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DESCRIPCION

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al campo del diagndstico y del tratamiento del cancer y, mas especificamente,
a la identificacion de polipéptidos, tales como anticuerpos, utiles en el diagndstico, la deteccién, la monitorizacion vy el
tratamiento de neoplasmas en un mamifero, por ejemplo, un ser humano.

En los Estados Unidos cada afio se diagnostica con cancer muy por encima de un millén de individuos. Aunque
los avances recientes en el campo médico han mejorado significativamente la tasa de supervivencia entre los pacientes
con cancer, todavia podria evitarse un gran nimero de muertes relacionadas con el cancer mediante el diagndstico
temprano del tumor. Por lo tanto, en el momento del diagndstico inicial, un nimero alarmante de pacientes ya ha
alcanzado estadios tardios de la enfermedad.

Con respecto al cancer colorrectal, el prondstico es habitualmente escaso en el 50% de todos los casos porque
el tumor a menudo no se detecta hasta que la enfermedad se ha expandido y alcanzado un estadio terminal. De manera
similar, a aproximadamente un 75% de las mujeres se les diagnostica cadncer de ovario después que la enfermedad ya
ha alcanzado un estadio avanzado (estadio Il o IV) porque los sintomas del cancer de ovario a menudo son imprecisos
o “silenciosos”. A pesar de la intervencién quirdrgica agresiva y los nuevos regimenes quimioterapicos, la tasa de
supervivencia global a 5 afios para estas mujeres con cancer de ovario en estadio avanzado ha permanecido constante
durante los ultimos 30 afios, en aproximadamente 15%. Por el contrario, las mujeres a las que se les ha diagnosticado
cancer confinado en el ovario (estadio 1) presentan una tasa de supervivencia global a 5 afios de aproximadamente
90%.

El documento WO 01/93560 A1 describe un anticuerpo que reconoce un receptor TRAIL DR5 y que presenta
una actividad inductora de la apoptosis frente a una célula que expresa DR5 in vivo. El documento WO 97/13844 A1
describe un elemento de union especifica que comprende un dominio de unién a antigeno de anticuerpo humano
especifico para TGFB humano, que se une a las isoformas de TGFB humano TGFB1 o TGFB2 y TGFp1,
preferentemente con respecto a TGFB3. El documento EP 1 106 183 A2 describe la utilizacién de un anticuerpo anti-
ErbB2 en la preparacion de un medicamento destinado al tratamiento de un tumor o cancer asociado con la
sobreexpresion o activacion de ErbB2, siendo dicho tumor o cancer un tumor de higado, tumor colorrectal, tumor de
prostata, tumor pancreatico, tumor vulvar, tumor de tiroides, tumor hepatico, sarcoma, glioblastoma, tumor de cabeza y
cuello, leucemia o neoplasia linfoide.

Claramente, existe una necesidad de la deteccion y el tratamiento tempranos y mejorados de neoplasmas (por
ejemplo, un adenocarcinoma colorrectal, cdncer de ovario, carcinoma escamoso de pulmén, carcinoma lobulillar de
mama, carcinoma de estdmago, carcinoma de células escamosas de esdfago, adenocarcinoma pancreatico,
adenocarcinoma de pulmoén, carcinoma ductal de mama, adenocarcinoma uterino, o adenocarcinoma de proéstata), ya
que esto aumentaria la posibilidad del tratamiento del neoplasma, y conduciria asi a un prondstico mejorado para la
supervivencia a largo plazo.

SUMARIO DE LA INVENCION

Se ha descubierto un anticuerpo que reacciona con un epitopo especifico para células neoplasicas. Estos
polipéptidos no son sélo excelentes herramientas de diagndstico, sino que también puede inducir la apoptosis de las
células neoplasicas a las que se unen. Esta ultima caracteristica da lugar a un tratamiento para enfermedades
neoplasicas que carece de los efectos secundarios de muchos agentes terapéuticos existentes.

La invencién se refiere a un anticuerpo purificado o un fragmento funcional del mismo, uniéndose dicho
anticuerpo o fragmento funcional especificamente a por lo menos una de las células HT-29 (n.° de registro de la ATCC
HTB-38; n.° de registro de la DSMZ ACC 299), CACO-2 (n.° de registro de la ATCC HBT-37; n.° de registro de la DSMZ
ACC 169), COLO-320 (n.° de registro de la DSMZ ACC 144), COLO-206F (n.° de registro de la DSMZ ACC 21), o
COLO-678 (n.° de registro de la DSMZ 194), dicho anticuerpo o fragmento funcional del mismo induce la apoptosis o
inhibe la proliferacion de células neoplasicas, y comprendiendo dicho anticuerpo o fragmento funcional del mismo una
secuencia de region variable de cadena pesada que es por lo menos 95% idéntica a la SEC ID n°: 1 y una secuencia de
region variable de cadena ligera que es por lo menos 95% idéntica a la SEC ID n°: 3.

En un tercer aspecto, la invencién muestra un polipéptido purificado que comprende un anticuerpo, o un
fragmento funcional del mismo que se une especificamente a por lo menos una de las células HT-29 (n.° de registro de
la ATCC HTB-38; n.° de registro de la DSMZ ACC 299), CACO-2 (n.° de registro de la ATCC HBT-37; n.° de registro de
la DSMZ ACC 169), COLO-320 ((n.° de registro de la DSMZ ACC 144), COLO-206F (n.° de registro de la DSMZ ACC
21), o COLO-678 (n.° de registro de la DSMZ 194)), y en el que dicho anticuerpo o fragmento funcional del mismo
comprende una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente idéntica a una secuencia de region variable de
cadena pesada expuesta como SEC ID n° 1 y sustancialmente idéntica a la secuencia de regién variable de cadena
ligera expuesta como SEC ID n°: 3.

El anticuerpo purificado, o un fragmento funcional del mismo, de la invencion, inhibe la proliferacion celular
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cuando se une a una célula neoplasica, pero no inhibe la proliferacién celular de una célula que no es neoplasica,
uniéndose el anticuerpo especificamente a una célula de adenocarcinoma colorrectal, cancer de ovario, carcinoma
escamoso de pulmoén, carcinoma lobulillar de mama, carcinoma de estémago, carcinoma de células escamosas de
esofago, adenocarcinoma pancreatico, adenocarcinoma de pulmén, carcinoma ductal de mama, adenocarcinoma
uterino, o adenocarcinoma de préstata y no a una célula que no es neoplasica.

En las formas de realizacion preferidas de los primeros cuatro aspectos de la invencién, el anticuerpo purificado
incluye una secuencia que es sustancialmente idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEC ID n°: 1 y/o la SEC ID
n° 3. Ademas, esta secuencia de aminoacidos del polipéptido purificado puede ser idéntica a la secuencia de la SEC ID
n% 1 y/o la SEC ID n° 3. En otras formas de realizacién preferidas, el anticuerpo purificado es un anticuerpo monoclonal
humano. Ademas, el fragmento funcional puede ser un fragmento Fab, Fab’, o F(ab’),. Un fragmento funcional de este
tipo puede incluir un fragmento que es sustancialmente idéntico, o que es idéntico, a la secuencia de la SEC ID n°: 1 o la
SEC ID n° 3. De manera preferida, la funcién de un fragmento de este tipo es la capacidad para inducir la apoptosis de
una célula neoplasica y no de una célula que no es neoplasica o para inhibir la proliferacion de una célula neoplasica y
no de una célula que no es neoplasica.

Ademas, la invencion se refiere a una célula que produce el anticuerpo o fragmento funcional de la invencion.
Dicha célula puede ser una célula de hibridoma. También puede ser una célula de levadura o bacteria.

En una forma de realizacion preferida, la invencion muestra un procedimiento de generacién de la célula
reivindicada en este aspecto. Este procedimiento implica las etapas que consisten en (a) poner en contacto linfocitos
con una linea celular de heteromieloma en condiciones que dan lugar a la fusién de un linfocito con una célula de
heteromieloma, dando lugar a esta fusiéon un hibridoma y (b) determinar si el hibridoma produce un polipéptido, por
ejemplo, un anticuerpo monoclonal, que se une especificamente a por lo menos una de las células HT-29 (n.° de registro
de la ATCC HTB-38; n.° de registro de la DSMZ ACC 299), CACO-2 (n.° de registro de la ATCC HBT-37; n.° de registro
de la DSMZ ACC 169), COLO-320 (n.° de registro de la DSMZ ACC 144), COLO-206F (n.° de registro de la DSMZ ACC
21) 0 COLO-678 (n.° de registro de la DSMZ 194).

En otra forma de realizacion preferida, la invencién se refiere a un procedimiento de diagnéstico de un
neoplasma, tal como un adenocarcinoma colorrectal, cancer de ovario, carcinoma escamoso de pulmoén, carcinoma
lobulillar de mama, carcinoma de estdémago, carcinoma de células escamosas de eséfago, adenocarcinoma pancreatico,
adenocarcinoma de pulmon, carcinoma ductal de mama, adenocarcinoma uterino, o adenocarcinoma de prostata, en un
mamifero, por ejemplo, un ser humano. Este procedimiento implica las etapas siguientes (a) poner en contacto una
célula o muestra de tejido del mamifero con el polipéptido purificado de estos aspectos de la invencion, y (b) detectar si
el polipéptido purificado se une a la célula o muestra de tejido, en el que la unién del polipéptido purificado a la célula o
muestra de tejido es indicativa de que el mamifero presenta un neoplasma. En las formas de realizacion preferidas de
este procedimiento, el polipéptido, por ejemplo, un anticuerpo, se conjuga con un agente detectable, por ejemplo, un
radionuclido, un marcador fluorescente, una enzima, una citotoxina, una citocina, o un inhibidor del crecimiento, o el
polipéptido se conjuga con una etiqueta de purificacion de proteina, por ejemplo, una etiqueta de purificacion de proteina
que puede escindirse.

En otras formas de realizacion preferidas, la invencién muestra la utilizacion de un anticuerpo o el fragmento
funcional del mismo segun la invencién para tratar un trastorno proliferativo, tal como un adenocarcinoma colorrectal,
cancer de ovario, carcinoma escamoso de pulmon, carcinoma lobulillar de mama, carcinoma de estdmago, carcinoma
de células escamosas de esoéfago, adenocarcinoma pancreatico, adenocarcinoma de pulmén, carcinoma ductal de
mama, adenocarcinoma uterino, o adenocarcinoma de prostata, en un mamifero, por ejemplo, un ser humano. Este
procedimiento implica la etapa que consiste en poner en contacto una célula o muestra de tejido con el anticuerpo
purificado o el fragmento funcional del mismo segun la invencién, dando como resultado la uniéon del polipéptido
purificado a la célula o muestra de tejido la induccién de la apoptosis de la célula o muestra de tejido. En las formas de
realizacion preferidas de este procedimiento, el polipéptido, por ejemplo, un anticuerpo, se conjuga con un agente
detectable, por ejemplo, un radionuiclido, un marcador fluorescente, una enzima, una citotoxina, una citocina, o un
inhibidor del crecimiento, o el polipéptido se conjuga con una etiqueta de purificacion de proteina, por ejemplo, una
etiqueta de purificacion de proteina que puede escindirse.

El agente detectable puede estar constituido por un polipéptido que es especifico para una célula neoplasica y
un compuesto que puede destruir la célula neoplasica, por ejemplo, induciendo la apoptosis. El efecto de destruccion
celular puede deberse completamente al compuesto unido al polipéptido, o se debe quizas a un efecto aditivo o
sinérgico del compuesto y el polipéptido contenidos en el agente detectable. Los ejemplos de compuestos que puede
destruir una célula incluyen radionuclidos, citotoxinas y citocinas.

En otras formas de realizacion preferidas de esta utilizacion, la invencién presenta el tratamiento de un
trastorno proliferativo, tal como un adenocarcinoma colorrectal, cancer de ovario, carcinoma escamoso de pulmén,
carcinoma lobulillar de mama, carcinoma de estomago, carcinoma de células escamosas de eséfago, adenocarcinoma
pancreatico, adenocarcinoma de pulmoén, carcinoma ductal de mama, adenocarcinoma uterino, o adenocarcinoma de
prostata, en un mamifero, por ejemplo, un ser humano. Esta utilizacion implica la etapa de poner en contacto una célula
o muestra de tejido con el anticuerpo purificado o el fragmento funcional del mismo segun la invencién en la que la unién
del polipéptido purificado a la célula o muestra de tejido da lugar a una reduccion en la proliferacién de la célula o de una
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célula en la muestra de tejido. En las formas de realizacion preferidas de este procedimiento, el polipéptido, por ejemplo,
un anticuerpo, se conjuga con un agente detectable, por ejemplo, un radionuclido, un marcador fluorescente, una
enzima, una citotoxina, una citocina, o un inhibidor del crecimiento, o el polipéptido se conjuga con una etiqueta de
purificacion de proteina, por ejemplo, una etiqueta de purificacion de proteina que puede escindirse.

El agente detectable puede estar constituido por un polipéptido que es especifico para una célula neoplasica y
un compuesto, por ejemplo, un inhibidor del crecimiento, que puede inhibir la proliferacion de la célula neoplasica. El
efecto de inhibicion de la proliferacién puede deberse completamente al compuesto unido al polipéptido, o se debe
quizas a un efecto aditivo o sinérgico del compuesto y el polipéptido contenidos en el agente detectable.

Otras formas de realizacion preferidas de la invencion incluyen un medicamento que contiene el anticuerpo
purificado o el fragmento funcional del mismo segun la invencidon en un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un
agente de diagnostico que contiene el anticuerpo purificado o el fragmento funcional del mismo segun la invencién.

DEFINICIONES

Mediante “agente detectable” se hace referencia a un compuesto que se une a un agente de diagnoéstico para
facilitar la detecciéon. Un “agente detectable” de este tipo puede unirse de manera covalente o no covalente a un agente
de diagnostico. Ademas, la union puede ser directa o indirecta. Los ejemplos de “agente detectables” incluyen etiquetas
de purificacién de proteina, citotoxinas, enzimas, marcadores paramagnéticos, sustratos enzimaticos, cofactores,
inhibidores enzimaticos, colorantes, radioniclidos, marcadores quimioluminiscentes, marcadores fluorescentes,
inhibidores del crecimiento, citocinas, anticuerpos y biotina.

Mediante “agente de diagnéstico” se hace referencia a un compuesto que puede utilizarse para detectar una
célula neoplasica utilizando cualquiera de los ensayos descritos en la presente memoria asi como cualquier otro
procedimiento que es habitual en la técnica. Un agente de diagndstico puede incluir, por ejemplo, un anticuerpo que se
une especificamente a por lo menos una de las células siguientes: HT-29 (n.° de registro de la ATCC HTB-38; n.° de
registro de la DSMZ ACC 299), CACO-2 (n.° de registro de la ATCC HBT-37; n.° de registro de la DSMZ ACC 169),
COLO-320 (n.° de registro de la DSMZ ACC 144), COLO-206F (n.° de registro de la DSMZ ACC 21) y COLO-678 (n.° de
registro de la DSMZ 194), pero no a las células que no son neoplasicas. Ademas, un “agente de diagnostico” puede
inhibir la proliferacion celular, inducir la apoptosis, 0 ambos s6lo cuando se une a una célula neoplasica, pero no a una
célula que no es neoplasica.

Los ejemplos de células neoplasicas que pueden detectarse con un “agente de diagndstico” de este tipo
incluyen células de adenocarcinoma colorrectal, cancer de ovario, carcinoma escamoso de pulmén, carcinoma lobulillar
de mama, carcinoma de estébmago, carcinoma de células escamosas de est6fago, adenocarcinoma pancreatico,
adenocarcinoma de pulmén, carcinoma ductal de mama, adenocarcinoma uterino o adenocarcinoma de prostata.
Ademas, un “agente de diagnéstico” puede incluir, por ejemplo, péptidos, polipéptidos, moléculas organicas sintéticas,
moléculas orgénicas que se producen de manera natural, moléculas de acido nucleico, y componentes de los mismos,
asi como uno o mas agentes detectables unidos de manera covalente o no covalente al agente de diagndstico.

Por un “fragmento funcional”’, tal como se utiliza en la presente memoria en referencia al polipéptido, por
ejemplo, un anticuerpo, se entiende, por ejemplo, un fragmento V,, Vu, Fy, Fc, Fab, Fab’ o F(ab’), de un anticuerpo
(véanse, por ejemplo, Huston et al., Cell Biophys. 22:189-224, 1993; y Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, 1988). De manera preferida, un “fragmento funcional’ presenta una secuencia de
aminoacidos que es sustancialmente idéntica a un fragmento, por ejemplo, 5, 10, 15, 20, 15, 30, 50, 75 6 100
aminoacidos contiguos, de la secuencia de aminoacidos de la SEC ID n° 1 6 3. En las formas de realizacién mas
preferidas, un “fragmento funcional” es idéntico a un fragmento de la secuencia de la SEC ID n° 1 6 3. Un “fragmento
funcional” de este tipo puede contener 5, 10, 15, 20, 15, 30, 50, 75 6 100 aminoacidos contiguos de la SEC ID n°: 1 6 3,
0 puede ser la secuencia de aminoacidos completa de la SEC ID n°: 6 3.

Ademas, un “fragmento funcional” de un polipéptido presenta por lo menos una actividad biolégica del
polipéptido de longitud completa. Los ejemplos de una actividad bioldgica de este tipo son la capacidad para unirse a un
antigeno, inducir la apoptosis, y/o inhibir la proliferacién celular. Estas actividades biolégicas pueden determinarse, por
ejemplo, utilizando uno cualquiera de los ensayos descritos en la presente memoria.

Por “condiciones de hibridacion de alta rigurosidad” se entiende, por ejemplo, hibridacién a aproximadamente
42°C en aproximadamente formamida al 50%, ADN de esperma de salmon sometido a cizallamiento 0,1 mg/ml, SDS al
1%, SSC 2X, sulfato de dextrano al 10%, un primer lavado a aproximadamente 65°C en aproximadamente SSC 2X, SDS
al 1%, seguido por un segundo lavado a aproximadamente 65°C en aproximadamente SSC 0,1X. Alternativamente, las
“condiciones de hibridacion de alta rigurosidad” pueden incluir hibridacion a aproximadamente 42°C en
aproximadamente formamida al 50%, ADN de esperma de salmén sometido a cizallamiento 0,1 mg/ml, SDS al 0,5%,
SSPE 5X, disolucion de Denhardt 1X, seguido por dos lavados a temperatura ambiente en SSC 2X, SDS al 0,1%, y dos
lavados a entre 55-60°C en SSC 0,2X, SDS al 0,1%.

Un “hibridoma”, tal como se utiliza en la presente memoria, es cualquier célula que se crea de manera artificial
mediante la fusién de una célula normal tal como un linfocito activado con una célula neoplasica, por ejemplo, un
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mieloma. La célula hibrida, que resulta de la fusidén de por lo menos dos células, puede producir un anticuerpo
monoclonal o producto de célula T idénticos a los producidos por el progenitor inmunolégicamente competente. Ademas,
estas células, como el progenitor neoplasico, son inmortales.

La “inhibicion de la proliferacién celular”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una reduccion
en la tasa de divisién celular de una célula en comparacion con la tasa normal de division celular de ese tipo de célula.
La inhibicién de la proliferacion celular puede someterse a ensayo utilizando varios procedimientos convencionales en la
materia, por ejemplo, el ensayo de proliferacion celular MTT descrito en la presente memoria, la incorporacion de BrdU y
la captacion de *H timidina. Tales ensayos se describen, por ejemplo, en Ausubel et al., Current Protocols in Molecular
Biology, Wiley Interscience, Nueva York, 2001; y Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, N.Y., 1989. De manera deseable, la inhibicién de la proliferacion celular es del 20%, 40%, 50% o el
75%. En las formas de realizacion preferidas, la inhibicién de la proliferacion celular es del 80%, 90%, 95%, o incluso
una inhibicion completa de la proliferacion celular.

“Induccion de la apoptosis”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a la apariciéon de
caracteristicas en una célula que estan bien definidas en la técnica (véanse, por ejemplo, Wyllie et al., Br. J. Cancer 80
Supl. 1:34-37, 1999; Kerr et al.,, Br. J. Cancer 26:239-257, 1972). Estas caracteristicas incluyen caracteristicas
morfoldgicas, tales como formacion de vesiculas en la membrana, condensacion del ADN, asi como cambios en el
contenido de F-actina, masa mitocondrial y potencial de membrana. La induccién de la apoptosis puede someterse a
ensayo utilizando varios procedimientos convencionales en la técnica, por ejemplo, un ELISA de muerte celular, tincién
TUNEL, tinciones de ADN, por ejemplo, Hoechst 33258, y tifiendo con varios colorantes vitales tales como naranja de
acridina, tincion Mito Tracker Red® (Molecular Probes, Eugene, OR), y tincién Annexin Ve (Becton Dickinson, NJ). Tal
como se utiliza en la presente memoria “inducir apoptosis” se refiere a un aumento en el nimero de células que
experimentan apoptosis en comparacion con una poblacién de células control. Por ejemplo, el aumento de la apoptosis
puede ser del 10%, 20%, 40%, 50% o el 75%. En las formas de realizacién preferidas, la induccién de la apoptosis da
lugar a un aumento de la apoptosis que es 2 veces, 3 veces, 10 veces o incluso 100 veces con respecto a lo observado
en una poblacion de células control.

Una “célula neoplasica”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una célula que esta
experimentando divisién celular, que no esta experimentando apoptosis, 0 ambos, en condiciones inapropiadas. Por
ejemplo, una “célula neoplasica” puede experimentar division celular cuando una célula que no es neoplasica
correspondiente no experimenta divisiéon celular, o, alternativamente, una “célula neoplasica” no puede responder a
controles en puntos de control del ciclo celular normal.

Una “enfermedad proliferativa”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a cualquier trastorno que
da lugar a la proliferacion anémala de una célula. Ejemplos especificos de enfermedades proliferativas son diversos
tipos de neoplasmas, tales como adenocarcinomas colorrectales, cancer de ovario, carcinomas escamosos de pulmon,
carcinomas lobulillares de mama, carcinomas de estdmago, carcinomas escamosos de eséfago, adenocarcinomas
pancreaticos, adenocarcinomas de pulmén, carcinomas ductales de mama, adenocarcinomas uterinos, o
adenocarcinomas de préstata. Sin embargo, las enfermedades proliferativas también pueden ser el resultado de que la
célula se infecte con un virus transformante.

Una “etiqueta de purificacién de proteina”, tal como se utiliza en la presente memoria, es un péptido, por
ejemplo, una etiqueta epitdpica, que se afiade de manera covalente o no covalente a una proteina para ayudar en la
purificacion de la proteina. De manera deseable, tales péptidos se unen con alta afinidad a un anticuerpo u otro péptido
tal como biotina o avidina. Los ejemplos comercializados de etiquetas epitdpicas incluyen colas de His, etiquetas de HA,
etiquetas de FLAG® y etiquetas de c-Myc. Sin embargo, cualquier epitopo que un anticuerpo reconoce puede utilizarse
también como una etiqueta de purificacién de proteina. Véanse, por ejemplo, Ausubel et al., Current Protocols in
Molecular Biology, Wiley Interscience, Nueva York, 2001; y Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y., (1989). Las etiquetas de purificacion de proteina pueden escindirse de una
proteina, por ejemplo, utilizando una enzima, por ejemplo, trombina, o un compuesto quimico, por ejemplo, bromuro de
ciandgeno.

Por “reconocer especificamente”, tal como se utiliza en la presente memoria en referencia a un polipéptido, por
ejemplo, un anticuerpo, se entiende un aumento de la afinidad de un polipéptido por una proteina particular, por ejemplo,
un antigeno, en relacion con una cantidad igual de cualquier otra proteina. Por ejemplo, un anticuerpo, por ejemplo, un
anticuerpo monoclonal humano CM-1, que se une especificamente a células HT-29 (n° de registro de la American Type
Culture Collection (“ATCC”) HTB-38, n.° de registro de la German Collection of Microorganisms and Cell Cultures
(“DSMZ”) ACC 299), CACO-2 (n.° de registro de la ATCC HBT-37, n.° de registro de la DSMZ ACC 169), COLO-320 (n.°
de registro de la DSMZ ACC 144), COLO-206F (n.° de registro de la DSMZ ACC 21), o COLO-678 (n.° de registro de la
DSMZ 194) de manera deseable presenta una afinidad por sus antigeno que es por lo menos 2 veces, 5 veces, 10
veces, 30 veces 0 100 veces mayor que para una cantidad igual de cualquier otro antigeno, incluyendo antigenos
relacionados. La unién de un polipéptido a otro polipéptido puede determinarse tal como se describe en la presente
memoria, y mediante cualquier numero de procedimientos convencionales en la materia, por ejemplo, analisis de tipo
Western, ELISA o coinmunoprecipitacion.

Por “sustancialmente idéntico” se entiende un polipéptido o acido nucleico que presenta por lo menos el 75%,
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80%, 85% o el 90% de identidad con respecto a una secuencia de acido nucleico o de aminoacidos de referencia. En las
formas de realizacion preferidas, la secuencia de acido nucleico o de polipéptido es por lo menos el 95%, 98%, 99% o el
100% idéntica a una secuencia de acido nucleico o de aminoacidos de referencia. Para los polipéptidos, la longitud de
las secuencias de comparacion sera generalmente de por lo menos 5, 10 6 15 aminoacidos y de manera deseable por lo
menos 20 6 25 aminoacidos contiguos. En las formas de realizacién mas preferidas, la longitud de las secuencias de
comparacion es de por lo menos 30, 50, 75, 90, 95 6 100 aminoacidos contiguos, o incluso la secuencia de aminoacidos
de longitud completa. Para los acidos nucleicos, la longitud de las secuencias de comparacién sera generalmente de por
lo menos 15, 30 6 45 nucledtidos contiguos, y de manera deseable de por lo menos 60 nucledtidos contiguos. En
realizaciones mas deseables, la longitud de las secuencias de comparacion es de por lo menos 75, 150, 225, 270, 285 6
300 nucleétidos contiguos, o incluso la secuencia de nucledtidos de longitud completa.

La identidad de secuencia puede medirse utilizando un software de analisis de secuencias con los parametros
por defecto (por ejemplo, el software de analisis de secuencias del Genetics Computer Group, University of Wisconsin
Biotechnology Center, 1710 University Avenue, Madison, WI 53705). Tal software puede aparear secuencias similares
asignando grados de homologia a diversas sustituciones, deleciones y otras modificaciones. Las sustituciones
conservativas incluyen normalmente sustituciones dentro de los siguientes grupos: glicina, alanina, valina, isoleucina,
leucina; acido aspartico, acido glutamico, asparagina, glutamina; serina, treonina; lisina, arginina; y fenilalanina, tirosina.

También pueden alinearse multiples secuencias utilizando el programa Clustal W(1.4) (producido por Julie D.
Thompson y Toby Gibson del European Molecular Biology Laboratory, Alemania, y Desmond Higgins del European
Bioinformatics Institute, Cambridge, R.U.) fijando el modo de alineacion por parejas en “lento”, incluyendo los parametros
de alineacioén por parejas una penalizacion por apertura de huecos 10,0 y una penalizacion por extension de huecos de
0,1, asi como fijando la matriz de similitud en “blosum”. Ademas, los parametros de alineacién multiple pueden incluir
una penalizaciéon por apertura de huecos de 10,0, una penalizacién por extensiéon de huecos de 0,1, asi como fijar la
matriz de similitud en “blosum”, la divergencia por retraso en el 40%, y la distancia de hueco en 8.

Por “purificado” se entiende separado de otros componentes que lo acompafan de manera natural.
Normalmente, un factor es sustancialmente puro cuando es por lo menos el 50%, en peso, libre de proteinas,
anticuerpos y moléculas organicas que se producen de manera natural con las que se asocia de manera natural. De
manera deseable, el factor es por lo menos el 75%, de manera mas deseable, por lo menos el 90%, y de la manera mas
deseable, por lo menos el 99%, en peso, puro. Un factor sustancialmente puro puede obtenerse mediante sintesis
quimica, separacion del factor de fuentes naturales, o produccién del factor en una célula huésped recombinante que no
produce el factor de manera natural. Un experto en la materia puede purificar proteinas, vesiculas y organulos utilizando
técnicas convencionales, tales como las descritas en Ausubel et al. (Current Protocols in Molecular Biology, Wiley
Interscience, Nueva York, 2001). El factor es de manera deseable de por lo menos 2, 5 6 10 veces tan puro como el
material de partida, tal como se mide utilizando electroforesis en gel de poliacrilamida, cromatografia en columna,
densidad 6ptica, analisis por HPLC o andlisis de tipo Western (Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology,
Wiley Interscience, Nueva York, 2001). Los procedimientos deseables de purificacion incluyen inmunoprecipitacion,
cromatografia en columna tal como cromatografia por inmunoafinidad y columnas de afinidad de niquel, purificacion por
inmunoafinidad en perlas magnéticas y adsorciéon con un anticuerpo unido a placa.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion resultaran evidentes a partir de la descripcion detallada, los
dibujos y las reivindicaciones siguientes.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 es la secuencia de aminoacidos (SEC ID n°: 1) y la de acido nucleico (SEC ID n°: 2) de la regiéon
variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano CM-1.

La figura 2 es la secuencia de aminoacidos (SEC ID n°: 3) y la de acido nucleico (SEC ID n°: 4) de la region
variable de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano CM-1.

Las figuras 3A-3C son una serie de inmunotinciones de un adenocarcinoma de ovario humano. La figura
3A representa la tincion con el anticuerpo de control positivo CAM 5.2. La figura 3B es un control negativo, y la
figura 3C representa la tinciéon con el anticuerpo CM-1.

Las figuras 4A-4C son una serie de inmunotinciones de un adenocarcinoma de ovario humano. La figura
4A representa la tincion con el anticuerpo de control positivo CAM 5.2. La figura 4B es un control negativo, y la
figura 4C representa la tincion con el anticuerpo CM-1.

Las figuras 5A-5C son una serie de inmunotinciones de un carcinoma lobulillar invasivo humano de mama
femenina. Esta serie de imagenes representa una formacién de satélite tipica de las células tumorales. La figura 5A
representa la tincion con el anticuerpo de control positivo CK 8. La figura 5B es un control negativo, y la figura 5C
representa la tincion con el anticuerpo CM-1.

Las figuras 6A-6C son una serie de inmunotinciones de un carcinoma lobulillar invasivo humano de mama
femenina. Esta serie de imagenes muestra la formacién de satélite que rodea la diferenciacion ductal del carcinoma.
La figura 6A representa la tincién con el anticuerpo de control positivo CK 8. La figura 6B es un control negativo, y la



10

15

20

25

30

35

40

45

50

95

ES 2359052 T3

figura 6C representa la tinciéon con el anticuerpo CM-1.

Las figuras 7A-7C son una serie de inmunotinciones de un carcinoma de células escamosas humano del
pulmoén. La figura 7A representa la tincidn con el anticuerpo de control positivo CK 5/6. La figura 7B es un control
negativo, y la figura 7C representa la tincion con el anticuerpo CM-1.

La figura 8 es un grafico de los resultados de un ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) de
muerte celular que representa que el anticuerpo monoclonal CM-1 induce la apoptosis de las células CACO-2.

La figura 9 es una serie de graficos de los resultados de los ensayos de reduccién con bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) para detectar la actividad deshidrogenasa mitocondrial que muestra que
el anticuerpo monoclonal CM-1 inhibe la proliferacion celular y disminuye la supervivencia, o induce la apoptosis de
células de carcinoma de colon COLO-206F tras 24 horas de incubacion (figura 9A) y tras 48 horas de incubacion
(figura 9B).

DESCRIPCION DETALLADA

La presente invencion se refiere a polipéptidos, tales como anticuerpos, y su utilizacién en el tratamiento y
diagndstico de neoplasmas. Se ha caracterizado un anticuerpo monoclonal humano (CM-1) que reconoce
especificamente varios carcinomas, incluyendo adenocarcinomas colorrectales, cancer de ovario, carcinomas
escamosos de pulmén, carcinomas lobulillares de mama, carcinomas de estdémago, carcinomas escamosos de eséfago,
adenocarcinomas pancreaticos, adenocarcinomas de pulmoén, carcinomas ductales de mama, adenocarcinomas uterinos
y adenocarcinomas de proéstata. No sélo el anticuerpo monoclonal CM-1 reconoce estos neoplasmas, sino que, tras la
union a una célula, puede inducir la apoptosis de células neoplasicas, inhibir su proliferacion, o incluso ambas. Por tanto,
el anticuerpo monoclonal CM-1, y otros anticuerpos, o fragmentos de los mismos, que son especificos para el antigeno
reconocido por CM-1, pueden utilizarse en una variedad de procedimientos para diagnosticar y tratar un neoplasma.

La linea celular que produce el anticuerpo monoclonal humano CM-1 se deposité el 5 de marzo de 2003 en la
Colecciéon Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares (“DSMZ” - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, 38124 Braunschweig, Alemania) bajo los términos del tratado de Budapest.

Anticuerpos vy polipéptidos

Los anticuerpos ejercen un papel esencial en el mantenimiento de la salud de un individuo. En particular, los
anticuerpos estan presentes en el suero y se unen a y ayudan a eliminar diversos patdgenos tales como bacterias, virus
y toxinas. Los anticuerpos estan constituidos por estructuras proteicas en forma de Y construidas a partir de dos
cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. Cada cadena presenta una construccion modular: cada cadena ligera esta
constituida por dos dominios, y cada cadena pesada presenta por lo menos cuatro dominios. El sitio de unién a
antigenos esta formado por un dominio de la cadena pesada (dominio V) y un dominio de la cadena ligera (dominio V).
De hecho, los fragmentos de unién a antigenos pequefios pueden prepararse uniendo estos dos dominios, asociados o
bien de manera no covalente o bien de manera covalente mediante enlaces disulfuro o un conector peptidico. Los
dominios de unién a antigeno son mas variables en la secuencia de aminoacidos que los otros dominios del anticuerpo,
y por tanto se denominan dominios variables (V), a diferencia de los dominios constantes (C). Los dominios constantes
del anticuerpo son responsables de desencadenar los mecanismos efectores del anticuerpo, tales como lisis del
complemento y destruccion mediada por células.

Los anticuerpos se producen por los linfocitos B en un proceso que implica la reordenacién génica. Durante el
desarrollo de estas células, los genes que codifican para los dominios variables se ensamblan a partir de elementos
genéticos. En el caso de los dominios Vy existen tres elementos, el gen V, no reordenado, el segmento D y el segmento
Ju. En el caso de los dominios V|, existen dos elementos, el gen V, (V Lambda o V Kappa) no reordenado y el segmento
J. (J Lambda o J Kappa). La combinaciéon aleatoria de estos segmentos génicos y la combinacion aleatoria de los
dominios Vy y V| reordenados generan un gran repertorio de anticuerpos, que pueden unirse a una gran diversidad de
antigenos igualmente diversos.

En general, el anticuerpo descrito en la actualidad es cualquier agente que se une a una cualquiera de HT-29,
CACO-2, COLO-320, COLO-206F o COLO-678, pero no se une a las células que no son neoplasicas. El polipéptido
puede ser un anticuerpo, tal como un anticuerpo monoclonal humano (por ejemplo, CM-1), o un fragmento funcional del
mismo. En general, el polipéptido puede unirse exclusivamente tanto a tejidos neoplasicos como a células neoplasicas,
pero no a células o tejidos que no son neoplasicos. El polipéptido también puede inducir la apoptosis de una célula
neoplasica a la que se une, pero no en una célula que no es neoplasica, o, alternativamente, el polipéptido puede inhibir
la proliferacion de la célula neoplasica a la que se une, pero no en una célula que no es neoplasica. De manera
deseable, el polipéptido puede inducir simultaneamente la apoptosis e inhibir la proliferacién de células neoplasicas,
pero no de células que no son neoplasicas. Un polipéptido de este tipo es, por tanto, util para la deteccion,
monitorizacion, prevencion y el tratamiento de canceres en mamiferos. Canceres a modo de ejemplo que pueden
tratarse con los procedimientos de la presente invencién incluyen cancer colorrectal, carcinoma de ovario, carcinoma de
pulmon de células pequefias, carcinomas ductales y lobulillares de mama, melanoma, cancer de mama, cancer de
pulmén, tal como adenocarcinomas de pulmén, cancer gastrico, cancer pancreatico, tal como adenocarcinomas
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pancreaticos, glioma, sarcomas, cancer gastrointestinal, tumor cerebral, cancer de esdéfago, tal como carcinomas
escamosos de esoéfago, cancer de estdmago, osteosarcoma, fibrosarcomas, cancer de vejiga urinaria, cancer de
préostata, tal como adenocarcinomas de préstata, cancer renal, cancer de ovario, cancer de testiculo, cancer de
endometrio, cancer de cuello uterino, adenocarcinomas uterinos, enfermedad de Hodgkin, linfomas y leucemias. El
polipéptido es particularmente Util para la deteccién de un carcinoma lobulillar de mama, carcinoma de ovario, carcinoma
de células escamosas de pulmoén, carcinoma de estdmago, carcinoma de células escamosas de esoéfago,
adenocarcinoma pancreatico, adenocarcinoma de pulmén, carcinoma ductal de mama, adenocarcinoma uterino y
adenocarcinoma de prostata.

Produccién

El polipéptido segun puede producirse mediante cualquier procedimiento conocido en la materia para la
produccion a pequefia escala, gran escala o comercial de polipéptidos. Por ejemplo, pueden producirse anticuerpos
monoclonales, tales como CM-1, mediante lineas celulares de hibridoma. Tales lineas celulares se generan
normalmente mediante la fusion de linfocitos de bazo y ganglio linfatico derivados de pacientes que presentan un
neoplasma, tal como carcinoma de colon, con una linea celular de heteromieloma. Las lineas celulares de
heteromieloma a modo de ejemplo incluyen, por ejemplo, HAB-1 (Vollmers et al, Cancer 74:1525-1532, 1994), CB-F7
(Delvig et al., Hum. Antibodies Hybridomas 6:42-46, 1995), K6H6B5 (Delvig et al., Hum. Antibodies Hybridomas 6:42-46,
1995), H7NS.934 (Delvig et al., Hum. Antibodies Hybridomas 6:42-46, 1995), SHM-D33 (Bron et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 81:3214-3217, 1984) y B6B11 (Borisova et al., Vopr. Virusol. 44:172-174, 1999). La capacidad para generar
anticuerpos monoclonales humanos a partir de linfocitos de pacientes con cancer permite el aislamiento de anticuerpos
que se generan mediante una respuesta inmunitaria al tumor en el paciente con cancer.

Normalmente, las partes de los ganglios linfaticos y el bazo se extirpan quirdrgicamente de un paciente que
presenta cancer, tal como carcinoma de colon. Los linfocitos pueden prepararse como suspensiones celulares mediante
medios mecanicos y posteriormente fusionarse a, por ejemplo, una razén de 1:2 6 1:3 con una linea celular de
heteromieloma en condiciones que dan como resultado la fusién celular. Por ejemplo, puede utilizarse para este fin la
célula de la linea de heteromieloma HAB-1, que se genera mediante la fusiéon de un linfocito humano con el mieloma de
raton NS-0. Una proporcion de linfocitos aislados del paciente con cancer también puede mantenerse en cultivo. Estas
células actuan como una fuente de células autélogas humanas utiles para la seleccion inicial de anticuerpos descrita a
continuacion.

Tras la fusion de los linfocitos derivados del paciente con cancer con la linea celular de heteromieloma, se
genera un hibridoma o trioma que produce anticuerpos. Una vez construidos, los hibridomas son generalmente estables
en el crecimiento y la produccion de anticuerpos en cultivos convencionales y en masa (matraces, miniPerm,
fermentadores, etc.) durante varios meses. Los niveles de produccion de anticuerpos estan normalmente comprendidos
entre 0,01-0,1 mg/ml en matraces y entre 0,1-0,5 mg/ml en miniPerm. La fusion celular puede lograrse mediante
cualquier procedimiento conocido en la técnica, e incluye, por ejemplo, la utilizacion de polietilenglicol al 40%. Los
hibridomas pueden cultivarse en medios que contienen HAT (hipovantina-aminopterina-timidina) y tras cuatro semanas,
los sobrenadantes pueden examinarse para detectar la produccion de anticuerpos utilizando un ensayo de ELISA. Los
clones positivos entonces pueden someterse a prueba en ensayos de inhibicion de la unién y de unién utilizando lineas
celulares autélogas tal como se prepararon anteriormente. Los clones positivos ademas pueden someterse a prueba
adicionalmente utilizando tincién con inmunoperoxidasa de tejidos tumorales y normales. Por tanto, los clones pueden
seleccionarse basandose en su reactividad con células neoplasicas autélogas y alogénicas. El anticuerpo puede
purificarse a partir de cultivos en masa con la utilizaciéon de cromatografia de intercambio de cationes seguido por
filtracion en gel tal como se describe, por ejemplo, en Volimers et al., (Oncology Reports 5: 35-40, 1998). Tras la
produccioén de anticuerpos, pueden realizarse pruebas funcionales e inmunohistoquimicas adicionales de los anticuerpos
producidos por el trioma. Por ejemplo, los anticuerpos producidos por el hibridoma pueden someterse a prueba para
determinar su capacidad para inducir la apoptosis, inhibir la proliferacién celular, o ambas, en relacién con células control
no tratadas. Los anticuerpos también pueden someterse a prueba para determinar su capacidad para unirse
especificamente a las lineas celulares neoplasicas HT-29, CACO-2, COL0O-320, COLO-206F o COLO-678, en relacion
con las células que no son neoplasicas.

Alternativamente, el polipéptido, incluyendo un anticuerpo, o un fragmento del mismo, puede producirse
mediante la expresion del polipéptido o anticuerpo en una célula huésped tal como E. coli o levadura, por ejemplo, S.
cerevisiae. Por ejemplo, un anticuerpo de la invencion puede identificarse tal como sigue. Una secuencia de acido
nucleico que codifica para un anticuerpo, o un fragmento del mismo, puede insertarse en un bacteriéfago filamentoso
para generar bibliotecas de aproximadamente 10" 0 mas anticuerpos. Cada fago expresa un anticuerpo en su superficie
que esta codificado por el acido nucleico que contiene. Los anticuerpos de la invencion, por tanto, pueden seleccionarse
y detectarse mediante ensayos funcionales e histoquimicos tal como se describe en la presente memoria, y tales genes
puede seleccionarse posteriormente y expresarse en E.coli. Este sistema se describe, por ejemplo, en la patente US n°
5.876.691.

Los anticuerpos, o fragmentos funcionales de los mismos, también pueden generarse utilizando, por ejemplo,
sintesis directa utilizando procedimientos recombinantes. Estos procedimientos son convencionales en la técnica. Por
ejemplo, una secuencia de acido nucleico puede amplificarse utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa. La
técnica de la PCR se conoce en la materia y se describe, por ejemplo en la patente US n° 4.683.195. Utilizando
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procedimientos convencionales, y tal como se describe en la presente memoria, puede obtenerse la secuencia de un
anticuerpo monoclonal expresado por un hibridoma y pueden amplificarse los fragmentos funcionales del anticuerpo. Por
ejemplo, el ARN completo puede aislarse de un hibridoma que expresa un anticuerpo monoclonal especifico de tumor.
Entonces, el ADNc puede generarse a partir del ARN utilizando transcriptasa inversa y pueden amplificarse los ADNc
que contienen los fragmentos funcionales de las regiones variables de la cadena pesada y ligera utilizando PCR.
Entonces, los productos de PCR pueden purificarse y clonarse en vectores de expresiéon. Estan disponibles muchos
vectores convencionales y la seleccion del vector apropiado dependera de, por ejemplo, el tamafio del ADN insertado en
el vector y la célula huésped que va a transformarse con el vector.

Aislamiento de variantes de aminoacidos de un polipéptido

Pueden prepararse variantes de secuencias de aminoacidos de un polipéptido, tal como un anticuerpo, por
ejemplo, un anticuerpo CM-1, introduciendo cambios de nucleétidos apropiados en el ADN que codifica para el
anticuerpo, o mediante sintesis in vitro del polipéptido deseado. Tales variantes incluyen, por ejemplo, deleciones de, o
inserciones o sustituciones de, residuos dentro de la secuencia de aminoacidos del anticuerpo CM-1. Cualquier
combinacion de delecidn, insercidon y sustitucion puede realizarse para llegar al constructo final, siempre que el
constructo final presente las caracteristicas deseadas, por ejemplo, la capacidad para inducir la apoptosis de una célula
neoplasica, pero no de una célula que no es neoplasica o la capacidad para inhibir la proliferacion de una célula
neoplasica, pero no de una célula que no es neoplasica. Los cambios de aminoacidos también pueden alterar procesos
postraduccionales de un anticuerpo, tal como el cambio del nimero o la posicion de los sitios de glicosilacién, la
alteracion de las caracteristicas de anclaje de la membrana o la modificacion de su sensibilidad a la escisidn proteolitica.

En el disefio de las variantes de la secuencia de aminoacidos de un polipéptido, tal como un anticuerpo, la
ubicacion del sitio de mutacion y la naturaleza de la mutacion dependera de la(s) caracteristica(s) que va(n) a
modificarse. Los sitios para la mutaciéon pueden modificarse de manera individual o en serie, por ejemplo, (1)
sustituyendo en primer lugar con elecciones de aminoacidos conservativos, y a continuacion con selecciones mas
radicales dependiendo de los resultados logrados, o (2) deleccionando el residuo diana.

Un procedimiento util para la identificacion de residuos o regiones especificos para la mutagénesis en un
polipéptido se denomina “mutagénesis por exploracion de alanina” y se describe, por ejemplo, por Cunningham y Wells
(Science 244: 081-1085, 1989). En este caso, se identifican un residuo o grupo de residuos diana (por ejemplo, residuos
cargados tales como arg, asp, his, lys y glu) y se sustituyen por un aminoacido neutro o cargado negativamente (de la
manera mas deseable alanina o polialanina) para afectar a la interaccion de los aminoacidos con el entorno acuoso
circundante en o fuera de la célula. Entonces se perfeccionan estos dominios que demuestran sensibilidad funcional
frente a las sustituciones introduciendo variantes adicionales o distintas en o para los sitios de sustitucién. Por tanto,
mientras que se predetermina el sitio para introducir una variacién de la secuencia de aminoacidos, no es necesario
predeterminar la naturaleza de la mutacioén. Por ejemplo, para optimizar el rendimiento de una mutacién en un sitio dado,
puede llevarse a cabo mutagénesis por exploracion de alanina o al azar en el codén o la regién diana y se seleccionan
las variantes expresadas, por ejemplo, para detectar la capacidad para inducir la apoptosis de una célula neoplasica y
no de una célula que no es neoplasica, o para inhibir la proliferacion de una célula neoplasica y no de una célula que no
es neoplasica.

Los sitios de mayor interés para la mutagénesis de sustitucién incluyen los sitios identificados como que afectan
a la actividad bioldgica de un polipéptido. Estos sitios, especialmente los que se introducen en una secuencia de por lo
menos otros tres sitios conservados de manera idéntica, pueden sustituirse de una manera relativamente conservativa.
Por ejemplo, ala puede sustituirse por val, leu o ile; arg puede sustituirse por lys, gln o asn; asn puede sustituirse por gin,
his, lys o arg; asp puede sustituirse por glu; cys puede sustituirse por ser; gln puede sustituirse por asn; glu puede
sustituirse por asp; gly puede sustituirse por pro; his puede sustituirse por asn, gin, lys o arg; ile puede sustituirse por
leu, val, met, ala o phe; leu puede sustituirse por ile, val, met, ala o phe; lys puede sustituirse por arg, gln o asn; met
puede sustituirse por leu, phe o ile; phe puede sustituirse por leu, val, ile o ala; pro puede sustituirse por gly; ser puede
sustituirse por thr; thr puede sustituirse por ser; trp puede sustituirse por tyr; tyr puede sustituirse por trp, phe, thr o ser; y
val puede sustituirse por ile, leu, met o phe.

Conjugacion del anticuerpo con un agente detectable

Si se desea, el anticuerpo reivindicado (por ejemplo, anticuerpo monoclonal, tal como CM-1), o un fragmento
del mismo, pueden unirse a un agente detectable para facilitar la purificacion del polipéptido asi como el diagnoéstico, la
monitorizacion o el tratamiento del cancer en un mamifero que lo necesita. La seleccion de un agente detectable
adecuado dependera de la utilizacion destinada del polipéptido y sera evidente para los expertos en la materia. Los
agentes detectables segun la invencién reivindicada incluyen, por ejemplo, etiquetas de purificacion de proteina,
citotoxinas, enzimas, marcadores paramagnéticos, sustratos enzimaticos, cofactores, inhibidores enzimaticos,
colorantes, radionuclidos, marcadores quimioluminiscentes, marcadores fluorescentes, inhibidores del crecimiento y
biotina.

Una etiqueta de purificacion de proteina puede conjugarse con el polipéptido descrito, para facilitar el
aislamiento del golipéptido. Los ejemplos de etiquetas que pueden utilizarse incluyen colas de His, etiquetas de HA,
etiguetas FLAG™ y etiquetas de c-Myc. Un sitio de escisidon enzimatica o quimica puede modificarse por ingenieria
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genética entre el polipéptido y el resto de la etiqueta de manera que la etiqueta pueda retirarse tras la purificacion. Las
toxinas adecuadas incluyen toxina diftérica, exotoxina A de Pseudomonas, ricina y toxina colérica. Los ejemplos de
marcadores enzimaticos adecuados incluyen malato hidrogenasa, nucleasa estafilocécica, delta-5-esteroide isomerasa,
alcohol deshidrogenasa, alfa-glicerol fosfato deshidrogenasa, triosa fosfato isomerasa, peroxidasa, fosfatasa alcalina,
asparaginasa, glucosa oxidasa, beta-galactosidasa, ribonucleasa, ureasa, catalasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,
glucoamilasa y acetilcolinesterasa. Los ejemplos de marcadores radioisotdpicos adecuados incluyen 3H, 125I, ! 1I, 32P,
°S y "C. Preferentemente, el radiois6topo emitira en el intervalo de 10-5.000 kev, mas preferentemente 100-500 kev.
Los is6topos paramagnéticos también pueden conjugarse con el polipéptido y utilizarse in vivo para el diagnéstico y el
tratamiento del cancer. La utilizacion de tales anticuerpos conjugados puede ser para la obtencidon de imagenes
mediante resonancia magnética nuclear in vivo. Se ha descrito previamente un procedimiento de este tipo (véanse, por
ejemplo, Schaefer et al., JACC 14:472-480, 1989; Shreve et al., Magn. Reson. Med. 3:336-340, 1986; Wolf, Physiol.
Chem. Phys. Med. NMR 16:93-95, 1984; Wesbey et al., Physiol. Chem. Phys. Med. NMR 16:145-155, 1984; y Runge et
al., Invest. Radiol. 19:408-415, 1984). Alternativamente, el anticuerpo radiomarcado también puede utilizarse en la
cirugia radioinmunoguiada (RIGS), que implica la extirpacion quirirgica de cualquier tejido al que se une el anticuerpo
marcado. Por tanto, el anticuerpo marcado guia al cirujano hacia el tejido neoplasico distinguiéndolo del tejido que no es
neoplasico. Los radiomarcadores utiles para la obtencion de imagenes de tumores son preferentemente radioisétopos
de vida corta. Diversos metales radioactivos con semividas comprendidas entre 1 hora y 11,4 dias estan disponibles
para la conjugacién con anticuerpos, tales como escandio-47 (3,4 dias), galio-67 (2,8 dias), galio-68 (68 minutos),
tecnecio-99m (6 horas), indio-111 (3,2 dias) y radio-223 (11,4 dias), de los que galio-67, tecnecio-99m e indio-111
resultan preferidos para la obtencion de imagenes en camara gamma, el galio-68 resulta preferido para la tomografia de
emisién de positrones, y el escandio-47 y radio-223 (y otros radionuclidos que emiten rayos alfa) son preferibles para la
terapia tumoral.

Los ejemplos de marcadores fluorescentes adecuados incluyen fluoresceina, isotiocianato, rodamina,
ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina, oftaldehido y fluorescamina. Los ejemplos de marcadores quimioluminiscentes
incluyen un marcador de luminal, marcador de isoluminal, marcador de éster de acridinio aromatico, marcador de
imidazol, marcador de sal de acridinio, marcador de éster de oxalato, marcador de luciferina, marcador de luciferasa y
marcador de aecuorina. Los expertos habituales en la materia conocerian otros marcadores adecuados, que pueden
emplearse segun la presente invencion. La conjugacion de estos agentes detectables con los polipéptidos reivindicados
tales como anticuerpos monoclonales, o fragmentos de los mismos, puede llevarse a cabo utilizando técnicas
convencionales conocidas comunmente en la técnica. Las técnicas de conjugacion de anticuerpos tipicas se describen
en Kennedy et al. (Clin. Chim. Acta 70, 1-31, 1976) y Schurs et al. (Clin. Chim. Acta 81, 1-40, 1977) e incluyen, por
ejemplo, el procedimiento con glutaraldehido, el procedimiento con peryodato, el procedimiento con dimaleimida, el
procedimiento con éster de m-maleimidobencil-N-hidroxi-succinimida. Los anticuerpos pueden radiomarcarse mediante
cualquiera de entre varias técnicas conocidas en la materia, descritas, por ejemplo, en la patente US n° 4.444.744.

En todos los aspectos de la presente invencion, debe apreciarse que pueden utilizarse mezclas de diferentes o
los mismos polipéptidos marcados especificos para diferentes antigenos o diferentes epitopos del mismo antigeno
asociados con el mismo o diferente tumor o diferentes tipos de células tumorales. Una combinaciéon de este tipo puede
potenciar la deteccion, localizacién y/o la terapia en determinados casos, y también puede aumentar el intervalo de un
amplio espectro para mas de un neoplasma o tipo de neoplasma.

Polipéptidos conjugados con agentes antitumorales

Aunque el polipéptido de la invencién puede inducir la apoptosis de células neoplasicas, inhibir la proliferacion
celular de células neoplasicas, o ambas, el polipéptido puede conjugarse, ademas, con un agente que destruye células
neoplasicas o que inhibe su proliferaciéon. La capacidad de direccionamiento del polipéptido, tal como un anticuerpo o
fragmento del mismo, da lugar a la administracion para administrar el agente citotdxico o antiproliferativo al tumor para
potenciar la destruccion del tumor. Por tanto, el polipéptido puede utilizarse para el tratamiento y la prevencion del
cancer en un mamifero, tal como un paciente humano. El agente citotdxico unido al polipéptido puede ser cualquier
agente que destruye o dafia una célula tumoral o tumor al que se ha unido el polipéptido. Los ejemplos de tales agentes
incluyen agentes quimioterapicos o radioisotopos, enzimas que activan un profarmaco o una citocina.

Resultan conocidos para los expertos en la materia los agentes quimioterapicos adecuados e incluyen, por
ejemplo, taxol, mitramicina, desoxicoformicina, mitomicina-C, L-asparaginasa, interferones (especialmente IFN-alfa),
etoposido, tenipdsido, antraciclinas (por ejemplo, daunomicina y doxorubicina), metotrexato, vindesina,
neocarcinostatina, cisplatino, clorambucilo, arabindsido de citosina, 5-fluorouridina, melfalén, ricina y caliqueamicina. Los
agentes quimioterapicos pueden conjugarse con el anticuerpo utilizando procedimientos convencionales conocidos en la
materia.

Resultan asimismo conocidos para los expertos en la materia los radioisétopos adecuados para su utilizacion
como agentes citotoxicos, y éstos incluyen, por ejemplo, "*'I, o una astatina tal como *'"At. Estos isétopos pueden unirse
al polipéptido, o bien de manera covalente o bien de manera no covalente, utilizando técnicas convencionales en la
materia.

Alternativamente, el agente citotdxico también puede ser una enzima, que activa un profarmaco. Esto permite la
conversion de un profarmaco inactivo en su forma citotoxica, activa en el sitio tumoral y se denomina “terapia con
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profarmacos de enzimas dirigidas a anticuerpos” (ADEPT). Por tanto, el conjugado polipéptido-enzima puede
administrarse al paciente y permitir que se ubique en la regién del tumor que va a tratarse. Entonces, se administra el
profarmaco al paciente de manera que la conversion al farmaco citotéxico se ubica en la region del tumor que va a
tratarse bajo la influencia de la enzima localizada. Una enzima ejemplificativa es la carboxipeptidasa bacteriana G2
(CPG2) cuya utilizacién se describe en, por ejemplo, el documento WO 88/07378. El conjugado polipéptido-enzima
puede, si se desea, modificarse segun la ensefianza del documento WO 89/00427, tal como para acelerar su
aclaramiento de zonas del organismo que no estan en las proximidades de un neoplasma. El conjugado polipéptido-
enzima también puede utilizarse segun el documento WO 89/00427, por ejemplo, proporcionando un componente
adicional, que inactiva la enzima en zonas del cuerpo que no estan en las proximidades del tumor.

Como otra alternativa, el agente citotéxico conjugado con el polipéptido reivindicado también puede ser una
citocina tal como interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4), o factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa). El polipéptido
dirige la citocina al tumor de modo que la citocina media el dafio a o la destruccion del tumor sin afectar a otros tejidos.
La citocina puede fusionarse con el polipéptido a nivel del ADN utilizando técnicas del ADN recombinante.

Ademas, cualquier inhibidor de la proliferaciéon celular, por ejemplo, genisteina, tamoxifeno o ciclofosfamida,
puede conjugarse con un polipéptido de la invencion.

Dosificacion

Con respecto a los procedimientos terapéuticos de la invencion, no se pretende que la administracion del
anticuerpo reivindicado a un paciente se limite a un modo particular de administraciéon, dosificacion o frecuencia de
dosificacion; la presente invencidon comprende todos los modos de administracion, incluyendo la via intramuscular,
intravenosa, intraperitoneal, intravesicular, intraarticular, intralesional, subcutanea, o cualquier otra via suficiente para
proporcionar una dosis adecuada para disminuir el nimero de células neoplasicas induciendo la apoptosis de células
neoplasicas, inhibiendo la proliferacion de células tumorales, o ambas. El/los compuesto(s) puede(n) administrarse al
paciente en una dosis Unica o en multiples dosis. Cuando se administran mdltiples dosis, las dosis pueden estar
separadas entre si por, por ejemplo, un dia, dos dias, una semana, dos semanas o un mes. Por ejemplo, el polipéptido
(por ejemplo, un anticuerpo monoclonal, tal como CM-1) puede administrarse una vez por semana durante, por ejemplo,
2,3,4,5,6,7,8, 10, 15, 20 o mas semanas. Debe apreciarse que, para cualquier sujeto particular, deben ajustarse los
regimenes de dosificacion especificos en el tiempo segun la necesidad individual y el juicio profesional de la persona
que administra o supervisa la administracion de las composiciones. La dosis precisa variara dependiendo del polipéptido
utilizado, la densidad, en la superficie del tumor, del ligando al que se une el polipéptido, y la tasa de aclaramiento del
polipéptido. Por ejemplo, la dosificacion del anticuerpo CM-1 puede aumentarse si una dosis inferior no proporciona
suficiente actividad antineoplasica. Por el contrario, la dosificacién del anticuerpo CM-1 puede disminuirse si se elimina
el neoplasma del paciente.

Aunque el médico encargado decidira en ultima instancia la cantidad apropiada y el régimen de dosificacion,
una cantidad terapéuticamente eficaz del polipéptido reivindicado, tal como un anticuerpo monoclonal o un fragmento del
mismo, puede estar, por ejemplo, comprendida en el intervalo de aproximadamente 0,1 mg a 50 mg/kg de peso
corporal/dia o de 0,70 mg a 350 mg/kg de peso corporal/semana. De manera deseable, una cantidad terapéuticamente
eficaz estd comprendida en el intervalo de aproximadamente 0,50 mg a 20,0 mg/kg, y de manera mas deseable en el
intervalo de aproximadamente 0,50 mg a 15,0 mg/kg por ejemplo, aproximadamente 0,2, 0,3, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0,
3,5, 4,0, 45, 5,0, 5,5, 6,0, 7,0, 8,0, 8,5, 9,0, 10,0, 11,0, 12,0, 13,0,14,0 6 15,0 mg/kg de peso corporal administrado
diariamente, en dias alternos o dos veces por semana.

Por ejemplo, una dosis adecuada es una cantidad del polipéptido que, cuando se administra tal como se
describié anteriormente, puede inducir apoptosis, y es de por lo menos el 20% por encima del nivel inicial (es decir, no
tratado). En general, un régimen de tratamiento y dosificacién apropiados proporcionan el/los compuesto(s) activo(s) en
una cantidad suficiente para proporcionar un beneficio terapéutico y/o profilactico. Una respuesta de este tipo puede
monitorizarse estableciendo un resultado clinico mejorado (por ejemplo, remisiones mas frecuentes, completas o
parciales, o supervivencia libre enfermedad durante mas tiempo) en los pacientes tratados en comparacién con los
pacientes no tratados. Segun esta invencion, la administracion del polipéptido puede inducir la apoptosis de células
neoplasicas en por lo menos 20%, 40%, 50% o 75% por encima de la de un control no tratado tal como se mide
mediante cualquier ensayo convencional conocido en la técnica. Mas preferentemente, se induce apoptosis en el 80%,
90%, 95%, o incluso el 100% por encima de la de un control no tratado. Alternativamente, la administracién del
polipéptido puede inhibir la proliferacion celular neoplasica en por lo menos 20%, 40%, 50% o 75% inferior de la de un
control no tratado tal como se mide mediante cualquier ensayo convencional conocido en la técnica. De manera mas
deseable, la proliferacion resulta inhibida en 80%, 90%, 95% o incluso 100% por debajo de la de un control no tratado.
De la manera mas deseable, el polipéptido puede inhibir simultdneamente la proliferacién e inducir la apoptosis de
células neoplasicas en relacion con las células control no tratadas. Tales respuestas pueden monitorizarse mediante
cualquier técnica convencional conocida en la materia. En general, para las composiciones farmacéuticas, la cantidad de
anticuerpo presente en una dosis oscila desde aproximadamente 25 ug hasta 5 mg por kg de huésped. Los tamafos de
dosis adecuados variaran con el tamafo del paciente, pero estaran normalmente comprendidas entre aproximadamente
0,1 ml y aproximadamente 5 ml.

Formulacién de composiciones farmacéuticas
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El polipéptido descrito puede administrarse mediante cualquier medio adecuado que da lugar a una
concentracién que presenta propiedades antineoplasicas al alcanzar la region diana. El polipéptido puede estar
contenido en cualquier cantidad apropiada en cualquier sustancia portadora adecuada, y estd generalmente presente en
una cantidad del 1-95% en peso del peso total de la composicidon. La composicion puede proporcionarse en una forma
farmacéutica que es adecuada para la via de administracién parenteral (por ejemplo, subcutanea, intravenosa,
intramuscular o intraperitoneal). Las composiciones farmacéuticas pueden formularse segun la practica farmacéutica
convencional (véanse, por ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy (202 ed.), ed. A.R. Gennaro,
Lippincott Williams & Wilkins, 2000 y Encyclopedia of Pharmaceutical Technology, eds. J. Swarbrick y J. C. Boylan,
1988-1999, Marcel Dekker, Nueva York).

La composicién farmacéutica puede administrarse por via parenteral mediante inyeccion, infusion o
implantacion (subcutanea, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal o similares) en formas farmacéuticas,
formulaciones, o mediante dispositivos de administracién adecuados o implantes que contienen vehiculos y adyuvantes
farmacéuticamente aceptables no téxicos, convencionales. Si las células neoplasicas estan en contacto directo con la
sangre (por ejemplo, leucemias), o si el tumor es solo accesible mediante el torrente sanguineo entonces puede
utilizarse la via intravenosa (i.v.). En casos en los que los tumores crecen en espacios confinados tales como la cavidad
pleural o la cavidad peritoneal, el polipéptido puede administrarse directamente en la cavidad en lugar de en el torrente
sanguineo. Los expertos en la materia conocen bien la formulaciéon y la preparacién de tales composiciones de la
formulacion farmacéutica. Las formulaciones pueden encontrarse en Remington: The Science and Practice of Pharmacy,
citado anteriormente.

Diagnéstico y monitorizacion de la evolucion del cancer

Tal como se tratdé anteriormente, la presente invencidon se refiere a un procedimiento para detectar o
diagnosticar un neoplasma en un mamifero, preferentemente un paciente humano. Normalmente, con los
procedimientos de esta invencion puede tratarse cualquier neoplasma en el que la administracién del polipéptido
descrito produzca una induccion en la apoptosis o una reduccién en la proliferacion.

Los polipéptidos descritos son particularmente utiles dado que son especificos para neoplasmas o células
neoplasicas, pero no para células o tejido normales. Por lo tanto, este polipéptido puede unirse a las células neoplasicas
dentro del tumor, pero no al tejido circundante normal, permitiendo asi la deteccion, el tratamiento, o ambos, de un
neoplasma en un mamifero. Por ejemplo, puede utilizarse dicho polipéptido para determinar si una biopsia extirp6 el
tumor completo verificando que ninguna célula unida por el polipéptido permanezca en el paciente o, verificando que el
tumor extirpado del paciente esté completamente rodeado por células que no estan unidas por el polipéptido.

Se entiende que para mejorar la sensibilidad de deteccién, pueden someterse a ensayo multiples marcadores
neoplasicos dentro de una muestra o individuo dados. Por tanto, los polipéptidos tales como anticuerpos o fragmentos
funcionales especificos para diferentes antigenos pueden combinarse dentro de un ensayo individual o en multiples
ensayos. Ademas, pueden utilizarse simultaneamente multiples cebadores o sondas especificos para neoplasmas. La
seleccion de marcadores puede basarse en experimentos de rutina para determinar combinaciones, lo que da lugar a
una sensibilidad 6ptima.

Deteccion in vitro de un neoplasma

En general, el diagndstico de un neoplasma en un mamifero implica obtener una muestra biolégica del
mamifero (por ejemplo, paciente humano), poner en contacto tal muestra con el polipéptido de la invencion (por ejemplo,
un anticuerpo monoclonal, tal como CM-1), detectar en la muestra el nivel de reactividad o unién del polipéptido a las
células neoplasicas en relacidon con una muestra control, que corresponde a células que no son neoplasicas derivadas
de tejido sano del mamifero en el que se diagnostica cancer o de otro paciente conocido que no presenta ningun
neoplasma. Por tanto, los procedimientos de esta invencion son particularmente utiles para la deteccion de tumores de
estadio temprano o metastasis, que son de otro no modo indetectables. Por lo tanto, ademas de diagnosticar un
neoplasma en un paciente, los procedimientos de esta invencién también pueden utilizarse para monitorizar la evolucion
de un neoplasma en un mamifero. Los polipéptidos descritos en la presente memoria por tanto pueden utilizarse como
marcadores para la evoluciéon de un neoplasma. Para este fin, los ensayos descritos a continuacién, que se utilizan para
el diagnéstico de un neoplasma, pueden realizarse en el tiempo, y evaluarse el cambio en el nivel de polipéptido(s)
reactivo(s). Por ejemplo, los ensayos pueden realizarse cada 24-72 horas durante un periodo de 6 meses a 1 afo, y
después de esto realizarse segun sea necesario. En general, un neoplasma evoluciona en aquellos pacientes en los que
el nivel de polipéptido unido detectado aumenta con el tiempo. Por el contrario, el neoplasma no progresa cuando el
nivel de polipéptido unido o bien permanece constante o bien disminuye con el tiempo. Alternativamente, tal como se
observd anteriormente, el polipéptido descrito también puede utilizarse para determinar la presencia de células
tumorales en el mamifero tras la reseccion del tumor mediante intervencién quirdrgica para determinar si el tumor se ha
extirpado completamente del mamifero.

De manera deseable, el polipéptido se une a un agente detectable, que facilita la deteccién, o medicién de la
reactividad del polipéptido. La muestra biolégica es cualquier material biolégico, que puede contener células neoplasicas
e incluir, por ejemplo, sangre, saliva, tejido, suero, mucosidad, esputo, orina o lagrimas. La muestra bioldgica también
puede ser una seccion de tejido, que puede ser tejido fijado, el tejido recién extraido o tejidos congelados. Un neoplasma
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se detecta o se diagnostica en el mamifero a partir del que se obtuvo la muestra si existe un aumento en el nivel de
reactividad del anticuerpo con la muestra bioldgica con respecto a la muestra control. Tal aumento es por lo menos el
10%, 20%, 30%, 40%, 50%, o mas del 50% con respecto a los niveles de control. El nivel de unién o reactividad puede
determinarse mediante cualquier procedimiento conocido en la técnica y se describe con mayor detalle a continuacion.

Ensayos de diagndstico in vitro

El diagnostico de neoplasmas utilizando el polipéptido descrito puede realizarse mediante cualquier
procedimiento conocido para el experto habitual en la materia para utilizar un agente de unién para detectar marcadores
de polipéptido en una muestra. Véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, 1988. Por ejemplo, el polipéptido puede utilizarse para el ensayo de inmunoabsorciéon ligado a
enzimas (ELISA), inmunotransferencia de tipo Western o deteccion in situ de células tumorales en una muestra de
tejido. Por ejemplo, el ensayo de ELISA implica normalmente la utilizacién del polipéptido, tal como un anticuerpo,
inmovilizado en un suporte soélido para unir a las células tumorales en la muestra biolégica. Entonces, puede detectarse
célula tumoral unida utilizando un reactivo de deteccién que contiene un grupo indicador y que se une especificamente
al complejo anticuerpo/célula tumoral. Tales reactivos de deteccion incluyen, por ejemplo, cualquier agente de unién que
se une especificamente al anticuerpo, tal como una antinmunoglobulina, proteina G, proteina A o una lectina.
Alternativamente, puede utilizarse un ensayo competitivo, en el que el polipéptido es un anticuerpo y en el que los
antigenos, para los que el anticuerpo es especifico se marcan con un grupo indicador y se permite que se unan al
anticuerpo inmovilizado tras la incubacién del anticuerpo con la muestra bioldgica. El grado en el que los componentes
de la muestra inhiben la unién de los antigenos marcados al anticuerpo es indicativo de la reactividad de la muestra con
el anticuerpo inmovilizado. El diagndstico de un neoplasma en un paciente también puede determinarse mediante un
ensayo de tipo sandwich de dos anticuerpos. Este ensayo puede realizarse poniendo en contacto en primer lugar un
anticuerpo que se ha inmovilizado en un soporte sélido, comunmente el pocillo de una placa de microtitulacién, con la
muestra, de manera que se permite que los polipéptidos dentro de la muestra se unan al anticuerpo inmovilizado.
Entonces se retira la muestra no unida de los complejos polipéptido-anticuerpo inmovilizados y se afiade un reactivo de
deteccion (preferentemente un segundo anticuerpo que puede unirse a un sitio diferente en el polipéptido) que contiene
un grupo indicador. Entonces, se determina la cantidad del reactivo de deteccién que permanece unido al soporte sdlido
utilizando un procedimiento apropiado para el grupo indicador especifico. Por ejemplo, para determinar la presencia o
ausencia de un neoplasma, tal como adenocarcinoma colorrectal, la sefial detectada del grupo indicador que permanece
unido al soporte sélido se compara generalmente con una sefal que corresponde a un valor de corte predeterminado. El
valor de corte para la deteccién de un neoplasma es la sefial media promedio obtenida cuando se incuba el anticuerpo
con muestras de pacientes sin un neoplasma.

El procedimiento utilizado para detectar el grupo indicador depende de la naturaleza del grupo indicador. Para
grupos radioactivos, pueden utilizarse métodos autorradiograficos o de recuento de centello. Los métodos
espectroscépicos pueden utilizarse para detectar colorantes, grupos luminiscentes y grupos fluorescentes. La biotina
puede detectarse utilizando avidina, acoplada a un grupo indicador diferente (cominmente un grupo radiactivo o
fluorescente o una enzima). Los grupos indicadores enzimaticos pueden detectarse generalmente mediante la adicion
del sustrato (generalmente durante un periodo de tiempo especifico), seguido por analisis espectroscopico u otro
analisis de los productos de reaccion.

El polipéptido descrito también puede emplearse de manera histolégica para la deteccion o determinacién
cuantitativa in situ de células tumorales, por ejemplo, mediante inmunofluorescencia o microscopia inmunoelectronica.
La deteccién o determinacion in situ puede llevarse a cabo extirpando una muestra de tejido de un paciente y
permitiendo que un anticuerpo marcado se una a cualquier célula tumoral en la muestra. La utilizacion de un
procedimiento de este tipo no sélo permite la deteccidén de células neoplasicas en una muestra, sino que también
permite la determinacién de su distribucion espacial. Como otro ejemplo, la muestra biolégica puede ser un frotis de
material biolégico que contiene células neoplasicas en un portaobjetos, y la deteccion de las células neoplasicas en el
material bioldgico se logra examinando el frotis con un microscopio o mediante fluorocitometria.

Deteccion in vivo de un neoplasma

Alternativamente, el anticuerpo de la invencion puede utilizarse también in vivo para detectar y localizar un
neoplasma. Un procedimiento de este tipo puede implicar inyectarle a un mamifero, de manera deseable un sujeto
humano, por via parenteral el polipéptido de la invencion, tal como CM-1, que se ha marcado con un agente detectable,
y se describe, por ejemplo, en la patente US n° 4.444.744. Por ejemplo, el polipéptido puede estar radiomarcado con un
radioisétopo farmacoldgicamente inerte y administrarse al paciente. La actividad del radioisétopo puede detectarse en el
mamifero utilizando un dispositivo fotoexploracion, y un aumento en la actividad en relacion con un control refleja la
deteccion y la localizacion de un neoplasma.

Tratamiento

Ademas del diagnodstico y la monitorizacion de neoplasmas en mamiferos, se describen procedimientos para
tratar neoplasmas en un mamifero, de manera deseable un paciente humano. El procedimiento implica generalmente la
administracién de una cantidad biolégicamente eficaz del polipéptido descrito al paciente. El polipéptido se administra
normalmente al mamifero mediante inyeccion utilizando cualquier via de administracion tal como mediante inyeccion
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intratecal, subcutanea, submucosa o intracavitaria asi como para inyeccién intravenosa o intraarterial. Por tanto, el
polipéptido puede inyectarse de manera sistémica, por ejemplo, mediante la inyeccion intravenosa del polipéptido tal
como el anticuerpo CM-1 en el torrente sanguineo del paciente o, alternativamente, el polipéptido puede inyectarse
directamente en el sitio del neoplasma o en una ubicacién en proximidad a las células neoplasicas.

En general y tal como se trat6é anteriormente, la unién de dicho polipéptido a células neoplasicas da lugar a una
induccién de la apoptosis, una reduccion de la proliferacién celular o ambas en relaciéon con la muestra control.
Alternativamente, los anticuerpos también pueden activar la ruta del complemento, que produce en ultima instancia que
se perforen orificios en la membrana celular, dando como resultado muerte celular.

Si se desea, los polipéptidos también pueden conjugarse con farmacos o toxinas tal como se describid
anteriormente. Una vez unido a la superficie celular, el conjugado puede internalizarse en el citoplasma celular en el que
enzimas celulares escinden y, por tanto, activan o liberan los fdrmacos o toxinas del conjugado. Una vez liberados, los
farmacos o las toxinas dafian la célula e inducen de manera irreversible muerte celular. Con respecto a los anticuerpos
radiomarcados, la unién a células neoplasicas y la emisiéon de radiacion resultante, a un distancia corta del ADN celular,
produce dafio a este ultimo induciendo asi muerte celular en la siguiente ronda de replicacién. Por ejemplo, tras haberse
detectado un neoplasma y localizado en un sujeto, se inyecta una dosis superior de anticuerpo marcado, generalmente
de desde 25 hasta 250 mCi para ¥, y preferentemente de desde 50 mCi hasta 150 mCi por dosis, basandose en el
peso de un paciente de 70 kg. La inyeccion puede ser intravenosa, intraarterial, intralinfatica, intratecal o intracavitaria, y
puede repetirse mas de una vez. Puede ser ventajoso para algunas terapias administrar multiples dosis divididas de
polipéptidos 0 mezclas de polipéptidos radiomarcados, por ejemplo, en el intervalo de 20-120 mCi (paciente de 70 kg),
proporcionando asi dosis de destruccion celular superiores al neoplasma sin efectuar habitualmente un aumento
proporcional de la radiacién de tejidos normales.

La terapia utilizando polipéptidos marcados se utiliza de manera ventajosa como tratamiento terapéutico
primario, pero también puede utilizarse en combinaciéon con otras terapias antineoplasicas, por ejemplo, radiacion y
quimioterapia, y como complemento de la cirugia. La administracion de tales polipéptidos conjugados es particularmente
util en el caso en el que no puedan extirparse quirdrgicamente metastasis pequenas.

Combinacion de un polipéptido con otras terapias antineoplasicas

Pueden combinarse opcionalmente agentes quimioterapicos y/o radiacion y/o extirpacién quirargica del
neoplasma con cualquiera de los procedimientos de la presente invencién. Las clases de compuestos que pueden
utilizarse como agente quimioterapico incluyen: agentes alquilantes, antimetabolitos, productos naturales y sus
derivados, hormonas y esteroides (incluyendo analogos sintéticos), y compuestos sintéticos. Los ejemplos de agentes
alquilantes (por ejemplo, mostazas nitrogenadas, derivados de etilenimina, alquilsulfonatos, nitrosoureas y triazenos)
incluyen mostaza de uracilo, clormetina, ciclofosfamida (CytoxanRTM), ifosfamida, melfalan, clorambucilo, pipobroman,
trietilen-melamina, ftrietilentiofosforamina, busulfano, carmustina, lomustina, estreptozocina, dacarbazina vy
temozolomida. Los antimetabolitos (incluyendo antagonistas de acido félico, analogos de piridina, analogos de purina e
inhibidores de adenosina deaminasa) pueden incluir, por ejemplo, metotrexato, 5-fluorouracilo, floxuridina, citarabina, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, fosfato de fludarabina, pentostatina y gemcitabina. También pueden utilizarse productos
naturales y sus derivados (incluyendo alcaloides de la vinca, antibidticos antitumorales, enzimas, linfocinas y
epipodofilotoxinas) e incluyen, por ejemplo, vinblastina, vincristina, vindesina, bleomicina, dactinomicina, daunorubicina,
doxorubicina, epirubicina, idarubicina, paclitaxel (paclitaxel esta comercialmente disponible como taxol), mitramicina,
deoxicoformicina, mitomicina-C, L-asparaginasa, interferones (especialmente IFN-alfa), etopésido y tenipdsido. Las
hormonas y esteroides (incluyendo analogos sintéticos) incluyen, por ejemplo, 17-alfa-etinilestradiol, dietilestilbestrol,
testosterona, prednisona, fluoximesterona, propionato de dromostanolona, testolactona, acetato de megestrol,
tamoxifeno, metilprednisolona, metiltestosterona, prednisolona, triamcinolona, clorotrianiseno, hidroxiprogesterona,
aminoglutetimida, estramustina, acetato de medroxiprogesterona, leuprolida, flutamida, toremifeno o Zoladex. Los
compuestos sintéticos a modo de ejemplo (incluyendo complejos inorganicos tales como complejos de coordinacion de
platino) incluyen cisplatino, carboplatino, hidroxiurea, amsacrina, procarbazina, mitotano, mitoxantrona, levamisol y
hexametilmelamina.

Resultan conocidos por los expertos en la materia métodos y dosificaciones para la administracion segura y
eficaz de la mayoria de estos agentes quimioterapicos. Ademas, su administracién se describe en la bibliografia
convencional. Por ejemplo, la administraciéon de muchos de los agentes quimioterapicos se describe en el “Physicians’
Desk Reference” (PDR) (vademécum de especialidades farmacéuticas), por ejemplo, ediciéon de 1996 (Medical
Economics Company, Montvale, N.J. 07645-1742, USA).

Los ejemplos siguientes se proporcionan a titulo ilustrativo y no limitativo de la invencion.
EJEMPLO 1

Materiales y métodos

Produccién de hibridomas

Se inmortalizaron linfocitos fusionandolos con el heteromieloma HAB-1 tal como sigue.
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Se lavaron las células de heteromieloma HAB-1 dos veces con RPMI 1640 (PAA, Viena, Austria) sin aditivos y
se centrifugaron las células durante 5 minutos a 1.500 rpm. Entonces, se descongelaron linfocitos congelados obtenidos
de o bien el bazo o bien los ganglios linfaticos y se lavaron estas células dos veces con RPMI 1640 sin aditivos y se
centrifugaron estas células a 1.500 rpm durante 5 minutos. Se resuspendieron tanto los sedimentos celulares de
linfocitos como los de HAB-1 en 10 ml de RPMI 1640 sin aditivos y se contaron en una camara de recuento celular de
Neubauer. Se lavaron las células de nuevo, se afiadieron las células HAB-1 y los linfocitos juntos en una razén de 1:2 a
1:3, se mezclaron, y se centrifugé la mezcla durante 8 minutos a 1.500 rpm. Se calenté previamente polietilenglicol 1500
(PEG) hasta 37°C y se dej6 cuidadosamente que el PEG discurriese gota a gota sobre el sedimento mientras que se
rotaba ligeramente el tubo de 50 ml. A continuacion, se resuspendié suavemente el sedimento y se roté el tubo durante
exactamente 90 segundos en un bafio de agua a 37°C. Se lavaron las células dos veces con una pipeta de 10 ml llena
de RPMI sin aditivos y se centrifugaron las células durante 5 minutos a 1.500 rpm. Se afiadié 1 ml de RPMI 1640 con
complemento de HAT (PAA, Viena, Austria) y FCS al 10%, glutamina al 1% y penicilina/estreptomicina al 1% (“RPMI
1640 HAT”) en cada pocillo de una placa de 24 pocillos. Se disolvié el sedimento celular en RPMI 1640 HAT y se
afiadieron 0,5 ml de las células a cada pocillo de la placa de 24 pocillos. Entonces, se colocaron las placas de 24
pocillos en un incubador a 37°C y se cambi6 el medio RPMI 1640 HAT cada semana.

Utilizando este protocolo, aproximadamente del 80% al 90% de los triomas generados son viables y
aproximadamente 50% secretan inmunoglobulinas.

Secuenciacion del anticuerpo

Para obtener la secuencia del anticuerpo, se aisld6 el ARN completo del trioma utilizando el kit RNASE de
Qiagen y se uso6 este ARN para generar ADNc utilizando transcriptasa inversa de VLMM (Gibco). Tras generar el ADNc,
se amplificaron los genes de la region variable utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y Taq
polimerasa (MBI-Fermentas). Se purificaron los productos de PCR utilizando electroforesis en gel mediante la extraccion
del gel del producto de PCR. Entonces, se clonaron los productos de PCR utilizando el kit de clonacién pCR-Script Amp
SK+ (Stratagene) y se secuenciaron los clones positivos utilizando el kit de secuenciacion por ciclo de terminacion
DyeDeoxy (Applied BioSystems). Se analizaron las secuencias utilizando el programa de comparacion de secuencias
Dnasis para Windows, y las bases de datos GenBank y V-base tal como se describe en Vollmers et al. (Oncol. Rep.
5:35-40, 1998).

Tincion inmunohistoquimica de secciones en parafina
Se elimind la parafina de la seccion de tejido incubando las secciones de tejido en los siguientes lavados:
dos lavados con xileno durante 5 minutos cada uno,
dos lavados con etanol al 100% durante 5 minutos cada uno,
dos lavados con etanol al 90% durante 5 minutos cada uno,
dos lavados con etanol al 70% durante 5 minutos cada uno, y
tres lavados en H,O destilada.

Se incubaron los portaobjetos que contenian las secciones de tejido en 75 ml de H,O destilada y 25 ml de
disolucion de desenmascaramiento (Demaskierungsldsung G, Biologo, Kronshagen, Alemania) en un bafio de agua
precalentado a 100°C durante 20 minutos. Se pusieron los portaobjetos en Tris/NaCl (3 gramos de Tris, 40,5 gramos de
NaCl en 5 litros de H,O destilada y pH ajustado a 7,4 con HCI) durante 5 minutos, se bloquearon durante 30 minutos con
150 ul de fraccién V de albumina sérica bovina al 0,5% (“BSA”; Roth, Karlsruhe, Alemania) en soluciéon salina
tamponada con fosfato (“PBS”) por portaobjeto, y se lavd una vez con Tris/NaCl.

Se incubaron los portaobjetos con el anticuerpo primario tal como sigue: se afiadieron 150 pl de una disolucion
que contenia el anticuerpo primario, por ejemplo, CM-1 a 25 pg/ml en PBS/BSA al 0,5%, a cada portaobjeto de
microscopio y se incubaron los portaobjetos durante 2,5 horas en una camara humidificada a 37°C. Tras el periodo de
incubacion, se lavaron los portaobjetos tres veces con Tris/NaCl.

Se incubaron las secciones de tejido en el anticuerpo secundario tal como sigue. Se afiadieron 150 pul de una
disolucion que contenia el anticuerpo secundario (700 ul de PBS + 300 pul de suero de conejo + por ejemplo 20 pl de
anticuerpo de conejo anti-IlgM humana; Dako, Hamburgo, Alemania) a cada portaobjeto de microscopio. Entonces, se
incubaron los portaobjetos durante 45 minutos en una camara humidificada a temperatura ambiente.

Tras el periodo de incubacién, se lavaron los portaobjetos tres veces con Tris/NaCl y se colocaron en PBS
durante 10 minutos. Entonces, se incubaron los portaobjetos durante 10 minutos con una disolucién que contenia
diaminobencidina al 0,05% y perdxido de hidrégeno al 0,02% (Sigma, Taufkirchen (Munich), Alemania). Se anadieron
150 ul de esta disolucion a cada portaobjeto de microscopio. Tras este periodo de incubacion, se lavaron los
portaobjetos tres veces con H,O, una vez con H,O destilada y se pusieron en disolucidon de hematoxilina (Roth,
Karlsruhe, Alemania) durante 5 minutos. Entonces, se enjuagaron los portaobjetos durante 10-15 min. Bajo agua de grifo
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corriente, se lavaron con H,O destilada y se cubrieron con disolucién de glicerol/gelatina precalentada.

Los anticuerpos de control utilizados en estos ensayos incluyen los siguientes anticuerpos: un anticuerpo
monoclonal de ratén contra citoqueratina humana 8 (“CK 8”; Cymbus Biotechnology Ltd., Chandlers Ford, Hants, R.U.),
véase también, Moll et al. (Cell 31: 11-24, 1982); un anticuerpo monoclonal de ratén contra citoqueratina humana 5/6
(“CK 5/6”; Dako A/S, Dinamarca); y un anticuerpo monoclonal de ratén contra citoqueratina humana (“CAM 5.2”; Becton
Dickinson, Nueva Jersey).

Preparacién del citocentrifugado

Se separaron las células en crecimiento adherentes afadiendo tripsina/EDTA (PAA, Viena, Austria) seguido por
una incubacion de 5 minutos en un incubador humidificado (37°C, 5% de CO,) y centrifugacién durante 5 minutos a
1.500 rpm. Entonces, se lavaron las células dos veces con 10 ml de medio de cultivo celular RPMI-1640 (PAA, Viena,
Austria). Se ajusté el numero de células a una densidad de 1 x 10° células/ml. A partir de esta disolucién, se
centrifugaron 100 pl sobre portaobjetos de microscopio con una centrifuga para citocentrifugados (CYTOSPIN 2,
Shandon, R.U.) durante 2 minutos a 50 rpm. Se secaron los citocentrifugados resultantes durante por lo menos 2 horas
y se tifieron tal como se especifica a continuacion.

Tincién con inmunoperoxidasa de citocentrifugados y criosecciones

Se secaron los citocentrifugados durante por lo menos dos horas a temperatura ambiente o se secaron las
criosecciones durante por lo menos dos horas tras cortarse. Entonces se fijaron las secciones o citocentrifugados
durante 10 minutos en acetona. Se secaron las criosecciones/citocentrifugados fijados durante 30 minutos a temperatura
ambiente, se lavaron tres veces con Tris-NaCl (3 gramos de Tris, 40,5 gramos de NaCl en 5 litros de H,O destilada y pH
ajustado a 7,4 con HCIl), y se pusieron en TrissNaCl durante 5 minutos. Se bloguearon las
criosecciones/citocentrifugados durante 15-30 minutos con leche en polvo al 3% en PBS (100 upl por
criseccion/citocentrifugado) y se lavaron tres veces con Tris-NaCl. Se incubaron las criosecciones/citocentrifugados en
100 pl de anticuerpo primario por crioseccién/citocentrifugado (por ejemplo, CM-1 a 20 pg/ml en PBS/BSA al 0,5%; CK 8
a 1:50 en BSA/PBS; CAM 5.2 a 1:10 en BSA/PBS; o medios RPMI 1640 (PAA, Viena, Austria) como control negativo)
durante 30 minutos en una camara humidificada a temperatura ambiente. Tras la incubacién, se lavaron las
criosecciones/citocentrifugados tres veces con Tris-NaCl.

Entonces, se incubaron las criosecciones/citocentrifugados en 100 pl de una disolucion que contenia el
anticuerpo secundario (PBS al 70 % + suero humano o de conejo al 30% + por ejemplo anticuerpo de conejo anti-ratén
1:50, acoplado a peroxidasa o anticuerpo de conejo anti-lgM humana 1:50, acoplado a peroxidasa; Dako, Hamburgo,
Alemania) por crioseccion/citocentrifugado durante 30 minutos en una camara humidificada a temperatura ambiente y se
lavaron tres veces con Tris-NaCl y se pusieron en PBS durante 10 minutos. Entonces se incubaron las
criosecciones/citocentrifugados durante 10 minutos en 100 ul de una disolucidon que contenia diaminobencidina al 0,05%
y peroxido de hidrégeno al 0,02% (Sigma, Taufkirchen (Munich), Alemania). Tras la incubacion, se lavaron las
criosecciones/citocentrifugados con H,O destilada y se pusieron en una disolucidon de tincién con hematoxilina (Roth,
Karlsruhe, Alemania) durante 5 minutos. Entonces, se enjuagaron las criosecciones/citocentrifugados durante 15
minutos bajo agua de grifo corriente, se lavaron con H,O destilada y se cubrieron con disolucién de glicerol-gelatina
precalentada.

Se llevaron a cabo los experimentos siguientes utilizando los materiales y métodos anteriores.
EJEMPLO 2

Generacién de la linea celular que expresa el anticuerpo monoclonal CM-1

Tal como se describié anteriormente, se obtuvo el hibridoma que expresaba el anticuerpo monoclonal CM-1
fusionando linfocitos obtenidos del bazo de un paciente que presenta un adenocarcinoma colorrectal moderadamente
diferenciado (estadio tumoral T2NOMx, grado 2) con la linea celular de heteromieloma HAB-1 (Faller, et al., Br. J.
Cancer 62:595-598, 1990). La célula resultante es un tipo de hibridoma conocido como trioma, ya que es la fusiéon de
tres células. Al igual que los linfocitos B normales, este trioma presenta la capacidad para producir anticuerpos. La
especificidad del anticuerpo se determina mediante la especificidad del linfocito original procedente del paciente que se
uso para generar el trioma.

En la figura 1 se representan las secuencias de aminoacidos y acido nucleico de la region Vy del anticuerpo
monoclonal CM-1 como SEC ID n°: 1 y SEC ID n° 2, respectivamente, y en la figura 2 se muestran las secuencias de
aminoacidos y acido nucleico de la regién V| de CM-1 como SEC ID n°: 3 y SEC ID n°: 4, respectivamente. Ademas, se
compararon las secuencias de las cadenas de inmunoglobulina con secuencias de linea germinal en la base de datos
International Immunogenetics (IMGT”), que coordina Marie-Paule Lefranc en la Université de Montpellier, Montpellier,
Francia. Se us6 el programa de alineacién de secuencias DNAPLOT (disponible en http://www.dnaplot.org) para
identificar los genes de linea germinal mas homologos y para detectar mutaciones somaticas. La secuencia de Vy de
CM-1 es homodloga al gen de linea germinal IGHV3-30/3-30.5*01 (IMGT n.° X92214; Medline n.° 88283641; Berman et
al., EMBO J. 7:727-738, 1988) y la region I, del gen de linea germinal IGHJ5*01. La secuencia V| de CM-1 es homologa
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al gen de linea germinal IGLV3-25*03 (IMGT-n.° L29165; Medline n.° 94216813; Fang et al., J. Exp. Med. 179:1445-
1456, 1994) y la regién I, del gen de linea germinal IGLJ3*01.

EJEMPLO 3

Caracterizacion inmunohistoquimica de un anticuerpo

Para caracterizar el anticuerpo monoclonal secretado por un hibridoma, se sometié a prueba frente a un panel
de tejidos normales y tumorales utilizando un ensayo con inmunoperoxidasa tal como se describe en la seccion de
materiales y métodos. Este ensayo proporciond una vision general de qué tejidos se tifieron con el anticuerpo y de la
distribucién del antigeno.

Se caracterizaron adicionalmente anticuerpos que son especificos para células tumorales y no para tejido
normal. En primer lugar, se sometieron a prueba estos anticuerpos frente a los mismos tipos de tumores de diferentes
pacientes. Entonces, se sometieron a prueba estos anticuerpos frente a tumores de otros 6rganos vy, finalmente, frente a
tejidos normales. Utilizando estos ensayos, se identificd el anticuerpo monoclonal humano CM-1.

El anticuerpo monoclonal CM-1 tifie especificamente células neoplasicas, tales como células de carcinoma
colorrectal. Se tifieron muestras de tejido obtenidas de 21 tumores colorrectales diferentes con el anticuerpo monoclonal
CM-1. 10 de estos tumores (47,6%) procedian de pacientes femeninos y 11 (52,4%) procedian de pacientes masculinos.
De las 21 preparaciones de tejido, 20 eran adenocarcinomas, de los que 2 también contenian células en anillo de sello.
Ademas, uno de los tumores era de manera histolégica un carcinoma de células escamosas, y tres carcinomas estaban
ubicados en el ciego, dos en el colon sigmoideo, cinco en el recto y once en otras partes del colon. Los resultados de la
tincion se proporcionan en la tabla 1, a continuacion.

Tabla 1:
Anticuerpo Tenidos Resulltado Positivo débil Positivo fuerte Po~r_centaje de
negativo tefidos
CM-1 21 2 11 8 90,5

Ademas, se determin6 que el anticuerpo CM-1 tifie especificamente los adenocarcinomas de ovario (figura 3A-
3C vy figura 4A-4C), carcinomas lobulillares de mama invasivos (figura 5A-5C y figura 6A-6C) y carcinomas de células
escamosas del pulmon (figura 7A-7C). Ademas, se determind que el anticuerpo CM-1 también tifie especificamente
células de carcinoma de estémago, carcinoma de células escamosas de esofago, adenocarcinoma pancreatico,
adenocarcinoma de pulmén, carcinoma ductal de mama, adenocarcinoma uterino y adenocarcinoma de prostata.

Ademas, el anticuerpo monoclonal CM-1 también tifie especificamente varias lineas celulares de carcinoma
colorrectal y de colon. En particular, el anticuerpo CM-1 se une a células de la linea celular de adenocarcinoma
colorrectal humano HT-29 (n.° de registro de la American Type Culture Collection (“ATCC”) HTB-38, n° de registro de la
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (“DSMZ”) ACC 299), la linea celular de adenocarcinoma
colorrectal humano CACO-2 (n.° de registro de la ATCC HBT-37, n.° de registro de la DSMZ ACC 169), la linea celular
de carcinoma de colon humano COLO-320 (n.° de registro de la DSMZ n.° ACC 144), la linea celular de carcinoma de
colon humano COLO-206F (n.° de registro de la DSMZ ACC 21), y la linea celular de carcinoma de colon humano
COLO-678 (n.° de registro de la DSMZ 194). Se tifieron portaobjetos de estas células segun el protocolo de
citocentrifugado descrito en la seccion de materiales y métodos.

EJEMPLO 4

Determinacién de si un anticuerpo induce apoptosis

Pueden utilizarse varios ensayos convencionales en la materia para determinar si un anticuerpo induce la
apoptosis de una célula.

Por ejemplo, se usé6 CELL DEATH DETECTION ELISAYS (Roche, Mannheim, Alemania) para analizar el
grado en el que el anticuerpo CM-1 induce apoptosis. El ELISA de deteccion de muerte celular se basa en un principio
de inmunoensayo enzimatico de tipo sandwich cuantitativo utilizando anticuerpos monoclonales de ratén dirigidos contra
ADN e histonas, respectivamente. Este ensayo permite la determinacion especifica de mono y oligonucleosomas que se
liberan en el citoplasma de células que mueren por apoptosis.

En particular, se utilizaron 100 pl de una suspension celular (1,0 x 105/ml) para cada linea celular y se diluyo
esto uno a uno con 100 pl del sobrenadante que contenia el anticuerpo monoclonal en una placa de 96 pocillos y se
incubd la placa a 37°C y en 7% de CO, durante 24 horas. Tras el periodo de incubacioén, se centrifugaron las células a
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200 g durante 10 minutos, se aspiré el sobrenadante y se afadieron 200 ul del tampén de lisis, lo que dio como
resultado la lisis de las células tras una incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente. Tras centrifugar de nuevo, se
anadieron 20 pl del sobrenadante a placas de microtitulacion recubiertas con estreptavidina y se afiadieron 80 pl del
inmunorreactivo (anticuerpo anti-ADN-peroxidasa (anti-ADN-POD) 1/20 que reacciona con los componentes de ADN de
los nucleosomas, biotina anti-histona 1/20, tampdn de incubacion 18/20). Ademas, se usé el control positivo y el blanco
incluido en el kit de prueba del fabricante. Tras incubarse las placas durante 2 horas mientras que se mezclaban a
aproximadamente 250 rpm, se lavé cada pocillo tres veces con 250 ul de tampdn de incubacion. Entonces, se anadieron
a cada pocillo 100 pl de la disolucion ABTS™ (1 comprimido de ABTS™ (2,2’-azino-di[3-etil-benz-tiazolin-sufonato) en 5
ml de tampdn de sustrato). Se mezclaron las placas de nuevo y la intensidad de la apoptosis inducida por anticuerpos se
ve reflejada en el precipitado intensamente verde. Se determiné la intensidad del color utilizando un lector de ELISA a
una longitud de onda de 415 nm contra una longitud de onda de referencia de 490 nm. Basandose en esta intensidad de
color, se calculd la intensidad de la apoptosis inducida por anticuerpos.

Tal como se muestra en la figura 8, CM-1 induce la apoptosis de células de carcinoma colorrectal humano
CACO-2 tras una incubacion de 24 horas. El eje Y en esta figura es la diferencia entre la absorbancia a 415 nmy a la
longitud de onda de referencia de 490 (A415-A4g0)- El control negativo es medio RPMI 1460. Tal como se muestra en la
figura 8, tanto un anticuerpo CD95 Fas comercialmente disponible a 2 ng/ml como el sobrenadante que contenia el
anticuerpo monoclonal CM-1 (45 ug/ml) inducen apoptosis en comparacién con el control negativo. El efecto observado
con el anticuerpo monoclonal CM-1 es 1,46 veces el del control negativo.

EJEMPLO 5

Determinacién de si un anticuerpo inhibe la proliferacién celular

Puede someterse a ensayo la proliferacion celular mediante varios procedimientos que son convencionales en
la materia, por ejemplo, mediante la reduccion de sales de tetrazolio. Las células metabdlicamente activas reducen la sal
de tetrazolio amarilla bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (“MTT”) (Sigma, St. Louis, MO), en parte
por la accidon de enzimas deshidrogenasas mitocondriales para generar equivalentes de reduccion tales como NADH vy
NADPH. El formazan purpura intracelular resultante puede solubilizarse y cuantificarse por medios espectrofotométricos.
El ensayo de proliferacion celular de MTT mide la tasa de proliferacion celular y, cuando los acontecimientos
metabdlicos conducen a la apoptosis, la reduccion de la viabilidad celular.

Para el ensayo de MTT, se tripsinizaron células y se resuspendieron las células en 10 ml de medio RPMI-1460
que contiene suero de ternero fetal (FCS) al 10%, glutamina al 1% y penicilina/estreptomicina al 1% (medio completo).
Entonces se contaron las células y se diluyeron hasta 1 x 10° células/ml. Se pipetearon 50 ul de esta suspension en
pocillos de una placa de 96 pocillos, dando como resultado aproximadamente 5 x 10* células/pocillo. Se dejé vacia la
primera fila de pocillos. Entonces, se afiadieron 50 pl del anticuerpo diluido en medio completo a cada pocillo. Entonces,
se incubd la placa de 96 pocillos durante 24 6 48 horas en un incubador a 37°C. Tras el periodo de incubacién, se
afadieron 50 pl de disolucion de MTT (5 mg/ml en PBS) a cada pocillo. Se incubd la placa de 96 pocillos durante 20
minutos a 37°C y se centrifugé durante 10 minutos a 2800 rpm. Se aspird el sobrenadante, se afiadieron 150 pl de
DMSO a cada pocillo y se resuspendio el sedimento celular. Se determiné la absorcién a una longitud de onda de 540
nm y a una longitud de onda de referencia de 690 nm en un lector de ELISA.

Se representan resultados a titulo de ejemplo de tales experimentos en las figuras 9A y 9B. En este caso, se
incubaron células de carcinoma de colon humano COLO-206F con el anticuerpo monoclonal CM-1, con sobrenadante
reducido, o sin anticuerpo durante 24 horas (figura 9A) o 48 horas (figura 9B). El eje y muestra la diferencia en la
absorbancia a 540 nm y 690 nm (As40-Asgeo). Tal como resulta evidente a partir de estos graficos, el anticuerpo CM-1,
tanto a 22 ug/ml como a 44 ug/ml dio como resultado una disminucién de la proliferacion celular y viabilidad celular tras
un periodo de incubacién tanto de 24 horas como de 48 horas.

EJEMPLO 6

Obtencién de imagenes in vivo de un neoplasma

Puede administrarse a un paciente que se sospecha que presenta un neoplasma, tal como un carcinoma
colorrectal, una dosis de anticuerpo CM-1 radioyodado, u otro polipéptido especifico de tumor, y anticuerpo no especifico
radiomarcado utilizando los procedimientos descritos en la presente memoria. La localizacion del tumor para la
obtencion de imagenes puede efectuarse segun el procedimiento de Goldenberg et al. (N. Engl. J. Med., 298:1384,
1978). Por via i.v., puede administrarse a un paciente una infusién de volumenes iguales de disoluciones de anticuerpo
¥1.cMm-1 y anticuerpo no especifico marcado con Tc-99m. Antes de la administracion de los reactivos i.v., normalmente
el paciente se somete a prueba previamente para detectar hipersensibilidad a la preparacion de anticuerpo (no marcado)
o al anticuerpo de la misma especie que la preparaciéon de anticuerpo. Para bloquear la captacion por el tiroides de ¥
se administra por via oral disolucion de lugol, comenzando uno o mas dias antes de la inyeccién del anticuerpo
radioyodado, a una dosis de 5 gotas dos o tres veces al dia. Pueden tomarse imagenes de diversas vistas y regiones del
cuerpo a las 4, 8 y 24 horas tras la inyeccion de las preparaciones marcadas. Si esta presente, el neoplasma, por
ejemplo, un carcinoma colorrectal, se detecta mediante la obtencién de imagenes en camara gamma con resta de los
recuentos de Tc-99m de los de ™I, tal como se describe para anticuerpo anti-CEA marcado con ¥ y albumina sérica
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humana marcada con Tc-99m por DelLand et al. (Cancer Res. 40:3046, 1980). A las 8 horas tras la inyeccion, la
obtencion de la imagen es habitualmente clara, mejorando con el tiempo hasta las exploraciones a las 24 horas.

EJEMPLO 7

Tratamiento de un neoplasma utilizando mezclas de anticuerpos marcados

Puede tratarse un paciente diagnosticado con un neoplasma, por ejemplo, una mujer diagnosticada con un
carcinoma de mama, con los polipéptidos de la invencion tal como se expone a continuacion. Puede administrarse
disolucion de lugol, por ejemplo, 7 gotas 3 veces al dia, al paciente. Posteriormente, puede administrarse una dosis
terapéutica de anticuerpo Bl.cM-1 al paciente. Por ejemplo, puede administrarse una dosis de ¥l de 50 mCi
semanalmente durante 3 semanas, y entonces se repite a intervalos ajustados en una base individual, por ejemplo, cada
tres meses, hasta que la toxicidad hematoldgica interrumpa la terapia. El régimen de tratamiento exacto lo determina
generalmente el médico encargado o la persona que supervisa el tratamiento. Pueden administrarse anticuerpos
radioyodados como infusiones i.v. lentas en 50 ml de solucion salina fisioldgica estéril. Tras la tercera dosis de inyeccion,
puede observarse una reduccion en el tamafo del tumor primario y las metastasis, particularmente tras el segundo ciclo
de terapia, o 10 semanas tras el inicio de la terapia.

EJEMPLO 8

Tratamiento utilizando anticuerpos conjugados

Puede tratarse un paciente diagnosticado con un neoplasma, por ejemg)lo, una mujer con cancer de mama que
ha metastatizado al pecho y los pulmones, con disoluciones de '*'l-CM-1, "B-CM-1 y un anticuerpo no especifico
marcado con Tc-99m. Puede administrarse al paciente una cantidad de anticuerpo CM-1 marcado con 13 (en 50 ml de
solucién salina fisioldgica estéril) suficiente para proporcionar 100 mCi de actividad de 31| basandose en el peso de un
paciente de 70 kg. Esta dosificacion es igual a 3,3 mg de un anticuerpo que presenta 40-80 atomos de boro y 8-16
atomos de boro-10 por molécula de anticuerpo. El neoplasma se localiza de manera precisa en primer lugar utilizando el
procedimiento del ejemplo 6. Ademas, debe administrarse disolucién de lugol de manera continua al paciente, tal como
en el ejemplo anterior. Entonces, puede enfocarse un haz bien colimado de neutrones térmicos sobre las ubicaciones de
tumores definidas. Se efectua la irradiacion con una dosis de haz de neutrones externo de 400-800 rads, suministrada
en un periodo de desde 8-20 min., para cada sitio tumoral, y se repite opcionalmente con la administracion del
anticuerpo que ubica el tumor, con o sin el radiomarcador, a intervalos ajustados en una base individual, pero que
habitualmente no excede una dosis total de 3200 rads a menos que se indique terapia de irradiacién externa simultanea.
Si se desea, también puede administrarse al paciente, ademas de esta terapia, un agente antitumoral tal como un
agente quimioterapico.

Otras formas de realizacion

Aunque se ha descrito la invencidon haciendo referencia a sus formas de realizacion especificas, debe
apreciarse que pueden introducirse modificaciones adicionales y la presente solicitud pretende comprender cualquier
variacion, utilizacion o adaptacién de la invencion siguiendo, en general, los principios de la invencion e incluyendo que
tales desviaciones de la presente descripcion se encuentren dentro de la practica conocida o habitual en la técnica a la
que la invencién pertenece y puedan aplicarse a las caracteristicas esenciales expuestas anteriormente en la presente
memoria.
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo purificado o fragmento funcional del mismo, en el que dicho anticuerpo o fragmento funcional
se une especificamente a por lo menos una de las células HT-29 (n.° de registro de la ATCC HTB-38; n.° de registro de
la DSMZ ACC 299), CACO-2 (n.° de registro de la ATCC HBT-37; n.° de registro de la DSMZ ACC 169), COLO-320 (n.°
de registro de la DSMZ ACC 144), COLO-206F (n.° de registro de la DSMZ ACC 21), o COLO-678 (n.° de registro de la
DSMZ 194), dicho anticuerpo o fragmento funcional del mismo induce apoptosis o inhibe la proliferacion de las células
neoplasicas, y en el que dicho anticuerpo o fragmento funcional del mismo comprende una secuencia de region variable
de cadena pesada que es por lo menos 95% idéntica a la SEC ID n°: 1 y una secuencia de region variable de cadena
ligera que es por lo menos 95% idéntica a la SEC ID n°: 3.

2. Anticuerpo purificado o fragmento funcional segun la reivindicacién 1, en el que dicho anticuerpo o
fragmento funcional comprende una secuencia de region variable de cadena pesada que es por lo menos 98% idéntica a
la SEC ID n°: 1 y una secuencia de region variable de cadena ligera que es por lo menos 98% idéntica a la SEC ID n°: 3.

3. Anticuerpo purificado o fragmento funcional segun la reivindicacion 1 6 2, en el que dicho anticuerpo o
fragmento funcional comprende las secuencias de aminoacidos de las SEC ID n°: 1y 3.

4.  Anticuerpo purificado o fragmento funcional segun la reivindicacion 1 a 3, en el que dicho anticuerpo o
fragmento funcional es humano.

5. Anticuerpo purificado o fragmento funcional segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho
anticuerpo o fragmento funcional es monoclonal.

6. Anticuerpo purificado o fragmento funcional segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho
anticuerpo o fragmento funcional es seleccionado de entre el grupo constituido por F,, Fab, Fab’ y F(ab’),.

7. Célula que produce un anticuerpo o fragmento funcional segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.
8.  Célula segun la reivindicacion 7, en la que dicha célula es una célula de hibridoma.
9. Célula segun la reivindicacion 7, en la que dicha célula es una célula de levadura o E. coli.

10. Procedimiento de generacion de la célula segun la reivindicacién 8, comprendiendo dicho procedimiento
las etapas que consisten en:

(a) poner en contacto los linfocitos con una linea celular de heteromieloma en condiciones que dan lugar a la
fusion de un linfocito con una célula de heteromieloma, dando dicha fusién lugar a un hibridoma, y

(b) determinar si dicho hibridoma produce un anticuerpo o fragmento funcional del mismo que se une
especificamente a por lo menos una de las células HT-29 (n.° de registro de la ATCC HTB-38; n.° de
registro de la DSMZ ACC 299), CACO-2 (n.° de registro de la ATCC HBT-37; n.° de registro de la DSMZ
ACC 169), COLO-320 (n.° de registro de la DSMZ ACC 144), COLO-206F (n.° de registro de la DSMZ
ACC 21), 0 COLO-678 (n.° de registro de la DSMZ 194).

11. Utilizacion del anticuerpo purificado o fragmento funcional segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6
en un procedimiento de diagndstico in vitro de un neoplasma en un mamifero, comprendiendo dicho procedimiento las
etapas que consisten en:

(@) poner en contacto una célula o muestra de tejido de dicho mamifero con dicho anticuerpo purificado o
fragmento funcional y

(b) detectar si dicho anticuerpo purificado o fragmento funcional se une a dicha célula o muestra de tejido, en
la que la union de dicho anticuerpo purificado o fragmento funcional a dicha célula o muestra de tejido es
indicativa de que dicho mamifero presenta un neoplasma.

12. Utilizacién segun la reivindicacion 11, en la que dicho mamifero es un ser humano.

13. Utilizaciéon segun la reivindicacion 11, en la que dicho neoplasma es un adenocarcinoma colorrectal, un
cancer de ovario, un carcinoma escamoso de pulmén, o un carcinoma lobulillar de mama.

14. Utilizaciéon segun la reivindicacion 11, en la que dicho anticuerpo o fragmento funcional esta conjugado
con un agente detectable seleccionado de entre el grupo constituido por un radiontclido, un marcador fluorescente, una
enzima, una citotoxina, una citocina y un inhibidor del crecimiento.

15. Utilizaciéon segun la reivindicacion 11, en la que dicho anticuerpo o fragmento funcional esta conjugado
con una etiqueta de purificacion de proteina.

16. Utilizacion segun la reivindicacion 15, en la que dicha etiqueta de purificacion de proteina puede
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escindirse.

17. Anticuerpo purificado o fragmento funcional segun las reivindicaciones 1 a 6 para su utilizacion como
medicamento destinado al tratamiento de un trastorno proliferativo en un mamifero, en el que la union de dicho
anticuerpo purificado o fragmento funcional a una célula o tejido da lugar a la induccién de la apoptosis de dicha célula o
tejido.

18. Utilizacion segun la reivindicacion 17, en la que dicho mamifero es un ser humano.

19. Utilizaciéon segun la reivindicacién 17, en la que dicho trastorno proliferativo es un adenocarcinoma
colorrectal, un cancer de ovario, un carcinoma escamoso de pulmon o un carcinoma lobulillar de mama.

20. Utilizacion segun la reivindicacion 17, en la que dicho anticuerpo o fragmento funcional esta conjugado
con un agente detectable seleccionado de entre el grupo constituido por un radiontclido, un marcador fluorescente, una
enzima, una citotoxina, una citocina y un inhibidor del crecimiento.

21. Utilizacion segun la reivindicacion 20, en la que dicho agente detectable puede inducir la apoptosis de
dicha célula o tejido.

22. Utilizaciéon segun la reivindicacion 17, en la que dicho anticuerpo o fragmento funcional esta conjugado
con una etiqueta de purificacion de proteina.

23. Utilizacion segun la reivindicacion 21, en la que dicha etiqueta de purificacion de proteina puede
escindirse.

24. Utilizacion del anticuerpo purificado o fragmento funcional segun cualquiera de las reivindicaciones 17 a
23, en la que la unidén de dicho anticuerpo purificado o fragmento funcional a una célula o tejido da lugar a una reduccion
en la proliferacion de dicha célula o de una célula en dicho tejido.

25. Medicamento que comprende el anticuerpo purificado o fragmento funcional segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6 en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

26. Agente de diagndstico que comprende el anticuerpo purificado o fragmento funcional segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 6.
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