L8A4:
anticuerpo monoclonal de ratén, IgG, (Duke University);
mADb de control del isotipo de IgG;;

mAb de control del isotipo de IgGy,

Se inmoviliz6 el Péptido C sobre un chip microsensor de Estreptavidina a una densidad superficial de 350RU (+/-
30RU). Se sometieron a ensayo diluciones seriadas de mAb en busca de reactividad con el péptido. Se realizaron
experimentos de bloqueo utilizando péptido no biotinilado para evaluar la especificidad.

El mAb L8A4 mostré una fuerte reactividad con el Péptido C incluso a bajas concentraciones de anticuerpo (6,25
nM) (Figura 2D). El mAb 806 no mostrd una reactividad especifica detectable con el péptido C hasta concentraciones
de anticuerpo de 100 nM (concentracion mas alta sometida a ensayo) (Figuras 2D y 2E). Se esperaba que mAb L8A4
reaccionara con el Péptido C debido a que el péptido se utilizaba como inmundgeno en la generaciéon de mAb L8A4.
La adicién del Péptido de Empalme (no biotinilado, 50 pug/ml) bloquea completamente la reactividad de mAb L8A4
con el Péptido C, confirmando la especificidad del anticuerpo por el epitopo del péptido de empalme.

En un segundo grupo de experimentos BIAcore, se inmoviliz6 SEGFR sobre un chip microsensor CM a una den-
sidad superficial de -4000RU. Las diluciones seriadas de mAb se sometieron a ensayo en cuanto a su reactividad con
sEGFR.

El mAD 806 era fuertemente reactivo con el SEGFR desnaturalizado mientras el mAb L8A4 no reaccionaba con el
SEGFR desnaturalizado. La reactividad de mAb 806 con sEGFR desnaturalizado disminuye con las concentraciones
de anticuerpo decrecientes. Se esperaba que mAb L8A4 no reaccionara con sSEGFR debido a que el mAb L8A4 era
generado utilizando el péptido de empalme como inmunégeno y sEGFR no contenia el péptido de empalme.

También se realizaron experimentos de tincién inmunitaria mediante transferencia puntual. Las diluciones seriadas
de péptido se aplicaron en 0,5 ul sobre PVDF o membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon con BSA
en PBS al 2%, y después se sondearon con los anticuerpos 806, L8 A4, DH8.3 y control. Los anticuerpos L§A4 y DHS.3
se unieron al péptido sobre las membranas (datos no mostrados). Mab806 no se unié al péptido a concentraciones en
las que L8A4 mostraba claramente unién (datos no mostrados). Los anticuerpos de control también fueron negativos
para la unién al péptido.

El mAb 806 se unié al wtEGFR en los productos lisados celulares después de la inmunotransferencia (resultados
no mostrados). Esto es diferente de los resultados obtenidos con el anticuerpo DHS8.3, que reaccionaba con de2-7
EGEFR pero no con wtEGFR. De este modo, mAb 806 puede reconocer el wtEGFR después de la desnaturalizacién
pero no cuando el receptor estd en su estado natural sobre la superficie de la célula.
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Ejemplo 4
Andlisis de Scatchard

Se realiz6 un andlisis de Scatchard utilizando células U§7MG.A2-7 siguiente a la correccién para la inmunorreac-
tividad con el fin de determinar la afinidad relativa de cada anticuerpo. Los anticuerpos se marcaron con I'* (Amrad,
Melbourne, Australia) mediante el método de la cloramina T y se determind la inmunorreactividad mediante andli-
sis de Lindmo (23). Todos los an4lisis de unién se realizaron en HSA/PBS al 1% en 1-2 x 10° células US7MG.A2-
7 o A431 vivas durante 90 minutos a 4°C con rotacién suave. Se utilizé una concentracién ajustada de 10 ng/ml de
anticuerpo marcado con I'*® en presencia de concentraciones crecientes del anticuerpo no marcado apropiado. Se de-
termind la unién no especifica en presencia de un exceso de 10.000 veces de anticuerpo no marcado. Una vez que se
hubo completado la incubacidn, las células se lavaron y se sometié a recuento el anticuerpo marcado con I'* unido
utilizando un contador gamma COBRA II (Packard Instrument Company, Meriden, EEUU).

Tanto mAb 806 como el anticuerpo DHS8.3 conservaban una elevada inmunorreactividad cuando se yodaban y era
tipicamente mayor del 90% para mAb 806 y del 45-50% para el anticuerpo DH8.3. mAb 806 tenia una afinidad para el
receptor de2-7 EGFR de 1,1 x 10° M~! mientras la afinidad de DHS8.3 era 10 veces menor a 1,0 x 103 M~!. Ni el mAb
806 radiomarcado con I'** ni el anticuerpo DHS8.3 radiomarcado con I'* se unian a las células US87MG parentales.
El mAb 806 reconocia una media de 2,4 x 10° sitios de unién por célula uniéndose el anticuerpo DHS8.3 a una media
de 5,2 x 10° sitios. De este modo, s6lo hubo una coincidencia en el nimero de receptores entre los anticuerpos, pero
mostrando también un informe previo 2,5 x 10° receptores de2-7 por célula medido mediante un anticuerpo especifico
de de2-7 EGFR diferente en la misma linea celular (25).

Ejemplo 5
Internalizacion de anticuerpos por células US7TMG.A2-7

La tasa se internalizacién de anticuerpo siguiente a la unién a una célula diana influye tanto en sus propiedades
de localizacién de un tumor como en sus opcionales terapéuticas. Por consiguiente, los autores examinaron la inter-
nalizacién de mAb 806 y del anticuerpo DH8.3 después de la unién a células U87MG.A2-7 por medio de FACS. Se
incubaron las células U87MG.A2-7 con mAb 806 o con el anticuerpo DH8.3 (10 ug/ml) durante 1 hora en DMEM
a 4°C. Después de lavar, las células se transfirieron a DMEM precalentado a 37°C y se tomaron alicuotas en diferen-
tes momentos después de la incubacion a 37°C. La internalizacién se detuvo lavando inmediatamente las alicuotas
en tampodn de lavado enfriado con hielo (HSA/PBS al 1%). Una vez completado el periodo de tiempo las células se
tifieron mediante FACS como se ha descrito antes. El porcentaje de internalizacion se calculé comparando la tincién
del anticuerpo en superficie en diferentes momentos con el tiempo cero utilizando la férmula: porcentaje de anticuer-
po internalizado = (fluorescencia media en el momento x fluorescencia del fondo)/(fluorescencia media a tiempo O -
fluorescencia del fondo) x 100. Este método fue validado en un andlisis utilizando un anticuerpo yodado (mAb 806)
para medir la internalizacién como se ha descrito previamente (24). Las diferencias en la tasa de internalizacién en
diferentes momentos se compararon utilizando el test de la t de Student.

Ambos anticuerpos mostraron una internalizacién relativamente rdpida alcanzando niveles de estado estacionario
alos 10 min para mAb 806 y a los 30 min para DH8.3 (Figura 3). La internalizacién de DH8.3 fue significativamente
mayor tanto en términos de tasa (80,5% de DHS.3 internalizado a los 10 min en comparacién con 36,8% para mAb
806, p<0,01) y como en cantidad total internalizada a los 60 min (93,5% versus 30,4%, p<0,001). El mAb 806 mostré
niveles significativamente inferiores de internalizacién a los 30 y 60 min en comparacién con los 20 min en los 4
andlisis realizados (Figura 3). Este resultado también se confirmé utilizando un andlisis de internalizacién basado en
el mAb 806 yodado.

Ejemplo 6
Andlisis de microscopia electrénica de la internalizacion de anticuerpos

Dada la diferencia observada antes en las tasas de internalizacién entre los anticuerpos, se realizé un analisis
detallado del trafico intracelular de anticuerpos utilizando la microscopia electrénica.

Se hicieron crecer células US7MG.A2-7 desarrolladas sobre portas con cdmaras recubiertos con gelatina (Nunc,
Naperville, IL) a una confluencia del 80% y después se lavaron con DMEM enfriado con hielo. Después se incubaron
las células con mAb 806 o con el anticuerpo DH8.3 en DMEM durante 45 min a 4°C. Después de lavar, las células
se incubaron durante 30 min mds con anti-IgG de ratén conjugado con oro (particulas de 20 nm) (BBInternational,
Cardiff, UK) a 4°C. Después de un lavado adicional, se afiadi6 DMEM/FCS al 10% a las células, que se incubaron a
37°C durante diferentes intervalos de 1-60 min. La internalizacién del anticuerpo se detuvo con medio enfriado con
hielo y las células se fijaron con glutaraldehido al 2,5% en PBS/HSA al 0,1% y después se post-fijaron en tetr6xido
de osmio del 2,5%. Tras la deshidratacion a través de una serie graduada de acetona, las muestras se embebieron en
resina Epon/Araldite, se cortaron en forma de secciones ultrafinas con un microtomo Reichert Ultracut-S (Leica) y se
recogieron sobre gradillas de niquel. Las secciones se tifieron con acetato de uranilo y citrato de plomo antes de ser
visualizadas en un microscopio electrénico de transmisién Philips CM12 a 80 kV. Se realiz6 el andlisis estadistico de
los granos de oro contenidos en las fositas recubiertas utilizando un test de la Chi-cuadrado.
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Si bien el anticuerpo DHB8.3 era internalizado predominantemente por medio de las fositas recubiertas, el mAb
806 parecia ser internalizado mediante macropinocitosis (Figura 19). De hecho, un andlisis detallado de 32 fositas
recubiertas formadas en las células incubadas con mAb 806 reveld que ninguna de ellas contenia anticuerpo. En
contraste, alrededor del 20% de todas las fositas recubiertas de las células incubadas con DHS8.3 fueron positivas para
el anticuerpo, conteniendo algunas multiples granos de oro. Un andlisis estadistico del nimero total de granos de oro
contenidos en las fositas recubiertas descubrié que la diferencia era muy significativa (p<0,01). Después de 20-30
min ambos anticuerpos podian ser observados en las estructuras que se asemejaban morfoldgicamente a lisosomas. La
presencia de desechos celulares en estas estructuras también coincidia con su naturaleza lisosémica.

Ejemplo 7
Biodistribucion de anticuerpos en ratones carentes de sistema inmunitario que portan tumores

Se compar6 la biodistribuciéon de mAb 806 y del anticuerpo DHS8.3 en ratones carentes de sistema inmunitario
que contenian xenoinjertos U87MG en un lado y xenoinjertos U§7MG.A2-7 en el otro. Se seleccioné un periodo de
tiempo relativamente corto para este estudio ya que un informe previo demostré que el anticuerpo DH8.3 muestra
niveles maximos de localizacion de tumores entre 4-24 h (16).

Se establecieron xenoinjertos de tumores en ratones BALB/c carentes de sistema inmunitario mediante inyeccién
s.c. de 3 x 10° células US7TMG, USTMG.A2-7 0 A431. La expresion de de2-7 EGFR en xenoinjertos US7MG.A2-7 per-
manecio estable durante todo el periodo de biodistribucion. Asimismo, las células A431 conservaron su actividad mAb
806 cuando se hicieron crecer como xenoinjertos de tumor como se determina mediante inmunohistoquimica (datos
no mostrados). Las células U87MG o A431 se inyectaron en un lado 7-10 dias antes de que las células US7TMG.A2-
7 fueran inyectadas en el otro lado debido a la mayor velocidad de crecimiento observada para los xenoinjertos que
expresaban de2-7 EGFR. Los anticuerpos fueron radiomarcados y evaluados en busca de inmunorreactividad como se
ha descrito antes y fueron inyectados en los ratones por la ruta retro-orbital cuando los tumores pesaban 100-200 mg.
Cada ratén recibié dos anticuerpos diferentes (2 ug por anticuerpo): 2 uCi de mAb 806 marcado con I'® y 2 uCi de
DHB8.3 0 528 marcado con 1!, A no ser que se indique, se sacrificaron grupos de 5 ratones en diferentes momentos
después de la inyeccién y se obtuvo sangre mediante puncién cardiaca. Los tumores, higado, bazo, rifiones y pulmones
se obtuvieron por diseccién. Todos los tejidos se pesaron y se analizaron en cuanto a su actividad I'* e I'*! utilizando
un Dual Channel Counting Window. Los datos fueron expresados para cada anticuerpo como % DI/g de tumor deter-
minado comparando con patrones de dosis inyectados o convertidos en razones tumor/sangre/higado (es decir, % DI/g
de tumor dividido por % DI/g de sangre o higado). Las diferencias entre los grupos se analizaron mediante el test de
la t de Student.

En términos de % DI/g de tumor, el mAb 806 alcanzé su nivel maximo en xenoinjertos US7MG.A2-7 del 18,6%
m/g de tumor a las 8 h (Figura 4A), considerablemente superior que en cualquier otro tejido excepto la sangre. Si bien
DH 8.3 también mostré niveles de tumor maximos a las 8 h, el nivel fue estadisticamente (p<0,001) inferior 8,8% m/g
de tumor en comparacién con mAb 806 (Figura 4B). Los niveles de ambos anticuerpos disminufan lentamente a las
24 y 48 h. Ningtin anticuerpo mostré una localizacién especifica de xenoinjertos US7TMG parentales (Figura 4A,B).
Con respecto a las razones de tumor con respecto a sangre/higado, mAb 806 mostré la razén mds alta a las 24 h tanto
para sangre (razén de 1,3) como para higado (razén de 6,1) (Figura 5SA,B). El anticuerpo DH8.3 tuvo su razén mas
alta en sangre a las 8 h (razén de 0,38) y a las 24 h en higado (razén de 1,5) (Figura 5 A,B), ambas las cuales son
considerablemente inferiores a los valores obtenidos para mAb 806.

Como se ha descrito antes, los niveles de mAb 806 en el tumor mostraron picos a las 8 horas. Si bien este maximo
es relativamente temprano comparado con muchos anticuerpos localizadores de tumores, es completamente coinciden-
te con otros estudios utilizando anticuerpos especificos para de2-7 EGFR que muestran todos picos a las 4-24 horas de
la inyeccién cuando se utiliza una dosis similar de anticuerpo (16, 25, 33). En efecto, a diferencia de los informes ante-
riores, el momento puntual de las 8 horas se incluy6 en la suposicién de que la localizacién por el anticuerpo alcanzaria
un maximo rapidamente. El % DI/g de tumor observado con mAb 806 fue similar al referido para otros anticuerpos es-
pecificos de de2-7 EGFR cuando se utilizaban técnicas de yodacién convencionales (16, 24, 32). La razén del maximo
temprano es probablemente doble. En primer lugar, los tumores que expresan el de2-7 EGFR, incluyendo las células
U87MG transfectadas, crecen extremadamente rapido como xenoinjertos tumorales. De este modo, incluso durante
el periodo de tiempo relativamente corto utilizado en estos estudios de biodistribucién, el tamafo del tumor aumenta
hasta tal punto (incremento de 5-10 veces en la masa en 4 dias) que el % DI/g de tumor se reduce en comparacién con
los tumores de crecimiento lento. En segundo lugar, si bien la internalizacién de mAb 806 fue relativamente lenta en
comparacién con DHS.3, ésta es todavia rapida con respecto a muchos otros sistemas anticuerpo/antigeno tumorales.
Los anticuerpos internalizados experimentan una rdpida proteolisis siendo excretados los productos de degradacién
de la célula (34). Este procedimiento de internalizacién, degradacion y excrecién reduce la cantidad de anticuerpo
yodado retenida dentro de la célula. Por consiguiente, los anticuerpos internalizantes presentan niveles inferiores de
localizacién que sus contrapartes no internalizantes. Los datos de la microscopia electrénica referidos en la presente
memoria demuestran que el mAb 806 internalizado es transportado rapidamente a los lisosomas donde se produce
presumiblemente la degradacion rapida. Esta observacion coincide con la rapida expulsion del yodo de la célula.

El anticuerpo monoclonal L8A4 descrito previamente dirigido al péptido de empalme tinico encontrado en de2-

7 EGFR, se comporta de una manera similar al mAb 806 (35). Utilizando células US§7MG transfectadas con de2-7
EGFR, este anticuerpo tuvo una tasa de internalizacién similar (35% a 1 hora en comparacién con el 30% a 1 hora
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para mAb 806) y present6 una localizacién in vivo comparable cuando se utilizaban fibroblastos 3T3 transfectados
con de2-7 EGFR (pico de 24% DI/g de tumor a las 24 horas en comparacién con 18% DI/g de tumor a las 8 horas para
mAb 806) (25). De modo interesante, la retencién in vivo de este anticuerpo en xenoinjertos de tumor aumenté cuando
se marco con 5-yodo-3-piridino-carboxilato de N-succinimidilo (25). Este grupo prostético marcado estd cargado
positivamente al pH lisosémico y de este modo tiene una retencion celular incrementada (33). El aumento de retencién
es potencialmente util cuando se considera un anticuerpo para la radioinmunoterapia y se podria utilizar este método
para mejorar la retencién de mAb 806 yodado o sus fragmentos.

Ejemplo 8
Union de mAb 806 a células que contienen EGFR amplificado

Para examinar si mAb 806 podia reconocer el EGFR expresado en células que contienen un gen receptor amplifi-
cado, se analiz6 su unidn a células A431. Como se ha descrito previamente, las células A431 son células de carcinoma
escamoso humano y expresan elevados niveles de wtEGFR. Se observé una unién de mAb 806 a las células A431
baja, pero altamente reproducible mediante andlisis FACS (Figura 6). El anticuerpo DHS8.3 no se uni6 a las células
A431, indicando que la unién de mAb 806 no era el resultado del bajo nivel de expresién de de2-7 EGFR (Figura
6). Como se esperaba, el anticuerpo 528 anti-EGFR mostré una fuerte tincién de las células A431 (Figura 6). Dado
este resultado, la unién de mAb 806 a A431 fue caracterizada por medio de un andlisis Scatchard. Si bien la unién
de mADb 806 yodado fue comparativamente baja, fue posible obtener datos consistentes para Scatchard. La media de
tales experimentos dio un valor para la afinidad de 9,5 x 10" M~! con 2,4 x 10° receptores por célula. De este modo
la afinidad para este receptor fue de alrededor de 10 veces mds baja que la afinidad para el de2-7 EGFR. Ademds, el
mAb 806 parecia reconocer solamente una pequefia porcién de EGFR unido sobre la superficie de las células A431.
Utilizando el anticuerpo 528, los autores de la invencién midieron aproximadamente 2 x 10° receptores por célula o
que coincide con otros numerosos estudios (26).

El reconocimiento del sSEGFR de tipo salvaje por el mAb 806 requiere claramente una cierta desnaturalizacién
del receptor con el fin de exponer el epitopo. El grado de desnaturalizacién requerido es sélo ligero ya que incluso la
absorcion del sEGFR de tipo salvaje sobre una superficie de plastico indujo una unién robusta del mAb 806 en los
andlisis ELISA. Como el mAb 806 solamente se uni6 a aproximadamente un 10% del EGFR sobre la superficie de las
células A431, resulta tentador especular que este subgrupo de receptores puede tener una conformacion alterada similar
a la inducida por el truncamiento de2-7 EGFR. En efecto, la expresion extremadamente elevada del EGFR mediada
por la amplificacién génica en células A431, puede ocasionar que algunos receptores sean procesados incorrectamente
conduciendo a una alteracion de la conformacion. De manera interesante, la inmunotransferencia semi-cuantitativa de
los productos lisados de células A431 con mAb 806 mostr6 que éste podia reconocer la mayor parte de los receptores
EGF de A431 después de SDS-PAGE vy transferencia western. Este resultado apoya adicionalmente el argumento de
que el mAb 806 se estd uniendo a un subgrupo de receptores sobre la superficie de las células A431 que tienen una
conformacién alterada. Estas observaciones en las células A431 coinciden con los datos inmunohistoquimicos que
demuestran que mAb 806 se une a los gliomas que contienen la amplificacion del gen EGFR. Como la unién de mAb
806 fue completamente negativa sobre las células US7MG parentales podria parecer que este fendmeno esta restringido
a las células que contienen EGFR amplificado aunque el nivel de receptor “desnaturalizado” sobre la superficie de las
células US7MG puede estar por debajo del nivel de deteccidon. No obstante, esto pareceria improbable ya que el mAb
806 yodado no se unia a los sedimentos de células US7MG que contenian hasta 1 x 107 células.

Ejemplo 9
Localizacion in vivo de células A431 por MAb 806

Se realiz6 un segundo estudio de biodistribucién con mAb 806 para determinar si éste podia localizar xenoinjertos
de tumor A431. El estudio se llevé a cabo a lo largo de un periodo de tiempo con el fin de obtener mas informacién
referente a la localizacién de xenoinjertos U87MG.A2-7 por mAb 806, que fueron incluidos en todos los ratones como
control positivo. Ademads, se incluyé el anticuerpo anti-EGFR 528 como control positivo para los xenoinjertos A431,
puesto que un estudio previo demostré una localizacién baja pero significativa de este anticuerpo para las células A431
desarrolladas en ratones carentes de sistema inmunitario (21).

Durante las primeras 48 horas, mAb 806 present6 propiedades de localizacion casi idénticas a las observadas
en los experimentos iniciales (Figura 7A en comparacion con la Figura 4A). En términos de % DI/g de tumor, los
niveles de mAb 806 en xenoinjertos U§7MG.A2-7 disminuian lentamente después de 24 h pero siempre permanecian
superiores a los niveles detectados en tejido normal. La absorcién en los xenoinjertos A431 fue comparativamente
baja, no obstante hubo un pequefio incremento en % DI/g de tumor durante las primeras 24 h no observado en tejidos
normales tales como el higado, bazo, rifién y pulmén (Figura 7A). La absorcién del anticuerpo 528 fue muy lenta en
ambos xenoinjertos cuando se expresaba en forma de % DI/g de tumor (Figura 7B) debido en parte al aclaramiento mas
rdpido de este anticuerpo de la sangre. En términos de razén de tumor con respecto a sangre el mAb 806 presentaba
un maximo a las 72 h para los xenoinjertos U87MG.A2-7 y a las 100 h para los xenoinjertos A431 (Figura 8A,B).
Si bien la razén de tumor con respecto a sangre para mAb 806 nunca sobrepasaba 1,0 con respecto al tumor A431,
ésta aumento a lo largo de todo el transcurso de tiempo (Figura 8B) y fue superior que en todos los demds tejidos
examinados (datos no mostrados) indicando bajos niveles de localizacion.
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La razén de tumor con respecto a sangre para el anticuerpo 528 mostré un perfil similar para mAb 806 aunque
se observaron niveles superiores en los xenoinjertos A431 (Figura 8A,B). El mAb 806 tuvo una razén de tumor con
respecto a higado maxima en los xenoinjertos U§7MG.A2-7 de 7,6, a las 72 h, demostrando claramente una absorcién
preferente en estos tumores en comparacién con el tejido normal (Figura 8C). Otras razones de tumor con respecto
a o6rgano para mAb 806 fueron similares a las observadas en el higado (datos no mostrados). La razén de tumor con
respecto a higado maxima para mAb 806 en los xenoinjertos A431 fue de 2,0 a las 100 h, indicando de nuevo una
absorcion ligeramente preferente en el tumor en comparacion con el tejido normal (Figura 8D).

Ejemplo 10
Estudios de terapia

Se evaluaron los efectos de mAb806 en dos modelos de enfermedad por xenoinjerto - un modelo preventivo y un
modelo de tumor establecido.

Modelos de Xenoinjerto

Coincidiendo con informes previos (Nishikawa et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91(16); 7727-7731) las células
U87MG transfectadas con de2-7 EGFR crecieron mds rapidamente que las células parentales y las células U§7MG
transfectadas con wt EGFR. Por lo tanto, no fue posible hacer crecer ambos tipos de células en los mismos ratones.

Se inocularon simultdneamente 3x10° células tumorales en 100 ml de PBS en ambos flancos de ratones hembra de
4-6 semanas de edad ratones carentes de sistema inmunitario (Animal Research Centre, Western Australia, Australia).
Se investigd la eficacia terapéutica de mAb 806 en modelos tanto preventivos como de tumor establecido. En el
modelo preventivo, se trataron 5 ratones con 2 xenoinjertos cada uno intraperitonealmente con 1 o 0,1 mg de mAb 806
o vehiculo (PBS) empezando el dia antes de la inoculacién de las células tumorales. El tratamiento continué durante un
total de 6 dosis, 3 veces por semana durante 2 semanas. En el modelo establecido, el tratamiento se inicié cuando los
tumores hubieron alcanzado un volumen medio de 65 + 6,42 mm?® (US7MG.A2-7), 84 + 9,07 mm?® (US7TMG), 73 + 7,5
mm?® (US7MG.wtEGFR) o 201 + 19,09 mm? (tumores A431). El volumen del tumor en mm? se determind utilizando
la férmula (longitud x anchura®)/2, donde la longitud era el eje mas largo y la anchura la medida en los dngulos rectos
con respecto a la longitud (Scott et al, 2000). Los datos se expresaron como el volumen medio del tumor + D.T. para
cada grupo de tratamiento. El andlisis estadistico se realiz6 en momentos puntuales dados utilizando el test de la t de
Student. Los animales se sometieron a eutanasia cuando los xenoinjertos alcanzaron un volumen aproximado de 1,5
cm’® y los tumores se extirparon para el examen histolégico. Este proyecto de investigacién fue aprobado por el Animal
Ethics Committee del Austin and Repatriation Medical Centre.

Examen Histologico de Xenoinjertos de Tumores

Se extirparon los xenoinjertos y se diseccionaron. La mitad se fij6é con formalina/PBS al 10% antes de embeberla en
parafina. Después se cortaron secciones de cuatro micras y se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E) para el examen
histolégico rutinario. La otra mitad se embebi6 en el compuesto Tissue Tek® OCT (Sakura Finetek, Torrance, CA), se
congel6 en nitrégeno liquido y se almacend a -80°C. Se cortaron secciones criostaticas finas (5 micras) y se fijaron en
acetona enfriada con hielo durante 10 min seguido de secado al aire durante 10 min mas. Las secciones se bloquearon
en reactivo de bloqueo de proteina (Lipshaw Immunon, Pittsburgh EEUU) durante 10 min y después se incubaron
con anticuerpo primario biotinilado (1 mg/ml), durante 30 min a la temperatura ambiente (RT). Todos los anticuerpos
fueron biotinilados utilizando el médulo de biotinilacién de proteina ECL (Amersham, Baulkham Hills, Australia), si-
guiendo las instrucciones de los fabricantes. Después de enjuagar con PBS, las secciones se incubaron con un complejo
de estreptavidina-peroxidasa de rdbano picante durante 30 minutos mas (Silenus, Melbourne, Australia). Tras un lava-
do con PBS final las secciones se expusieron a sustrato de 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) (4cido acético 0,1 M, acetato
de sodio 0,1 M, AEC 0,02 M (Sigma Chemical Co., St Louis, MO)) en presencia de peréxido de hidrégeno durante
30 min. Las secciones se enjuagaron con agua y se contratifieron con hematoxilina durante 5 minutos y se montaron.

Eficacia de mAb 806 en el Modelo Preventivo

Se examind el mAb 806 en busca de su eficacia contra tumores U§7MG y U87MG.A2-7 en un modelo de xenoin-
jerto preventivo. Se administraron anticuerpo o vehiculo i.p. el dia antes de la inoculacién del tumor y se administrd
3 veces por semana durante 2 semanas. El mAb 806 no tuvo efecto sobre el crecimiento de xenoinjertos US7TMG
parentales, que expresan wt EGFR, a una dosis de 1 mg por inyeccién (Figura 9A). En contraste, mAb 806 inhibi6
significativamente el crecimiento de xenoinjertos U87MG.A2-7 de una manera dependiente de la dosis (Figura 9B).
El dia 20, cuando los animales de control fueron sacrificados, el volumen medio del tumor fue de 1637 + 178,98 mm?
para el grupo de control, estadisticamente mas pequefio 526 + 94,74 mm? para el grupo al que se habian inyectado
0,1 mg (p< 0,0001) y 197 + 42,06 mm> para el grupo al que se habia inyectado 1 mg (p< 0,0001). Los grupos de
tratamiento fueron sacrificados el dia 24 en cuyo momento el volumen medio de los tumores era de 1287 + 243,03
mm? para el grupo tratado con 0,1 mg y 492 + 100,8 mm?® para el grupo tratado con 1 mg.

Eficacia de mAb 806 en el Modelo de Xenoinjerto Establecido

Dada a eficacia del mAb 806 en el modelo de xenoinjerto preventivo, se examiné después su capacidad para
inhibir el crecimiento de xenoinjertos de tumores establecidos. El tratamiento con anticuerpo fue el descrito en el

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 334 494 T3

modelo preventivo excepto que comenzdé cuando los tumores habian alcanzado un volumen medio del tumor de 65 +
6,42 mm?® para los xenoinjertos U§7MG.A2-7 y 84 + 9,07 mm? para los xenoinjertos US7MG parentales. Una vez mds,
mAb 806 no tuvo efecto sobre el crecimiento de xenoinjertos U87MG parentales a una dosis de 1 mg por inyeccién
(Figura 10A). En contraste, el mAb 806 inhibi6 significativamente el crecimiento de xenoinjertos U87MG.A2-7 de una
manera dependiente de la dosis (Figura 10B). El dia 17, un dia antes de que los animales de control fueran sacrificados,
el volumen medio del tumor fue de 935 + 215,04 mm® para el grupo de control, 386 + 57,51 mm? para el grupo al que
se habia inyectado 0,1 mg (p< 0,01) y 217 + 58,17 mm?® para el grupo al que se habia inyectado 1 mg (p< 0,002).

Para examinar si la inhibicién del crecimiento observada con mAb 806 estaba restringida a la célula que expresaba
de2-7 EGFR, se examind su eficacia contra xenoinjertos de tumor U§7MG.wtEGFR en un modelo establecido. Estas
células sirven como modelo para tumores que contienen la amplificacién del gen EGFR sin la expresién de de2-7
EGFR. El tratamiento con mAb 806 comenzé cuando los tumores hubieron alcanzado un volumen medio del tumor de
73 + 7,5 mm®. El mAb 806 inhibi6 significativamente el crecimiento de xenoinjertos US7MG.wtEGFR establecidos
cuando se compard con los tumores de control tratados con vehiculo (Figura 10C). El dia que los animales de control
fueron sacrificados, el volumen medio del tumor era de 960 + 268,9 mm? para el grupo de control y 468 + 78,38 mm®
para el grupo tratado con inyecciones de 1 mg (p< 0,04).

Andlisis Histologico e Inmunologico de Tumores Establecidos

Para evaluar las diferencias histolégicas potenciales entre los xenoinjertos U§7MG.A2-7 y U87MG.wtEGFR tra-
tados con mAb 806 y de control (recogidos los dias 24 y 42 respectivamente), se tifieron con H&E las secciones
embebidas en parafina, fijadas con formalina. Se observaron zonas de necrosis en las secciones de xenoinjertos tanto
U87MG.A2-7 (recogidos 3 dias después del finalizar el tratamiento), como US7MG.wtEGFR (recogidos 9 dias antes
de finalizar el tratamiento) tratados con mAb 806. Este resultado fue observado sistematicamente en numerosos xe-
noinjertos de tumores (n=4). Sin embargo, el andlisis de las secciones de xenoinjertos tratados con control no presentd
las mismas zonas de necrosis observadas con el tratamiento con mAb 806. Las secciones de xenoinjertos U87MG tra-
tadas con mAb 806 o control también fueron tefiidas con H&E y no revelaron diferencias en la viabilidad celular entre
los dos grupos, apoyando adicionalmente la hipdtesis de que la unién a mAb 806 induce un descenso de la viabilidad
celular/necrosis en xenoinjertos tumorales.

Se realiz6 un andlisis inmunohistoquimico de secciones de xenoinjerto U§7MG, US7TMG.A2-7 y US7TMG.wtEGFR
para determinar los niveles de expresién de de2-7 y wt EGFR después del tratamiento con mAb806. Las secciones
se recogieron los dias 24 y 42 como antes, y se inmunotifieron con los anticuerpos 528 o 806. Como se esperaba el
anticuerpo 528 tifid todas las secciones de xenoinjerto sin un descenso obvio en la intensidad los tumores tratados
y de control. La tincién de las secciones de US7MG no fue detectable con el mAb 806, no obstante se observo una
tincién positiva de las secciones de xenoinjerto US7TMG.A2-7 y US7MG.wtEGFR. No hubo diferencia en la densidad
de tincién con mAb 806 entre los xenoinjertos US7MG.A2-7 y US7TMG.wtEGFR tratados y de control sugiriendo que
el tratamiento con anticuerpo no regula la expresion de de2-7 o wt EGFR.

Tratamiento de Xenoinjertos A431 con mAb 806

Para demostrar que los efectos anti-tumorales de mAb 806 no estaban restringidos a las células US7TMG, se admi-
nistré el anticuerpo a ratones con xenoinjertos A431. Estas células contienen un gen EGFR amplificado y expresan
aproximadamente 2 x 10° receptores por célula. Como se ha descrito antes, mAb 806 se une a aproximadamente 10%
de estos EGFR y xenoinjertos A431 diana. E1 mAb 806 inhibi6 significativamente el crecimiento de los xenoinjertos
A431 cuando se examiné en el modelo de xenoinjerto preventivo descrito previamente (Figura 11A). El dfa 13, cuando
las animales de control fueron sacrificados, el volumen medio del tumor fue de 1385 + 147,54 mm?® en el grupo de
control y de 260 + 60,33 mm?® para el grupo con tratamiento de inyecciones de 1 mg (p< 0,0001).

En un experimento separado, una dosis de 0,1 mg de mAb también inhibid significativamente el crecimiento de
los xenoinjertos A431 en un modelo preventivo.

Dada la eficacia de mAb 806 en el modelo de xenoinjerto A431, se examiné su eficacia para inhibir el crecimiento
de los xenoinjertos de tumores establecidos. El tratamiento con anticuerpo fue el descrito en el modelo preventivo
excepto que no comenzd hasta que los tumores hubieron alcanzado un volumen medio del tumor de 201 + 19,09 mm’.
El mAb 806 inhibi6 significativamente el crecimiento de los xenoinjertos de tumores establecidos (Figura 11B). El dia
13, cuando los animales de control fueron sacrificados, el volumen medio del tumor fue de 1142 + 120,06 mm?® para
el grupo de control y de 451 + 65,58 mm? para el grupo al que se inyectaba 1 mg (p<0,0001).

En resumen, los estudios de terapia con mAb 806 descritos aqui demostraron claramente la inhibicién dependiente
de la dosis del crecimiento del xenoinjerto U87MG.A2-7. En contraste, no se observé inhibicién de los xenoinjertos
U87MG parentales a pesar del hecho de que contindan expresando el wt EGFR in vivo. E1l mAb 806 no solamente
redujo significativamente el volumen del xenoinjerto, también indujo una necrosis significativa en el tumor. Este es
el primer informe que muestra el uso terapéutico satisfactorio de semejante anticuerpo in vivo contra xenoinjertos de
glioma que expresan de2-7 EGFR humano.

La amplificacion génica del EGFR ha sido referida en numerosos tumores diferentes y se observa en aproxima-
damente 50% de los gliomas (Voldberg et al, 1997). Se ha propuesto que la posterior expresion en exceso de EGFR
mediada por la amplificacion génica del receptor puede conferir una ventaja de crecimiento incrementando la sefiali-

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 334 494 T3

zacidn intracelular y el crecimiento celular (Filmus et al, 1987). La linea celular U87MG fue transfectada con el wt
EGEFR con el fin de producir una célula de glioma que imite el proceso de amplificacion del gen EGFR. El tratamiento
de los xenoinjertos US7TMG.wtEGFR establecidos con mAb 806 dio como resultado una inhibicién significativa del
crecimiento. De este modo, mAb 806 también media la actividad anti-tumoral in vivo frente a células que contienen la
amplificacion del gen EGFR. De manera interesante, la inhibicién por mAb 806 de los xenoinjertos U§7MG.wtEGFR
parece ser menos eficaz que la observada con tumores U87MG.A2-7. Esto refleja probablemente el hecho de que mAb
806 tiene una afinidad de unidn inferior por el EGFR amplificado y solamente se une a una pequefia proporcién de
receptores expresados sobre la superficie celular. No obstante, se debe observar que a pesar del pequefio efecto sobre
los volimenes de los xenoinjertos US7MG.wtEGFR, el tratamiento con mAb 806 producia grandes zonas de necrosis
en estos xenoinjertos. Para descartar la posibilidad de que mAb 806 solamente medie la inhibicién de las lineas ce-
lulares derivadas de U87MG los autores de la presente invencidn sometieron a ensayo su eficacia contra xenoinjertos
A431. Esta linea celular derivada de carcinoma de células escuamosas contiene una amplificacién del gen EGFR sig-
nificativa que se conserva tanto in vitro como in vivo. El tratamiento de los xenoinjertos A431 con mAb 806 produjo
una inhibicidn significativa del crecimiento en el modelo tanto preventivo como establecido, indicando que los efectos
anti-tumorales de mAb 806 no estan restringidos a las lineas celulares US7MG transfectadas.

Ejemplo 11
Tratamiento de terapia combinada de xenoinjertos A431 con MAb806 y AG1478

Se sometieron a ensayo los efectos anti-tumorales de mAb 806 combinado con AG1478 en ratones con xenoinjertos
A431. AG1478 (4-(3-Cloroanilino)-6,7-dimetoxiquinazolina) es un inhibidor potente y selectivo de la quinasa de
EGFR quinasa frente a HER2-neu y la quinasa del receptor de crecimiento derivado de plaquetas (Calbiochem Cat.
Num. 658552). Se incluyeron tres controles: tratamiento con vehiculo solamente, vehiculo + mAb806 solamente y
vehiculo + AG1478 solamente. Los resultados se ilustran en la Figura 12. Se administraron 0,1 mg de mAb 806 1 dia
antes en el xenoinjerto y 1, 3, 6, 8 y 10 dias después del xenoinjerto. Se administraron 400 ug de AG1478 los dias 0,
2,4,7,9,y 11 después del xenoinjerto.

Tanto AG1478 como mAb806, cuando se administraron solos produjeron una reduccién significativa del volumen
del tumor. Sin embargo, combinados, la reduccién del volumen del tumor aumentaba enormemente.

Ademais, se evalué la unién de mAb806 a EFR de células A431 en ausencia y presencia de AG1478. Las células
se colocaron en medio sin suero durante la noche, después se trataron con AG1478 durante 10 min a 37°C, se lavaron
dos veces en PBS luego se lisaron en Triton al 1% y se prepararon los productos lisados. Los productos lisados se
prepararon como se describe en el Ejemplo 20 de la presente memoria. Después se evalué el producto lisado en
busca de la reactividad 806 mediante ELISA en una versién modificada de un andlisis descrito por Schooler y Wiley,
Analytical Biochemistry 277,135-142 (2000). Las placas se recubrieron con 10 pug/ml de mAb 806 en PBS/EDTA
durante la noche a la durante la noche a la temperatura ambiente y después se lavaron dos veces. Las placas se
bloquearon después con albimina de suero/PBS al 10% durante 2 horas a 37°C y se lavaron dos veces. Se afiadi6
producto lisado celular 1:20 en albimina de suero/PBS al 10% durante 1 hora a 37°C, después se lavd cuatro veces.
Se hizo reaccionar anti-EGFR (SC-03 (Santa Cruz Biotechnology Inc.)) en albimina de suero/PBS al 10% 90 min a la
temperatura ambiente, la placa se lavé cuatro veces, y se afiadi6 anti-conejo-HRP (1:2000 si es de Silenus) en albimina
de suero/PBS al 10% durante 90 min a la temperatura ambiente, se lavé cuatro veces, y se hizo que se desarrollara color
utilizando ABTS como sustrato. Se descubrié que la unién de mAb806 aumentaba significativamente en presencia de
cantidades crecientes de AG1478 (Figura 13).

Ejemplo 12
Inmunorreactividad en glioblastomas humanos pre-tipificados por el estado de EGFR

Dada la elevada incidencia de la expresion, amplificaciéon y mutaciéon de EGFR en los glioblastomas, se realizé
un estudio inmunohistoquimico detallado con el fin de evaluar la especificidad de 806 en tumores distintos de los
xenoinjertos. Se analizé un panel de 16 glioblastomas mediante inmunohistoquimica. Este panel de 16 glioblastomas
fue previamente tipificado mediante RT-PCR en busca de la presencia de la expresion de EGFR de tipo salvaje ampli-
ficado y de2-7 EGFR. Seis de estos tumores expresaron solamente el transcrito wt EGFR, 10 tenian una amplificacién
del gen wtEGFR mostrado 5 de estos transcritos EGFR de tipo salvaje solamente, y 5 tanto EGFR de tipo salvaje como
transcrito del gen de2-7. Se realiz6 un andlisis inmunohistoquimico utilizando secciones de 5 mm de tejido recién con-
gelado aplicado a portas histoldgicos y fijados durante 10 minutos en acetona fria. Se detectd el anticuerpo primario
unido con anticuerpo anti-ratén de caballo biotinilado seguido de una reaccién de complejo de avidina-biotina. Se uti-
liz6 tetrahidrocloruro de diaminobenzidina (DAB) como cromégeno. El grado de reactividad inmunohiostoquimica en
los tejidos se estim6 mediante microscopia dptica y se gradué de acuerdo con el nimero de células inmunorreactivas
en incrementos del 25% como sigue:

Focal = menos de 5%
+=5-25%
++=25-50%
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+++=50-75%
++++=>T75%

5 El anticuerpo 528 mostré una intensa reactividad en todos los tumores, mientras la inmunotincién con DH 8.3
estuvo restringida a aquellos tumores que expresaban de2-7 EGFR (Tabla 2). Coincidiendo con las observaciones
previas en FACS y en los andlisis de reajuste, el mAb 806 no reaccioné con los glioblastomas que expresaban el
transcrito wtEGFR a partir de genes EGFR no amplificados (Tabla 2). Este patrén de reactividad para mAb 806 es
similar al observado en los estudios con xenoinjertos y de nuevo sugiere que este anticuerpo reconoce el EGFR de2- 7

10 y el amplificado pero no el wtEGFR cuando son expresados sobre la superficie celular.

TABLA 2

15 | Inmunorreactividad de los MAbs 528, DH8.3 y 806 sobre
'glioblastomas previamente tipificados en busca de la
‘presencia de EGFR y de tipo salvaje y de2-7 mutado y en
‘busca de su estado de amplificacién.

: T T ]
20 |Amplificacién |de2-7 EGFR 528 DH 8.3 806
Expresién
No ++++ - -
25
No I+ - -
! !
No ettt - -
‘ i :
30 No T4+ - -
No §+++ - [~
| v
35 No l ++++ - ~
1S3 No L +++ - et
'Si No Lttt - T+
40 : {
 S1 No R - bt
} S1 No b+ 4+ - e+t |
45 'Si No NIRRT - -t
Si Si e+ F+F 4
s '8i Si 4+ o+ R
' Si Si 44 +4++ bt
' Si Si FHtt i+ R
55 s T
1 S1 }Sl +4+++ ++ ++
 * tincidn focal
60
Ejemplo 13
Inmunorreactividad EGFR en tejido normal
65 Con el fin de determinar si el EGFR de2-7 es expresado en tejido normal, se llevé a cabo un estudio inmunohis-

toquimico con mAb 806 y DH8.3 en un panel de 25 tejidos. No hubo una inmunorreactividad fuerte con mAb 806 o
DHS.3 en ningtn tejido sometido a ensayo sugiriendo que el de2-7 EGFR esté ausente en tejidos normales (Tabla 3).
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Hubo una cierta tincién variable en amigdalas con mAb 806 que estuvo restringida a la capa de células basales de la
epidermis y las células escuamosas de la mucosa del epitelio. En placenta, se observé una inmunotincién ocasional
del epitelio del trofoblasto. De manera interesante, dos tejidos que expresan elevados niveles endégenos de wtEGFR,
higado y piel, no lograron mostrar ninguna reactividad con mAb 806 significativa. No se observo reactividad con las
muestras de higado en absoluto, y solamente se detecté ocasionalmente una reactividad focal débil y desigual (en no
mads de 10% de todas las muestras estudiadas) en queratinocitos basales en muestras de sangre y en epitelio escuamoso
de la mucosa de la amigdala, demostrando adicionalmente que este anticuerpo no se une al wtEGFR expresado sobre
la superficie de las células en un grado significativo (Tabla 3). Todos los tejidos fueron positivos para el wtEGFR como
indicé la tincién universal observada con el anticuerpo 528 (Tabla 3).

TABLA 3

‘Reactividad de 582, DH8.3 y 806 en tejidos normales.

“TEJTDO 528 DH8- 806

3

éEséfago pos - |- )
%Estémago pos | - - %
éDuodeno pos - - ;
éIntestino pos |- - é
édelgado/duodeno |
Colon pos | - -

éﬁigado pos |- -

;Gléndulas salivares pos - -

é(parétida) '

Rifién pos - |-

Vejiga urinaria posi— -

‘Préstata pos | - - |
gTesticulo pos - - %
%ﬁtero (cx/endom) pos -* -

‘Trompa de Falopio pos i - -

‘Ovario pos | - -
e
Mama pos | i
‘Placenta pes - -
‘Nervio periférico pos - -

‘Misculo esquelético pos | - .-

iGléndula tiroides pos |~ - |

'Nédulo linfatico pos |- -
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Reactividad de 582, DH8.3 y 806 en tejidos normales.

‘Bazo pos%— - §
Amigdala pos - '~ reactividad débil
f % ocasional de la capa basal |
é %del epitelio escuamoso
Corazén pos§~ §~ !
‘Pulmén pos§~ §~ ;
Piel pos - - reactividad débil
% § ocasional de la capa basal |
' % del epitelio escuamoso

* cierta tincién estromitica en diferentes tejidos %

Ejemplo 14
Inmunorreactividad EGFR en diferentes tumores

Se examind el grado de de2-7 EGFR en otros tipos de tumores utilizando un panel de 12 malignidades diferentes.
El anticuerpo 528 mostré a menudo una tincién homogénea en muchos tumores analizados excepto melanoma y semi-
noma. Cuando estaba presente, la inmunorreactividad con DHS8.3 estaba restringida a la célula tumoral focal ocasional
indicando que hay una pequefia expresion de de2- 7 EGFR, si la hay, en los tumores fuera del cerebro utilizando este
sistema de deteccion (Tabla 4). También hubo una tincién focal de los vasos sanguineos y una tincion difusa variable
del tejido conectivo con el anticuerpo DHS.3 en algunos tumores (Tabla 4). Esta tincién era fuertemente dependiente
de la concentracién de anticuerpo utilizado y se consideraba reactividad de fondo no especifica. El mAb 806 mostré
una tincién positiva en 64% de los tumores de cabeza y cuello y en 50% de los carcinomas de pulmén (Tabla 4). Hubo
poca reactividad con mAb 806 excepto en tumores urinarios que eran positivos en 30% de los casos. Puesto que los
canceres de cabeza y cuello y pulmén fueron negativos para el anticuerpo DH8.3 la reactividad observada con el mAb
en estos tumores se puede asociar con la amplificacion del gen EGFR.

(Tabla pasa a pagina siguiente)

46



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 334 494 T3

TABLA 4

|
jAnticuerpos monoclonales 528, DH8.3 y 806 del panel de

i

tumores.

; ;
i Tumor 528 DH8.3 806 ]
Metastasis de 0/10 10/10 10/10
%melanoma §
imaligno j
Vejiga 10/10 10/10% 3/10%
‘urinaria (TX++++,2X+++, 1X+) | (2X++++, 1X++) §
‘ ‘ |
%(tcc,sqcc, E
‘adeno) §
‘Glandula 6/10 1/10 1/10

imamaria (3X++++,3X++) (1x+) | (foc)

Céncer de 11/11 %O/ll* 7/11
cabeza + I1X+++ - 10X++++) E (3X++++, 3%X+++, 1x+)
‘cuello (sgcc) % 5
‘Pulmén (sgce, 112/12 0/12*% 6/12
‘adeno, 10X++++-1X+++) (3X++++ 3X+++) %
‘neuroend) §
Leiomiosarcoma 5/5 0/5 0/5 %
g (4x++++,1x+) ;
éLiposarcoma 5/5 0/5 0/5% g
§ (2x + 3x +++) |
%Sarcoma i4/5% 0/5 0/5* |
'sinovial (4% ++++) !
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Anticuerpos monoclonales 528, DH8.3 y 806 del panel de

tumores.

! 5

‘Histiocitoma 4/5%* 0/5% [0/5%

fibroso

maligno Mfh

Carcinoma 10/10 0/10*:0/10

colénico (9xX++++, 1x+) §

Seminoma 1/10% 1/10*{0/10

Ovario 4/5 0/5* 10/5

(seroso- (3X++++, 1x+)

ipapilar) Z %

g*tincién focal g
Ejemplo 15

Inmunorreactividad en glioblastomas humanos no seleccionados por el estado de EGFR

Con el fin de confirmar la especificidad tnica y evaluar la reactividad del mAb 806, éste se compard con los
anticuerpos 528 y DH8.3 en un panel de 46 glioblastomas no preseleccionados por su estado de EGFR. El anticuerpo
528 fue fuertemente y homogéneamente positivo en todas las muestras excepto dos (Ndm. 27 y 29) (44/46, 95,7%).
Estos dos casos también fueron negativos para mAb806 y mAb DHS.3. El mAb 806 fue positivo en 27/46 (58,7%)
casos, 22 de los cuales presentaron una inmunorreactividad homogénea en mds del 50% del tumor. El anticuerpo
DHS.3 fue positivo en 15/46 (32,6%) glioblastomas, 9 de los cuales mostraron una inmunorreactividad homogénea.
La tincién inmunoquimica de estos tumores no seleccionados se tabula en la Tabla 5.

Hubo concordancia entre mAb 806 y DHS8.3 en todos los casos excepto uno (Num. 35).

Se realiz6 un andlisis molecular en cuanto a la presencia de amplificacion de EGFR en 44 casos (Tabla 5). De estos,
30 casos se tipificaron simultdneamente con el patréon de inmunorreactividad de mAb 806 previamente establecido: p.
ej. 16 casos negativos para mAb 806 no revelaron amplificaciéon de EGFR y 14 casos con EGFR amplificado también
fueron inmunopositivos para mAb 806. No obstante, 13 casos, que mostraron inmunorreactividad con 806, fueron
negativos para la amplificaciéon de EGFR mientras 1 caso con EGFR amplificado fue negativo para mAb 806. Mas
abajo se describe el andlisis adicional del estado de mutacidn de estos casos negativos para la amplificacion y positivos
para 806 y proporciona una explicacién para la mayoria de los 13 casos que fueron negativos para la amplificacién de
EGFR amplificacién y fueron reconocidos por 806.

Con posterioridad, se realizé un andlisis molecular de la mutacién por delecién mediante RT-PCR en 41/46 casos
(Tabla 5). De estos, 34 casos se tipificaron simultdneamente con DH8.3 especifico para la mutacién por delecién: 12
casos fueron positivos tanto en RT-PCR como en la inmunohistoquimica y 22 casos fueron negativo/negativo. Tres
casos (Num. 2, Nim. 34, Num. 40) fueron DH8.3 positivo/RT-PCR negativo para la mutacién por delecidn y tres casos
(Num. 12, Ndm. 18, Nim. 39) fueron DH8.3 negativo/RT-PCR positivo. Como se esperaba basdndose en el andlisis de
especificidad previo de los autores de la presente invencion, la inmunorreactividad con mAb 806 se observo en todos
los tejidos DHS8.3-positivos excepto en un caso (Num. 35).

El Caso Num. 3 también revelé6 una mutacién (designada A2 en la Tabla 5), que incluia las secuencias de la
mutacién de2-7 pero esta no parecia ser la delecién de2-7 cldsica de 801 bases (datos no mostrados). Este caso fue
negativo para la reactividad con DH8.3 pero mostré reactividad con 806, indicando que 806 puede reconocer una
mutacién de EGFR adicional y posiblemente tnica.
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TABLA 5

?Anélisis Inmunohistoquimico de 46 glioblastomas no
‘seleccionados con los mAbs 528, 806, y DHS8.3

NGm. 528 806 DHS8.3 EGFR Amp.* MUT 5°¢
1 ++++ + 4+ + ++ A MUT 5°
2 =++++ ++++ + 4+t N WT
3 bt ok neg. N A2
(det.)
4 4+ B neg. N WT
5 ++++ + b + 4+ + N 5' MUT
6 ++++ ++++ neg. A WT
7 ++++ + k4 +4++ N 55' MUT
8 44+ s okt A 5' MUT
9 ++++ e+ neg. A WT
10 ++++ neg. neqg. N WT
11 ++ ++ ++ A 5Y MUT
}12 f++++ ++ neqg. A 5' MUT
313 ++++ + 4+ neg N WT
%14 ++ neg. neqg. Nr nr
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iAnélisis Inmunohistoquimico de 46 glioblastomas no

?seleccionados con los mAbs 528, 806, y DHS8.3

806

‘MUT 5°

:Nﬁm. 528 DH8.3 EGFR Amp.*

é15 ++ ++ neg N WT

216 + neg. neg. N ny

il? ++++ neqg. neg. N ;WT

18 ++++ +4++ neg. A 5' MUT
é19 ++++ bt neg. N WT

E20 ++++ neg. neg N WT

121 ++++ ++++ neq. N WT

22 ij++++ neg. neg. N éWT

123 ++++ ++++ ‘++ N 5t MUT
»24 ++++ + o+ neq. A WT

%25 ++++ neg. neg. N WT

726 ++++ ++++ +++ A 5' MUT
27 neg. neg. neq. N WT

28 4es neg. neg. N WT

29 neg. neq. neg. N WT

130 4+ 4+ neq. N WT

31 ++++ par det neg. neg. N nr

:32 ++ +++ ++ N 5! MUT
33 +++ + ot + o+ A ES‘ MUT
34 +4+ 4+ +++ ++++ N %WT

35 ++++ neqg. ++++ A 25' MUT
36 +++ et é+++ A 25' MUT
k37 ++++ + + A 55' MUT
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‘Andlisis Inmunohistoquimico de 46 glioblastomas no |
‘seleccionados con los mAbs 528, 806, y DH8.3

éNﬁm. 528 806 DH8.3 EGFR Amp.* MUT 5!
538 ++++ neg. neg. N WT é
§39 ++ neqg. neg. N 5' MUT i
§40 ++++ Tt + A WT g
?41 ++ neyg. neq. N WT |
%42 ++++ ++++ neg. A WT

243 ++++ neqg. neg. nr nr

544 ++++ neg. neg. N WT

245 ++++ neqg. neg. N WT

546 EHtt neqg. neg. N nr é

;* N = no amplificado, A-amplificado,
WT = tipo salvaje, mut 5

‘nr = no realizado

La reactividad del anticuerpo 806 se tipificé simultdneamente con EGFR amplificado o de2-7 mutante en 19/27 o
en mds del 70% de los casos. Es notable que 2 de estos 8 casos también fueran reactivos con DHS8.3.

Ejemplo 16
Tratamiento generalizado y andlisis tumores de glioma intracraneal

Para someter a ensayo la eficacia del anticuerpo monoclonal anti-AEGFR, mAb 806, los autores de la presente
invencion trataron ratones carentes de sistema inmunitario que portaban xenoinjertos de glioma intracraneales que
expresaban en exceso AEGFR con inyecciones intraperitoneales de mAb806, el isotipo de control IgG o PBS.

Las lineas celulares de glioblatoma humano US7MG, LN-Z308 y A1207 (donacién del Dr. S. Aaronson, Mount
Sinai Medical Center, New York, NY) fueron infectadas con virus con AEGFR, AEGFR carente de quinasa (DK),
o EGFR de tipo salvaje (WtEGFR). La poblaciones que expresaban niveles elevados similares de EGFR se selec-
cionaron mediante clasificacion celular activada por fluorescencia y se denominaron U§7MG.AEGFR, U87MG.DK,
USTMG.wtEGFR, LN-Z308.AEGFR, LN-Z308.DK, LN-Z308. wtEGFR, A1207.AEGFR, A1207.DK vy
A1207.wtEGFR, respectivamente. Cada una se mantuvo en medio que contenia G418 (lineas celulares U87MG, 400
ug/ml; LN-Z308 y lineas celulares A1207, 800 pg/ml).

Las células US7MG.AEGFR se implantaron intracranealmente en ratones carentes de sistema inmunitario y los
tratamientos comenzaron el mismo dia. Se implantaron 10° células en 5 ul de PBS en el cuerpo estriado derecho de los
cerebros de los ratones carentes de sistema inmunitario. La terapia generalizada con mAb 806, o el control de isotipo
IgG2b, se completé mediante inyeccion i.p. de 1 mg de mAb en un volumen de 100 ul en dias alternos desde el dia 0
post-implantacion hasta el dia 14. Para la terapia directa de los tumores US7MG.AEGFR intracerebrales, se inyectaron
10 g de mAb 806, o el control de isotipo IgG2b, en un volumen de 5 ul en el sitio de la inyeccién del tumor en dias
alternos empezando el dia 1 durante 5 dfas.

Los animales tratados con PBS o control de isotipo IgG tuvieron una supervivencia media de 13 dias, mientras los
ratones tratados con mAb 806 tuvieron un incremento de 61,5% en la supervivencia media de hasta 21 dfas (P<0,001).
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El tratamiento de los ratones a los 3 dias de la implantacion, tras el establecimiento del tumor, también prolongé la
supervivencia media de los animales tratados con mAb 806 un 46,1% (de 13 dias a 19 dias; P<0,01) en comparacién
con la de los grupos de control.

Para determinar si estos efectos antitumorales de mAb 806 se extendian mds alld de los xenoinjertos
U87MG.AEGFR, se administraron tratamientos similares a los animales que portaban otros xenoinjertos de célu-
las de glioma de LN-Z308.AEGFR y A 1207.AEGFR. La supervivencia media de los ratones tratados con mAb 806
que portaban xenoinjertos LN-Z308.AEGFR se prolongé de 19 dias para los controles a 58 dias (P<0,001). Sorpren-
dentemente, cuatro de ocho animales tratados con mAb 806 sobrevivieron mas de 60 dias. La supervivencia media de
los animales que portaban xenoinjertos A1207.AEGFR también se prolongé de 24 dias para los controles a 29 dias
(P<0,01).

El Tratamiento con MAb 806 Inhibe el Crecimiento del Tumor de Cerebro que expresa en exceso AEGFR

Los ratones que portaban xenoinjertos US7MG.AEGFR y LN-Z308.AEGFR fueron sometidos a eutanasia el
dia 9 y el dia 15, respectivamente. Las secciones de tumor se analizaron histopatolégicamente y se determina-
ron los volimenes de los tumores. Coincidiendo con los resultados observados para la supervivencia animal, el
tratamiento con mAb 806 redujo significativamente los volimenes en aproximadamente 90% de los xenoinjertos
U87MG.AEGFR.(P<0,001) y LN-Z308.AEGFR en més de 95% (P< 0,001) en comparacién con la de los grupos de
control. Se obtuvieron resultados similares para los animales que portaban tumores A1207.AEGFR (reduccién del
volumen de 65%, P<0,01).

El Tratamiento Intratumoral con mAb 806 Prolonga la Supervivencia de los Ratones que Portan Tumores de
Cerebro US7TMG.AEGFR

También se determind la eficacia de la inyeccion intratumoral directa de mAb 806 para el tratamiento de xenoin-
jertos USTMG.AEGFR. Los animales recibieron inyecciones intratumorales de mAb 806 o control de isotipo IgG un
dia después de la implantacién. Los animales de control sobrevivieron durante 15 dfas, mientras los ratones tratados
con mAb 806 permanecieron vivos durante 18 dias (P<0,01). Si bien el tratamiento intratumoral con mAb 806 result
algo eficaz, conllev¢ las dificultades de las miiltiples inyecciones intracraneales y el incremento del riesgo de infec-
cion. Por lo tanto los autores de la presente invencién se centraron en los tratamientos generalizados para estudios
adicionales.

El Tratamiento con MAb 806 Prolonga Ligeramente la Supervivencia de Ratones que Portan Xenoinjertos Intra-
craneales US7TMG.WtEGFR pero no US7MG o US7TMG.DK

Para determinar si la inhibicién de crecimiento por mAb 806 era selectiva para los tumores que expresan AEGFR,
los autores de la presente invencion trataron xenoinjertos cerebrales U87MG, US7TMG.DK (AEGFR carente de quina-
sa) y US7MG.wtEGFR. El tratamiento con MAb 806 no prolong6 la supervivencia de los ratones a los que se habian
implantado tumores US7MG que expresaban un bajo nivel de EGFR de tipo salvaje endégeno (WtEGFR), o animales
que portaban xenoinjertos U§7MG.DK que expresaban en exceso AEGFR carente de quinasa ademds de un bajo nivel
de wtEGFR enddgeno. El tratamiento con mAb 806 prolongé ligeramente la supervivencia de los ratones que porta-
ban tumores US7MG.wtEGFR (P<0,05, supervivencia media 23 dias frente a 26 dias para los grupos de control) que
expresaban wtEGFR en exceso.

La Reactividad de MAb 806 se Corresponde con la Eficacia Anti-tumoral In Vivo

Para comprender el efecto diferencial de mAb 806 sobre los tumores que expresan diferentes niveles o distintos
tipos de EGFR, los autores de la presente invencién determinaron la reactividad de mAb 806 con diferentes células
tumorales mediante andlisis FACS. Coincidiendo con los informes previos, el anticuerpo monoclonal anti-EGFR 528
reconocia tanto AEGFR como wtEGFR, y demostré una tincién mas fuerte para las células US7TMG.AEGFR en com-
paracion con las células US7MG. En contraste, el anticuerpo EGFR.1 reaccionaba con wtEGFR pero no con AEGFR,
ya que las células US7MG.AEGFR eran tan poco reactivas como las células U§7MG. Este anticuerpo EGFR.1 reaccio-
naba con US7MG.wtEGFR mads intensamente que con las células U§7MG, ya que las células U§7MG.wtEGFR expre-
saban en exceso wtEGFR. Si bien mAb 806 reaccionaba intensamente con las células US7MG.AEGFR y U87MG.DK
y no con las células US7MG, éste reaccionaba débilmente con U§7MG.wtEGFR, indicando que mAb 806 es selectivo
para AEGFR con una reactividad cruzada débil con el wtEGFR expresado en exceso. Este nivel de reactividad con
U87MG.wtEGFR era cuantitativamente y cualitativamente similar a la prolongacién de la supervivencia mediada por
el tratamiento con anticuerpo.

Los autores de la presente invencion determinaron adicionalmente la especificidad de mAb 806 mediante inmuno-
precipitacién. Los EGFR de las diferentes lineas celulares fueron inmunoprecipitados con los anticuerpos 528, EGFR.1
y mADb 806. Después se sondearon las transferencias de las proteinas separadas electroforéticamente con el anticuerpo
anti-EGFR C13, que reconoce wtEGFR y también AEGFR y DK. Coincidiendo con el andlisis FACS el anticuerpo
528 reconocié WtEGFR y los receptores mutantes, mientras el anticuerpo EGFR.1 reaccion6 con wtEGFR pero no con
las especies mutantes. Por otra parte, los niveles de receptores mutantes en células U§7MG.AEGFR y US7MG.DK
son comparables con los de wtEGFR en células US7MG.wtEGFR. No obstante, el anticuerpo mAb 806 fue capaz de
precipitar solamente una pequefia cantidad del wtEGFR de los productos lisados de células U87MG.wtEGFR en com-
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paracién con la cantidad mds grande de receptor mutante precipitado de las células US7TMG.AEGFR y US§7MG.DK,
y una cantidad no detectable de las células U§7MG. Colectivamente, estos datos sugieren que mAb 806 reconoce un
epitopo en AEGFR que también existe en una pequefia fraccién de wtEGFR solamente cuando es expresado en exceso
sobre la superficie celular.

El Tratamiento con MAb 806 Reduce la Autofosforilacion de AEGFR y Regula a la Baja la Expresion de Bcl. X,
en Tumores cerebrales USTMG.AEGFR

Los autores de la presente invencion investigaron los mecanismos subyacentes a la inhibicién del crecimiento
por mAb 806. Puesto que la actividad quinasa y la autofosforilacién constitutivamente activa del extremo carboxilo
de AEGFR son esenciales para sus funciones bioldgicas los autores de la presente invencién determinaron el estado
de fosforilacién de AEGFR en tumores de animales tratados y de control. Se encontré que el tratamiento con mAb
806 reducia espectacularmente la autofosforilacién de AEGFR, incluso aunque los niveles de receptor disminuyeran
solo ligeramente en los xenoinjertos tratados con mAb 806. Los autores de la presente invencién han demostrado
previamente que la autofosforilacion del receptor ocasiona una regulacion al alza del gen antiapoptético, Bel-X; , que
juega un papel clave en la reduccién de la apoptosis de tumores que expresan en exceso AEGFR. Por lo tanto, los
autores de la presente invencion determinaron a continuacién el efecto de mAb 806 sobre la expresion de Bel-XL. Los
tumores AEGFR de los animales tratados con mAb 806 mostraron en efecto una reduccion de los niveles de Bcl-X; .

El Tratamiento con MAb 806 Disminuye el Crecimiento y la Angiogénesis, y Aumenta la Apoptosis en Tumores
US7MG.AEGFR

A la luz de la supresién in vivo causada por el tratamiento con mAb 806 y sus efectos bioquimicos sobre la sefia-
lizacién del receptor, los autores de la presente invencién determinaron la velocidad de proliferacién de los tumores
de ratones de control o tratados. El indice proliferativo, medido mediante tincién con Ki-67 de los tumores tratados
con mAb 806, fue significativamente menor que el de los tumores de control (P< 0,001). Ademads, el andlisis del
indice apoptético a través de la tincién con TLTNEL demostré un incremento significativo en el nimero de células
apoptdticas en los tumores tratados con mAb 806 en comparacién con los tumores de control (P< 0,001). También
se analiz6 al grado de vascularizacién del tumor mediante inmunotincidn de los tumores de los especimenes tratados
y de control para CD31. Para cuantificar la vascularizacion del tumor, se midieron las zonas microvasculares (MVA)
utilizando un andlisis de imagenes por ordenador. Los tumores tratados con mAb 806 mostraron una MVA 30% me-
nor que los tumores de control (P<0,001). Para comprender si la interaccién entre el receptor y el anticuerpo puede
lograr una respuesta inflamatoria, los autores de la presente invencidn tifieron secciones de tumor para el marcador de
macréfagos, F4/80, y el marcador de células NK, asialo GM 1. Los macréfagos se identificaron en toda la matriz tumo-
ral y especialmente se acumularon cerca de la periferia del tumor U§7MG.AEGFR tratado con mAb 86. Los autores
de la presente invencién observaron algunas células NK infiltradas y alrededor de los tumores y ninguna diferencia
significativa entre los tumores tratados con mAb 806 y de control del isotipo.

Ejemplo 17
Inmunoterapia combinada con mAb806 y mAb528
Seguro que funciona. El ejemplo estd en un formato algo diferente de los otros que le preceden.

Los experimentos mostrados en la presente memoria describen el trabajo in vivo diseflado para determinar la
eficacia de los anticuerpos de acuerdo con esta invencion.

Se utilizaron ratones hembra carentes de sistema inmunitario, de 4-6 semanas de edad, como animales experimen-
tales. Los ratones recibieron inoculaciones subcutdneas de 3 x 10° células tumorales en cada uno de sus flancos.

Los animales recibieron células US7TMG.D2-7, U§7MG.DK, o A431, todos los cuales se han descrito, supra. La
terapia comenz6 cuando los tumores hubieron crecido hasta un tamaiio suficiente.

Los ratones recibieron después inyecciones de uno de (i) solucién salina tamponada con fosfato, (ii) mAb 806 (0,5
mg/inyeccién), (iii) mAb 528 (0,5 mg/inyeccién), o (iv) una combinacién de ambos mAb. Con respecto a “(iv)”, los
diferentes grupos de ratones recibieron 0,5 mg/inyeccién de cada mAb, o 0,25 mg/inyeccién de cada mAb.

El primer grupo de ratones examinados fueron aquellos que habian recibido inyecciones de U87MG.D2-7. El
protocolo de tratamiento comenzé 9 dias después de la inoculacién y continud, 3 veces por semana durante 2 semanas
(esto es, se inoculd a los animales 9, 11, 13, 16, 18 y 20 dias después de que fueron inyectadas las células). Al comienzo
del protocolo de tratamiento, el didmetro medio del tumor era de 115 mm?®. Cada grupo contenia 50 ratones, cada uno
con dos tumores.

En el grupo de ratones que recibieron la combinacion de anticuerpos (0,5 mg/inyeccion de cada uno), se produjeron

tres regresiones completas. No hubo regresiones en ninguno de los demas grupos. La Figura 18 A muestra los resultados
graficamente.
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En un segundo grupo de ratones, las sustancias fueron las mismas, excepto que la terapia combinada contenia 0,25
mg de cada anticuerpo por inyeccion. Las inyecciones se administraron 10, 12, 14, 17, 19 y 21 dias después de la
inoculacién con las células. Al comienzo de la terapia el tamafio medio del tumor era de 114 mm?®. Los resultados se
muestran en la Figura 18B.

El tercer grupo de ratones recibi6 inoculaciones de U§7MG.DK. Las inyecciones terapéuticas comenzaron 18 dias
después de la inoculacién con las células, y continud los dias 20, 22, 25, 27 y 29. El tamafio medio del tumor al inicio
del tratamiento era de 107 mm?. La Figura 18C resume los resultados. Las inyecciones terapéuticas fueron las mismas
que en el primer grupo.

Finalmente, el cuarto grupo de ratones, a los que se habian inoculado las células A431, recibi6 inyecciones como
en los grupos Iy III, a los 8, 10, 12 y 14 dias de la inoculacién. Al inicio, el tamafio medio del tumor era de 71 mm®.
Los resultados se muestran en la Figura 18D.

Los resultados indicaban que la terapia combinada con anticuerpos mostraba un efecto sinérgico en la reduccién de
tumores. Véase la Figura 18A. Se observé un efecto similar a una dosis inferior, Figura 18B, indicando que el efecto
no se debe simplemente a los niveles de dosificacion.

La terapia combinada no inhibid el crecimiento de U§7MG.DK (Figura 18C), indicando que la funcién inmunitaria
del anticuerpo no era la causa del descenso observado en las Figuras 18A y 18B.

Se observa que, como se muestra en la Figura 18D, la terapia combinada también mostraba una eficacia sinérgica
sobre los tumores A431, con 4 dosis que conducian a la tasa de respuesta completa del 60%. Estos datos sugieren que
la molécula de EGFR reconocida por mAb806 es funcionalmente diferente de la inhibida por 528.
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Ejemplo 18

Anticuerpo monoclonal novedoso para el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) de2-7 que también
reconoce el EGFR expresado en células que contienen la amplificacion del gen EGFR

Los siguientes experimentos fueron presentados por Johns et al, (2002) Int. J. Cancer, 98, y en la solicitud co-
pendiente Nim. de Serie 60/342,258 presentada el 21 de Diciembre de 2001, cuyas descripciones completas se in-
corporan en la presente memoria como referencia con referencia cruzada las Figuras de la presente memoria cuando
sea apropiado. Se estudi6 el anticuerpo monoclonal mAb 806 y se desarrollaron datos adicionales respecto a sus ca-
racteristicas de unién en cuanto al receptor EGFR, que se afiaden& y corroboran los datos presentados antes en la
presente memoria. Por consiguiente, lo que sigue representa una revision y una presentacion del material mostrado en
la solicitud de patente y la correspondiente publicacién.

El anticuerpo monoclonal (MAb 806) supera potencialmente las dificultades asociadas con la localizacién del
EGFR expresado sobre la superficie de las células tumorales. E1l MAb 806 se unia a las células de glioma US7MG
transfectadas con de2-7 EGFR (U87MG.A2-7) con una elevada afinidad (~1 x 10° M), pero no se unian a las
células parentales que expresaban el EGFR de tipo salvaje. Coincidiendo con esta observacién, el MAb 806 no era
capaz de unirse a una version soluble del EGFR de tipo salvaje que contenia el dominio extracelular. En contraste, la
inmovilizacién de este dominio extracelular a placas ELISA indujo la saturacién y la unién en respuesta a la dosis de
MAD 806, sugiriendo que MAb 806 se puede unir al EGFR de tipo salvaje EGFR en ciertas condiciones. E1 MAb 806
también se unia a la superficie de las células A431, que debido a la amplificacién del gen EGFR expresan grandes
cantidades de EGFR. De manera interesante, el MAb 806 solamente reconocia un 10% de las moléculas de EGFR
totales expresadas por las células A431 y la afinidad de unién era menor que la determinada para de2-7 EGFR. E1 MAb
806 localizaba especificamente los xenoinjertos U87MG.A2-7 y A431 desarrollados en ratones carentes de sistema
inmunitario con niveles maximos en los xenoinjertos U87MG.A2-7 detectados 8 h después de la inyecciéon. No se
observo localizacion especifica de los xenoinjertos U§7MG parentales. Después de la union a las células U87MG.A2-
7, el MADb 806 fue rdpidamente internalizado por macropinocitosis y transportado con posterioridad a lisosomas,
un procedimiento que contribuye probablemente al rdpido maximo de localizacién observado en los xenoinjertos.
De este modo, el MAb 806 puede ser utilizado para localizar células tumorales que contienen la amplificacién del
gen EGFR o de2-7 EGFR pero no se une al EGFR de tipo salvaje cuando es expresado sobre la superficie de la
célula.
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Como se ha comentado antes, el MAb 806 es especifico para de2-7 EGFR aunque se une a un epitopo distinto
del péptido de empalme Unico. De manera interesante, si bien MAb 806 no reconocia el EGFR de tipo salvaje ex-
presado sobre la superficie celular de las células de glioma, se unia al dominio extracelular del EGFR de tipo salvaje
inmovilizado sobre la superficie de placas ELISA. Ademads, el MAb 806 se unia a la superficie de las células A431,
que tienen una amplificacién del gen EGFR pero o expresan el de2-7 EGFR. Por lo tanto, es posible que MAb 806
pueda ser utilizado para localizar especificamente tumores con EGFR amplificado con independencia de su estado de
de2-7 EGFR, aunque los resultados de los autores de la presente invencion sugieren que los tumores que expresan
simultdneamente el receptor mutado mostrarian todavia una localizacién preferente. Puesto que MAb 806 no se une
al receptor de tipo salvaje en ausencia de amplificacién génica, no habria absorcion en el tejido normal, un problema
potencial asociado con los anticuerpos para EGFR que estén siendo desarrollados en la actualidad.'®"

Materiales y métodos
MAD vy lineas celulares

La linea celular de astrocitoma U87MG ha sido descrita con detalle previamente.” Esta linea celular fue infectada
con un retrovirus que contenia el de2-7 EGFR para producir la linea celular U§7MG.A2-7. Se obtuvieron 10 célu-
las A431 de carcinoma escuamoso de ATCC (Rockville, MD). Estas lineas celulares se cultivaron en DMEM/F-12
con GlutaMAX™ (Life Technologies, Melbourne, Australia) con un suplemento con FCS al 10% (CSL, Melbourne,
Australia). La linea celular pro-B murina BaF/3, que no expresa ninguna de las moléculas relacionadas con EGFR
conocidas, fue transfectada con de2-7 EGFR como se ha descrito antes. El anticuerpo DH8.3 (IgG1) ha sido descrito
previamente y fue obtenido después de la inmunizacién de ratones con el péptido de empalme tnico encontrado en
de2-7 EGFR.'® Se produjo MAb 806 (IgG2b) después de la inmunizacién de ratones con fibroblastos de ratén NR6
transfectados con de2-7 EGFR. Este se selecciond para su caracterizacién adicional ya que los andlisis de hemaglu-
tinacién mostraron un elevado titulo frente a células NR6.AEGFR pero bajos fondos en células NR6.wtEGFR. El
anticuerpo 528, que reconoce EGFR tanto de2-7 como de tipo salvaje, ha sido descrito previamente®! y fue producido
en Biological Production Facility (Ludwig Institute for Cancer Research, Melbourne) utilizando un hibridoma obte-
nido de ATCC. El anticuerpo policlonal sc-03 dirigido al dominio COOH-terminal del EGFR fue adquirido de Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).

Otros reactivos

El dominio extracelular recombinante (aminoécidos 1-621) del EGFR de tipo salvaje (SEGFR) fue producido
como se ha descrito previamente.?* El péptido de empalme tinico biotinilado (Biotina-LEEKKGNYVVTDH) de de2-
7 EGFR fue sintetizado mediante la quimica de Fmoc convencional y su pureza fue determinada (>96%) mediante
HPLC de fase inversa y andlisis de espectro de masas (Auspep, Melbourne, Australia).

Andlisis FACS

Las células se marcaron con el anticuerpo relevante (10 ug/ml) seguido de IgG anti-ratén de cabra conjugada con
fluoresceina (dilucién 1:100; Calbiochem, San Diego, CA). Los datos de FACS se obtuvieron en un Coulter Epics
Elite ESP observando un minimo de 5.000 eventos y se analizaron utilizando EXPO (version 2) para Windows.

Andlisis ELISA

Se utilizaron dos tipos de ELISA para determinar la especificidad de los anticuerpos. En el primer andlisis, las
placas se recubrieron con Segfr (10 pg/ml en tampén carbonato 0,1 M pH 9,2) durante 2 hr y después se bloquearon
con albiimina de suero humano al 2% (HSA) en PBS. Los anticuerpos se afadieron a los pocillos por triplicado a
una concentracion creciente en HSA al 2% en solucién salina tamponada con fosfato (PBS). El anticuerpo unido se
detect6 mediante IgG anti-ratén de oveja conjugada con peroxidasa de rdbano picante (Silenus, Melbourne, Australia)
utilizando ABTS (Sigma, Sydney, Australia) como sustrato y se midi6 la absorbancia a 405 nm. En el segundo anilisis,
el péptido especifico de de2-7 biotinilado se uni6 a placas ELISA previamente recubiertas con estreptavidina (Pierce,
Rock-ford, Illinois). Los anticuerpos se unieron y se detectaron como en el primer andlisis.

Andlisis Scatchard

Se marcaron los anticuerpos con I'* (Amrad, Melbourne, Australia) mediante el método de la cloramina T y
se determiné la inmunorreactividad mediante el andlisis de Lindmo.? Todos los andlisis de unién se realizaron en
HSA/PBS al 1% en 1-2 X 10° células US7MG.A2-7 o0 A431 vivas durante 90 min a 4°C con rotacidn suave. Se utilizé
una concentracion establecida de 10 ng/ml de anticuerpo marcado con I'* en presencia de concentraciones crecientes
del anticuerpo no marcado apropiado. Se determiné la unién no especifica en presencia de un exceso de 10.000 veces
de anticuerpo no marcado. Ni el Mab 806 radiomarcado con I'* ni el anticuerpo DHS8.3 se unfan a las células US7MG
parentales. Una vez completada la incubacion, las células se lavaron y se cont6 el anticuerpo marcado con 1125 unido
utilizando un contador gamma COBRA II (Packard Instrument Company, Meriden, CT). El andlisis Scatchard se
realiz6 tras la correccion para la inmunorreactividad.
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Andlisis de Internalizacion

Las células U87MG.A2-7 se incubaron con MAb 806 o anticuerpo DH8.3 (10 ug/ml) durante 1 hr en DMEM a
4°C. Después de lavar, las células se transfirieron a DMEM pre-calentado a 37°C y se tomaron alicuotas en diver-
sos momentos puntuales después de la incubacion a 37°C. La internalizacién se detuvo lavando inmediatamente las
alicuotas con tampén de lavado enfriado con hielo (HSA/PBS al 1%). Una vez completado el tiempo las células se
tifieron mediante FACS como se ha descrito antes. Se calcul6 el porcentaje de internalizacion comparando la tincién
del anticuerpo en superficie en diferentes momentos puntuales con el tiempo cero utilizando la férmula: porcentaje de
anticuerpo internalizado = (fluorescencia media a tiempo, - fluorescencia del fondo)/(fluorescencia media a tiempo,
- fluorescencia del fondo) X 100. Este método se valid6 en 1 andlisis utilizando anticuerpo yodado (MAb 806) para
medir la internalizacién como se ha descrito previamente.?* Las diferencias en la tasa de internalizacion en diferentes
momentos puntuales se compararon utilizando el test de la t de Student.

Microscopia Electronica de Células US7TMG.A2-7

Se hicieron crecer células U§7MG.A2-7 sobre portas con cdmaras recubiertos de gelatina (Nunc, Naperville, IL) a
una confluencia del 80% y después se lavaron con DMEM enfriado con hielo. Después las células se incubaron con
MAD 806 o anticuerpo DH8.3 en DMEM durante 45 min a 4°C. Después de lavar, las células se incubaron durante 30
min adicionales con IgG anti-ratén conjugada con particulas de oro (particulas de 20 nm) (BBInternational, Cardiff,
UK) a 4°C. Tras un lavado adicional, se afiadi6 DMEM/FCS al 10% precalentado a las células, que se incubaron
a 37°C varias veces de 1-60 min. La internalizacién del anticuerpo se detuvo con medio enfriado con hielo y las
células se fijaron con glutaraldehido al 2,5% en PBS/HSA al 0,1% y después se post-fijaron en tetroxido de osmio al
2,5%. Después de la deshidratacién a través de una serie graduada de acetona, las muestras se embebieron en resina
Epon/Araldite, se cortaron en secciones ultrafinas con un microtomo Reichert Ultracut-S (Leica) y se recogieron sobre
gradillas de niquel. Las secciones se tifieron con acetato de uranilo y citrato de plomo antes de ser visualizadas en un
microscopio electrénico de transmision Philips CM12 a 80 kV. Se realiz6 el andlisis estadistico de los granos de oro
contenidos en las fositas recubiertas recubiertas utilizando un test de y>.

Estudios de Inmunoprecipitacion

Las células se marcaron durante 16 hr con 100 uCi/ml de Tran**S-Label (ICN Biomedicals, CA) en DMEM sin
metionina/cisteina con un suplemento de FCS al 5% sometido a didlisis. Después de lavar con PBS, las células se
colocaron en tamp6n de lisis (Triton X-100 al 1%, HEPES 30 mM, NaCl 150 mM, AEBSF 500 uM, aprotinina 150
nM, inhibidor de proteasa E-64 1 uM, EDTA 0,5 mM y leupeptina 1 uM, pH 7,4) durante 1 hr a 4°C. Los productos
lisados se aclararon mediante centrifugacién durante 10 min a 12.000 g, después se incubaron con 5 ug de anticuerpo
apropiado durante 30 min a 4°C antes de la adiciéon de Proteina A-Sefarosa. Los productos inmunoprecipitados se
lavaron 3 veces con tampoén de lisis, se mezclaron con tampdén de muestra SDS, se separaron mediante electroforesis
en gel utilizando un gel de Tris/glicina al 4-20% que después se secé y se expuso a pelicula de rayos X.

Biodistribucion ratones carentes de sistema inmunitario que portan tumores

Se establecieron xenoinjertos de tumores en ratones BALB/c carentes de sistema inmunitario mediante inyeccion
s.c. de 3 X 10° células USTMG, U87MG.A2-7 o A431. La expresion de de2-7 EGFR en xenoinjertos US7MG.A2-
7 permanece estable durante todo el periodo de biodistribucién como se media mediante inmunohistoquimica en
diferentes momentos puntuales (datos no mostrados). Las células A431 también conservaron su reactividad con MAb
806 cuando se hacian crecer como xenoinjertos tumorales mediante inmunohistoquimica. Se inyectaron las células
U87MG o A431 en 1 lado 7-10 dias antes de que las células US7MG.A2-7 fueran inyectadas en el otro lado debido
a la tasa de crecimiento mds rdpido observada para los xenoinjertos que expresaban de2-7 EGFR. Los anticuerpos
fueron radiomarcados y evaluados en cuanto a la inmunorreactividad como se ha descrito antes y se inyectaron en
ratones por la ruta retro-orbital cuando los tumores tenian 100-200 mg de peso. Cada ratén recibié 2 anticuerpos
diferentes (2 ug por anticuerpo): 2 uCi de MAb 806 marcado con 1> y 2 uCi de DH8.3 o 528 marcados con I3
A menos que se indique, se sacrificaron grupos de 5 ratones en diferentes momentos puntuales post-inyeccion y se
obtuvo sangre mediante puncién cardiaca. Los tumores, higado, bazo, rifiones y pulmones se obtuvieron por diseccion.
Todos los tejidos se pesaron y se analizaron en cuanto a la actividad I'* e I'*! utilizando una ventana de recuento de dos
canales. Los datos se expresaron para cada anticuerpo como el porcentaje de dosis inyectada por gramo de tumor (%
DI/g de tumor) determinado mediante comparacién con los patrones de dosis inyectada o se convirtieron en razones
de sangre/higado (esto es, % DI/g tumor &divide; % DI/g sangre o higado). Se analizaron las diferencias entre los
grupos mediante un test de la t de Student. Tras la inyeccién de MAb 806 radiomarcado, algunos tumores se fijaron en
formalina, se embebieron en parafina, se cortaron en secciones de 5 um y después se expusieron a pelicula de rayos x
(AGFA, Mortsel, Bélgica) para determinar la localizacioén de anticuerpo mediante autorradiografia.

Resultados

Union de anticuerpos a lineas celulares

Con el fin de confirmar la especificidad de MADb 806 y del anticuerpo DHS8.3, se analiz6 la unién a células US7TMG
y U87MG.A2-7 mediante FACS. Se incluy6 una IgG2b murina irrelevante como control de isotipo para MAb 806 y el

528 ya que reconoce el EGFR tanto de2-7 como de tipo salvaje. Solamente el anticuerpo 528 fue capaz de teiiir la linea
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celular US7MG (Figura 1) coincidiendo con informes previos que demostraban que estas células expresan el EGFR
de tipo salvaje.'” Tanto MAb 806 como el anticuerpo DHS8.3 tenian niveles de unién similares a los del anticuerpo
irrelevante, demostrando claramente que son incapaces de unirse al receptor de tipo salvaje (Figura 1). La unién del
anticuerpo de control del isotipo a las células U87MG.A2-7 fue similar a la observada para las células US7TMG.
MAD 806 y el anticuerpo DH8.3 inmunotifieron las células U87MG.A2-7, indicando que estos anticuerpos reconocen
especificamente el de2-7 EGFR (Figura 1). El anticuerpo 528 tifi6 U§7MG.A2-7 con una intensidad mayor que las
células parentales ya que se une a los receptores tanto de2-7 como de tipo salvaje que son expresados simultineamente
en estas células (Figura 1). En gran medida, MAb 806 también se unfia a la linea celular BaF/3.A2-7, demostrando que
la expresion simultdnea del EGFR de tipo salvaje no es un requerimiento para la reactividad de MAb 806 (Figura 1
datos no mostrados sin embargo en la presente memoria).

Union de anticuerpos en andlisis ELISA

Para caracterizar adicionalmente la especificidad de MAb 806 y el anticuerpo DH8.3, se examind su unién median-
te ELISA. Tanto MADb 806 como el anticuerpo 528 presentaron curvas de unién dependientes de la dosis y saturantes
para sEGFR de tipo salvaje inmovilizado (Figura 2A). Como el tnico péptido de empalme encontrado en el de2-7
EGFR no esta contenido en el SEGFR, MAb 806 se debe estar uniendo a un epitopo localizado en la secuencia de
EGFR de tipo salvaje. La unién del anticuerpo 528 era probablemente inferior a la observada para MAb 806 ya que
reconoce un determinante conformacional. Como se esperaba el anticuerpo DHS8.3 no se unia al SEGFR de tipo salvaje
ni siquiera a concentraciones de hasta 10 ug/ml (Figura 2A). Aunque SEGFR en solucién inhibia la unién del anti-
cuerpo 528 a sSEGFR inmovilizado de una manera dependiente de la dosis, no era capaz de inhibir la unién de MAb
806 (Figura 2B). Esto sugiere que MADb 806 solo se puede unir al EGFR de tipo salvaje una vez inmovilizado sobre
placas de ELISA, un procedimiento que puede inducir cambios conformacionales. Se observaron resultados similares
utilizando BIAcore por medio del cual MAb 806 se unia a un SEGFR inmovilizado pero MAb 806 inmovilizado no
se podia unir a SEGFR en solucién (datos no mostrados). Después de la desnaturalizacién por calentamiento durante
10 min a 95°C, el sEGFR en solucién fue capaz de inhibir la unién de MAb 806 a sEGFR inmovilizado (Figura 2C
datos no mostrados sin embargo en la presente memoria), confirmando que MAb 806 se puede unir al EGFR de tipo
salvaje en ciertas condiciones. De manera interesante, el SEGFR desnaturalizado fue incapaz de inhibir la unién del
anticuerpo 528 (Figura 2C datos no mostrados sin embargo en la presente memoria), demostrando que este anticuerpo
reconoce un epitopo conformacional. El anticuerpo DHS8.3 mostré una unién dependiente de la dosis y saturable al
unico péptido de2-7 EGFR (Figura 2D). Ni MAD 806 ni el anticuerpo 528 se unieron al péptido, ni siquiera a con-
centraciones mayores que las utilizadas para obtener la unién por saturacién de DHS8.3, indicando adicionalmente que
MAD 806 no reconoce un determinante epitopico en este péptido.

Andlisis Scatchard de los anticuerpos

Se realizé un andlisis Scatchard utilizando células US7TMG.A2-7 con el fin de determinar la afinidad relativa de
cada anticuerpo. Tanto MAb 806 como el anticuerpo DH8.3 conservaron una inmunorreactividad elevada cuando se
yodaron y era tipicamente mayor del 90% para MAb 806 y del 45-50% para el anticuerpo DH8.3. MAD 806 tenia
una afinidad por el receptor de2-7 EGFR de 1,1 X 10° M™! mientras la afinidad de DH8.3 fue una 10 veces menor a
1,0 X 10 M~!. Ni el anticuerpo yodado unido a células parentales US7MG. MAb 806 reconocia una media de 2,4 X
10’ sitios de unién por célula uniéndose el anticuerpo DH8.3 a una media de 5,2 X 10° sitios. De este modo, no solo
hubo una buena coincidencia en el nimero de receptores entre los anticuerpos, sino también con un informe previo
que mostraba 2,5 X 10° receptores de2-7 por célula medidos mediante un anticuerpo de2-7 EGFR diferente especifico
en la misma linea celular.

Internalizacion de anticuerpos por células US7TMG.A2-7

La tasa de internalizacion de anticuerpo después de la unién a una célula diana influye tanto en sus propiedades
de localizacién del tumor como en sus opciones terapéuticas. Por consiguiente, los autores de la presente invencién
examinaron la internalizacién of MAb 806 y el anticuerpo DHS8.3 después de la unién a las células US7TMG.A2-
7 mediante FACS. Ambos anticuerpos mostraron una internalizacién relativamente rdpida alcanzando niveles en el
estado estacionario a los 10 min para MAb 806 y 30 min para DH8.3 (Figura 3). La internalizacién de DHS8.3 era
significativamente mayor tanto en términos de tasa (80,5% de DHS.3 internalizado a los 10 min en comparacién con
el 36,8% para MAb 806, p < 0,01) como de cantidad total internalizada a los 60 min (93,5% vs. 30,4%, p < 0,001).
MAD 806 mostré niveles ligeramente inferiores de internalizacién a los 30 y 60 min en comparacién con los 20 min
en los 4 andlisis realizados (Figura 3). Este resultado también se confirmé utilizando un andlisis de internalizacién
basado en MAb 806 yodado (datos no mostrados).

Andlisis de microscopia electrénica de la internalization de anticuerpos

Dada esta diferencia en las tasas de internalizacidn entre los anticuerpos, se realiz6 un andlisis detallado del trafico
intracelular de anticuerpos utilizando la microscopia electrénica. Aunque el anticuerpo DHS8.3 se internaliz6 predo-
minantemente por medio de fositas recubiertas (Figura 19A), MAb 806 parecia ser internalizado mediante macropi-
nocitosis (Figura 19B). De hecho, un andlisis detallado de 32 fositas recubiertas formadas en células incubadas con
MAD 806 revelé que ninguna de ellas contenia anticuerpo. En contraste, alrededor del 20% de todas las fositas recu-
biertas de las células incubadas con DHS.3 fueron positivas para el anticuerpo, conteniendo algunas miiltiples granos
de oro. Un andlisis estadistico del nimero total de granos de oro contenidos en las fositas recubiertas descubrié que
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la diferencia era altamente significativa (p < 0,01). Después de 20-30 min ambos anticuerpos pudieron ser observados
en estructuras que morfolégicamente se asemejaban a lisosomas (Figura 19C). La presencia de desechos celulares en
estas estructuras también coincide con su naturaleza lisosémica.

Biodistribucion de anticuerpos en ratones carentes de sistema inmunitario que portan tumores

Se compar6 la biodistribucién de MAb 806 y del anticuerpo DHS8.3 en ratones carentes de sistema inmunitario
que contenian xenoinjertos U87MG en 1 lado y xenoinjertos U87MG.A2-7 en el otro. Se selecciond un periodo de
tiempo relativamente corto para este estudio ya que un informe previo demostré que el anticuerpo DH8.3 muestra
niveles méaximos de localizacién tumoral entre las 4_24 hr.'® En términos de % DI/g de tumor, MAb 806 alcanzé su
nivel mdximo en xenoinjertos US7MG.A2-7 de 18,6% DI/g de tumor a las 8 hr (Figura 4A), considerablemente mayor
que cualquier otro tejido excepto la sangre. Aunque DH 8.3 también mostré niveles tumorales maximos a las 8 hr,
el nivel fue estadisticamente inferior (p < 0,001), 8,8% DI/g de tumor en comparacién con MAb 806 (Figura 4B).
Los niveles de ambos anticuerpos disminuyd lentamente a las 24 y 48 hr. La autorradiografia de secciones de tejido
con xenoinjerto U87MG.A2-7 recogidas 8 hr después de la inyeccién con MAb 806 solo marcado con I'*, ilustra
claramente la localizacién por el anticuerpo de tumor viable (Figura 20). Ningtin anticuerpo mostré una localizacién
especifica de los xenoinjertos parentales U§7MG (Figura 4A, 4B). Con respecto a las razones de sangre/higado, MAb
806 mostro la razén mads alta a las 24 hr tanto para sangre (razén de 1.3) como higado (razén de 6,1) (Figura 5A, 5B).
El anticuerpo DH8.3 tenia su raz6n mds alta en sangre a las 8 hr (razén de 0,38) y a las 24 hr en higado (razén de 1,5)
(Figura SA, 5B), ambas las cuales son considerablemente inferiores que los valores obtenidos para MAb 806.

Union de MAb 806 a células que contienen EGFR amplificado

Para examinar si MAb 806 podia reconocer el EGFR expresado en células que contienen un gen de receptor
amplificado, se analizé su unién a células A431. Se observé una unién de MAb 806 a células A431 baja pero muy
reproducible mediante andlisis FACS (Figura 6). El anticuerpo DHS8.3 no se unia a las células A431, indicando que
la unién de MADb 806 no era resultado del bajo nivel de expresiéon de de2-7 EGFR (Figura 6). Como se esperaba,
el anticuerpo anti-EGFR 528 mostraba una tincidn fuerte de las células A431 (Figura 6). La media de 3 de tales
experimentos dio un valor para la afinidad de 9,5 X 107 M™! con 2,4 X 10° receptores por célula. De este modo la
afinidad para este receptor fue unas 10 veces menor que la afinidad para de2-7 EGFR. Ademds, MAb 806 parece
reconocer solamente una pequefia porcién de EGFR encontrada en la superficie de las células A431. Utilizando el
anticuerpo 528 se midieron aproximadamente 2 X 10° receptores por célula, lo que coincide con otros numerosos
estudios.”® Para asegurar que estos resultados no estaban restringidos simplemente a la linea celular A431, se examiné
la reactividad MAD 806 en otras dos lineas celulares que mostraban amplificacién del gen EGFR. Se ha informado de
que tanto la linea celular de céncer de cabeza y cuello HN5? como la linea celular de cancer de mama MDA-468%
contienen multiples copias del gen EGFR. Coincidiendo con estos informes, el anticuerpo 528 present6 una tincién
intensa de ambas lineas celulares (Figura 21). Como con la linea celular A431, el MADb 806 tifié claramente ambas
lineas celulares pero a un nivel inferior que el observado con el anticuerpo 528 (Figura 21). De este modo, la unién
de MADb 806 no estd simplemente restringida a las células A431 si no que parece ser una observacion general para las
células que contienen la amplificacién del gen EGFR.

Innunoprecipitaciones

Se caracterizé adicionalmente la reactividad de MAb 806 mediante inmunoprecipitacién utilizando células marca-
das con S¥. El anticuerpo sc-03 (un anticuerpo policlonal comercial especifico para el dominio c-terminal del EGFR)
inmunoprecipité 3 bandas de células US7TMG.A2-7; un doblete correspondiente a las 2 bandas de de2-7 EGFR obser-
vadas en estas células y una banda de peso molecular superior correspondiente al wt EGFR (Figura 22). En contraste,
si bien MAb 806 inmunoprecipitaba las 2 bandas de de2-7 EGFR, el wt EGFR estaba completamente ausente. El
anticuerpo sc-03 inmunoprecipitaba una tnica banda correspondiente al wt EGFR de las células A431 (Figura 22).
El MAb 806 también inmunoprecipitaba una tnica banda correspondiente al wt EGFR de células A431 (Figura 22)
pero coincidente con los datos de FACS y Scatchard, la cantidad de EGFR inmunoprecipitado por MAb 806 fue sus-
tancialmente menor que el EGFR total presente sobre la superficie de la célula. Dado que el MAb 806 y el sc-03
inmunoprecipitaban cantidades similares de de2-7 EGFR, este resultado apoya la idea de que el anticuerpo MAb 806
solamente reconoce una porcion del EGFR de las células que expresan en exceso el receptor. Una IgG2b irrelevante
(un control del isotipo para MAb 806) no inmunoprecipité EGFR de ninguna linea celular (Figura 22). Utilizando
condiciones idénticas, MAb 806 no inmunoprecipité el EGFR de las células U87MG parentales (datos no mostrados).

Localizacion in vivo de células A431 por MAb 806

Se realiz6 un segundo estudio de biodistribucién con MAb 806 para determinar si podia localizar xenoinjertos de
tumores A431. El estudio se llevé a cabo a lo largo de un periodo de tiempo mds largo con el fin de obtener mas
informacién referente a la localizacién de xenoinjertos U§7MG.A2-7 por MAb 806, que fueron incluidos en todos
los ratones como control positivo. Ademads, se incluyé el anticuerpo anti-EGFR 528 como control positivo para los
xenoinjertos A431, puesto que un estudio previo demostré una localizacién baja pero significativa por este anticuerpo
de las células A431 desarrolladas en ratones carentes de sistema inmunitario.”! Durante las primeras 48 hr, MAb
806 present6 propiedades de localizacion casi idénticas a las observadas en los experimentos iniciales (Figura 7A en
comparacién con la Figura 4A). En términos de % DI/g de tumor, los niveles de MAb 806 en xenoinjertos US7TMG.A2-
7 disminuyeron lentamente después de 24 hr pero siempre permanecieron mas altos que los niveles detectados en tejido
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normal. La absorcion en los xenoinjertos A431 fue comparativamente baja, sin embargo, hubo un pequefio incremento
en % DI/g de tumor durante las primeras 24 hr no observado en tejidos normales tales como higado, bazo, rifién y
pulmén (Figura 7A). La absorcidn del anticuerpo 528 fue baja en ambos xenoinjertos cuando se expresé como % DI/g
de tumor (Figura 7B). La autorradiografia de secciones de tejido con xenoinjerto A431 recogidas 24 hr después de
la inyeccién con MAb 806 marcada con I'* solo, ilustra claramente la localizacién por el anticuerpo de tumor viable
cerca de la periferia del tumor y no de las zonas centrales de necrosis (Figura 23). En términos de razén de tumor con
respecto a sangre MAb 806 mostré un maximo a las 72 hr para los xenoinjertos U§7MG.A2-7 y a las 100 hr para los
xenoinjertos A431 (Figura 8A, 8B). Aunque la razén de tumor:sangre para MAb 806 nunca sobrepasé 1,0 con respecto
al tumor A431, aument6 todo el tiempo (Figura 8B) y fue mayor que en todos los otros tejidos examinados (datos no
mostrados) indicando bajos niveles de localizacién. La razén de tumor con respecto a sangre para el anticuerpo 528
mostré un perfil similar para MAb 806 aunque se observaron niveles mads altos en los xenoinjertos A431 (Figura 8A,
8B). MAb 806 tuvo una razén de tumor con respecto a higado maxima en los xenoinjertos U87MG.A2-7 de 7,6 a las
72 hr, demostrando claramente una absorcién preferente en estos tumores en comparacién con el tejido normal (Figura
8C). Otras razones de tumor con respecto a érgano para MAb 806 fueron similares a las observadas en el higado (datos
no mostrados). La razén de tumor con respecto a higado maxima para MAb 806 en xenoinjertos A431 fue de 2,0 a lod
hr, indicando de nuevo una absorcién ligeramente preferente en el tumor en comparacion con el tejido normal (Figura
8D).

Discusion

El anticuerpo monoclonal L8A4 descrito previamente dirigido al péptido de empalme tnico encontrado en de2-7
EGFR, se comporta de una manera similar a MAb 806.%® Utilizando células US7MG transfectadas con de2-7 EGFR,
esta anticuerpo tuvo una tasa de internalizacion similar (35% a 1 hr en comparacién con 30% a 1 hr para MAb 806)
y present$ una localizacién in vivo comparable cuando se utilizaron fibroblastos 3T3 transfectados con de2-7 EGFR
(maximo de 24% DI/g de tumor a las 24 hr en comparacioén con el 18% DI/g de tumor a las 8 hr para MADb 806).%.

Quizds la ventaja mds importante de MAb 806 en comparacion con los anticuerpos EGFR actuales, es que MAb
806 se puede conjugar directamente con agentes citotéxicos. Este enfoque no es factible con los anticuerpos especificos
de EGFR actuales ya que estos se dirigen al higado y la conjugacion citotdxica inducirfa casi con certeza una grave
toxicidad. La conjugacion de los agentes citotoxicos tales como farmacos*! o radioisétopos* con anticuerpos tiene el
potencial de mejorar la eficacia y reducir la toxicidad generalizada de estos agentes. La capacidad de un anticuerpo
conjugado para mediar la eliminacién del tumor depende de su potencial para ser internalizado. De este modo, la
rdpida internalizacién observada con MAb 806 en células U§7MG.A2-7, sugiere que MAb 806 es un candidato ideal
para este tipo de enfoque.

MAD 806 es novedoso ya que es el primer anticuerpo especifico para de2-7 EGFR dirigido a un epitopo no asocia-
do con el péptido de empalme unico. Tiene una afinidad superior y mejores propiedades de localizacién de tumores
que DHS8.3, un anticuerpo para de2-7 EGFR descrito previamente. Una propiedad importante, no obstante, es su ca-
pacidad para reconocer un subgrupo de moléculas expresadas sobre la superficie de células tumorales que manifiestan
la amplificacién del gen EGFR. Esto sugiere que MAb 806 puede poseer una propiedad clinica dnica; la capacidad
para localizar el EGFR tanto de2-7 como amplificado pero no los receptores de tipo salvaje. Se ha demostrado que
es correcto, este anticuerpo no se dirigiria a 6rganos tales como el higado y por lo tanto seria mas versétil que los
anticuerpos actuales dirigidos al EGFR,'®!” que no pueden ser utilizados para el acoplamiento de agentes citotoxi-
cos. Finalmente, MAb 806 puede ser un reactivo til para analizar los cambios conformacionales inducidos por el
truncamiento encontrado en el de2-7 EGFR.
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Ejemplo 19

Supresion del crecimiento de glioblastomas xenoinjertados intracraneales que expresan en exceso receptores del fac-
tor de crecimiento epidérmico mutante mediante la administracion sistémica de anticuerpo monoclonal (mAb) 806,
un anticuerpo monoclonal novedoso dirigido al receptor

Este ejemplo presenta la evaluacién de mAb 806 sobre el crecimiento de gliomas xenoinjertados intracraneales en
ratones carentes de sistema inmunitario. Lo siguiente corresponde a y fue presentado por Mishima et al, (2001) Cancer
Research, 61:5349-5354. Los datos y descubrimientos de Mishima et al. se exponen mds abajo.

El tratamiento generalizado con mAb 806 redujo significativamente el volumen de los tumores y aument6 la su-
pervivencia de los ratones que portaban los xenoinjertos de gliomas U87 MG.AEGFR, LN-7,308.AEGFR, o A1207,
cada uno de los cuales expresa elevados niveles de AEGFR. En contraste, el tratamiento con mAb 806 fue ineficaz con
ratones que portaban los tumores U87 MG parentales, que expresaban niveles bajos de EGFR de tipo salvaje end6-
geno, o tumores U87 MG.DK, que expresaban niveles elevados de AEGFR carente de quinasa. Se produjo un ligero
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incremento de supervivencia de los ratones xenoinjertados con glioma U87 MG que expresaba en exceso EGFR de
tipo salvaje (U87 MG.wtEGFR) por medio del mAb 806 coincidente con su débil reactividad cruzada con tales células.
El tratamiento de tumores U87 MG.AEGFR en ratones con mAb 806 ocasioné disminuciones tanto en el crecimiento
del tumor como en la angiogénesis, asi como un incremento de la apoptosis. Mecdnicamente, el tratamiento con mAb
806 in vivo mAb dio como resultado una reduccion de la fosforilacién del AEGFR activo constitutivamente y ocasiond
una expresion regulada a la baja del protector apoptético, Bel-XL. Estos datos proporcionan una evidencia preclinica
de que el tratamiento con mAb 806 puede ser un agente bioterapéutico util para aquellos gliomas progresivos que
expresan AEGFR.

El presente ejemplo demuestra que el tratamiento generalizado con el mAb especifico de AEGFR novedoso, mAb
806, ocasiona una reduccién de la fosforilacién del AEGFR activo constitutivamente y de ese modo suprime el creci-
miento de los gliomas implantados intracranealmente que expresan en exceso este receptor mutante en ratones carentes
de sistema inmunitario y prolonga su supervivencia. La inhibicién del crecimiento tumoral estaba mediada por un des-
censo en la proliferacion y la angiogénesis y aument6 la apoptosis de las células tumorales. Esta supresion afect6 a
la sefalizacion activa por AEGFR debido a que los xenoinjertos intracraneales que estaban derivados de células que
expresaban en exceso el AEGFR carente de quinasa (DK), que son reconocidos igualmente bien por mAb 806, no
fueron suprimidos significativamente después de la misma terapia.

Materiales y métodos

Lineas Celulares. Debido a que los explantes primarios de glioblastomas humanos pierden rdpidamente la expre-
sién los receptores reordenados, amplificados en cultivo, no existen lineas celulares de glioblastoma que muestren
semejante expresion. Para forzar el mantenimiento de niveles de expresion comparables con los observados en tu-
mores humanos, se infectaron células U87 MG, LN-Z308, y A1207 (donacién del Dr. S. Aaronson, Mount Sinai
Medical Center, New York, NY) con virus con AEGFR, AEGFR carente de quinasa (DK), o wtEGFR que también
conferian resistencia a G418 como se ha descrito previamente (21). Las poblaciones que expresan niveles similares de
los diferentes alelos de EGFR (estos niveles de expresion corresponden aproximadamente a un nivel de amplificacién
de 25 copias de genes; los glioblastomas humanos tienen tipicamente niveles de amplificacién de 10 a 50 copias de
genes del receptor truncado) fueron seleccionadas mediante FACS como se ha descrito previamente (21) y se deno-
minaron U87 MG.AEGFR, U87 MG.DK, U87 MG.wtEGFR, LN-Z308.AEGFR, LN-Z308.DK, LN-Z308.wtEGFR,
A1207.AEGFR, A1207.DK, y A1207.wtEGFR, respectivamente. Cada una se mantuvo en medio que contenia G418
(Iineas celulares U87 MG, 400 mg/ml; lineas celulares LN-Z308 y A1207, 800 mg/ml). mAbs. mAb 806 (IgG2b,
k), un mAb especifico de AEGFR, se produjo después de la inmunizacién de ratones con fibroblastos de raton NR6
que expresaban AEGFR. Este se selecciond de diferentes clones debido a que los andlisis de hemaglutinacién mostra-
ron que tenia una reactividad elevada contra las células NR6.AEGFR, una reactividad baja para las NR6.wtEGFR, y
ninguna para las células NR6.

Inmunoprecipitacion y Andlisis de Transferencia Western. Se lisaron las células con tampén de lisis que contenia
HEPES 50 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, glicerol al 10%, Triton X-100 al 1%, EDTA 2 mM, SDS al 0,1%, desoxicolato
de sodio al 0,5%, PP; sédico 10 mM, Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM, Na; VO, 2 mM, leupeptina 5 ug/ml,
y aprotinina 5 pug/ml. Los anticuerpos se incubaron con productos lisados celulares a 4°C durante 1 h antes de la
adicién de proteina-A y -G/Sefarosa. Los productos inmunoprecipitados se lavaron dos veces con tampén de lisis y
una vez con tampén HNTG [HEPES 50 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, Triton X-100 al 0,1%, y glicerol 10%], se
sometieron a electroforesis, y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las transferencias se sondearon con el
anticuerpo anti-EGFR, C13, y las protefnas se visualizaron utilizando el sistema de deteccién quimioluminiscente
ECL (Amersham Pharmacia Biotech). Los mAbs utilizados para la precipitacién fueron mAb 806, clon de mAb anti-
EGFR 528 (Oncogene Research Products, Boston, MA), o clon EGFR. 1 (Oncogene Research Products). Un mAb,
C13, utilizado para la deteccidn del tipo salvaje y de AEGFR en inmunotransferencias fue proporcionado por Dr. G. N.
Gill (University of California, San Diego, CA). Se utilizaron anticuerpos para Bcl-X (anticuerpo policlonal de conejo;
Transduction Laboratories, Lexington, KY) y fosfotirosina (4G10, Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY) para el
analisis de transferencia Western como se ha descrito previamente (26).

Andlisis de Citometria de Flujo. Las células se marcaron con el anticuerpo relevante seguido de IgG anti-ratén
de cabra conjugada con fluoresceina (dilucién 1:100; Becton-Dickinson PharMingen, San Diego, CA) como se ha
descrito previamente (21). Las células tefiidas se analizaron con un FACSCalibur utilizando el soporte 16gico Cell
Quest (Becton-Dickinson PharMingen). Para el primer anticuerpo, se utilizaron los siguientes mAb: mAb 806, mAb
anti-EGFR clon 528, y clon EGFR.1. Se utiliz6 IgG2a o IgG2b de ratén como control del isotipo.

Terapia Tumoral. Se implantaron células U87 MG.AEGFR (1 X 10°) 0 5 X 10° células LN-Z308.AEGFR, A1207.
AEGFR, U87 MG, U87 MG.DK, y U87 MG.wtEGFR en 5 ul de PBS en el cuerpo estriado derecho en cerebros
de ratones carentes de sistema inmunitario como se ha descrito previamente (27). La terapia generalizada con mAb
806, o control de isotipo IgG2b, se completé mediante inyeccion i.p. de 1 ug de mAb en un volumen de 100 ul en
dias alternos desde el dia O después de la implantacion al 14. Para la terapia directa de los tumores U87 MG.AEGFR
intracerebrales, se inyectaron 10 g de mAb 806, o el control de isotipo IgG2b, en un volumen de 5 ul en el sitio de la
inyeccidn del tumor en dias alternos comenzando el dia 1 durante 5 dias.

Inmunohistoquimica. Para evaluar la angiogénesis en tumores, se fijaron en una solucién que contenia cloruro de
cinc, se embebieron en parafina, se hicieron secciones, y se inmunotifieron utilizando un anticuerpo monoclonal CD31
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anti-ratén de rata (Becton-Dickinson PharMingen; 1:200). Se realiz6 la evaluacién de la proliferacion de las células
tumorales mediante inmunohistoquimica Ki-67 sobre tejidos de tumor embebidos en parafina fijados con formalina.
Después de la desparafinizacidn y la rehidratacion, se incubaron las secciones de tejido con peréxido de hidrégeno al
3% en metanol para sofocar la peroxidasa endégena. Las secciones se bloquearon durante 30 min con suero de cabra
y se incubaron durante la noche con el anticuerpo primario a 4°C. Las secciones se lavaron después con PBS y se
incubaron con un anticuerpo secundario biotinilado durante 30 min. Después de varios lavados con PBS, los produc-
tos se visualizaron utilizando estreptavidina- peroxidasa de rdbano picante con diaminobenzidina como cromdgeno y
hematoxilina como contratincién. Como medida de la proliferacién, se determing el indice de marcaje Ki-67 como la
raz6n de nicleos marcados:totales en campos de alta intensidad (3400). Se contaron aproximadamente 2.000 nicleos
en cada caso mediante muestreo al azar sistematico. Para la tincién de macréfagos y células NK, se inmunotifieron
secciones congeladas, fijadas con solucién de paraformaldehido al 4% tamponada utilizando mAb F4/80 biotinilado
(Serotec, Raleigh, NC) y anticuerpo policlonal antiasialo GM1 de conejo (Dako Chemicals, Richmond, VA), respecti-
vamente. La angiogénesis se cuantificé como la zona con vasos utilizando un andlisis computarizado. Para este fin, se
inmunotifieron secciones utilizando anti-CD31 y se analizaron utilizando un sistema para el andlisis de imdgenes com-
putarizado sin contratincién. Las MVA se determinaron capturando imédgenes digitales de las secciones a un aumento
de 3200 utilizando una cdmara en color CCD como se ha descrito previamente (27). Después se analizaron las image-
nes utilizando el soporte 16gico Image Pro Plus version 4.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD) y se determind la
MVA midiendo la cantidad total de tincién en cada seccién. Se evaluaron cuatro campos para cada porta. Este valor
se representd como un porcentaje de la zona total en cada campo. Los resultados se confirmaron en cada experimento
por al menos dos observadores (K. M., H-J. S. H.).

Andlisis TUNEL. Se detectaron las células apoptdticas en tejido tumoral utilizando el método TUNEL como se
ha descrito previamente (27). Se contaron las células positivas para TUNEL a X400. Se calcul6 el indice apoptético
como la razén del ndmero de células apoptéticas:nimero total de células en cada campo.

Andlisis Estadistico. Los datos se analizaron en cuanto a la significaciéon mediante el test de la t de Student, excepto
para los andlisis de supervivencia in vivo, que se analizaron mediante el andlisis de Wilcoxon.

Resultados

El Tratamiento Generalizado de mAb 806 Prolonga la Supervivencia de Ratones que Portan Tumores de Glioma
Intracraneales que Expresan AEGFR en Exceso

Para someter a ensayo la eficacia del mAb anti-AEGFR, mAb 806, los autores de la presente invencion trata-
ron ratones carentes de sistema inmunitario que portaban xenoinjertos de glioma que expresaban en exceso AEGFR
intracraneales con inyecciones i.p. de mAb 806, la IgG control de isotipo, o PBS. Se implantaron las células U87
MG.AEGFR intracranealmente en ratones carentes de sistema inmunitario, y los tratamientos comenzaron el mismo
dia como se describe en “Materiales y Métodos”.

Los animales tratados con PBS o IgG control de isotipo tuvieron una supervivencia media de 13 dias, mientras
los ratones tratados con mAb 806 tuvieron un incremento del 61,5% en la supervivencia media hasta los 21 dias
(P < 0,001; Figura 24A). El tratamiento de los ratones a los 3 dias de la implantacioén, tras el establecimiento del
tumor, también prolong6 la supervivencia media de los animales tratados con mAb 806 en un 46,1% (de 13 dias a
19 dias; P < 0,01) en comparacién con la de los grupos de control (datos no mostrados). Para determinar si estos
efectos antitumorales de mAb 806 se extendian mads alld de los xenoinjertos U87 MG.AEGFR, los autores de la
presente invencién también realizaron tratamientos similares en animales que portaban otros xenoinjertos de células
de glioma de LN-Z308.AEGFR y A1207.AEGFR. La supervivencia media de los ratones tratados con mAb 806 que
portaban xenoinjertos LN-Z308.AEGFR se prolongé de 19 dias para los controles a 58 dias (P < 0,001; Figura 24B).
Notablemente, cuatro de los ocho animales tratados con mAb 806 sobrevivieron mds de 60 dias (Figura 24B). La
supervivencia media de los animales que portaban xenoinjertos A1207.AEGFR también se prolong6 de 24 dias para
los controles a 29 dias (P < 0,01; datos no mostrados).

El Tratamiento con mAb 806 Inhibe el Crecimiento de Tumores de Cerebro que Expresan AEGFR en Exceso

Se sacrificaron ratones que portaban xenoinjertos U7 MG.AEGFR y LN-Z308. AEGFR el dia 9 y el dia 15, res-
pectivamente. Se analizaron histopatolégicamente secciones de los tumores, y se determinaron los volimenes de los
tumores como se describe en “Materiales y Métodos”. Coincidiendo con los resultados observados para la supervi-
vencia de los animales, el tratamiento con mAb 806 redujo significativamente los volimenes de U87 MG.AEGFR en
un 90% (P < 0,001; Figura 24C), y de LN-Z308.AEGFR en un 95% (P < 0,001; Figura 24D), de los xenoinjertos en
comparacién con los de los grupos de control. Se obtuvieron resultados similares para animales que portaban tumores
A1207.AEGFR (reduccion del volumen del 65%; P < 0,01; datos no mostrados).

El Tratamiento Intratumoral con mAb 806 Prolonga la Supervivencia de Ratones que Portan Tumores de Cerebro
U87 MG.AEGFR

Los autores de la presente invencién también determinaron la eficacia de la inyeccidn intratumoral directa de mAb
806 para el tratamiento de xenoinjertos U87 MG.AEGFR. Los animales recibieron inyecciones intratumorales de
mAb 806 o IgG control de isotipo 1 dia después de la implantacién, como se describe en “Materiales y Métodos”. Los
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animales de control sobrevivieron durante 15 dfas, mientras los ratones tratados con mAb 806 permanecieron vivos
durante 18 dias (P < 0,01; Figura 24E). Aunque el tratamiento intratumoral con mAb 806 fue algo eficaz, conllevaba
las dificultades de mdltiples inyecciones intracraneales y del riesgo de infeccidn. Por lo tanto, los autores de la presente
invencion se centraron en los tratamientos generalizados para los estudios adicionales.

El Tratamiento con mAb 806 Prolonga Ligeramente la Supervivencia de Ratones que Portaban US7 MG.wtEGFR
pero no de Ratones que Portaban U87 MG o U87 MG.DK Intracraneal Xenoinjertos

Para determinar si la inhibicién del crecimiento por mAb 806 era selectiva para los tumores que expresan AEGFR,
los autores de la presente invencion trataron animales que portaban xenoinjertos de cerebro U87 MG, U87 MG.DK
(AEGFR carente de quinasa) o U87 MG.wtEGFR. El tratamiento con mAb 806 no prolongé la supervivencia de los
ratones con tumores U87 MG (Figura 25A), que expresaban un nivel bajo de wtEGFR endégeno (22), o de animales
que portaban xenoinjertos U87 MG.DK, que expresaban en exceso un AEGFR carente de quinasa ademds de un nivel
bajo de wtEGFR endégeno (Figura 25B). El tratamiento con mAb 806 prolongé ligeramente la supervivencia de
ratones que portaban tumores U87 MG.wtEGFR (P < 0,05; supervivencia media, 23 dias frente a 26 dfas para los
grupos de control), que expresaban en exceso wtEGFR (Figura 25C).

La Reactividad de mAb 806 Se Corresponde con la Eficacia Antitumoral in Vivo

Para comprender el efecto diferencial de mAb 806 sobre los tumores que expresan diferentes niveles o diferentes
tipos de EGFR, los autores de la presente invencién determinaron la reactividad de mAb 806 con diferentes células tu-
morales mediante andlisis FACS. Coincidiendo con los informes previos (21), el mAb 528 anti-EGFR reconocia tanto
AEGFR como wtEGFR y demostraba una tincién mas fuerte para células U87 MG.AEGFR en comparacién con las
células U87 MG (Figura 26A, 528). En contraste, el anticuerpo EGFR.1 reaccionaba con wtEGFR pero no con AEGFR
(21), debido a que las células U87 MG.AEGFR son tan débilmente reactivas como las células U87 MG (Figura 26A,
panel EGFR.1). Este anticuerpo EGFR.1 reaccionaba con U87 MG.wtEGFR mads intensamente que con las células
U87 MG, debido a que las células U87 MG.wtEGFR expresaban en exceso wtEGFR (Figura 26A, panel EGFR.1).
Aunque mAb 806 reaccionaba intensamente con las células U§7 MG.AEGFR y U87 MG.DK y no con las células U87
MG, reaccionaba débilmente con U87 MG.wtEGFR, lo que indicaba que mAb 806 es selectivo para AEGFR con una
débil reactividad cruzada con el wtEGFR expresado en exceso (Figura 26A, panel mAb 806). Este nivel de reactividad
con U887 MG.wtEGEFR era cuantitativamente y cualitativamente similar a la prolongacién de la supervivencia mediada
por el tratamiento con el anticuerpo (Figura 25C). Los autores de la presente invencién determinaron adicionalmente la
especificidad de mAb 806 mediante inmunoprecipitacién. Los EGFR de diferentes células se inmunoprecipitaron con
anticuerpo 528, EGFR.1, y mAb 806. Las transferencias de las proteinas separadas electroforéticamente se sondearon
después con el anticuerpo anti-EGFR, C13, que reconoce wtEGFR asi como AEGFR y DK (22). Coincidiendo con el
analisis FACS, el anticuerpo 528 reconocia wtEGFR y los receptores mutantes (Figura 26B-panel IP: 528), mientras
el anticuerpo EGFR.1 reaccionaba con wtEGFR pero no con las especies mutantes (Figura 26B, panel IP: EGFR.1).
Por otra parte, los niveles de receptores mutantes en las células U87 MG.AEGFR y U87 MG.DK son comparables con
los de wtEGFR en las células U87 MG.wtEGFR (Figura 26B, panel IP: 528).

Sin embargo, el anticuerpo mAb 806 era capaz de precipitar solamente una pequefia cantidad del wtEGFR de los
productos lisados de células U887 MG.wtEGFR en comparacion con la gran cantidad de receptor mutante precipitado
de las células U87 MG.AEGFR y U87 MG.DK, y una cantidad no detectable de las células U87 MG (Figura 26B,
panel IP: mAb 806). Colectivamente, estos datos sugieren que mAb 806 reconoce un epitopo en AEGFR que también
existe en una pequefa fracciéon wtEGFR solamente cuando es expresado en exceso sobre la superficie celular.

El Tratamiento con mAb 806 Reduce la Autofosforilacion de AEGFR y Regula a la baja la Expresion de Bcl-XL
en Tumores de Cerebro US7 MG.AEGFR

A continuacion se investigaron los mecanismos subyacentes a la inhibicidn del crecimiento por mAb 806. De-
bido a que la actividad quinasa y la autofosforilacién constitutivamente activas del extremo COOH de AEGFR son
esenciales para sus funciones bioldgicas (21, 22, 28, 29), se determiné el estado de fosforilacion de AEGFR en los
tumores de animales tratados y de control. Como se muestra en la Figura 27A, el tratamiento con mAb 806 redujo
espectacularmente la autofosforilacion de AEGFR, aunque los niveles de receptor solo disminuyeron ligeramente en
los xenoinjertos tratadoc con mAb 806. Los autores de la presente invencién mostraron que la autofosforilacién del
receptor ocasiona la regulacién al alza del gen antiapoptético, Bel-X;, que juega un papel clave en la reduccion de la
apoptosis de los tumores que expresan en exceso AEGFR (28, 29). Por lo tanto, se determiné a continuacién el efecto
del tratamiento con mAb 806 sobre la expresion de Bcl-X; . Los tumores con AEGFR de los animales tratados con
mAb 806 mostraron en efecto niveles reducidos de Bcl-XL (Figura 27A).

El Tratamiento con mAb 806 Disminuye el Crecimiento y la Angiogénesis e Incrementa la Apoptosis en Tumores
U87 MG.AEGFR

A la luz de la supresién in vivo causada por el tratamiento con mAb 806 y sus efectos bioquimicos sobre la
sefializacién del receptor, los autores de la presente invencidon determinaron la tasa de proliferacion de los tumores
de los ratones de control o tratados. El indice proliferativo, medido mediante la tincién con Ki-67 de los tumores
tratados con mAb 806, fue significativamente menor que el de los tumores de control (P < 0,001; Figura 28). Ademas,
el andlisis del indice apoptético por medio de la tincion TUNEL demostré un incremento significativo en el niimero
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de células apoptdticas en los tumores tratados con mAb 806 en comparacién con los tumores de control (P < 0,001;
Figura 28). También se analiz6 el grado de vascularizacién del tumor mediante inmunotincién de los tumores de los
especimenes tratados y de control para CD31. Para cuantificar la vascularizacién del tumor, se midieron las MVA
utilizando el andlisis de imdgenes computarizado. Los tumores tratados con mAb 806 mostraron un 30% menos de
MVA que los tumores de control (P <0,001; Figura 28). Para comprender si la interaccion entre receptor y anticuerpo
puede provocar una respuesta inflamatoria, los autores de la presente invencion tifieron secciones de tumor para el
marcador de macréfagos, F4/80, y el marcador de células NK, asialo GM1. Los macréfagos fueron identificados
en toda la matriz tumoral y se acumulaban especialmente en la periferia del tumor U87 MG tratado con mAb 806
(Figura 28). Los autores de la presente invencién observaron algunas células NK infiltradas en y alrededor de los
tumores y ninguna diferencia significativa entre los tumores tratados con mAb 806 y los de control de isotipo (datos
no mostrados).

Discusion

AEGEFR parece ser una diana terapéutica potencial atractiva para el tratamiento canceroso de los gliomas. Esto esta
correlacionado con una mala prognosis (25), mientras su inhibicién genética o farmacoldgica suprime eficazmente el
crecimiento de las células que expresan AEGFR en exceso tanto in vitro como in vivo (29, 30). Debido a que este
EGFR mutante es expresado sobre la superficie de la célula, representa una diana potencial para la terapia basada
en anticuerpos, y, aqui, los autores de la presente invencién sometieron a ensayo la eficacia de un mAb anti-AEGFR
novedoso, mAb 806, en el tratamiento de los xenoinjertos intracraneales de los gliomas que expresan AEGFR en
exceso de diferentes antecedentes celulares en ratones carentes de sistema inmunitario. La administracién generalizada
de mAb 806 inhibia el crecimiento tumoral y prolongaba la supervivencia del animal. El efecto del mAb 806 era
evidente para cada una de las lineas celulares y era independiente del estado p53 de los tumores, debido a que U87
MG. AEGFR y A1207. AEGFR expresaban p53 de tipo salvaje, mientras LN-Z308. AEGFR era nula para p53.

El aumento de tumorigenicidad de AEGFR estd mediado por su actividad quinasa y de autofosforilacion de tirosina
activa constitutivamente en el extremo COOH (22, 28, 29). La fosforilacion de AEGFR en tumores tratados con
mADb 806 disminuia significativamente, reducia su proliferacion, y elevaba la apoptosis, lo que sugiere que el efecto
antitumoral de mAb 806 es, al menos en parte, atribuible a la inhibicién de la funcién intrinseca del receptor. La
sefializacion de AEGFR causada por la regulacion al alza del gen apoptético, Bel-X L (28), y el tratamiento con mAb
806 dieron como resultado la regulacidn a la baja de la expresion de Bcl-X L, que sugiere adicionalmente que el efecto
antitumoral de mAb 806 estd mediado por la inhibicién de la sefalizaciéon de AEGFR. El nivel de AEGFR en los
tumores tratados con mAb 806 también se redujo ligeramente (Figura 27A), pero no hasta el punto de que concordara
con el grado de desfosforilacion del receptor mutante o suficiente para explicar la magnitud de su efecto bioldgico. Es
probable que el efecto antitumoral de mAb 806 resulte, al menos en parte, de la inhibicidn de la funcidn de sefializacién
intrinseca de AEGFR. Esta afirmacion también estd apoyada por la carencia de efectos antitumorales sobre los tumores
DK, que se unen al anticuerpo pero son carentes de quinasa.

La inyeccidn intratumoral de un anticuerpo anti- AEGFR diferente, mAbY 10, inhibi6 el crecimiento de tumores de
melanoma B16 que expresaban AEGFR en cerebros de ratén por medio de un mecanismo dependiente de Fc/receptor
de Fc (31). Junto con esto, se demostré que mAbY 10 media la citotoxicidad de macréfagos dependiente de anticuerpos
in vitro con células efectoras tanto murinas como humanas (17), aunque tenia un efecto pequefio con la infiltracién de
macréfagos encontrada en los tumores tratados con mAb 806 de los autores de la presente invencidn, queda la cuestion
de si el efecto anti-tumoral de mAb 806 se puede conseguir por la citotoxicidad mediada por macréfagos. Los autores
de la presente invencidn creen que esto es poco probable, puesto que la infiltracién de macréfagos también se producia
en el tratamiento con mAb 806 de tumores U887 MG.DK (AEGFR carente de quinasa), en los que resultaba ineficaz
en la regulacién del crecimiento del tumor.

mAb 806 parece ser selectivo para AEGFR con una débil reactividad cruzada con el wtEGFR expresado en exceso.
En concordancia con la especificidad in vitro, el tratamiento con mAb 806 fue muy eficaz en tumores que expresaban
AEGFR en exceso, mientras mostraba una inhibicién del crecimiento mucho menos robusta, pero reproducible para
tumores que expresaban wtEGFR en exceso. No obstante, la simple interaccién entre mAb 806 y sus moléculas diana
es insuficiente para inhibir el crecimiento tumoral porque, aunque mAb 806 es capaz de unirse igualmente bien a
receptores AEGFR carentes de quinasa (DK) y a AEGFR, es ineficaz para afectar al crecimiento de tumores que
expresan DK. La incapacidad de mAb 806 para interaccionar con bajo nivel de wtEGFR normalmente presente en las
células sugiere una gran ventana terapéutica para los canceres con AEGFR expresado en exceso asi como, en un grado
menor, los cidnceres con wtEGFR expresado en exceso cuando se comparaban con los tejidos normales.

Aunque el tratamiento con mAb 806 fue eficaz para la supresion de xenoinjertos intracraneales, se debe observar
que los tumores con AEGFR crecian eventualmente, y no se lograban remisiones duraderas. Esto puede ser el resultado
de una distribucidn ineficaz del anticuerpo en la masa tumoral. Los mAb combinados con otras modalidades terapéu-
ticas tales como toxinas, is6topos o farmacos, para los tratamientos contra el cdncer han demostrado ser mas eficaces
que el anticuerpo solo en muchos casos (2, 3, 32-34). Los farmacos quimioterapéuticos tales como la doxorrubicina y
el cisplatino junto con los anticuerpos para wtEGFR también han demostrado una actividad antitumoral intensificada
(35, 36). Los tratamientos combinados dirigidos al crecimiento del tumor asi como al desarrollo angiogénico han in-
hibido més eficazmente el crecimiento del glioblastoma que cualquier tratamiento solo (27). Esto eleva la posibilidad
de que mAb 806 combinado con firmacos quimioterapéuticos o compuestos que modulan la angiogénesis puedan ser
incluso mas eficaces que mAb 806 solo.
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Ejemplo 20

El anticuerpo monoclonal 806 inhibe el crecimiento de xenoinjertos de tumor que expresan el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) de2-7 o amplificado pero no el EGFR de tipo salvaje

El siguiente ejemplo presenta descubrimientos de los autores de la presente invencién que también son expuestos
por Luwor et al., (2001) Cancer Research, 61;5355-5361.

El anticuerpo monoclonal (mAb) 806 se origin contra el factor de crecimiento epidérmico delta2-7 (de2-7 EGFR
o EGFRVIII), una versién truncada del EGFR expresado cominmente en glioma. Inesperadamente, el mAb 806 tam-
bién se unia al EGFR expresado por las células que mostraban la amplificacion del gen EGFR pero no por las células o
el tejido normal que expresaban el receptor de tipo salvaje en ausencia de amplificacién del gen. La especificidad tnica
de mADb 806 ofrece una ventaja sobre los anticuerpos para EGFR actuales, que presentan una union significativa al hi-
gado y la piel en seres humanos. Por lo tanto, los autores de la presente invencién examinaron la actividad antitumoral
de mAb 806 frente a xenoinjertos de tumores humanos desarrollados en ratones carentes de sistema inmunitario. El
crecimiento de xenoinjertos U87 MG, una linea celular de glioma que expresa endégenamente ~10° EGFR en ausencia
de amplificacién del gen, no era inhibido por mAb 806. En contraste, mAb 806 inhibia significativamente el creci-
miento de xenoinjertos U87 MG transfectados con el de2-7 EGFR de una manera dependiente de la dosis utilizando
modelos de tumor tanto preventivos como establecidos. Significativamente, las células U87 MG transfectadas con el
EGFR de tipo salvaje, que incrementa la expresion a ~10° EGFR/célula e imita la situacién de la amplificacion del
gen, también eran inhibidas por mAb 806 cuando se desarrollaban como xenoinjertos en ratones carentes de sistema
inmunitario. Los xenoinjertos tratados con mAb 806 presentaban todos zonas de necrosis que estaban ausentes en los
tumores de control. Esta reduccién de la viabilidad del xenoinjerto no estaba mediada por la regulacién a la baja del
receptor o la seleccion clonal ya que los niveles de expresion antigénica eran similares en los grupos de control y en los
tratados. El efecto antitumoral de mAb 806 no estaba restringido a las células U87 MG porque el anticuerpo inhibia
el crecimiento de los xenoinjertos A431 nuevos y establecidos, una linea celular que expresa >10° EGFR/célula. Este
estudio demuestra que mAb 806 posee una actividad antitumoral significativa.

El mAb 806 especifico de de2-7 EGFR fue producido después de la inmunizacién de ratones con fibroblastos
de ratén NR6 que expresaban el de2-7 EGFR truncado. El mAb 806 se une a la linea celular de glioma U87 MG
transfectada con de2-7 EGFR pero no a la linea celular U87 MG parental, que expresa el wt EGFR sin amplificacién
del gen.® Se observaron resultados similares in vivo con un mAb 806 que mostraba una localizacién especifica de
xenoinjertos U87 MG que expresaban de2-7 EGFR pero no de tumores U87 MG parentales.’ De manera interesante,
mAb 806 era capaz de unirse a un subgrupo de EGFR (~10%) sobre la superficie de la linea celular A431, que contiene
un gen EGFR amplificado. Por lo tanto, a diferencia de todos los demds anticuerpos especificos de de2-7 EGFR, que
reconocen el péptido de empalme tinico que es generado por el truncamiento de2-7 EGFR, mAb 806 se une a un
epitopo también encontrado en el wt EGFR expresado en exceso. No obstante, pareceria que este epitopo es expuesto
preferentemente en el de2-7 EGFR y una pequefia proporcion de receptores expresados en células que contienen la
amplificacién del gen wt EGFR. Importantemente, los tejidos normales que expresan niveles elevados de wt EFGR
endégeno, tales como el higado y la piel, no muestran una unién significativa a mAb 806. Basandose en la propiedad
unica del mAb 806 para unirse al EGFR tanto de2-7 como wt amplificado pero no al wt EGFR nativo cuando se
expresa a niveles normales, los autores de la presente invencién decidieron examinar la eficacia de mAb 806 contra
numerosas lineas celulares de tumor desarrolladas como xenoinjertos en ratones carentes de sistema inmunitario.

Materiales y métodos

Lineas Celulares y Anticuerpos Monoclonales. La linea celular de glioblastoma humano U87 MG, que expresa
endégenamente el wt EGFR, y las lineas celulares transfectadas U87 MG.A2-7 y U887 MG.wtEGFR, que expresan
de2-7 EGFR y expresan en exceso wt EGFR, respectivamente, han sido descritas previamente (16, 23). La linea
celular de carcinoma epidermoide A431 ha sido descrita previamente (24).

Todas las lineas celulares se mantuvieron en DMEM (DMEM/F12; Life Technologies, Inc., Grand Island, NY) que
contenia FCS al 10% (CSL, Melbourne, Victoria, Australia), glutamina 2 mM (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO),
y penicilina/estreptomicina (Life Technologies, Inc., Grand Island, NY). Ademads, se mantuvieron las lineas celulares
U87 MG.D2-7 y U87 MG.wtEGFR en 400 mg/ml de geneticina (Life Technologies, Inc., Melbourne, Victoria, Aus-
tralia). Las lineas celulares se desarrollaron a 37°C en una atmdsfera humidificada de CO, al 5%. El mAb 806 (IgG2b)
fue producido después de la inmunizacion de los ratones con fibroblastos de ratén NR6 que expresaban de2-7 EGFR.
El mAb 806 se seleccioné después de que los andlisis Rosette mostraran la unién a células NR6, que expresaban en
exceso el de2-7 EGFR (titulo de 1:2500). El mAb 528, que reconoce el EGFR tanto de2-7 como wt, ha sido descrito
previamente (10) y fue producido en Biological Production Facility (Ludwig Institute for Cancer Research, Melbour-
ne, Victoria, Australia) utilizando un hibridoma obtenido de la Coleccién de Cultivos Tipo Americana (Rockville,
MD). El DHS8.3 mAb, que es especifico para el de2-7 EGFR, fue amablemente proporcionado por el Prof. William
Gullick (University of Kent and Canterbury, Kent, United Kingdom) (19). El anticuerpo policlonal sc-03 dirigido al
dominio COOH-terminal del EGFR fue adquirido de Santa Cruz Bio-technology (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA).

Andlisis FACS de la Expresion del Receptor. Las lineas celulares U87 MG parentales y transfectadas cultivas
fueron analizadas en cuanto a la expresion de EGFR wt y de2-7 utilizando los anticuerpos 528, 806, y DHS8.3. Las
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células (1 3 10 6) se incubaron con 5 mg/ml del anticuerpo apropiado o un control negativo del mismo isotipo en
PBS que contenfa HSA al 1% durante 30 min a 4°C. Después de estos tres lavados con PBS/HSA al 1%, las células se
incubaron 30 minutos mds a 4°C con anticuerpo anti-ratén de cabra acoplado a FITC (dilucién 1:100; Calbiochem, San
Diego, CA). Después de tras lavados consecutivos, las células se analizaron en un Epics Elite ESP (Beckman Coulter,
Hialeah, FL) observando un minimo de 20.000 eventos y se analizaron utilizando EXPO (versién 2) para Windows.

Andlisis Scatchard. E1 mAb 806 se marcé con I'” (Amrad, Mel-bourne, Victoria, Australia) mediante el método
de la Cloramina T. Todos los andlisis de unién se realizaron en HSA/PBS al 1% sobre 1-2 X 10 células U87 MG.A2-
7 0 A431 vivas durante 90 min a 4°C con rotacién suave. Se utiliz6 una concentracién ajustada de 10 ng/ml de mAb
806 marcado con I'* en presencia de concentraciones crecientes de anticuerpo no marcado. Se determiné la unién no
especifica en presencia de un exceso de 10.000 de anticuerpo no marcado. Tras la incubacion, las células se lavaron y
se cont6 el mAb 806 marcado con I'** unido utilizando un contador gamma COBRA 1II (Packard Instrument Company,
Meriden, CT). El andlisis Scatchard se realizd tras la correccién para la inmunorreactividad.

Estudios de Inmunoprecipitacion Studies. Las células se marcaron durante 16 horas con 100 mCi/ml de Tran 35 S-
Label (ICN Biomedicals, Irvina, CA) en DMEM sin metionina/cisteina con un suplemento de FCS sometido a diélisis
al 5%. Después de lavar con PBS, las células se colocaron en tampén de lisis (Triton X-100 al 1%, HEPES 30 mM,
NaCl 150 mM, fluoruro de 4-(2-aminoetil)benzeno-sulfonilo 500 mM, aprotinina 150 nM, inhibidor de proteasa E-64
1 mM, EDTA 0,5 mM, y leupeptina 1 mM, pH 7.4) durante 1 h a 4°C. Los productos lisados se aclararon mediante
centrifugacion durante 10 min a 12, 000 3 g y después se incubaron con 5 mg de anticuerpo apropiado durante 30 min
a 4°C antes de la adicién de proteina A-Sefarosa. Los productos inmunoprecipitados se lavaron tres veces con tampén
de lisis, se mezclaron con tamp6n de muestra SDS, se separaron mediante electroforesis en gel utilizando un gel al
7,5% que después se secd, y se expuso a una pelicula de rayos X.

Modelos de Xenoinjerto. En concordancia con informes previos (23, 25), las células U87 MG transfectadas con
de2-7 EGFR crecieron mas rdpidamente después las células parentales y las células U87 MG transfectadas con wt
EGFR. Se inocularon células tumorales (3 X 10°) en 100 ml de PBS s.c. en ambos flancos de ratones hembra carentes
de sistema inmunitario de 4-6 semanas de edad (Animal Research Center, Western Australia, Perth, Australia). Se
investigo la eficacia terapéutica de mAb 806 en modelos de tumor tanto preventivos como establecidos. En el modelo
preventivo, se trataron cinco ratones con dos xenoinjertos cada uno i.p. con 0,1 o 1 mg de mAb 806 o vehiculo (PBS)
empezando el dia antes de la inoculacién de las células tumorales. El tratamiento continué durante un total de seis
dosis, tres veces por semana durante 2 semanas. En el modelo establecido, el tratamiento se inici6 cuando los tumores
habian alcanzado un volumen medio de 65 mm?® (U87 MG.A2-7), 84 mm? (U87 MG), 73 mm? (U87 MG.wtEGFR),
0 201 mm? (tumores A431). El volumen medio del tumor en mm?® se determiné utilizando la férmula (longitud?
anchura®)/2, donde la longitud era el eje mas largo y la anchura la medida en los 4ngulos rectos con respecto a la
longitud (26). Los datos se expresaron como el volumen medio del tumor + DT para cada grupo de tratamiento. Este
proyecto de investigacion fue aprobado por el Animal Ethics Committee del Austin and Repatriacién Medical Centre.

Examen Histologico de Xenoinjertos de Tumor. Se extirparon los xenoinjertos en los momentos indicados y se
diseccionaron. Una mitad se fij6 con formalina/PBS al 10% antes de ser embebida en parafina. Después se cortaron
secciones de 4 mm y se tifleron con H&E para su examen histoldgico rutinario. La otra mitad se embebi6 en compuesto
Tissue Tek OCT (Sakura Finetek, Torrance, CA), se congeld en nitrégeno liquido, y se almacené a 280°C. Se cortaron
secciones finas (5 mm) con un criostato y se fijaron en acetona enfriada con hielo durante 10 min, seguido de secado
al aire durante 10 min mads. Las secciones se bloquearon en reactivo de bloqueo de proteina (Lipshaw Immunon,
Pittsburgh, PA) durante 10 min y después se incubaron con anticuerpo primario biotinilado (1 mg/ml) durante 30 min
a la temperatura ambiente. Todos los anticuerpos se biotinilaron utilizando el médulo de biotinilacién de proteina ECL
(Amersham, Baulkham Hills, NSW, Australia), siguiendo las instrucciones del fabricante. Después de enjuagar con
PBS, las secciones se incubaron con un complejo de estreptavidina-peroxidasa de rdbano picante durante 30 min mas
(Silenus, Melbourne, Victoria, Australia). Tras un lavado final con PBS, las secciones se expusieron a sustrato de 3-
amino-9-etilcarbazol [4cido acético 0,1 M, acetato de sodio 0,1 M, 3-amino-9-etilcarbazol 0,02 M (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO)] en presencia de per6xido de hidrégeno durante 30 min. Las secciones se enjuagaron con agua y
se contratifieron con hematoxilina durante 5 min y se montaron.

Andlisis Estadistico. Las medidas de los tumores in vivo en mm?® se expresan como la media + DT. Las diferencias
entre los grupos de tratamiento en momentos puntuales dados se sometieron a ensayo para la significacion estadistica
utilizando el test de la t de Student.

Resultados

Union de Anticuerpos a Lineas Celulares. Para determinar la especificidad de mAb 806, se analiz6 su unién a
células U887 MG, U87 MG.D2-7, y U87 MG.wtEGFR mediante FACS. Se incluy6 una IgG2b irrelevante (mAb 100-
310 dirigida al antigeno A33) humano como control de isotipo para mAb 806, y se incluyé el anticuerpo 528 porque
reconoce el EGFR tanto de2-7 como. Solamente el anticuerpo 528 fue capaz de tefiir la linea celular U87 MG parental
(Figura 29), en concordancia con informes previos demostrando que estas células expresan el wt EGFR (16). El mAb
806 tenia niveles de unién similares a los del anticuerpo de control, demostrando claramente que no es capaz de
unirse al wt EGFR (Figura 29). La unién del anticuerpo de control de isotipo a las lineas celulares U87 MG.D2-7 y
U87 MG.wtEGFR fue similar a la observada para las células U87 MG. El mAb 806 tifi6 las células U87 MG.D2-7
y U87 MG. wtEGFR, indicando que el mAb 806 reconocia especificamente el de2-7 EGFR y un subgrupo de EGFR
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expresado en exceso (Figura 29). Como se esperaba, el anticuerpo 528 tifi6 las lineas celulares U87 MG.D2-7 y U87
MG.wtEGFR (Figura 29). La intensidad de tincién del anticuerpo 528 sobre las células U87 MG.wtEGFR fue mucho
mayor que la de mAb 806, sugiriendo que mAb 806 solamente reconoce una porciéon del EGFR expresado en exceso.
La reactividad de mAb 806 observada con las células U87 MG.wtEGFR es similar a la obtenida con las células A431,
otra linea celular que expresa el wt EGFR en exceso.’

Se realiz6 un andlisis Scatchard utilizando células U87 MG.D2-7 y A431 para determinar la afinidad relativa y los
sitios de unién para mAb 806 en cada linea celular. mAb 806 tenia una afinidad por el receptor de2-7 EGFR de 1,1
X 10° M™! y reconocia una media (tres experimentos por separado) de 2,4 X 10° sitios de unién/célula. En contraste,
la afinidad de mADb 806 por wt EGFR sobre las células A431 era solamente de 9,5 X 10’ M™'. De manera interesante,
mAb 806 reconocia 2,3 X 10° sitios de unién sobre la superficie de A431, que es alrededor de 10 veces inferior que
el nimero referido de EGFR encontrados en estas células. Para confirmar el niimero de EGFR sobre la superficie de
las células A431 de los autores de la presente invencidn, los autores de la presente invencion realizaron un andlisis
Scatchard utilizando anticuerpo 528 marcado con I'**. Como se esperaba, este anticuerpo se unia a aproximadamente
2 X 10° sitios sobre la superficie de las células A431. De este modo, parece que mAb 806 solamente se une a una
porcién de los receptores EGFR sobre la superficie de las células A431. En gran medida, el mAb 806 marcado con I'*
no se unia a las células U87 MG parentales en absoluto, ni siquiera cuando el nimero de células se incrementaba a 1
X 10"

Inmunoprecipitaciones. Los autores de la presente invencion caracterizaron la reactividad de mAb 806 en dife-
rentes lineas celulares mediante inmunoprecipitacién después del marcaje con S* utilizando mAb 806, sc-03 (un
anticuerpo policlonal comercial especifico para el dominio COOH-terminal del EGFR) y un control de isotipo IgG2b.
El anticuerpo sc-03 inmunoprecipité tres bandas de células U87 MG.A2-7, un doblete correspondiente a las dos ban-
das de de2-7 EGFR observadas en estas células y una banda de peso molecular superior correspondiente a wt EGFR
(Figura 30). En contraste, aunque mAb 806 inmunoprecipitaba las dos bandas de de2-7 EGFR, el wt EGFR estaba
completamente ausente (Figura 30). El patrén observado en las células U87 MG.wtEGFR y A431 era esencialmente
idéntico. El anticuerpo sc-03 inmunoprecipit6 una tnica banda correspondiente al wt EGFR de ambas lineas celulares
(Figura 30). El mAb 806 también inmunoprecipitaba una tnica banda correspondiente a wt EGFR de células tanto
U87 MG.wtEGFR como A431 (Figura 30). En concordancia con los datos de FACS y Scatchard, la cantidad de EGFR
inmunoprecipitado por mAb 806 era esencialmente menor que el EGFR total presente sobre la superficie celular. Da-
do que el mADb 806 y el sc-03 inmunoprecipitaban cantidades similares de de2-7 EGFR, este resultado apoya la idea
de que el anticuerpo mAb 806 solamente reconoce una porcién del EGFR en las células que expresan en exceso el
receptor. Las comparaciones entre mAb 806 y el anticuerpo 528 mostraban un patrén de reactividad idéntico (datos no
mostrados). Una IgG2b irrelevante (un control de isotipo para mAb 806) no inmunoprecipitaba el EGFR de ninguna
de las lineas celulares (Figura 30). Utilizando condiciones idénticas, mAb 806 no inmunoprecipitaba el EGFR de las
células U87 MG parentales (datos no mostrados).

Eficacia de mAb 806 en Modelos Preventivos. Se examiné mAb 806 en cuanto a su eficacia contra tumores U87
MG y U87 MG,A2-7 en un modelo de xenoinjerto preventivo. Se administr6 anticuerpo o vehiculo i.p. el dia antes de
la inoculacién del tumor y se suministré tres veces por semana durante 2 semanas (véase ‘“Materiales y Métodos”). A
una dosis de 1 mg/inyeccién, el mAb 806 no tenia efecto sobre el crecimiento de xenoinjertos U87 MG parentales que
expresan el wt EGFR (Figura 9A). En contraste, mAb 806 inhibia significativamente el crecimiento de xenoinjertos
U87 MG.A2-7 de una manera dependiente de la dosis (Figura 9B). Veinte dias después de la inoculacién del tumor,
cuando los animales de control fueron sacrificados, el volumen medio del tumor fue de 1600 + 180 mm?® para el grupo
de control, significativamente mas pequefio, 500 + 95 mm? para el grupo con 0,1 mg/inyeccién (P < 0,0001) y 200 +
42 mm?® para el grupo con 1 mg/inyeccién (P < 0,0001). Los grupos con tratamiento fueron sacrificados el dia 24, en
cuyo momento el volumen medio de los tumores fue de 1300 + 240 mm? para el grupo tratado con 0,1 mg y 500 +
100 mm? para el grupo con 1 mg (P <0,005).

Eficacia de mAb 806 en Modelos de Xenoinjerto Establecido. Dada la eficacia de mAb 806 en el modelo de
xenoinjerto preventivo, se examind su capacidad para inhibir el crecimiento de los xenoinjertos de tumor establecidos.
El tratamiento con anticuerpo fue el descrito en el modelo preventivo, excepto que comenzd cuando los tumores habian
alcanzado un volumen medio del tumor de 65 mm?® (10 dias después de la implantacion) para los xenoinjertos U87
MG.A-7 y de 84 mm?® (19 dias después de la implantacin) para los xenoinjertos U87 MG parentales. Una vez mds,
el mAb 806 no tuvo efecto sobre el crecimiento de los xenoinjertos U87 MG parentales, incluso a una dosis de 1
mg/inyeccion (Figura 10A). En contraste, mAb 806 inhibi6 significativamente el crecimiento de los xenoinjertos U87
MG.A2-7 de una manera dependiente de la dosis (Figura 10B). El dia 17, 1 dia antes de que los animales de control
fueran sacrificados, el volumen medio del tumor fue de 900 + 200 mm® para el grupo de control, de 400 + 60 mm®
para el grupo con 0,1 mg/inyeccién (P < 0,01), y de 220 = 60 mm? para el grupo con 1 mg/inyeccién (P < 0,002).
El tratamiento de los xenoinjertos U87 MG.A2-7 con control de isotipo IgG2b no tuvo efecto sobre el crecimiento
tumoral (datos no mostrados).

Para examinar si la inhibicién del crecimiento observada con mAb 806 estaba restringida a las células que expresa-
ban de2-7 EGFR, también se examind su eficacia contra los xenoinjertos U87 MG.wtEGFR en un modelo establecido.
Estas células sirven como modelo para tumores que contienen la amplificacion del gen EGFR sin la expresion de de2-
7 EGFR. El tratamiento con mAb 806 comenzé cuando los tumores habian alcanzado un volumen medio del tumor
de 73 mm 3 (22 dias después de la implantacidon). mAb 806 inhibi6 significativamente el crecimiento de xenoinjertos
U87 MG.wtEGFR establecidos cuando se comparé con los tumores de control tratados con vehiculo (Figura 10C). El
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dia que los animales de control fueron sacrificados, el volumen medio del tumor era de 1000 + 300 mm?® para el grupo
de control y de 500 + 80 mm? para el grupo tratado con 1 mg/inyeccién (P < 0,04).

Andlisis Histologico e Inmunohistoquimico de Tumores Establecidos. Para evaluar las diferencias histoldgicas
potenciales entre los xenoinjertos U87 MG.A2-7 y U87 MG.wtEGFR tratados con mAb 806 y de control, se tifieron
secciones fijadas con formalina, embebidas en parafina con H&E (Figura 31). Se observaron zonas de necrosis en
las secciones de los xenoinjertos U87 MG.A2-7 tratados con mAb 806 (los xenoinjertos tratados con mAb 806 se
recogieron 24 dias después de la inoculacién del tumor y los xenoinjertos tratados con vehiculo a los 18 dias), y
de U87 MG.wtEGFR (los xenoinjertos con mAb 806 se recogieron 42 dias después de la inoculacién del tumor y
los xenoinjertos tratados con vehiculo a los 37 dias; Figura 31). Este resultado se observaba sistematicamente en
numerosos xenoinjertos de tumor (n 5 4 para cada linea celular). Sin embargo, las secciones de xenoinjertos U87
MG.A2-7 y U887 MG.wtEGFR tratados con vehiculo (n 5 5) no presentaron la mismas zonas de necrosis después
del tratamiento con mAb 806 (Figura 31). Los xenoinjertos tratados con vehiculo y mAb 806 separados en momentos
idénticos también mostraron estas diferencias en la necrosis tumoral (datos no mostrados). De este modo, el incremento
en la necrosis observado no estaba causado por los periodos de crecimiento mds largos utilizados para los xenoinjertos
tratados con mAb 806. Ademds, las secciones de los xenoinjertos U87 MG tratados con Mab 806 también se tifieron
con H&E y no revelaron ninguna zona de necrosis (datos no mostrados), apoyando adicionalmente la hipétesis de que
la unién a mAb 806 induce una disminucién de la viabilidad celular, dando como resultado un aumento de la necrosis
en los xenoinjertos de tumor.

Se realiz6 un andlisis inmunohistoquimico de secciones de xenoinjerto U887 MG, U87 MG.A2-7, y U87
MG.wtEGFR para determinar los niveles de expresion de de2-7 y wt EGFR después del tratamiento con mAb 806
(Figura 32). Como se esperaba, el anticuerpo 528 tifi6 todas las secciones de xenoinjerto con una disminucién obvia
de la intensidad entre los tumores tratados y de control (Figura 32). La tincién de las secciones de U87 MG no fue
detectable con el mAb 806; no obstante, se observo una tincién positiva de las secciones de xenoinjerto U87 MG.A2-
7y U87 MG.wtEGFR (Figura 32). No hubo diferencia en la intensidad de tincién con mAb 806 entre los xenoinjertos
U87 MG.A2-7 y U87 MG.wtEGFR de control y tratados, sugiriendo que el tratamiento con anticuerpo no conduce a
la seleccion de variantes clonicas que carecen de reactividad con mAb 806.

Tratamiento de Xenoinjertos A431 con mAb 806. Para demostrar que los efectos antitumorales de mAb 806 no
estaban restringidos a las células U87 MG, se administré el anticuerpo a ratones que contenian xenoinjertos A431.
Estas células contienen un gen EGFR amplificado y expresan aproximadamente 2 X 10° receptores/célula. Los autores
de la presente invencién han demostrado previamente que mAb 806 se une a -10% de estos EGFR y localiza los
xenoinjertos A431.(3) El mAb 806 inhibia significativamente el crecimiento de los xenoinjertos A431 cuando se
examinaba en el modelo de xenoinjerto preventivo descrito previamente (Figura 11A). El dia 13, cuando los animales
de control fueron sacrificados, el volumen medio del tumor era de 1400 + 150 mm? en el grupo tratado con vehiculo
y de 260 + 60 mm? para el grupo con tratamiento de 1 mg/inyeccién (P < 0,0001). En un experimento separado, una
dosis de 0,1 mg de mAb también inhibia significativamente (P < 0,05) el crecimiento de los xenoinjertos A431 en un
modelo preventivo (datos no mostrados).

Dada la eficacia de mAb 806 en el modelo de xenoinjerto A431 preventivo, se examiné su capacidad para inhibir
el crecimiento de xenoinjertos de tumor establecidos. El tratamiento con anticuerpo fue el descrito en el modelo
preventivo, excepto que no comenzd hasta que los tumores hubieron alcanzado un volumen medio del tumor de 200
+ 20 mm®. El mAb 806 inhibié significativamente el crecimiento de los xenoinjertos A431 establecidos (Figura 11B).
El dia 13, el dia que los animales de control fueron sacrificados, el volumen medio del tumor fue de 1100 + 100 mm?
para el grupo de control y de 450 + 70 mm?® para el grupo con 1 mg/inyeccién (P < 0,0001).

Los autores de la presente invencién han demostrado previamente® que mAb 806 localiza tanto los xenoinjertos
U87 MG transfectados con de2-7 EGFR como los xenoinjertos A431 que expresan en exceso el wt EGFR. El mAb
806 no localiz6 las células U87 MG parentales, que expresan ~10° EGFR? (16). Como se evalué mediante FACS,
inmunohistoquimica, e inmunoprecipitacion, los autores de la presente invencién demuestran ahora que mAb 806
también es capaz de unirse especificamente a células U87 MG.wtEGFR, que expresan >10° EGFR/célula. De este
modo, la unién anterior observada de mAb 806 a las células A431 no es el resultado de alguna propiedad inusual de
estas células si no mds bien parece ser un fenémeno mds general relacionado con la expresion en exceso de wt EGFR.

(a) Los autores de la presente invencién fueron incapaces de detectar la unién de mAb 806 a la linea celular U87
MG parental, que expresa 1 X 10° wt EGFR/célula (16), ya sea mediante FACS, inmunoprecipitacién, inmunohisto-
quimica, o con anticuerpo yodado. En efecto, el mAb 806 yodado no se unia a sedimentos de células U87 MG que
contenian 1 X 107 células, que basandose en los datos de Scatchard utilizando 1 X 10° células A431, son condiciones
que deben detectar un bajo nivel de unién del anticuerpo (esto es, siendo el nimero total de receptores similar en
ambos casos).

(b) El andlisis Scatchard demostré claramente que mAb 806 solamente se unia al 10% del EGFR total sobre la
superficie de las células A431. Si mAb 806 se une simplemente al wt EGFR con una baja afinidad, se debe haber
unido a un porcentaje considerablemente mayor del receptor.

(c) La inmunoprecipitaciéon comparativa de las lineas celulares A431 y U887 MG. wtEGFR con mAb 806 y el anti-
cuerpo sc-03 también apoyd la hipdtesis de que solamente un subgrupo de receptores son reconocidos por mAb 806.

73



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 334 494 T3

Tomados juntos, estos resultados apoyan la idea de que mAb 806 reconoce un subgrupo de EGFR sobre la superficie
de las células que expresan EGFR en exceso. Los autores de la presente invencidn estdn analizando actualmente el
EGFR inmunoprecipitado por mAb 806 para ver si presenta propiedades bioquimicas alteradas relacionadas con la
glicosilacion o la actividad quinasa.

Los estudios de xenoinjertos con mAb 806 descritos aqui demuestran una inhibicién dependiente de la dosis del
crecimiento del xenoinjerto U87 MG.D2-7. En contraste, no se observé inhibicion de los xenoinjertos U87 MG paren-
tales, a pesar del hecho de que contindan expresando el wt EGFR in vivo. El mAb 806 no sélo redujo significativamente
el volumen del xenoinjerto, también indujo una necrosis significativa en el tumor. Como se ha observado antes, se han
generado otros mAb especificos de de2-7 EGFR (20 -22), pero este es el primer informe que demuestra el uso terapéu-
tico satisfactorio de semejante anticuerpo in vivo contra un xenoinjerto de glioma que expresa de2-7 EGFR humano.
Un informe reciente demostré que el mAb Y10 especifico de de2-7 EGFR tenia una actividad antitumoral in vivo
contra las células de melanoma B16 murino transfectadas con un homélogo murino del de2-7 EGFR humano (33).
Y10 mediaba la lisis celular in vitro (>90%) de células de melanoma B16 que expresaban de2-7 EGFR en ausencia
de células del complemento o efectoras. En contraste con sus observaciones in vitro, la eficacia del anticuerpo Y10 in
vivo estaba mediada completamente por la funcién de Fc cuando se utilizaban células de melanoma B16 desarrolla-
das como xenoinjertos en un modelo inmuno-competente. De este modo, los efectos directos observados in vitro no
parecen repetirse cuando las células se desarrollan como xenoinjertos tumorales.

La expresion en exceso del EGFR ha sido referida en numerosos tumores diferentes y se observa en la mayor parte
de los gliomas (4, 14). Se ha propuesto que la posterior expresion en exceso de EGFR mediada por la amplificacion del
gen del receptor puede conferir una ventaja de crecimiento aumentando la sefializacién intracelular y el crecimiento
celular (34). Se transfect6 la linea celular U87 MG con wt EGFR para producir una célula de glioma que imita
el proceso de amplificaciéon del gen EGFR. El tratamiento de los xenoinjertos U87 MG.wtEGFR establecidos con
mAb 806 dio como resultado una inhibicién del crecimiento significativa. De este modo, mAb 806 también media
la actividad antitumoral in vivo contra células que expresan el EGFR en exceso. De manera interesante, la inhibicién
por mAb 806 de los xenoinjertos U87 MG.wtEGFR fue menos pronunciada que la observada con los tumores U87
MG.A2-7. Esto refleja probablemente el hecho de que mAb 806 tiene una afinidad inferior por el wt EGFR expresado
en exceso y solamente se une a una pequefia proporcion de receptores expresados sobre la superficie de la célula.(3) No
obstante, se debe observar que a pesar del pequefio efecto sobre los voliimenes de los xenoinjertos U87 MG.wtEGFR,
el tratamiento con mAb 806 produjo grandes zonas de necrosis en estos xenoinjertos. Para excluir la posibilidad de
que mAb 806 solamente medie la inhibicién de las lineas celulares derivadas de U87 MG, los autores de la presente
invencién sometieron a ensayo su eficacia frente a xenoinjertos A431. Esta linea celular derivada de carcinoma de
células escuamosas contiene una amplificacion del gen EGFR significativa, que se conserva tanto in vitro como in
vivo. El tratamiento de los xenoinjertos A431 con mAb 806 produjo una inhibicién del crecimiento significativa en el
modelo tanto preventivo como establecido, indicando que los efectos antitumorales de mAb 806 no estan restringidos
a las lineas celulares U87 MG transfectadas.

La prevencién completa del crecimiento del xenoinjerto A431 por el tratamiento con anticuerpo ha sido referida
previamente. Los mAb para wt EGFR 528, 225, y 425 evitaban todos la formacién de xenoinjertos A431 cuando se
administraban el dia o 1 dia después de la inoculacién del tumor (9, 10). La razén de esta diferencia en la eficacia
entre estos anticuerpos para wt EGFR y mAb 806 no se conoce, pero puede estar relacionada con el mecanismo de
inhibicién del crecimiento celular. Los anticuerpos para wt EGFR funcionan bloqueando la unién del ligando al EGFR,
pero este probablemente no es el caso con mAb 806 puesto que solamente se une a un pequefio subgrupo de EGFR
sobre la superficie de las células A431. La eficacia significativa de mAb 806 contra las células U87 MG que expresan
el de2-7 EGFR independiente del ligando apoya la idea de que este anticuerpo media su actividad antitumoral por un
mecanismo que no implica el bloqueo del ligando. Por lo tanto, los autores de la presente invencidn estdn investigando
en la actualidad los mecanismos no inmunoldgicos e inmunoldgicos que contribuyen a los efectos antitumorales de
mAb 806- Los mecanismos no inmunolégicos pueden incluir cambios sutiles, bloqueo de la sefializacion, o induccién
de una sefializacion inapropiada.

Previamente, agentes tales como doxorrubicina y cisplatino junto con anticuerpos para wt EGFR han producido un
aumento de la actividad antitumoral (35, 36). La combinacién de doxorrubicina y mAb 528 produjo una erradicacién
total de los xenoinjertos A431 establecidos, mientras el tratamiento con cualquier agente solo causaba Gnicamente una
inhibicién temporal del crecimiento tumoral in vivo (36). Del mismo modo, la combinacién de cisplatino y cualquier
mADb 528 0 225 también condujo a la erradicacién de xenoinjertos A431 bien establecidos, que no se observé cuando se
utilizé el tratamiento con cualquier agente (35). De este modo, se planean futuros estudios que implican la combinacién
de agentes quimioterapéuticos con mAb 806 utilizando modelos de xenoinjerto.

Puede que la ventaja mds importante de mAb 806 en comparacién con los anticuerpos para EGFR actuales sea
que es posible conjugar directamente agentes citotoxicos a mAb 806. Este enfoque no es factible con los anticuerpos
especificos para EGFR actuales debido a que se dirigen al higado y la conjugacion citotéxica induciria casi con certeza
una toxicidad grave. La conjugacidn de agentes citotdxicos tales como farmacos (37) o radioisétopos (38) a anticuerpos
tiene el potencial de mejorar la eficacia y reducir la toxicidad generalizada de estos agentes. Este estudio demuestra
claramente que mAb 806 tiene una actividad antitumoral in vivo significativa contra los xenoinjertos positivos para
de2-7 EGFR y los tumores que expresan EGFR en exceso. La especificidad tinica de mAb 806 sugiere un potencial
inmunoterapéutico en la localizacién de numerosos tipos de tumores, concretamente tumores de cabeza y cuello y
glioma, sin las restricciones asociadas con la absorcién por los tejidos normales.
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Ejemplo 21
Construccion, expresion y andlisis de anticuerpo quimérico 806

Los anticuerpos quiméricos son una clase de moléculas en las que regiones variables de cadenas pesadas y ligeras
por ejemplo de ratdn, rata u otra especie se unen sobre regiones de cadenas pesadas y ligeras humanas. Los anticuerpos
quiméricos son producidos recombinantemente. Una ventaja de los anticuerpos quiméricos es que reducen los efectos
xenoantigénicos, la inmunogenicidad inherente de los anticuerpos no humanos (por ejemplo, ratdn, rata u otra especie).
Ademads, los anticuerpos quiméricos preparados recombinantemente pueden ser producidos a menudo en grandes
cantidades, concretamente cuando se utilizan vectores con un elevado nivel de expresion.

Para una produccién de alto nivel, el sistema de expresion en mamiferos mas ampliamente utilizado es uno que
utiliza el procedimiento de amplificacién génica ofrecido por las células de ovario de hamster Chino carentes de
deshidrofolato reductasa (“dhfr-"). El sistema es bien conocido por los expertos en la técnica. El sistema se basa en el
gen de la deshidrofolato reductasa “dhfr”, que codifica la enzima DHFR, que cataliza la conversién de deshidrofolato
en tetrahidrofolato. Con el fin de lograr una produccidn elevada, se transfectan células CHO dhfr- con un vector de
expresion que contiene un gen DHFR funcional, junto con un gen que codifica una proteina deseada. En este caso, la
proteina deseada es una cadena pesada y/o una cadena ligera de anticuerpo recombinante.

Aumentando la cantidad de inhibidor competitivo de DHFR metotrexato (MTX), las células recombinantes des-
arrollan resistencia amplificando el gen dhfr. En casos convencionales, la unidad de amplificacién empleada es mucho
mayor que el tamafio del gen dhfr, y como resultado la cadena pesada del anticuerpo es amplificada simultdneamente.

Cuando se desea la produccién a gran escala de la proteina, tal como la cadena de anticuerpo, tanto el nivel de
expresion como la estabilidad de las células que se estdn empleando, resultan criticos. En cultivos a largo plazo, las
poblaciones de células CHO recombinantes pierden homogeneidad con respecto a su productividad de anticuerpos
especificos durante la amplificacion, incluso aunque deriven de un tnico clon parental.

Se prepararon vectores de expresion bicistrénicos para su uso en la expresion recombinante de los anticuerpos
quiméricos. Estos vectores de expresion bicistrénicos, emplean un “sitio de de entrada al ribosoma interno” o “IRES”.
En estos constructos para la produccién de antiEGFR quimérico, las cadenas de inmunoglobulina y los ADNc marca-
dores seleccionable estdn unidos por un IRES. Los IRES son elementos que actiian en cis que reclutan las subunidades
ribosémicas pequefias para un codoén iniciador interno en el ARNm con la ayuda de factores celulares que actian en
trans. Los IRES facilitan la expresién de dos o mds proteinas de una unidad de transcripcién policistrénica en las
células eucaridticas. El uso de vectores de expresion bicistronicos en los que el gen marcador seleccionable es tradu-
cido de una manera dependiente de la proteccion terminal, y el gen de interés de una manera dependiente de IRES,
ha sido aplicado a una variedad de métodos experimentales. Los elementos IRES han sido incorporados satisfacto-
riamente a vectores para la transformacién celular, la produccién de animales transgénicos, la produccién de proteina
recombinante, la terapia génica, la captura de genes, y la localizacién de genes.

Sinopsis de la Construccion del Anticuerpo Quimérico 806 (ch806)

El anticuerpo quimérico 806 fue generado clonando la VH y la VL del anticuerpo 806 del hibridoma murino pa-
rental utilizando técnicas de biologia molecular convencionales. Después se clonaron la VH y la VL en vectores de
expresion de mamifero pREN, cuya construccién se expone en los SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8, y se transfectaron
en células CHO (DHFR -/-ve) para la amplificacién y la expresién. En resumen, después del tratamiento con tripsina se
co-transfectaron 4 x 10° células CHO con 10 ug de cada uno de los vectores de expresién LC y HC utilizando la elec-
troporacion en condiciones convencionales. Después de un periodo de descanso de 10 min a la temperatura ambiente,
se afiadieron las células a 15 ml de medio (suero de ternera fetal al 10%, con un suplemento de hipoxantina/timidina
con aditivos) y se transfirieron a placas petri para el cultivo de tejidos de 15 x 10 cm. Después las placas se colocaron
en la incubadora en condiciones normales durante 2 dias. En este punto, la adicién de gentamicina, metotrexato 5 nM,
la reposicion de suero de ternera fetal por suero de ternera fetal sometido a didlisis y la separacion de la hipoxanti-
na/timidina, iniciaron la seleccion de clones que se habian transfectado satisfactoriamente tanto con LC como HC del
medio. El dia 17 después de la transfeccion, se seleccionaron los clones individuales que crecian bajo la seleccién y
se escrutaron en busca de la expresion del anticuerpo 806 quimérico. Se utiliz6 un ELISA para el escrutinio y con-
sisti6 en el recubrimiento de la placa de ELISA con receptor de EGF soluble desnaturalizado (se sabe que el EGFR
desnaturalizado permite la unién a 806). Este andlisis permite el escrutinio de los niveles de produccién por los clones
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individuales y también la funcionalidad del anticuerpo que esta siendo escrutado. Se demostré que todos los clones
estaban produciendo ch806 funcional y se tomé el mejor productor y se expandié para la amplificacién. Para ampli-
ficar el nivel de ch806 que estaba siendo producido, se someti6 el clon con la produccién mads alta a una re-seleccién
bajo una concentracién de metotrexato superior (100 nM vs 5 nM). Esto se acometi utilizando los procedimientos
mencionados antes.

Después se analizaron los clones que crecian con MTX 100 nM en Biological Production Facility, Ludwig Institute,
Melbourne, Australia para medir los niveles de produccién, se fue quitando el suero, formandose bancos de células.
Se ha demostrado que la linea celular produce establemente ~10 mg/litro en botellas giratorias.

La secuencia de dcido nucleico del vector pPREN ch806 LC neo se proporciona en el SEQ ID NO: 7. La secuencia
de 4cido nucleico del vector pREN ch806 HC DHFR se proporciona en el SEQ ID NO: 8.

La Figura 33 representa los vectores pPREN-HC y pREN-LC, que emplean IRES. El sistema vector bicistrénico
pREN se describe y se revela en el documento co-pendiente U.S.S.N. 60/355.838 presentado el 13 de Febrero de 2002.

Se evalué Ch806 mediante andlisis FACS para demostrar que el 806 quimérico presenta una especificidad de unién
idéntica a la del anticuerpo parental murino. El andlisis se realizé utilizando células de tipo salvaje (células parentales
U87 MG),células que expresaban el receptor EGP en exceso (células A431 y células UA87 wt EGFR) y células UA87
A2-7 (datos no mostrados). Se obtuvo una especificidad de unién similar de Mab806 y ch806 utilizando células que
expresaban EGFR en exceso y células que expresaban de2-7 EGFR. No se observé unién en células de tipo salvaje.
El andlisis Scatchard revel6 una afinidad de unién para ch806 marcado radiactivamente de 6,4 x 10° M~ utilizando
células U87MGde2-7 (datos no mostrados).

El andlisis de la biodistribucion del anticuerpo ch806 se realiz6 en ratones BALB/c carentes de sistema inmunitario
que portaban tumores por xenoinjerto U§7MG-de2-7 y los resultados se muestran en la Figura 34. Se inyectaron a los
ratones 5 ug de anticuerpo radiomarcado y se sacrificaron en grupos de cuatro por momento puntual a las 8, 24, 48 y 74
horas. Se recogieron los drganos, se pesaron y se midi6 la radiactividad en un contador gamma. El ch806 marcado con
I'® presenta localizacion reducida del tumor en comparacién con ch806 marcado con In'!'!, que tiene una absorcién
por el tumor elevada y una retencién cumulativa por el tumor a lo largo de un periodo de tiempo de 74 horas. A las 74
horas, el anticuerpo marcado con In''" presenta aproximadamente 30% de DI/gramo de tejido y una razén de tumor
con respecto a sangre de 4,0 (Figura 35). El ch806 marcado con In'"' muestra cierta retencién no especifica en el
higado, bazo y rifiones. Esto es comtun para el uso de este isétopo y disminuye con el tiempo, lo que apoya que esta
unién no es especifica para ch806 y se debe a la unién a In''".

Se evalué el anticuerpo quimérico ch806 en cuanto a su eficacia terapéutica en un modelo tumoral establecido.
Se inocularon 3x10° U87MG.A2-7 células en 100 ul de PBS s.c. en ambos flancos de ratones hembra carentes de
sistema inmunitario de 4-6 semanas de edad (Aminal Research Center, Western Australia, Australia). El mAb 806
se incluyé como control positivo. Los resultados se representan en la Figura 36. El tratamiento se inicié cuando los
tumores habfan alcanzado un volumen medio de 50 mm?® y consistié en 1 mg de ch806 0 mAb806 administrado i.p.
durante un total de 5 inyecciones los dias indicados. Se determiné el volumen en mm? utilizando la férmula (longitud
a anchura?)/2, donde la longitud era el eje mds largo y la anchura la medida en los dngulos rectos con respecto a la
longitud. Los datos se expresaron como el volumen medio del tumor +/- D.T. para cada grupo de control. El ch806 y
el mAb 806 presentaron una actividad anti-tumoral casi idéntica contra xenoinjertos U§7MG.A2-7.

Andlisis de la Funcion Efectora Inmune de Ch806
Materiales y Métodos
Anticuerpos y Lineas celulares

El mAb monoclonal anti-de2-7 EGFR murino mAb 806, el anticuerpo quimérico ch806 (IgG,) y el anticuerpo
monoclonal anti-G250 quimérico del mismo isotipo de control cG250 fueron preparados por Biological Production
Facility, Ludwig Institute for Cancer Research, Melbourne, Australia. Los anélisis tanto de citotoxicidad dependien-
te del complemento (CDC) como de citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC) utilizaron células
U87MG.de2-7 y A431 como células diana. La linea celular U87MG.de2-7 descrita previamente es una linea celu-
lar de astrocitoma infectada con un retrovirus que contiene de2-7EGFR (Nishikawa, R. et al. (1994) Proc Natl Acad
Sci U S A. 91: 7727-31). Las células de carcinoma escuamoso humano A431 fueron adquiridas de la Coleccién de
Cultivos tipo Americana (Manassas, VA). Todas las lineas celulares se cultivaron en DMEM/F-12 con Glutamax®
(Life Technologies, Melbourne, Australia) con un suplemento de FCS inactivado con calor al 10% (CSL, Melbourne,
Australia), 100 unidades/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina. Para mantener la seleccion para las células
U87MG.de2-7 transfectadas retroviralmente se incluyeron 400 pg/ml de G418 en el medio.

Preparacion de células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) Células Efectoras

Se aislaron PBMC de sangre de donantes voluntarios sanos. La sangre completa heparinizada se fracciond mediante
centrifugacién en gradiente de densidad sobre Ficoll-Hypaque (ICN Biomedical Inc., Ohio, USA). Se recogieron
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fracciones de PBMC y se lavaron tres veces con RPMR 1640 con un suplemento de 100 U/ml de penicilina y 100
pg/ml de estreptomicina, L-glutamina 2 mM, que contenia FCS inactivado con calor al 5%.

Preparacion de Células Diana

Se realizaron andlisis de CDC y ADCC mediante una modificaciéon de un método publicado previamente ((Nelson,
D. L. et al. (1991) In: J. E. Colignan, A. M. Kruisbeek, D. D. Margulies, E. M. Shevach, y W. Strober (eds.), Current
Protocols in Immunology, pp. 7.27.1. New York: Greene Publishing Wiley Interscience). Brevemente, se marcaron 5
x 10° células US7TMG.de2-7 y A431 diana con 50 uCi de Cr’' (Geneworks, Adelaide, Australia) por 1 x 10® células y
se incubaron durante 2 horas a 37°C. Las células se lavaron después con PBS (0,05 M, pH 7.4) y un cuarto lavado con
medio de cultivo. Se afiadieron alicuotas (1 x 10* células/50 ul) de las células marcadas a cada pocillo de las placas
de microtitulacién de 96 pocillos (NUNC, Roskilde, Denmark).

Andlisis de CDC

A 50 pl de células diana marcadas, se afiadieron 50 1 de ch806 o anticuerpo de control del isotipo ¢cG250 por
triplicado a lo largo de un intervalo de concentracién de 0,00315 -10 ug/ml, y se incubaron sobre hielo 5 min. Después
se afiadieron 50 ul de complemento de donante sano recién preparado (suero) para producir una dilucién final de 1:3
del suero. Las placas de microtitulacién se incubaron durante 4 hr a 37°C. Después de la centrifugacion, se cont6 el
Cr’! liberado al sobrenadante (Contador Gamma automatizado Cobra II, Canberra Packard, Melbourne, Australia).
Se calcul6 el porcentaje de lisis especifica a partir de la liberacién de Cr’' experimental, la liberacion total (50 ul de
células diana + 100 ul de Tween 20 al 10%) y espontanea (50 ul de células diana + 100 ul de medio).

Andlisis de ADCC

Se midié la ADVV mediada por Ch806 efectuada por PBMC de donante sano mediante dos andlisis de liberacién
de Cr’' de 4 horas. En el primer andlisis, se cultivaron en placa las células diana marcadas con las células efectoras en
microplacas de fondo en “U” de 96 pocillos (NUNC, Roskilde, Denmark) a razones de células efectoras/diana (E:D)
de 50:1. Para las medidas de la actividad ADCC, se afiadieron 0,00315-10 pg/ml (concentracidn final) de anticuerpos
de ensayo y de control por triplicado a cada pocillo. En el segundo andlisis de ADCC, se compard la actividad ADCC
de ch806 con la del mAb murino parental 806 a lo largo de un intervalo de razones de células Efectoras: Diana con la
concentracién de anticuerpo de ensayo constante a 1 pg/ml. En ambos andlisis, se incubaron placas de microtitulacién
a 37°C durante 4 horas, después se recogieron 50 ul de sobrenadante de cada pocillo y se determiné el Cr’! libera-
do mediante recuento gamma (Contador Gamma automatizado Cobra II, Canberra Packard, Melbourne, Australia).
Los controles incluidos en los andlisis corrigieron la liberacidon espontdnea (medio solo) y la liberacién total (Tween
20/PBS al 10%). Los controles apropiados con los anticuerpos de la misma subclase se realizaron en paralelo.

El porcentaje de lisis celular (citotoxicidad) se calculé de acuerdo con la férmula:

Cuentas de la Muestra ~ Liberacidn esponténea

Porcentaje de R e e i L L x 100
Citotoxicidad
Liberacidén Total -~ Liberacidén Esponténea

El porcentaje (%) de citotoxicidad se trazé frente a la concentracion de anticuerpo (ug/ml).
Resultados

Los resultados de los andlisis de CDC se presentan en la Figura 37. La actividad CDC minima se observé en
presencia de hasta 10 ug/ml de ch806 con una CDC comparable a la observada con el control de isotipo cG250.

La ADCC mediada por Ch806 sobre las células U87MG.de2-7 y A431 diana a una razén E:D de 50:1 se presenta
en la Figura 38. La citotoxicidad especifica de ch806 se present6 frente a células U§7MG.de2-7 diana, pero la ADCC
minima estaba mediada por ch806 sobre las células A431. Los niveles de citotoxicidad logrados reflejan el nimero de
sitios de unién de ch806 en las dos poblaciones de células. Las células U7MG.de2-7 diana expresan - 1 x 10° de2-
7EGFR que son reconocidos especificamente por ch806, mientras solamente un subgrupo de 1 x 10° moléculas de
EGFR de tipo salvaje expresadas sobre las células A431 son reconocidas por ch806 (véanse los Ejemplos anteriores).

Se realizaron andlisis de ADCC adicionales para comparar la ADCC mediada por 1 pg/ml de ch806 sobre las
células US7MG.de2-7 diana con la efectuada por 1 ug/ml de mAb 806 murino parental. Los resultados se presentan
en la Figura 39. La quimerizacién de mAb 806 ha llevado a cabo una mejora notable de la ADCC obtenida por el mAb
murino parental con una citotoxicidad de mas del 30% efectuada a razones E:D de 25:1 y 50:1.

La carencia de funcién efectora del mAb murino parental 806 ha sido notablemente mejorada tras la quimerizacion.
Ch806 media una buena ADCC, pero una actividad CDC minima.
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Ejemplo 22
Generacion de anticuerpos anti-idiotipicos contra el anticuerpo quimérico ch806

Para ayudar a la evaluacién clinica de mAb806 o ch806, se requieren ensayos de laboratorio para verificar las far-
macocinéticas en suero de los anticuerpos y cuantificar cualquier respuesta inmunitaria contra el anticuerpo quimérico
de ratén-humano. Se generaron y caracterizaron anticuerpos anti-idiotipicos monoclonales de ratén (anti-ids) en busca
de la idoneidad como reactivos de ELISA para medir ch806 en muestras de sueros de pacientes y utilizarlos como
controles positivos en andlisis de la respuesta inmunitaria anti-anticuerpo quimérico humano. Estos anticuerpos anti-
idiotipicos pueden ser también ttiles como vacunas terapéuticas o profilacticas, generando una respuesta de anticuerpo
anti-EGFR natural en los pacientes.

Los métodos para generar anticuerpos anti-idiotipicos son bien conocidos en la técnica (Bhattacharya-Chatterjee,
Chatterjee et al. 2001, Uemura et al. 1994, Steffens, Boerman et al. 1997, Safa and Foon 2001, Brown and Ling 1988).

Los anticuerpos anti-idiotipicos monoclonales de ratén (anti-ids) fueron generados, brevemente, como sigue. Se
fusionaron esplenocitos de ratones inmunizados con ch806 con células de plasmacitoma SP2/0-AG14 y los hibridomas
que producen anticuerpos se seleccionaron a través de ELISA en busca de la unién especifica a ch806 y la unién com-
petitiva para el antigeno (Figura 40). Se seleccionaron inicialmente veinticinco hibridomas y cuatro, designados LMH-
11, -12 -13 y -14, anticuerpos secretados que demostraron unién especifica a ch806, mAb 806 y fueron capaces de
neutralizar la actividad de unién al antigeno ch806 o mAb 806 (Figura 41). El reconocimiento del idiotipo ch806/mAb
806 o de la region CDR se demostré por la carencia de reactividad cruzada con la IgG humana policlonal purificada.

En ausencia de de2-7 EGFR antigénico recombinante facilmente asequible para ayudar a la determinacién de
ch806 en muestras de suero, se exploté la capacidad de los anticuerpos ch806 anti-idiotipicos novedosos para unir
simultdneamente regiones variables de 806 en el desarrollo de un ELISA sensible, especifico para medir ch806 en
muestras clinicas (Figura 42). Utilizando LMH-12 para la captura y -LMH-12 Biotinilado para la deteccién, el ELISA
validado demostré curvas de unién altamente reproducibles para medir ch806 (2 ug/ml - 1.6 ng/ml) en suero con un
limite de deteccion de 3 ng/ml. (n=12; 1-100 ng/ml, Coeficiente de Variacion < 25%; 100 ng/ml - 5 ug/ml, Coeficiente
de Variacion < 15%). No resulté evidente una unién de fondo con los tres sueros de donantes sanos sometidos a
ensayo y se observé una unién despreciable con hu3S193 de control isotipico. El hibridoma produce elevados niveles
de anticuerpo LMH-12, y se planea la produccién a gran escala para posibilitar 1a medicién de ch806 la cuantificacién
de cualquier respuesta inmunitaria en muestras clinicas. (Brown and Ling 1988).

Resultados
Inmunizacion de ratones y seleccion de los clones de hibridoma

La inmunorreactividad de las muestras de suero pre- y post-inmunizacién indic6 el desarrollo de mAbs anti-
ch806 and anti-hulgG de ratén de elevado titulo. Inicialmente se seleccionaron veinticinco hibridomas que producen
anticuerpos que se unen a ch806, pero no a hulgG. Las caracteristicas de unién de algunos de estos hibridomas se
muestran en la Figura 42A y 42B. Cuatro de estos hibridomas anti-ch806 con alta afinidad de unién (clones 3E3, 5B8,
9D6 y 4D8) se buscaron con posterioridad para la expansion clonal a partir de células individuales mediante dilucién
limitante y se designaron Ludwig Institute for Cancer Research Melbourne Hybridoma (LMH) -11, -12, -13, y -14,
respectivamente (Figura 42).

Actividades de Union 'y Bloqueo de Anticuerpos Anti-1diotipicos Seleccionados

La capacidad de los anticuerpo anti-ch806 para unirse simultdneamente a los anticuerpos ch806 es una caracterfs-
tica deseable para su uso como reactivos en un ELISA para determinar los niveles de ch806 en suero. Los hibridomas
clénicos, LMH-11, -12, -13, y -14 demostraron unién simultanea (datos no mostrados).

Después de la expansion clonal, se examinaron los sobrenadantes de cultivo del hibridoma mediante ELISA en
busca de la capacidad para neutralizar la actividad de unién al antigeno de ch806 o mAb 806 con sSEGFR621. Los
resultados demostraron la actividad antagénica de los mAbs anti-idiotipicos LMH-11, -12, -13, y -14 con el bloqueo
en solucion de la unién tanto de ch806 como de mAb 806 de murido a placas recubiertas con SEGFR (Figura 41 para
LMH-11, -12, -13).

Después del cultivo a gran escala en botellas giratorias se verificaron las especificidades de unién de los hibridomas
clénicos establecidos, LMH-11, -12, -13, and -14 mediante ELISA. Los anticuerpos LMH-11 a -14 se identificaron
como el isotipo IgG 1k mediante el kit de isotipificacion de anticuerpos monoclonales de ratén.

ch806 en Muestras Clinicas de Suero: Desarrollo del Ensayo ELISA Farmacocinético

Para ayudar a la determinacién de ch806 en muestras de suero, se exploté la capacidad de los anticuerpos ch806
anti-idiotipicos para unirse simultineamente a la region variable de 806 en el desarrollo de un ensayo ELISA sensible
y especifico en busca de ch806 en muestras clinicas. Los tres clones purificados LMH-11, -12, y -13 (Figura 49, B,
and C respectivamente) se compararon en busca de su capacidad para capturar y después detectar la unién a ch806
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en los sueros. Los resultados indicados utilizando LMH-12 (10 ug/ml) para la captura y LMH-12 biotinilado para la
deteccion produjeron la sensibilidad mds alta para ch806 en suero (3 ng/ml) con una unién de fondo despreciable.

Habiendo establecido las condiciones de ELISA farmacocinéticas Optimas utilizando 1 ug/ml de LMH-12 anti-
idiotipico y 1 pug/ml de LMH-12 biotinilado para la captura y la deteccion, respectivamente, se realiz6 la validacién
del método. Se realizaron tres ELISA separados por cuadruplicado para medir ch806 en suero de donante de tres
donantes sanos o BSA/medios al 1% con el control isotipico hu3S193. Los resultados de la validacién se presentan
en la Figura 43 y demuestran curvas de unién altamente reproducibles para medir ch806 (2 pug/ml - 1,6 ng/ml) en
sueros con un limite de deteccién de 3 ng/ml. (n=12; 1-100 ng/ml, Coeficiente de Variacién < 25%; 100 ng/ml- 5
pg/ml, Coeficiente de Variacién < 15%). No result6 evidente unién de fondo con ninguno de los tres sueros sometidos
a ensayo y no se observé una unién despreciable con hu3S193 de control isotipico.

Referencias
En realidad éstas se deben incorporar a las del final del Ejemplo 17 y poner al final de todos los ejemplos
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Ejemplo 23
Evaluacion de las estructuras carbohidratadas y reconocimiento de anticuerpos

Los experimentos se emprendieron para evaluar adicionalmente el papel de las estructuras carbohidratadas en la
unioén y el reconocimiento del EGFR, tanto amplificado como de2-7 EGFR, por el anticuerpo mAb806.

Para determinar si las estructuras carbohidratadas estan implicadas directamente en el epitopo mAb 806, el sSEGFR
recombinante expresado en células CHO se traté con PNGasa F para eliminar la glicosilacién ligada a N. Después
del tratamiento, la proteina se hizo correr en SDS-PAGE, se transfirié a una membrana y se inmunotransfirié con
mAb 806 (Figura 44). Como se esperaba, el SEGFR desglicosilado corre mds rdpido en la SDS-PAGE, indicando que
los carbohidratos han sido eliminados satisfactoriamente. El anticuerpo mAb 806 se une claramente a la sustancia
desglicosilada demostrando que el epitopo del anticuerpo es un péptido en la naturaleza y no sélo un epitopo de
glicosilacion.

Los productos lisados, preparados a partir de lineas celulares marcadas metabdlicamente con S3, se inmunoprecipi-
taron con diferentes anticuerpos dirigidos al EGFR (Figura 45). Como se esperaba, el anticuerpo 528 inmunoprecipit6
3 bandas a partir de células U§7MG.A2-7, una banda superior correspondiente al EGFR de tipo salvaje (wt) y dos
bandas inferiores correspondientes al de2-7 EGFR. Estas dos bandas de de2-7 EGFR han sido referidas previamente y
se supone que representan glicosilacion diferencial (Chu et al. (1997) Biochem. J. Jun 15;324 (Pt 3):885-861). En con-
traste, mAb 806 s6lo inmunoprecipit6 las dos bandas de de2-7 EGFR, estando el receptor wt completamente ausente
incluso después de la exposicidn en exceso (datos no mostrados). Interesantemente, mAb806 mostré un aumento de
reactividad relativa con la banda de de2-7 EGFR inferior pero un descenso de reactividad con la banda superior cuando
se compard con el anticuerpo 528. El anticuerpo SC-03, un anticuerpo policlonal de conejo comercial dirigido al do-
minio C-terminal del EGFR, inmunoprecipito las tres bandas de EGFR como se observa con el anticuerpo 528 aunque
la cantidad total de receptor inmunoprecipitado por este anticuerpo fue considerablemente menor. No se observaron
bandas cuando se utiliz6 un anticuerpo IgG2b irrelevante como control para el mAb 806.

El anticuerpo 528 inmunoprecipité una sola banda a partir de las células USTMG.wtEGFR correspondientes al
receptor wt (Figura 45). El mAb 806 también inmunoprecipit6 una sola banda a partir de estas células, no obstante,
esta banda de EGFR migré claramente mas rapido que el receptor reactivo 528. El anticuerpo SC-03 inmunoprecipitd
ambas bandas reactivas de EGFR a partir de las células US7TMG.wtEGFR, confirmando adicionalmente que el mAb
806 y 528 reconocen diferentes formas de EGFR en productos lisados de células completas de estas células.
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Segtin se observé con las células US7TMG.wtEGFR, el anticuerpo 528 inmunoprecipit6 una sola banda de EGFR
a partir de las células A431 (Figura 45). La banda de EGFR reactivo 528 es muy ancha sobre estos geles de bajo
porcentaje (6%) y probablemente refleja la diversidad de glicosilacion del receptor. También se observé una sola banda
de EGFR después de la inmunoprecipitacién con mAb 806. Si bien esta banda de EGFR no migra considerablemente
mas rapido que la banda reactiva ancha total de 528, ésta se localizé en el borde delantero de la banda 528 ancha
de una manera reproducible. A diferencia de los productos lisados celulares de U§7MG.A2-7, la cantidad total de
EGFR inmunoprecipitado por mAb 806 a partir de productos lisados de A431 fue considerablemente menor que con
el anticuerpo 528, un resultado coherente con los datos de Scatchard de los autores de la presente invencion que
muestran que mAb 806 s6lo reconoce una porciéon del EGFR sobre la superficie de estas células (véase el Ejemplo
4 anterior). La inmunoprecipitacién con SC-03 dio como resultado una sola banda de EGFR ancha como para el
anticuerpo 528. Se obtuvieron resultados similares con las células HNS (datos no mostrados). Tomados juntos, estos
datos indican que mAb 806 reacciona preferentemente con especies que migran mas rapidamente del EGFR, lo que
puede representar formar glicosiladas diferentemente del receptor.

Con el fin de determinar en que fase de procesamiento del receptor aparecia reactividad con mAb 806 se efectud
un experimento de pulso/caza. Las células A431 y US7TMG.A2-7 se pulsaron durante 5 min con metionina/cisteina
35S, después se incubaron a 37°C varias veces antes de la inmunoprecipitaciéon con mAb 806 o 528 (Figura 46). El
patrén de inmunoprecipitacion en las células A431 con el anticuerpo 528 fue tipico de un anticuerpo de conformacién
dependiente del EGFR. Una pequefia cantidad de receptor se inmunoprecipit6 a los 0 min (esto es después de un pulso
de 5 min) aumentando la cantidad de EGFR marcado en cada momento. También hubo un aumento simultdneo del
peso molecular del receptor con el tiempo. En contraste, el material de EGFR reactivo con mAb 806 estuvo presente a
altos niveles a los 0 min, con un maximo a los 20 min y después se redujo en cada momento adicional. De este modo,
parece que mAb 806 reconoce preferentemente una forma del EGFR encontrada en la primera fase del procesamiento.

La reactividad del anticuerpo observada en las células U§7MG.A2-7 marcadas con el pulso fue mas complicada.
La inmunoprecipitacién con el anticuerpo 528 a los 0 min revel6 que una pequeia cantidad de la banda de de2-7 EGFR
inferior estaba marcada (Figura 46). La cantidad de la banda inferior de de2-7 EGFR reactivo con 528 aumenté con el
tiempo, con un maximo a los 60 min y declinando lentamente a las 2 y las 4 h. No se detect6 una cantidad significativa
de la banda superior marcada de de2-7 EGFR hasta los 60 min, después de lo cual el nivel continué aumentando hasta
el final del transcurso del tiempo. Esto indica claramente que el de2-7 EGFR superior es una forma mds madura de
receptor. La reactividad con mAb 806 también vari6 durante el estudio del curso del tiempo, no obstante el mAb 806
precipit6 preferentemente la banda mas baja del de2-7 EGFR. Por supuesto, no hubo niveles significativos de la banda
superior de mAb 806 observados hasta las 4 h del marcaje.

Los experimentos anteriores sugieren que el mab 806 reacciona preferentemente con una forma de glicosilacion
mas inmadura de de2-7 y wt EGFR. Esta posibilidad se someti6 a ensayo inmunoprecipitando el EGFR de diferentes
lineas celulares marcadas durante la noche con metionina/cisteina 35S y sometiendo después los precipitados resul-
tantes a digestion con Endoglucosidasa H (Endo H). Esta enzima separa preferentemente carbohidratos de los del tipo
con alto contenido de manosa (esto es, glicosilacién inmadura) de las proteinas dejando intactos los carbohidratos
complejos (esto es, glicosilacién madura). La inmunoprecipitacién y digestion con Endo H de productos lisados de
células US7TMG.A2-7 con 528, mAb 806 y SC-03 produjeron resultados similares (Figura 47). Como se pronostico, la
banda inferior de de2-7 EGFR fue completamente sensible a la digestién con Endo H, migrando mads rapidamente en
la SDS-PAGE después de la digestién con Endo H, demostrando que esta banda representa la forma con alto contenido
de manosa del de2-7 EGFR. La banda de de2-7 EGFR superior fue esencialmente resistente a la digestién con Endo H,
mostrando sélo una diferencia muy ligera en la migracion tras la digestion con Endo H, indicando que la mayoria de
las estructuras carbohidratadas son de tipo complejo. El descenso complejo pero reproducible del peso molecular de
la banda superior después de la digestion enzimdtica sugiere que mientras que los carbohidratos de la banda de de2-7
EGFR superior son predominantemente de tipo complejo, ésta posee algo de estructural con alto contenido de manosa.
Interesantemente, estas células también expresan bajas cantidades de wt EGFR enddégeno que es claramente visible
después de la inmunoprecipitacién con 528. También hubo una pequefia pero notable reduccién del peso molecular
del receptor wt después de la digestion con Endo H, indicando que también contiene estructuras con alto contenido de
manosa.

La sensibilidad del wt EGFR inmunoprecipitado a la digestion con Endo H fue similar tanto en células
USTMG.wtEGFR como A431 (Figura 47). El grueso del material precipitado por el anticuerpo 528 fue resistente
a la enzima Endo H aunque una pequefia cantidad de material fue de la forma con alto contenido de manosa. De
nuevo hubo un pequefio descenso del peso molecular del wt EGFR después de la digestiéon con Endo H sugiriendo
que contiene algo de estructuras con alto contenido de manosa. Los resultados utilizando el anticuerpo SC-03 fueron
similares a los del anticuerpo 528. En contraste, la mayorfa del EGFR precipitado con mAb 806 fue sensible a En-
do H tanto en células U§7MG.wtEGFR como A431, confirmando que mAb 806 reconoce preferentemente la forma
con alto contenido de manosa del EGFR. Se obtuvieron resultados similares con las células HN-5, donde la mayoria
del material precipitado con mAb 806 fue sensible a la digestién con Endo H, mientras que la mayoria del material
precipitado con mAb528 y SC-03 fue resistente a la digestion con Endo H (datos no mostrados).

La yodacién de la superficie celular de la linea celular A431, se realizé con I'* seguido de inmunoprecipitacion
con el anticuerpo 806. El protocolo para la yodacion de la superficie fue el siguiente: La lisis celular, la inmunopre-
cipitacién, la digestiéon con Endo H, la SDS PAGE vy la autorradiografia son las descritas aqui anteriormente. Para
el marcaje, las células se hicieron crecer en medios con FCS al 10%, se separaron con EDTA, se lavaron dos veces
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con PBS, después se resuspendieron en 400 ul de PBS (aprox 2-3x10° células). A esto se le afiadieron 15 ul de I'*
(provisién de partida de 100 mCi/ml), provisién de partida de 100 ul de lactoperoxidasa bovina (1 mg/ml), 10 ul de
H,O0, (provisién de partida al 0,1%) y esto se incub6 durante 5 min. Después se afiadieron 10 ul adicionales de H,0,
y la incubacién continué durante 3 min adicionales. Las células se lavaron después de nuevo 3 veces con PBS y se
lisaron en Triton al 1%. La yodacién de la superficie celular de la linea celular A431 con lactoperoxidasa, seguido
de inmunoprecipitacién con el anticuerpo 806, mostré que, de una manera similar a los productos lisados de células
completas descritos antes, la forma predominante del EGFR reconocida por 806 unida a la superficie celular de las
células A431 fue sensible a la digestion con EndoH (Figura 48). Esto confirma que la forma de EGFR unida mediante
806 sobre la superficie de celular de la células A431 en una forma sensible a EndoH y por tanto es del tipo con alto
contenido de manosa.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado o uno de sus fragmentos activos que reconoce un epitopo de EGFR que se encuentra en
células tumorigénicas o hiperproliferativas o células que expresan en exceso EGFR o expresan un EGFR mutante,
donde dicho anticuerpo o uno de sus fragmentos activos (i) se une a EGFR de tipo salvaje humano unido a la célula
s6lo cuando el EGFR es amplificado o expresado en exceso; (ii) se une a EGFR de2-7 en un epitopo distinto del
péptido de empalme LEEKKONYVVTDH vy (iii) se une a un epitopo en la secuencia de los restos 273-501 del EGFR
humano de tipo salvaje.

2. Un anticuerpo aislado o uno de sus fragmentos activos de acuerdo con la reivindicacién 1, donde dicho anticuer-
po o uno de sus fragmentos activos comprende un polipéptido que se une al dominio que comprende una secuencia de
aminodcidos presentada como los restos 115-123 del SEQ ID NO:2 o dicha secuencia de aminodcidos que contiene
una o dos sustituciones en la misma.

3. El anticuerpo o uno de sus fragmentos activos de la reivindicacién 2, donde el dominio de unién al polipéptido
comprende adicionalmente una secuencia de aminodcidos presentada como una o ambas de las secuencias de los
restos 44-54 y 68-83 del SEQ ID NO: 2, o una o ambas de dichas secuencias de los restos que contienen una o dos
sustituciones en las mismas.

4. Un anticuerpo aislado o uno de sus fragmentos activos de acuerdo con la reivindicacién 1, donde dicho anticuer-
po o uno de sus fragmentos activos comprende un dominio de unién al polipéptido que comprende una secuencia de
aminodcidos presentada como los restos 109-117 del SEQ ID NO:4 o dicha secuencia de aminodcidos que contiene
una o dos sustituciones en la misma.

5. El anticuerpo o uno de sus fragmentos activos de la reivindicacién 2 o 3, que comprende adicionalmente un
segundo dominio de unién al polipéptido que comprende una secuencia de aminodcidos presentada como los restos
109-117 del SEQ ID NO:4, o dicha secuencia de aminodcidos que contiene una o dos sustituciones en la misma.

6. El anticuerpo o uno de sus fragmentos activos de la reivindicacién 4, donde el dominio de unién al polipéptido
comprende adicionalmente una secuencia de aminodcidos presentada como una o ambas de las secuencias de los
restos 44-54 y 70-76 del SEQ ID NO: 4, o una o ambas de dichas secuencias de los restos que contienen una o dos
sustituciones en las mismas.

7. El anticuerpo o uno de sus fragmentos activos de la reivindicacién 5 donde el segundo dominio de unién al
polipéptido comprende adicionalmente una secuencia de aminoacidos presentada como una o ambas de las secuencias
de los restos 44-54 y 70-76 del SEQ ID NO:4, o una o ambas de dichas secuencias de los restos que contienen una o
dos sustituciones en las mismas.

8. El anticuerpo o uno de sus fragmentos activos de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7, donde dicho
anticuerpo o uno de sus fragmentos activos comprende la secuencia de polipéptidos expuesta en uno o ambos del SEQ
ID NO:2 y el SEQ ID NO:4.

9. El anticuerpo o uno de sus fragmentos activos de la reivindicacién 8, donde la secuencia de polipéptidos es
expuesta en el SEQ ID NO:2.

10. El anticuerpo o uno de sus fragmentos activos de la reivindicacién 8, donde la secuencia de polipéptidos es
expuesta en el SEQ ID NO:4.

11. Un anticuerpo aislado o uno de sus fragmentos activos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 10, donde el anticuerpo es completamente humano, humanizado o quimerizado.

12. El anticuerpo aislado o uno de sus fragmentos activos de acuerdo con la reivindicacién 11, donde los dominios
de unién al anticuerpo son portados por un marco de anticuerpo humano.

13. El anticuerpo aislado o uno de sus fragmentos activos de acuerdo con la reivindicacién 12, donde dicho marco
de anticuerpo humano es un marco de anticuerpo IgG1 humano.

14. Un anticuerpo aislado o uno de sus fragmentos activos de acuerdo con la reivindicacién 12, que es un anticuerpo
quimérico o uno de sus fragmentos activos, donde dicho anticuerpo o uno de sus fragmentos activos comprenden una
cadena pesada y una cadena ligera donde la cadena pesada comprende los dominios de unién al anticuerpo presentados
como el SEQ ID NO:2 y una regién constante de la cadena pesada de IgG1 humana.

15. Un anticuerpo aislado o uno de sus fragmentos activos de acuerdo con la reivindicacién 12, que es un anticuerpo
quimérico o uno de sus fragmentos activos, donde dicho anticuerpo o uno de sus fragmentos activos comprenden una
cadena pesada y una cadena ligera, donde la cadena ligera comprende los dominios de unién al anticuerpo presentados
como el SEQ ID NO:4 y una region constante de la cadena ligera kappa humana.
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16. Un anticuerpo aislado o uno de sus fragmentos activos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
10 a 13 en forma de un anticuerpo F(ab’),, un fragmento scFv, un fragmento biespecifico, un fragmento triespecifico
o un fragmento tetraespecifico.

17. Un anticuerpo aislado o uno de sus fragmentos activos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes que porta una marca detectable o funcional.

18. Un anticuerpo aislado o uno de sus fragmentos activos de acuerdo con la reivindicacién 17, donde dicha marca
es un fdrmaco unido covalentemente o una radiomarca.

19. El anticuerpo aislado o uno de sus fragmentos activos de acuerdo con la reivindicacién 18, donde dicha radio-

marca es una cualquiera de H?, C'*, P2, S35 CI*¢, Cr’!, Co”, Co®®, Fe*, YO, 12!, ', I', 13!, In'!!, A*!!, Au'®, CuY,
225 1213 99 186
Ac*®, Bi*"’, Tc” o Re'*.

20. Un anticuerpo aislado o uno de sus fragmentos activos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes que estd pegilado.

21. Un 4cido nucleico aislado que comprende una secuencia que codifica un anticuerpo o uno de sus fragmentos
activos como se ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

22. Un método para preparar un anticuerpo o uno de sus fragmentos activos como se ha definido en una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 20, que comprende expresar el dcido nucleico de la reivindicacién 21 en condiciones para
ocasionar la expresion de dicho anticuerpo o uno de sus fragmentos activos, y recuperar el anticuerpo o uno de sus
fragmentos activos.

23. Un anticuerpo o uno de sus fragmentos activos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20,
para su uso en un método de tratamiento o diagnosis del cuerpo humano o animal.

24. El uso de un anticuerpo o uno de sus fragmentos activos de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20 para
la fabricacién de un medicamento para el tratamiento o la prevencién del cancer en un mamifero.

25. El uso de acuerdo con la reivindicacion 24, donde dicho cdncer estd localizado en o es adyacente al cerebro.

26. El uso de acuerdo con la reivindicacién 25, donde dicho cancer es un cancer residente en el cerebro selec-
cionado entre un glioblastoma, meduloblastoma, meningioma, astrocitoma neopldsico y malformacién arteriovenosa
neoplésica.

27. El uso de acuerdo con la reivindicacion 24, donde dicho cédncer es un tumor neural.

28. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 24 a 27, donde dicho anticuerpo o uno de sus
fragmentos activos se administra sistémicamente.

29. Un kit para la diagnosis de un tumor en el que el EGFR es amplificado o expresado en exceso o el EGFR es
expresado en forma de una proteina truncada, comprendiendo dicho kit un anticuerpo o uno de sus fragmentos activos
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, opcionalmente con reactivos y/o instrucciones para su
uso.

30. Una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo o uno de sus fragmentos activos de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, y opcionalmente, un vehiculo, portador o diluyente farmacéuticamente
aceptable.

31. Un kit para el tratamiento de un tumor en un paciente humano, que comprende una forma de dosificacion far-
macéutica de la composicién farmacéutica de la reivindicacién 30, y una forma de dosificacién farmacéutica separada
que comprende un agente anticanceroso adicional seleccionado del grupo que consiste en agentes quimioterapéuticos,
anticuerpos anti-EGFR, agentes radioinmunoterapéuticos, y sus combinaciones.

32. El kit de la reivindicacién 31, donde dichos agentes quimioterapéuticos se seleccionan del grupo que consiste
en inhibidores de tirosina quinasa, inhibidores de la cascada de fosforilacién, moduladores post-traduccionales, inhi-
bidores del crecimiento o la division celulares (p. ej. anti-mitéticos), inhibidores de la transduccién de la sefial, y sus
combinaciones.

33. El kit de la reivindicacién 32, donde dichos inhibidores de la tirosina quinasa se seleccionan del grupo que
consiste en AG1478, ZD1839, ST1571, OSI-774, SU-6668, y sus combinaciones.

34. El kit de la reivindicacién 31, donde dichos anticuerpos anti-EGFR se seleccionan del grupo que consiste en
los anticuerpos anti-EGFR 528, 225, SC-03, D8.3, L8A4, Y10, ICR62, ABX-EGF, y sus combinaciones.
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35. Un anfitrién unicelular transformado con una molécula de ADN recombinante que comprende una secuencia de
ADN o una de sus variantes degeneradas, que codifica el anticuerpo o uno de sus fragmentos activos de una cualquiera
de las reivindicaciones 1-20, seleccionado del grupo que consiste en

(A) lasecuencia de ADN del SEQ ID NO:1;
(B) la secuencia de ADN del SEQ ID NO:3;
(C) lasecuencia de ADN del SEQ ID NO:1, y la secuencia de ADN del SEQ ID NO:3;

(D) lasecuencia de ADN del SEQ ID NO:1, con una secuencia de IgG1 constante expuesta en el SEQ ID NO:8
y la secuencia de ADN del SEQ ID NO:3, con una secuencia kappa constante expuesta in SEQ ID NO.7;

(E) las secuencias de ADN que hibridan con cualquiera de las secuencias de ADN anteriores en condiciones
de hibridacién convencionales; y

(F) las secuencias de ADN que codifican la expresidon de una secuencia de aminodcidos codificada por cual-
quiera de las secuencias de ADN anteriores;

donde dicha secuencia de ADN se une operativamente a una secuencia de control de la expresion.

36. El anfitrién unicelular de la reivindicacion 35, donde el anfitrién unicelular se selecciona del grupo que consiste
en E. coli, Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces, levaduras, células CHO, YB/20, NSO, SP2/0, R1.1, B-W, L-M, COS
1, COS 7, BSC1, BSC40, y BMT10, células vegetales, células de insecto, y células humanas en cultivo de tejidos.

37. Un método para detectar la presencia de EGFR o de2-7EGFR amplificado o expresado en exceso donde dicho
EGFR se mide:

A. poniendo en contacto una muestra biolégica de un mamifero en el que se sospecha de la presencia de EGFR
o de2-7EGFR amplificado o expresado en exceso con un anticuerpo como se ha definido en una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 19 en condiciones que permiten que se produzca la unién de dicho EGFR a
dicho anticuerpo; y

B. detectando si se ha producido la unién entre dicho EGFR de dicha muestra y el anticuerpo;
donde la deteccion de la unién indica la presencia de dicho EGFR en dicha muestra.
38. Un método para detectar el cancer en mamiferos que comprende detectar la presencia de un EGFR de acuerdo
con el método de la reivindicacion 37, donde la deteccién de la presencia del EGFR indica la existencia de un tumor

o cancer en dicho mamifero.

39. El uso del anticuerpo o uno de sus fragmentos activos de la reivindicacién 17 para la fabricacién de un medi-
camento para su uso en la formacién de imédgenes para diagndstico.

40. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 24 a 27, donde el procedimiento para el tratamiento
comprende radioinmunoterapia.

41. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 24 a 27, donde se administra primero el anti-

cuerpo o uno de sus fragmentos activos, y después de eso se administra una composicién que comprende un agente
quimioterapéutico.
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Fig. 12
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Fig. 14

Secuencia de ADN y Proteinas de VH da 806 y Péptido Senal

A. Secuencia ADN

ATGAGAGTGCTGATTCTTTTGTGGCTGTTCACAGCCTTITCCTGGTGTCCTGTCT
GATGTGCAGCTTCAGGAGTCGGGACCTAGCCTGGTGAAACCTTCTCAGTCTCT
GTCCCTCACCTGCACTGTCACTGGCTACTCAATCACCAGTGATTTTGCCTGGA
ACTGGATCCGGCAGTTTCCAGGAAACAAGCTGGAGTGGATGGGCTACATAAG
TTATAGTGGTAACACTAGGTACAACCCATCTCTCAAAAGTCGAATCTCTATCA
CTCGAGACACATCCAAGAACCAATTCTTCCTGCAGTTGAATTCTGTGACTATT
GAGGACACAGCCACATATTACTGTGTAACGGCGGGACGCGGGTTTCCTTATT
GGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

El area resaltada en azul es el péptido senal.

La secuencia restante es la region VH de 806.

B. Secuencia de Proteinas

|——?VH
MRVLILLWLFTAFPGVLSDVQLQESGPSL VKPSQSLSLTC
TVTGYSITSDFAWNWIRQFPGNKLEWMGYISYSGNTRYN
PSLKSRISITRDTSKNQFFLQLNSVTIEDTATYYCVTAGRG
FPYWGQGTLVTVSA
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Fig. 15

Secuencia de ADN y proteinas de VL de 806 y péptido sefial

A. Secuencia de ADN

ATGGTGTCCACAGCTCAGTTCCTTGCATTCTTGTTGCTTTGGTTTCCAGGTGCA
AGATGTGACATCCTGATGACCCAATCTCCATCCTCCATGTCTGTATCTCTGGG

AGACACAGTCAGCATCACTTGCCATTCAAGTCAGGACATTAACAGTAATATA

GGGTGGTTGCAGCAGAGACCAGGGAAATCATTTAAGGGCCTGATCTATCATG
GAACCAACTTGGACGATGAAGTTCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGG

AGCCGATTATTCTCTCACCATCAGCAGCCTGGAATCTGAAGATTTTGCAGACT
ATTACTGTGTACAGTATGCTCAGTTTCCGTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAG
CTGGAAATCAAACGT

El area destacada es el péptido seilal.

La secuencia restante es la regiéon VL de 806.

B. Secuencia de Proteinas

VL

MVSTAQFLAFLLLWFPGARCDILMTQSPSSMSVSLGDTVS
ITCHSSQDINSNIGWLQQRPGKSFKGLIYHGTNLDDEVPSR
FSGSGSGADYSLTISSLESEDFADYYCVQYAQFPWTFGGG
TKLEIKR
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Fig. 17
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Fig. 20
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Fig. 21
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Fig. 26
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Fig. 27
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Fig. 29
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Fig.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Ludwig Institute for Cancer Research

<120> Proteinas de Unién Especifica y sus Usos

<130> AHB/FP6192124

<140> EP 02739258.8
<141> 2002-05-13

<150> PCT/US02/15185
<151>2002-05-13

<150> US 60/290,410
<151> 2001-05-11

<150> US 60/326,019
<151> 2001-09-28

<150> US 60/342,258
<151>2001-12-21

<160> 12
<170> FastSEQ para Versién 4.0 de Windows

<210>1

<211> 402

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 1
atgagagtgc tgattctttt gtggctgttc
cagcttcagg agtcgggacc tagecctggtg
actgtcactg gctactcaat caccagtgat
ggaaacaagc tggagtggat gggctacata
tctctcaaaa gtcgaatctc tatcactcga
ttgaattctg tgactattga ggacacagce
tttcecttatt ggggccaagg gactctggtce

<210>2

<211> 134

<212> PRT

<213> Mus musculus

acagcctttce
aaaccttete
tttgcctgga
agttatagtg
gacacatcca
acatattact
actgtctctg

ctggtgtecct
agtctctgtc
actggatccg
gtaacactag
agaaccaatt
gtgtaacggce
ca

gtctgatgtg
cctcacctge
gcagtttcca
gtacaaccca
cttectgcag
gggacgeggg

60

120
180
240
300
360
402
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<400> 2

<210>3
<211> 384

<212> ADN

Met Arg

Leu Ser

Ser Gln

Ser Asp
Glu
65
Ser

Trp
Leu

Phe Phe

Tyr Cys

val
130

Leu

<213> Mus musculus

<400> 3

<210> 4
<211> 128

<212> PRT

atggtgtcca
gacatcctga
atcacttgcc
gggaaatcat
aggttcagtg
gaagattttg
ggcaccaagc

<213> Mus musculus

<400> 4

Met Val

Gly Ala

Val Ser

Ile Asn
50
Lys Gly
65
Arg Phe

Ser Leu

Gln Phe

Val
5

Asp
20

Ser

Phe
Met

Lys
85

Leu
100

vVal
115
Thr

cagctcagtt
tgacccaatc
attcaagtca
ttaagggcct
gcagtggatc
cagactatta
tggaaatcaa

Ser Thr Ala

Arg Cys
20
Gly

Asp

Leu
35
Ser

Asp

Asn Ile

Leu Ile Tyr
Ser
85

Glu

Ser Gly

Glu Ser
100
Trp

Pro Thr

115

Leu Ile Leu
Val Gln Leu
Leu Ser Leu
Ala Trp Asn
Gly Tyr Ile
Ser Arg Ile

Gln Leu Asn

Thr Ala Gly Arg

ES 2 334 494 T3

Leu
Gln
Thr
Trp
55
Ser
70

Ser

Ser

Trp
Glu
Cys
40

Ile
Tyr
Ile

val

Gly Phe

Phe
10
Gly

Leu

Ser
25
Thr Val

Arg Gln

Ser Gly

Thr Arg
90
Thr Ile

105

120

Val Ser Ala

ccttgcattce
tccatcectece
ggacattaac
gatctatcat
tggagccgat
ctgtgtacag
acgt

Gln Phe

Ile Leu

Thr Val

Gly Trp
His
70
Gly

Gly
Ser
Asp Phe

Phe Gly

Leu
Met
Ser
40

Leu
Thr
Gly

Rla

Gly

ttgttgcttt
atgtctgtat
agtaatatag
ggaaccaact
tattctctca
tatgctcagt

Phe
10
Gln

Ala

Thr
25
Ile Thr

Gln Gln

ARsn Leu

Leu
Ser
Cys
Arg

Asp

Thr Ala Phe

Pro Ser Leu

Thr Gly Tyr

45

Phe Pro Gly
60

Asn Thr
75

Asp

Arg

Thr Ser

Glu Asp Thr

Pro Gly Vval
15

Val Lys

30

Ser

Pro

Ile Thr

Asn Lys Leu
Pro
80

Gln

Tyr Asn
Asn
95
Thr

Lys

Ala
110

Tyr

125

ggtttccagg
ctctgggaga
ggtggttgcea
tggacgatga
ccatcagcag
tteegtggac

Leu Leu

Pro Ser
His Ser
Pro Gly

Asp Glu

75

Ala Asp
S0
Asp Tyr
105

Gly Thr

120

Tyr
Tyr

Lys

Ser Leu

Cys Val

Glu
125

Leu

tgcaagatgt
cacagtcagc
gcagagacca
agttccatca
cctggaatct
gttcggtgga

Phe
15
Met

Trp Pro

Ser Ser

Ser Gln Asp

Lys Ser Phe

Val Pro Ser

Thr Ile
95

Tyr

Ser

Gln
110
Ile

Ala

Lys Arg

Pro Tyr Trp Gly Gln Gly Thr

60

120
180
240
300
360
384
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<210>5

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sintética

<223> biotinilada en la posicién 1

<400> 5

Asx Leu Glu Glu Lys Lys Gly Asn Tyr Val Val Thr Asp His

1 5

<210> 6

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sintética

<223> biotinilada en la posicién 13

<400> 6

Leu Glu Glu Lys Lys Gly Asn Tyr Val Val Thr Asp His Asx

1 5

<210>7

<211> 6149

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> vector sintético

ES 2 334 494 T3
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<400> 7

ctcgagagcg
ccaggcttta
aatttcacac
acagtcccceg
cgcggggtaa
ggagaaccgt
gccagaacac
ggccctigeg
cgagcttcgg
gcctcgLget
gcacctocge
acctgetgeg
cactggtatt
atgttcggeg
agctggccgg

ggcaaggctg
tgctgcaggg
cacacaaagg
cecgggegceceg
ttggggggag
taggccagcet
ttggttcatt
cgegtceteqgg
gcattcttgt
tcectecatgt
attaacagta
tatcatggaa
gccgattatt
gtacagcatg
gtgagtggat
attatgcgca
cttctttect
cagttgaaat
gccaaagtac
acagagcagg
gcagactacg
cccgtcacaa
caacggtttc
ccgettggaa

ggcagtgagce
cactttatgc
agaattcgtg
agaagttggg
actgggaaag
atataagtgc
aggtaagtgc
tgccttgaat
gttggaagtg
tgagttgagg
gcctgteteg
acgcttttrt
tcggtttttg
aggcggggec
cctgctcectgg

gcecggtcegg
agctcaaaat
aaaagggcct
tccaggcacc
gggttttatg
tggcacttga
ctcaagcctc
gaagctttag
tgctttggtt
ctgtatctct
atatagggtg
ccaacttgga
ctctcaccat
ctcagtttcc
ccatctggga
aacaacacac
caggaactgt
ctggaactgc
agtggaaggt
acagcaagga
agaaacacaa
agagcttcaa
cctctagcgg

taaggcecggt

ES 2 334 494 T3

gcaacgcaat
tcececggeteyg
aggctceggt
gggaggggtce
tgatgtcgtg
agtagtcgcece
cgtgtgtggt
tacttccacg
ggtgggagag
cctggectgg
ctgctttcga
tctggcaaga
gggccgceggyg
tgcgagegeqg
tgcctggect

caccagttgce
ggaggacgcg
ttcegtecte
tcgattagtt
cgatggagtt
tgtaattctce
agacagtggt
tttaaacgcce
tccaggtgca
gggagacaca
gttgcagcag
cgatgaagtt
cagcagcctg
gtggacgttc
taagcatgct
ccaagggcag
ggctgcacca
ctctgttgtg
ggataacgcc
cagcacctac
agtctacgcc
caggggagag
gatcaattcc
gtgcgtttgt

taatgtgagt
tatgttgtgt
gcccgtcagt
ggcaattgaa
tactggctcc
gtgaacgttc
tccegeggge
cceetggetg
ttcgaggect
gcgetgggyge
taagtctcta
tagtcttgta
cggcgacggg
gccaccgaga
cgcgeecgecy

gtgagcggaa
gcgctcggga
agccgtcgcet
ctcgagettet
tceccecacact
cttggaattt
tcaaagtttt
gccaccatgg
agatgtgaca
gtcagcatca
agaccaggga
ccatcaaggt
gaatctgaag
ggtggaggca
gttttctgtce
aactttgtta
tctgtettea
tgcctgctga
ctccaatcgg
agcctcagca
tgcgaagtca
tgttgagcta
gcecececcee
ctatatgtta

tagctcactc
ggagattgtg
gggcagagcg
ccggtgecta
gcctttttec
tttttcgcaa
ctggectctt
cagtacgtga
tgcgcttaag
cgeccgegtge
gccatttaaa
aatgcgggcec
gcecgtgegt
atcggacggg
tgtatcgccce

agatggccge
gagcgggcgyg
tcatgtgact
tggagtacgt
gagtgggtgg
gccectttttg
tttettcecat
tgtccacagc
tcctgatgac
cttgccatte
aatcatttaa
tcagtggcag
attttgcaga
ccaagctgga
tgtcccetaac
cttaaacacc
tctteceegee
ataacttcta
gtaactccca
gcaccctgac
cccatcaggg
gaactaacta
cctaacgtta
tttteccacca

attaggcacc
agcggataac
cacatcgccce
gagaaggtgg
cgagggtggg
cgggtttgee
tacgggttat
ttcttgatce
gagccccttce
gaatctggtg
atttttgatg
aagatctgca
cccagegceac
ggtagtctca
cgccctggge

ttecceggece
gtgagtcacc
ccacggagta
cgtctttagg
agactgaagt
agtttggatc
ttcaggtgta
tcagttcctt
ccaatctcca
aagtcaggac
gggcctgatc
tggatctgga
crattactgt
aatcaaacgg
atgccectgtg
atcctgtttg
atctgatgag
tcccagagag
ggagagtgtc
gctgagcaaa
cctgagcteg
actaagctag
ctggccgaag
tattgccgtce

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
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ttttggcaat
tctttcccct
tctggaagcet
cccacctggce
ggcggcacaa
ctcctcaage
atctgatctg
ctaggccccece
tgaacaagat
tgactgggca
ggggcegcecceg
cgaggcagcg
cgttgtcact
cctgtcatct
gctgcatacg
gcgagcacgt
tcaggggctce
ggatctecgte
cttttctgga
gttggctacc
gctttacggt
gttcttctga
caacagttgc
gcgggtgtgg
cctttcgett
aatcgggggc
cttgattagg
tgacgttgga
accctatctc
agctgattta
ggcacttttce
caaatatgta
ggaagagtat
gccttactgt
tgggtgcacg
ttegecccga
tattatcccg
atgacttggt
gagaattatg

caacgatcgg
ctcgecttga
ccacgatgcce
ctctagcettc
ttctgcgetc
gtgggtctcg
ttatctacac
taggtgcctce
agattgattt
atctcatgac
daaagatcaa
caaaaaacca
tccgaaggta
gtagttaggc
cctgttacca
acgatagtta
cagcttggag
cgeccacgett
aggagagcgc
gtttcgecac
atggaaaaac
tcacatgttce
gtgagctgat
agcggaagag
caggtatcac

gtgagggccc
ctcgccaaag
tcttgaagac
gacaggtgcc
ccccagtgec
gtattcaaca
gggccteggt
cgaaccacgg
ggattgcacg
caacagacaa
gttetttttg
cggctatcgt
gaagcgggaa
caccttgete
cttgatccgg
actcggatgg
gcgecageeg
gtgacccatg
ttcatcgact
cgtgatattg
atcgccgcetce
gtcgatcgac
gcagcctgaa
tggttacgcg
tcttcectte
tcecctttagg
gtgatggttc
gtccacgttc
ggtctattta
acaaaattta
ggggaaatgt
tcecgetcatg
gagtattcaa
ttttgctcac
agtgggttac
agaacgtttt
tattgacgcc
tgagtactca
cagtgctgcec

aggaccgaag
tecgttgggaa
tgtagcaatg
ccggcaacaa
ggccetteeg
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatccct
aggatgttct
ccgctaccag
actggcettca
caccacttca
gtggctgctg
ccggataagg
cgaacgacct
cccgaaggga
acgagggagce
ctctgacttg
gccagcaacg
tttcctgegt
accgctcgee
cgcccaatac
gaggcccttt
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ggaaacctgg
gaatgcaagg
aaacaacgtc
tctgeggeca
acgttgtgag
aggggctgaa
gcacatgctt
ggacgtggtt
caggttctcce
tcggctgctc
tcaagaccga
ggctggccac
gggactggct
ctgccgagaa
ctacctgece
aagccggtct
aactgttcgce
gcgatgeetg
gtggcecggcet
ctgaagagct
ccgattcgeca
ctggcgtaat
tggcgaatgg
cagcgtgacc
ctttctcgec
gttccgactt
acgtagtggg
tttaatagtg
taagggattt
acgcgaattt
gcgcggaacc
agacaataac
catttcegtg
ccagaaacgc
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagagc
ccagtcacag
ataaccatga

gagctaaccg
ccggagcectga
gcaacaacgt
ttaatagact
gctggctggt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcctt
cggtggtttg
gcagagcgea
agaactctgt
ccagtggcga
cgcagcggtc
acaccgaact
gaaaggcgga
ttccaggggg
agcgtcgatt
cggccttttt
tatccecctga
gcagccgaac

gcaaaccgce

cgtcttcac

cecetgtette
tctgttgaat
tgtagcgacc
aaagccacgt
ttggatagtet
ggatgcccag
tacgtgtgtt
ttcctttgaa
ggccgettgg
tgatgccgcece
cctgteecggt
gacgggcgtt
gctattgggc
agtatccatc
attcgaccac
tgtcgatcag
caggctcaag
cttgccgaat
gggtgtggcg
tggcggcgaa
gcgcatcgcecc
agcgaagagg
gacgcgecct
gctacacttg
acgttcgececg
agtgctttac
ccatcgcecct
gactcttgte
tgccgattte
taacaaaata
cctatatt:tg
cctgataaat
tcgeecttat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactcggtcg
aaaagcatat
gtgataacac

cttttttgca
atgaagccat
tgcgcaaact
ggatggaggc
ttattgctga
ggccagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttcgttcca
tttttctgea
tttgccggat
gataccaaat
agcaccgcecct
taagtcgtgt
gggctgaacyg
gagataccta
caggtatccg
aaacgccetgg
tttgtgatgc
acggttcctg
ttctgtggat
gaccgagcgce

tctceeccgeg

ttgacgagca
gtcgtgaagg
ctttgcaggc
gtataagata
gtggaaagag
aaggtacccce
tagtcgaggt
aaacacgata
gtggagaggc
gtgttcegge
gcectgaatg
ccttgcgcag
gaagtgccgg
atggctgatg
caagcgaaac
gatgatctgg
gcgegeatge
atcatggtgg
gaccgctate
tgggctgacc
ttctatecgece
cccgcaccga
gtagcggege
ccagegeect
gctttceceg
ggcacctcga
gatagacggt
ccaaactgga
ggcetattgg
ttaacgctta
tttattttzc
gcttcaataa
tcecetttttt
aaaagatgct
cggtaagatc
agttctgcta
ccgecatacac
tacggatggc
tgcggccaac

caacatgggg
accaaacgac
attaactggc
ggataaagtt
taaatctgga
taagccctce
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
ctgagcgtca
cgtaatctgce
caagagctac
actgtcctte
acatacctcg
cttaccgggt
gggggttegt
cagcgtgage
gtaagcggca
tatctttata
tcgrcagggyg
gcecttttget
aaccgtatta
agcgagtcag
cgttggccga

ttcctagggg
aagcagttcc
agcggaacce
cacctgcaaa
tcaaatggct
attgtatggg
taaaaaacgt
ataccatggt
tattcggcta
tgtcagcgcea
aactgcagga
ctgtgctcga
ggcaggatct
caatgcggceg
atcgcatcga
acgaagagca
ccgacggcga
aaaatggccg
aggacatagc
gcttcctegt
ttcttgacga
tcgcecttece
attaagcgeg
agcgcccgcet
tcaagctcta
ccccaaaaaa
ttttcgectt
acaacactca
ttaaaaaatg
caatttaggt
taaatacatt
tattgaaaaa
gcggeatttt
gaagatcagt
cttgagagtz:
tgtggcgegg
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttctga

gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac
gccggtgage
cgtatcgtag
atcgctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gacccegtag
tgcttgcaaa
caactctttt
tagtgtagcc
ctctgctaat
tggactcaag
gcacacagcc
tatgagaaag
gggtcggaac
gtcctgtegg
ggcggagect
ggccttttge
ccgectttga
tgagcgagga

ttcattaatg

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680

4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6149
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<210> 8
<211> 6625
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> vector sintético

<400> 8

ctcgagagcg
ccaggcttta
aatttcacac
acagtccccg
cgcggggtaa
ggagaaccgt
gccagaacac
ggcccttgceg
cgagcttcgg
gcctecgtgcet
gcaccttcge
acctgctgeg
cactggtatt
atgttcggeg
agctggcegg
ggcaaggctg
tgctgcaggg
cacacaaagg
ccggygcgeceg
ttggggggag
taggccagct
ttggttcatt
cgegtetegg
ctgttcacag
ctggtgaaac

agtgattttg
tacataagtt
actcgagaca
acagccacat
ctggtcactg
accgcggtca
cctggcaccce
ggactacttc
gcacacctte
cgtgecectee
caacaccaag
accgtgccca
caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaag
cgtcctgeac
cctccecagece
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaagctc

ggcagtgagc
cactttatgc
agaattcgtg
agaagttggg
actgggaaag
atataagtgc
aggtaagtgc
tgccttgaat
gttggaagtg
tgagttgagg
gcectgteteg
acgectttett
tcggtttetg
aggcggggcec
cctgctetgg
gceceggtegg
agctcaaaat
aaaagggcct
tccaggcacc
gggttttatg
tggcactcga
ctcaagccte
gaagctttag
ccttteectgg
cttctcagac

cctggaactg
atagtggtaa
catccaagaa
attactgtgt
tctctgcaca
catggcacca
tcctccaaga
cccgaacegg
ccggetgtee
agcagcttgg
gtggacaaga
gcacctgaac
ctcatgatct
cctgaggtca
ccgcgggagg
caggactggc
cccatcgaga
ctgceceecat
ggcttctatc
tacaagacca
accgtggaca
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gcaacgcaat
tcececggeteg
aggctceggt
gggaggggtc
tgatgtcgtg
agtagtcgcce
cgtgtgtggt
tacttccacg
ggtgggagag
cctggecectgg
ctgectttcga
tctggcaaga
gggcegeggyg
tgcgagcgceg
tgcctggect
caccagttgc
ggaggacgcg
ttccgtecte
tcgattagtt
cgatggagtt
tgtaattctc
agacagtggt
tttaaacgcc
tgtcetgtcet
tctgteccete

gatccggcag
cactaggtac
ccaattcttc
aacggcggga
gtgagtggat
cctetecttge
gcacctectgg
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacccagac
aagttgagcc
tcctgggggg
cceggacccee
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatctce
cccgggagga
ccagcgacat
cgectcecegt
agagcaggtg

taatgtgagt
tatgttgtgt
gccegtceagt
ggcaattgaa
tactggctcc
gtgaacgttc
teecegeggge
cccetggetg
ttcgaggect
gcgectgggge
taagtctcta
tagtcttgta
cggcgacggg
gccaccgaga
cgcgecgeeqg
gtgagcggaa
gcgctcggga
agccgtegcet
ctcgagcettt
tccecacact
cttggaattt
tcaaagtttt
gccaccatga
gatgtgcagce
acctgcactg

tttccaggaa
aacccatctce
ctgcagttga
cgcgggttee
cctctgegece
agcctccace
gggcacagceg
gtggaactca
aggactctac
ctacatctgce
caaatcttgt
accgtcagtc
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagracaag
caaagccaaa
gatgaccaag
cgecegtggag
gctggactcc
gcagcagggg

tagctcactc
ggagattgtg
gggcagagcg
ccggtgcecta
gcctttttee
tttttcgcecaa
ctggcctett
cagtacgtga
tgcgecttaag
cgcecgegtge
gccatttaaa
aatgcgggcc
gccegtgegt
atcggacggg
tgtatcgccce
agatggccgc
gagcgggcegyg
tcatgtgact
tggagtacgt
gagtgggtgg
gccettiteg
tttecttccat
gagtgctgat
ttcaggagtc
tcactggcta

acaagctgga
tcaaaagtcg
attctgtgac
cttattgggg
tgggcccage
aagggcccat
gccectggget
ggcgccctga
tccctcagceca
aacgtgaatc
gacaaaactc
ttcctettee
tgcgtggtgg
ggcgtggagg
cgggtggtca
tgcaaggtct
gggcagcccee
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctcct
aacgtcttet

attaggcacc
agcggataac
cacatcgccce
gagaaggtgg
cgagggtggg
cgggtttgcce
tacgggttat
ttcttgatce
gagccectte
gaatctggtg
atttttgatg
aagatctgca
cccagcgcac
ggtagtctca
cgcecectggge
ttceceggecece
gtgagtcacc
ccacggagta
cgtctttagg
agactgaagt
agtttggatc
ttcaggtgta
tcttttgtgg
gggacctagc
ctcaatcacc

gtggatgggce
aatctctatc
tattgaggac
ccaagggact
tctgtcccac
cggtcttecece
gcctggtcaa
ccagcggcegt
gcgtggtgac
acaagcccag
acacatgccce
ccccaaaacc
tggacgtgag
tgcataacgc
gcgtecteac
ccaacaaagc
gagaaccaca
gcctgacctg
atgggcagcec
tcttcctcta
catgctcegt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
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gatgcatgag
atgagctaga
ceccecectaa
tgttatttte
tcttcttgac
tgaatgtcgt
cgaccctttg
cacgtgtata
tagttgtgga
cccagaaggt
gtgtttagtc
ttgaaaaaca
atatggggat
acttccaaaqg
gtaggaaaac
gttcgatata
caaaagtttg
catggtttgg
cctcagactc
aattgatttg
ggaggaaaaa
tgctttcaag
ttgctggteg
agttgcgcag
gtgtggtggt
tegetteett
gggggctccc
attagggtga
gttggagtcc
tatctcggte
gatttaacaa
cttttcgggg
tatgtatccg
gagtatgagt
tactgttttt
tgcacgagtg
ccccgaagaa
atcccgtatt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgatedt

gatgcctgta
agcttcecgg
gegeteggee
gtctcgeggt
ctacacgacg
tgectcactyg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaccaccgce
aaggtaactg
ttaggccacc
ttaccagtgg
tagttaccgg
ttggagcgaa
acgctteceg
gagcgcacga
cgccacctct
aaaaacgcca

atgttctttc
gctgataccg
gaagagcgcce
tatcacgagg

gctctgcaca
aactaactaa
cgttactgge
caccatattg
gagcattcct
gaaggaagca
caggcagcgyg
agatacacct
aagagtcaaa
accccattgt
gaggttaaaa
cgataatacc
tggcaagaac
aatgaccaca
ctggttctcec
gttctcagta
gatgatgcct
atagtcggag
tttgtgacaa
gggaaatata
ggcatcaagt
ttctectgete
atcgacctgg
cctgaatgge
tacgcgcage
cececttecttt
tttagggttc
tggttcacgt
acgttcttta
tatttataag
aatttaacgc
aaatgtgcgce
ctcatgagac
attcaacatt
gctcacccag
ggttacatcg
cgttttccaa
gacgeeggge
tactcaccag
gctgecataa
ccgaaggage
tgggaacecgg

gcaatggcaa
caacaattaa
cttceggetg
atcattgcag
gggagtcagg
attaagcatt
cttcattttt
atcccttaac
tgttcttgag
taccagcggt
gcttcagcag
acttcaagaa
ctgctgcecag
ataaggcgca
cgacctacac
aagggagaaa
gggagcttce
gacttgagcg
gcaacgcggc

ctgcgttatc
ctcgecgeag
caatacgcaa
ccctttegte
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accactacac
gctagcaacg
cgaagccgct
ccgtettttg
aggggtcttt
gttectctgg
aacceccccac
gcaaaggcgg
tggctctect
atgggatctg
aacgtctagg
atggttcgac
ggagacctac
acctcttcag
attcctgaga
gagaactcaa
taagacttat
gcagttctgt
ggatcatgca
aacttctccc
ataagtttga
ccctectaaa
cgtaatagcg
gaatgggacg
gtgaccgcta
ctcgccacgt
cgatttagtg
agtgggccat
atagtggact
ggattttgcc
gaattttaac
ggaaccccta
aataaccctg
tcegtgtege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgcttt
agctgaatga

caacgttgcg
tagactggat
gctggtttat
cactggggcc
caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaag
gtgagttttc
atcctttttt
ggtttgtttg
agcgcagata
ctctgtagca
tggcgataag
gcggteggge
cgaactgaga
ggcggacagyg

agggggaaac
tcgatttttg
ctttttacgg

ccctgattct
ccgaacgacc
accgcctctc
ttcac

gcagaagagc
gtttcectet
tggaataagg
gcaatgtgag
ccectectege
aagcttcttg
ctggcgacag
cacaacccca
caagcgtatt
atctggggcece
ceccececgaac
cattgaactyg
cctggectee
tggaaggtaa
agaatcgacc
agaaccacca
tgaacaaccg
ttaccaggaa
ggaatttgaa
agaataccca
agtctacgag
gctatgeatt
aagaggcccg
cgccctgtag
cacttgccag
tcgeeggett
ctttacggca
cgcectgata
cttgttccaa
gatttcggcec
aaaatattaa
tatttgttta
ataaatgctt
ccttattecce
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtcgeege
gcatattacg
taacactgcg
tttgcacaac
agccatacca

caaactatta
ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtg
gttccactga
tctgcacgta
ccggatcaag
ccaaatactg
ccgcctacat
tcgtgtctta
tgaacggggg
tacctacagce
tatccggtaa
gcectggtatce
tgatgctegt
ttcectggect

gtggataacc
gagcgcagcg
ccecgegegtt

ctctccetgt
agcgggatca
ccggtgtgeg
ggcccggaaa
caaaggaatg
aagacaaaca
gtgcctetge
gtgccacgtt
caacaagggg
tecggtgcaca
cacggggacg
catcgtcgce
gctcaggaac
acagaatctg
tttaaaggac
cgaggagctce
gaattggcaa
gccatgaatce
agtgacacgt
ggcgtectet
aagaaagact
tttataagac
caccgatecgce
cggegecatta
cgcectageg
tccecgtceaa
cctecgaccce
gacggttett
actggaacaa
tattggttaa
cgcttacaat
tttttctaaa
caataatatt
ttttttgegg
gatgctgaag
aagatccttg
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacgacgagc

actggcgaac
aaagttgcag
tctggageeg
ccecteeegta
agacagatcg
tactcatata
aagatccttt
gcgtcagacce
atctgctgcet
agctaccaac
tccttctagt
acctcgctcet
ccgggttgga
gttegtgcac
gtgagctatg
gcggcagggt
tttatagtcc

caggggggcyg
tttgctggcc

gtattaccgc
agtcagtgag
ggccgattca

ctccgggtaa
attccgeccc
tttgtctata
cctggccetg
caaggtctgt
acgtctgtag
ggccaaaagc
gtgagttgga
ctgaaggatg
tgctttacgt
tggttttecect
gtgtcccaaa
gagttcaagt
gtgattatgg
agaattaatg
attttcttge
gtaaagtaga
aaccaggceca
ttttceccaga
ctgaggtcca
aacaggaaga
catgggactt
ccttceccaac
agcgeggcegyg
cccgectectt
gctctaaatc
aaaaaacttg
cgcctttgac
cactcaaccc
aaaatgagct
ttaggtggca
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgccet
atcagttggg
agagttttcg
gcgecggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac

tacttactct
gaccacttct
gtgagcgtgg
tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
tcttttteeg
gtagccgtag
gctaatcctg
ctcaagacga
acagcccagce
agaaagcgcee
cggaacagga
tgtcgggtet
gagcctatgg
ttttgectcac

ctttgagtga
cgaggaagcg
ttaatgcagg

2820
2880
2840
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280

5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420

6480
6540
6600
6625
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<210>9

<211> 234

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> vector sintético

<400> 9

Met Val
Gly Ala
val Ser

Ile Asn
50

Lys Gly

65

Arg Phe

Ser Leu
Gln Phe

Thr val
130

Leu Lys

145

Pro Arg

Gly Asn
Tyr Ser

His Lys

210
vVal Thr
225

<210> 10

<211> 463

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> vector sintético

Ser
Arg
Leu
35

Ser
Leu
Ser
Glu
Pro
115
Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
195
Val

Lys

Thr
Cys
20

Gly
Asn
Ile
Gly
Ser
100
Trp
Ala
Gly
Ala
Gln
180
Ser

Tyr

Ser

Ala
Asp
Asp
Ile
Tyr
Ser
85

Glu
Thr
Pro
Thr
Lys
165
Glu
Ser

Ala

Phe

ES 2 334 494 T3

Gln
Ile
Thr
Gly
His
70

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala
150
Val
Ser
Thr
Cys

Asn
230

Phe
Leu
Val
Trp
55

Gly
Ser
Phe
Gly
val
135
Ser
Gln
Val
Leu
Glu

215
Arg

Leu
Met
Ser
Leu
Thr
Gly
Ala
Gly
120
Phe
Val
Trp
Thr
Thr
200

Val

Gly

Ala
Thr
25

Ile
Gln
Asn
Ala
Asp
105
Gly
Ile
val
Lys
Glu
185
Leu

Thr

Glu

Phe
10

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
90

Tyr
Thr
Phe
Cys
val
170
Gin
Ser
His

Cys

Leu
Ser
Cys
Arg
Asp
75

Tyr
Tyr
Lys
Pro
Leu
155
Asp
Asp
Lys

Gln

Leu
Pro
His
Pro
60

Asp
Ser
Cys
Leu
Pro
140
Leu
Asn
Ser

Ala

Gly
220

Leu
Ser
Ser
45

Gly
Glu
Leu
Val
Glu
125
Ser
Asn
Ala
Lys
Asp

205
Leu

Trp
Ser
30

Ser
Lys
Val
Thr
Gln
110
Ile
Asp
Asn
Leu
Asp
190
Tyr

Ser

Phe
15

Met
Gln
Ser
Pro
Ile
95

His
Lys
Glu
Phe
Gln
175
Ser

Glu

Ser

Pro
Ser
Asp
Phe
Ser
Ser
Ala
Arg
Gln
Tyr
160
Ser
Thr
Lys

Pro
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<400> 10

Met Arg Val

Leu

Ser
Ser
Glu
65

Ser
Phe
Tyr
Leu
Rla
145
Leu
Gly
Ser
Leu
Thr
225
Thr
Phe
Pro
Val
Thr
305
val
Cys
Ser
Pro
val
385
Gly
Asp

Trp

His

<210> 11
<211>116

<212> PRT

<213> Mus musculus

Ser

Gln
Asp
Trp
Leu
Phe
Cys
val
130
Pro
val
Ala
Gly
Gly
210
Lys
Cys
Leu
Glu
Lys
290
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
370
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
450

Asp

Thr
35

Phe
Met
Lys
Leu
val
115
Thr
Ser
Lys
Leu
Leu
195
Thr
Val
Pro
Phe
val
275
Phe
Pro
Thr
val

Ala
355

Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

435
His

Leu

val

Leu

Ala
Gly
Ser
Gln
100

Thr
val

Ser
Asp
Thr
180

Tyr
Gln

Asp
Pro
Pro
260
Thr
Asn
Arg
Val

Ser

340

Lys

Glu
Phe
Glu
Phe
420
Gly

Tyr

Ile

Gln

Ser
Trp
Tyr
Arg
85
Leu
Ala
Ser
Lys
Tyr
165
Ser
Ser
Thr
Lys
Cys
245
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
325
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
405
Phe

Asn

Thr

ES 2 334 494 T3

Leu

Leu

Leu
Asn
Ile
70
Ile
Asn
Gly
Ala
Ser
150
Phe
Gly
Leu
Tyr
Lys
230
Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
310
His
Lys
Gln
Met
Pro
390
Asn
Leu

val

Gln

Leu Trp Leu Phe Thr Ala Phe Pro Gly Val

10

15

Gln Glu Ser Gly Pro Ser Leu Val Lys Pro

Thr
Trp
55

Ser
Ser
Ser
Arg
Ser
135
Thr
Pro
Val
Ser
Ile
215
val
Ala
Pro
Val
val
295
Gln
Gln
Ala

Pro

Thr
375
Ser
Tyr
Tyr
Phe

Lys
455

Cys
40
Ile
Tyr
Ile
val
Gly
120
Thr
Ser
Glu
His
Ser
200
Cys
Glu
Pro
Lys
Val
280
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
360
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

440
Ser

25

30

Thr Val Thr Gly Tyr Ser Ile Thr

Arg
Ser
Thr
Thr
105
Phe
Lys
Gly
Pro
Thr

185
Val

Asn
Trp
Pro

345
Glu

Asn
Ile
Thr
Lys
425
Cys

Leu

Gln
Gly
Arg
S0

Ile
Prxo
Gly
Gly
val
170
Phe
Tyr
val
Lys
Leu
250
Thr
val
Val
Ser
Leu
330
Ala

Pro

Gln
Ala
Thr
410
Leu

Ser

Ser

Phe
Asn
75
Asp
Glu
Tyx
Pro
Thr
155
Thr
Pro
Ser
Asn
Ser
235
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
315
Asn
Pro
Gln
Val
Val
395
Pro
Thr

Val

Leu

Pro
60

Thr
Thr
AsSp
Trp
Ser
140
Ala
Val
Ala
val
His
220
Cys
Gly
Met
His
Val
300
Tyr
Gly
Ile

Val

Ser
380
Glu
Pro
Val

Met

Ser
460

45
Gly

Arg
Ser
Thr
Gly
125
val
Ala
Ser
Val
Pro
205
Lys
Asp
Gly
Ile
Glu
285
His
Arg
Lys
Glu
Tyr
365
Leu
Trp
val
Asp
His

445
Pro

Asn
Tyr
Lys
Ala
110
Gln
Phe
Leu
Trp
Leu
190
Ser
Pro
Lys
Pro
Ser
270
Asp
Asn
Val
Glu
Lys

350
Thr

Thr
Glu
Leu
Lys
430
Glu

Gly

Lys Leu

Asn Pro
80

Asn Gln

95

Thr Tyr

Gly Thr
Pro Leu

Gly Cys
160

Asn Ser

175

Gln Ser

Ser Ser
Ser Asn

Thr His
240

Ser Val

255

Arg Thr

Pro Glu

Ala Lys

Val Ser
320

Tyr Lys

335

Thr Ile

Leu Pro
Cys Leu
Ser Asn

400

Asp Ser
415
Ser Arg
Ala Leu

LyS
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<400> 11

<210> 12
<211> 108
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 12

Asp Val

1

Ser Leu
Phe Ala
Met Gly

Lys Ser

65

Leu Gln

val Thr

Thr Val

Asp
Asp
Ile
Tyr
Ser
65

Glu

Thr

S0

Ile
Thr
Gly
His
50

Gly
Asp

Phe

Gln
Ser
Trp
Tyr
Arg
Leu
Ala

Ser
115

Leu
val
Trp
35

Gly
Ser

Phe

Gly

Leu
Leu
Asn
Ile
Ile
Asn
Gly

100
Ala

Met
Ser
20

Leu
Thr
Gly
Ala

Gly
100

Gln
Thr
Trp
Ser
Ser
Ser

85
Arg

Thr
Ile
Gln
Asn
Ala
Asp

85
Gly

ES 2 334 494 T3

Glu
Cys
Ile
Tyr
Ile
70

val

Gly

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
270

Tyr

Thr

Ser
Thr
Arg
Ser
55

Thr
Thr

Phe

Ser
Cys
Arg
Asp
55

Tyr
Tyr

Lys

Gly
Val
Gln
40

Gly
Arg
Ile

Pro

Pro
His
Pro
40

Asp
Ser

Cys

Leu

Pro
Thr
25

Phe
Asn
Asp
Glu

Tyr
105

Ser
Ser
25

Gly
Glu
Leu

Val

Glu
105

10

Ser
10

Gly
Pro
Thr
Thr
Asp

90
Trp

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

Leu
Tyr
Gly
Arg
Ser
75

Thr

Gly

Met
Gln
Ser
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

val
Ser
Asn
Tyr
60

Lys

Ala

Gln

Ser
Asp
Phe
Ser
60

Ser

Ala

Arg

Lys
Ile
Lys
45

Asn
Asn

Thr

Gly

Val
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Gln

Pro
Thr
30

Leu
Pro
Gln
Tyr

Thr
110

Ser
Asn
Gly
Phe
Leu

Phe

Ser
15

Ser
Glu
Ser
Phe
Tyr

95
Leu

Leu
15

Ser
Leu
Ser

Glu

Pro
95

Gln
Asp
Trp
Leu
Phe
80

Cys

Val

Gly
Asn
Ile
Gly
Ser

80
Trp
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