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DESCRIPCION
Composiciones y procedimientos para restaurar la sensibilidad al tratamiento con antagonistas de HER2

Referencia cruzada con solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de las Solicitudes provisionales de los EE.UU. N° 60/491.536 presentada el 1 de
agosto de 2003 y N© 60/547.791 presentada el 27 de febrero de 2004.

Referencias

En la presente memoria se hace referencia a varias publicaciones. Las citas completas de estas publicaciones se
proporcionan a continuacion.

Antecedentes de la invencion

Aproximadamente del 25 al 30 % de los pacientes con cancer de mama sobreexpresan la proto-oncoproteina y el
receptor de superficie celular c-erbB2 (proteina receptor del factor de crecimiento epidérmico 2 humana), también
conocido como HER2/neu. La sobreexpresion del oncogén c-erbB2 se ha relacionado con un peor pronéstico y una
disminucion de la supervivencia para los pacientes. El proto-oncogén HER-2/neu esta sobreexpresado en el 20-30 %
de los canceres de mama metastasicos y se asocia con una disminucion de la supervivencia y un aumento de la
recurrencia de cancer de mama. HER-2/neu también se sobreexpresa en otros tipos de cancer incluyendo el cancer
de endometrio, cancer de rifidn, cancer gastrico y cancer de prdstata. Actualmente, la forma mas frecuente de
tratamiento para estos pacientes es el uso del anticuerpo monoclonal humanizado trastuzumab, también conocido
como Herceptin®.

Herceptin® es un anticuerpo monoclonal humanizado derivado de ADN recombinante que se une selectivamente con
alta afinidad (Kd = 5 nM) al dominio extracelular de c-erbB2 en un ensayo basado en células. Ver Science 1985;
230:1132-9 y Cancer Res 1993;53:4960-70. Herceptin® es un anticuerpo IgG1 kappa que se une al HER2 y contiene
regiones estructurales humanas con regiones determinantes de la complementariedad de un anticuerpo murino
(4D5). Id. Sin embargo, solo el 25 % de los pacientes tratados con Herceptin® 0 con cualquier otro anticuerpo anti-c-
erbB2/HER2 son sensibles a esta terapia. Se han postulado varios modelos para explicar la resistencia al
tratamiento con anticuerpos anti-c-erbB2/HER2. Lo que se necesita son composiciones y procedimientos para la
restauracion de la sensibilidad al tratamiento con antagonistas de HER2/neu. Lu et al., 2000 (PNAS, 97 (9):3993-
3998) demuestran que en las células de cancer de mama ER-, la expresion de PCDGF es elevada y que la inhibicién
de la expresién de PCDGF por transfeccién del ADNc antisentido inhibe el crecimiento de células de cancer de
mama humano in vitro e in vivo. Lu et al., 2001 (PNAS, 98(1):142-147) demuestran que el PCDGF media en el
efecto estimulante del crecimiento de E2 y que el PCDGF estimula la proliferacién de las células de cancer de mama
humano MCF-7 y T47D mantenida en ausencia de E2.

Breve resumen de la invenciéon

La presente invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de que un factor de crecimiento autocrino, el factor de
crecimiento derivado de células plasmaticas (“PCDGF”), confiere resistencia a los efectos antineoplasicos de los
antagonistas de c-erbB2/HER2 (“HERZ2").

Las realizaciones preferidas de la presente invencién se exponen en las reivindicaciones. Nosotros proporcionamos
composiciones terapéuticas y usos para la restauracién de la sensibilidad en las células tumorales resistentes a los
efectos antineoplasicos de los antagonistas de HER2 mediante la administracion de un antagonista del PCDGF en
una cantidad eficaz para estimular o restablecer la sensibilidad a la inhibicion del crecimiento de los antagonistas de
HER2. Proporcionamos un uso para prevenir la recurrencia del crecimiento tumoral usando un antagonista del
PCDGF. La invencién proporciona composiciones terapéuticas y usos para inhibir el crecimiento de células
tumorales que comprende la administracién de un antagonista del PCDGF y un antagonista de HER2 en una
cantidad eficaz para inhibir el crecimiento de células tumorales.

También proporcionamos composiciones preferidas que comprenden un antagonista de HER2 y un antagonista del
PCDGF. En otra realizacion, también proporcionamos una composicion farmacéutica que comprende un antagonista
de HER2, un antagonista del PCDGF y un vehiculo farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, agua, solucion
salina, soluciéon de Ringer, solucion de dextrosa y seroalbimina humana).

También proporcionamos procedimientos para determinar si un paciente es resistente a los efectos antineoplasicos
de los antagonistas de HER2, que comprende obtener una muestra bioldgica que contiene células de un paciente;
detectar PCDGF en la muestra bioldgica y determinar la cantidad de PCDGF en dicha muestra en la que la cantidad
de PCDGF es indicativa de resistencia a los efectos antineoplasicos de los antagonistas de HER2.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figura 1A y 1B muestran la secuencia de nucleétidos (SEC ID N2 1) y la secuencia deducida de aminoacidos
(SEC ID N¢ 2), respectivamente, del PCDGF humano.
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La Figura 2 muestra un diagrama esquematico de la produccion de un transfectante estable (D.c2) de las células
MCF-7 que expresaban tanto erbB2 como PCDGF humano. Como control, también se prepararon células
transfectadas con el vector pcDNAS solo (EV.c1).

La Figura 3A y 3B muestra la regién de 19 aminoédcidos definida como E19V y la regién de 14 amino&cidos definida
como A14R, respectivamente, del PCDGF humano.

La Figura 4 resume los estudios patoldgicos de biopsias de cancer de mama humano embebidas en parafina. La
tincion del PCDGF y de erbB2 se controlaron mediante inmunohistoquimica. La sobreexpresion del PCDGF en las
células que también sobreexpresan erbB2 convierte a las células en resistentes a los antagonistas de HER2. Los
numeros de la primera columna (en vertical) y de la primera fila (en horizontal) indican la intensidad de la tincién de
ErbB2 y PCDGF, respectivamente, en una escala de 0-3, siendo 3 el nivel de intensidad mas alto. La columna 2
indica el niumero de casos examinados en cada grupo. Las filas 3-4 muestran la distribucion de casos en cada nivel
de tincion de ErbB2 y PCDGF. Por ejemplo, de los 6 casos que muestran un nivel de intensidad de 2 para la tincion
de ErbB2, 2 casos tenian una intensidad de tincion de PCDGF de 0, 3 casos tenian una intensidad de tinciéon de
PCDGF de 1,1 caso tenia una intensidad de tincion de PCDGF de 2 y 0 tenian una intensidad de tincion de PCDGF
de 3. Se sabe que el 25 % de los pacientes con tumores que sobreexpresan erbB2 seran sensibles a la terapia con
antagonistas de HER2.

La Figura 5 muestra el resultado del andlisis de inmunotransferencia (Western blot) que detecta la banda de PCDGF
en los medios condicionados de células D.c2, las cuales sobreexpresan tanto erbB2 como PCDGF, utilizando
anticuerpos anti-PCDGF. La banda de PCDGF fue detectada tanto por inmunoprecipitacién (IP) como por
inmunotransferencia (IM) de los medios condicionados. No se detectd ninguna banda en el control negativo (es
decir, el clon erB2.c1 que expresa sélo erbB2).

La Figura 6 muestra los resultados del analisis de inmunotransferencia, que demuestra la fosforilaciéon de erbB2 en
células erbB2.c1 que han sido estimuladas con diferentes cantidades (carril 2: 200 ng/ml, carril 3: 75 ng/ml; carril 4: 0
ng de control) de PCDGF durante 7 minutos. La erbB2 fosforilada se detecté con anticuerpo anti-fosfo erbB2. Como
control positivo (carril 1), las células se incubaron con 10 ng de heregulina.

La Figura 7 muestra los resultados del andlisis de inmunotransferencia, que demuestra que PCDGF estimula la
fosforilacion de erbB2 en otras células de cancer de mama, BT474 (mostradas aqui) y SKBRS3 (véase la Fig. 13), que
se sabe que sobreexpresan erbB2. PCDGF se anadié a 200 ng/ml y heregulina se afadié a 10 ng/ml.

La Figura 8 muestra la respuesta a la dosis de la estimulacién de PCDGF de erbB2 en células BT474. PCDGF se
anadio a las células a 300 ng/ml, 200 ng/ml, 75 ng/ml y 0 ng/ml (control) y se incub6 durante 7 minutos y erbB2
fosforilada (P-erbB2) se detectd por inmunotransferencia utilizando anticuerpos anti-fosfo erbB2. Como control
positivo se usaron diez nanogramos de heregulina p1.

La Figura 9 muestra las curvas de crecimiento a largo glazo de las células erbB2.c1 en respuesta a Herceptin®,
PCDGF y heregulina, solo o en combinacion. Herceptin~ inhibe la proliferacion de las células que sobreexpresan
erbB2. Heregulina y PCDGF hacen que las células pierdan su sensibilidad a los antagonistas de HER2/neu.

La Figura 10 muestra las curvas de crecimiento de las células que sobreexpresan PCDGF y erbB2 con o sin
Herceptin y 0,5 % de CSS. Cuando PCDGF se sobreexpresa en las células que sobreexpresan erbB2 (por ejemplo,
células D.c2), los antagonistas de HER2/neu ya no inhiben la proliferacion de las células de cancer de mama.

La Figura 11 muestra que la sobreexpresion de PCDGF en células que sobreexpresan erbB2 confiere resistencia a
la actividad anti-proliferativa de los antagonistas de HER2/neu. Los antagonistas de HER2/neu ya no inhiben la
proliferacion de las células del cancer de mama que sobreexpresan tanto erbB2 como PCDGF como se muestra por
la incorporacion de timidina como una medida de la proliferacion celular.

La Figura 12 muestra los resultados de los ensayos en agar blando, que también demuestran que la sobreexpresion
de PCDGF impide la inhibicién del antagonista de HER2/neu de las células de cancer de mama en un ensayo en
agar blando (tumorigénesis) en células que sobreexpresan erbB2. Estos resultados demuestran que la
sobreexpresion de PCDGF confiere resistencia a los antagonistas de HER2/neu en células que sobreexpresan
erbB2. EV.c1 es una célula MCF-7 transfectada con un pcDNA3 solo. HR.c1 es una célula resistente a Herceptin®.

La Figura 13 muestra la resistencia a los antagonistas de HER2/neu en células SKBR3 que sobreexpresan PCDGF.
Las células SKBR3 son células de cancer de mama que sobreexpresan de forma natural HER2. Las células SKBR3
fueron transfectadas con un vector vacio (EV) pcDNA3 o con el vector de expresion de PCDGF pcDNA3 (P.c6). En
este ultimo caso, la sobreexpresion de PCDGF confiere a las células resistencia a los antagonistas de HER2/neu.

Descripcion detallada de la invencién
Factor de crecimiento derivado de CP (“PCDGF”) y HER2

El PCDGF es un factor de crecimiento autocrino de 88 kDa, que tiene la secuencia de nucleétidos y la secuencia
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deducida de aminoacidos SEC ID N 1 y 2, respectivamente, caracterizado en nuestro laboratorio y que se ha
demostrado que se sobreexpresa e induce la tumorigénesis en una amplia variedad de células tumorales humanas y
animales (por ejemplo, neuroblastoma, glioblastoma, astrocitoma, sarcomas y canceres de la prostata, sangre,
liquido cefalorraquideo, higado, rifién, mama, cabeza y cuello, faringe, tiroides, pancreas, estémago, colon,
colorrectal, Utero, cuello uterino, hueso, médula ésea, testiculos, tejido neuronal cerebral, ovario, piel y pulmén). Ver,
por ejemplo, patente US-6.309.826.

El PCDGF también confiere resistencia a los efectos antineoplasicos de los antagonistas de HER2 (por ejemplo,
Herceptin®, inhibidores de la quinasa HER2; véase mas adelante) en células tumorales. Como se describe en la
patente US-6.309.826, la sobreexpresiéon de PCDGF conduce a un crecimiento celular incontrolado y al aumento de
la tumorigénesis. El grado de sobreexpresién de PCDGF se correlaciona directamente con el grado de
tumorigenicidad celular. Las células que sobreexpresan PCDGF no requieren sefiales externas para mantener un
crecimiento celular incontrolado. La pérdida de crecimiento celular regulado, tales como una pérdida en la capacidad
de respuesta a la insulina y/o estrégeno, conduce a un aumento de la malignidad y a un exceso de crecimiento
celular no regulado. Por lo tanto, el desarrollo de procedimientos y composiciones que interfieren con la actividad
tumorigénica de PCDGF es de gran interés para el tratamiento del cancer.

Proporcionamos, un procedimiento para estimular o restablecer la sensibilidad a la inhibicién del crecimiento en un
paciente con un tumor que es resistente a la inhibiciéon del crecimiento por un antagonista de HER2, mediante la
administracion de un antagonista del PCDGF a la paciente en una cantidad eficaz para estimular o restablecer la
sensibilidad a la inhibicion del crecimiento a un antagonista de HER2. En otra realizacion especifica, se proporciona
un procedimiento para inhibir el crecimiento de células tumorales mediante la administracion de un antagonista del
PCDGF y un antagonista de HER2 a una paciente en cantidades eficaces para inhibir el crecimiento de células
tumorales. En otra realizacion mas, proporcionamos un procedimiento de prevenciéon de la recurrencia del tumor
mediante la administracién de una cantidad profilacticamente eficaz de un antagonista del PCDGF. El término
“cantidad profilacticamente eficaz” se refiere a una cantidad de un antagonista del PCDGF o antagonista de HER2
capaz de prevenir o retrasar la recurrencia del crecimiento del tumor.

El término “antagonista de HER2” se refiere a cualquier molécula (por ejemplo, proteina, anticuerpo, péptido,
molécula pequena, &cido nucleico, antisentido o ARNsi) que es capaz de unirse, interferir con, o inhibir la actividad
de HER2 o cualquiera de sus analogos o derivados de HER2 que retienen las propiedades neoplasicas de HER2
(por ejemplo, pero sin limitarse a Herceptin® y los inhibidores de la cinasa HER2).

En una realizacién, un antagonista de HER2 incluye una molécula que puede dirigirse o unirse selectivamente a
HER2 y, por ejemplo, proporcionar una toxina u otro compuesto o molécula para destruir una célula o inhibir el
crecimiento celular. Por ejemplo, un anticuerpo anti-HER2 puede ser acoplado a una toxina o un agente
quimioterapéutico que se administra a una célula tumoral después de que el anticuerpo se una a HER2. Los
antagonistas de HER2 también incluyen moléculas (por ejemplo, péptidos, moléculas pequefas, moléculas
antisentido y siRNA) que modulan la actividad bioloégica de las moléculas que regulan la actividad de HER2. Un
antagonista de HER2 puede ser un anticuerpo que recluta una respuesta inmune, por ejemplo, a través de ADCC
(citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos).

La terapia con antagonistas de HER2 es (til para el tratamiento de pacientes con tumores que sobreexpresan HER2,
incluyendo pero sin limitarse al cancer de mama metastasico, incluyendo pacientes cuyos tumores sobreexpresan la
proteina HER2 y que han recibido uno o mas regimenes de quimioterapia para su enfermedad metastasica.
Herceptin®, en particular, esta también aprobado para la terapia de combinacién con paclitaxel para el tratamiento de
pacientes con cancer de mama metastasico cuyos tumores sobreexpresan la proteina HER2 y que no han recibido
quimioterapia para su enfermedad metastésica. Sin embargo, sélo el 25 %-50 % de los pacientes tratados con
Herceptin™ o cualquier otro anticuerpo anti-HER2 son sensibles a este tipo de tratamiento. Los presentes inventores
han descubierto que PCDGF confiere resistencia a los efectos antineoplasicos de los antagonistas de HER2. Los
estudios de inmunohistoquimica de biopsias de cancer de mama humano embebidas en parafina mostraron que
PCDGF esta altamente sobreexpresado en el 40 % de los carcinomas ductales invasivos c-erbB2 positivo (3)
(Véase. Figura 4).

Antagonista del PCDGF

El término “antagonista del PCDGF” se refiere a cualquier molécula (por ejemplo, proteina, anticuerpo, péptido,
molécula pequena, acido nucleico, antisentido o ARNsi) que es capaz de unirse selectivamente, interferir con, o
inhibir la actividad biol6gica de PCDGF incluyendo, pero no limitado a, su capacidad para conferir resistencia frente a
los antagonistas de HER2 a las células expuestas a PCDGF, o cualquiera de sus analogos o derivados de PCDGF
que retienen las propiedades de PCDGF. En una realizacion, un antagonista del PCDGF incluye anticuerpos anti-
receptor del PCDGF o antagonistas de molécula pequefia que pueden dirigirse o unirse selectivamente al receptor
de PCDGF vy, por ejemplo, proporcionar una toxina u otro compuesto o molécula de destruir a una célula o inhibir el
crecimiento celular.
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Anticuerpos

Los antagonistas de PCDGF, tales como anticuerpos anti-PCDGF, interfieren con la actividad biolégica del PCDGF
(por ejemplo, la actividad tumorigénica) uniéndose directamente al PCDGF y evitando que el PCDGF transmita
sefiales de crecimiento celular a una célula diana (por ejemplo, células de cancer de mama). Un anticuerpo anti-
PCDGF puede unirse al sitio activo de PCDGF o sus formas procesadas (por ejemplo, el sitio de unién del receptor
de PCDGF) y evitar la union del PCDGF a su receptor. Alternativamente, los anticuerpos anti-PCDGF pueden unirse
a un sitio del PCDGF distinto del sitio activo, alterar la conformacion del sitio activo y, por lo tanto, hacer que el
PCDGF sea incapaz de unirse a su receptor. Los anticuerpos anti-PCDGF incluyen anticuerpos neutralizantes de
PCDGF. Los anticuerpos “neutralizantes” tienen la capacidad de inhibir o bloquear la actividad biolégica normal de
PCDGF, incluyendo la capacidad del PCDGF para estimular la proliferacién celular, aumentar la supervivencia
celular, la apoptosis en bloque, o inducir el crecimiento del tumor en los animales y en los seres humanos.

En una realizacién, un anticuerpo anti-PCDGF o un fragmento de unién a antigeno del mismo se une
inmunoespecificamente a las regiones de 19 aminoacidos definidas como E19V (SEC ID N¢ 3) del PCDGF humano.
En otra realizacién, un anticuerpo anti-PCDGF o un fragmento de unién al antigeno del mismo se une a las regiones
de 14 aminoacidos definidas como A14R (SEC ID N? 4) del PCDGF humano. Los anticuerpos anti-PCDGF
adecuados para la restauracion de la sensibilidad a la terapia con antagonistas de HER2 y la terapia citotoxica, y en
otras composiciones y procedimientos preferidos de la invencion (por ejemplo, la inhibicién del crecimiento de
células tumorales, etc.) se han depositado en la American Type Culture Collection (ATCC), 10801 University Blvd.,
Manassas, VA desde 20110-2209 y pueden producirse a partir de lineas celulares de hibridoma, incluyendo, pero no
limitado a, la linea celular de hibridoma 6B3 (Nimero de Acceso ATCC PTA-5262), la linea celular de hibridoma 6B2
(Numero de Acceso ATCC PTA-5261), la linea celular de hibridoma 6C12 (ATCC numero de acceso PTA-5597), la
linea celular de hibridoma 5B4 (Niumero de Acceso ATCC PTA-5260), la linea celular de hibridoma 5G6 (Numero de
Acceso ATCC PTA-5595), la linea celular de hibridoma 4D1 (Numero de Acceso ATCC PTA-5593), la linea celular
de hibridoma 3F8 (Numero de Acceso ATCC PTA-5591), la linea celular de hibridoma 3F5 (Numero de Acceso
ATCC PTA-5259), la linea celular de hibridoma 3F4 (Numero de Acceso ATCC PTA-5590), 3G2 (Numero de acceso
ATCC PTA-5592) y la linea celular de hibridoma 2A5 (Numero de Acceso ATCC PTA-5589).

Los antagonistas del PCDGF también incluyen anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un receptor del
PCDGF y bloquean la union del PCDGF al receptor. Dichos anticuerpos anti-receptor del PCDGF incluyen
anticuerpos producidos a partir de lineas celulares de hibridoma, incluyendo, pero no limitados a, la linea celular de
hibridoma 6G8 (Numero de acceso ATCC PTA-5263) y la linea celular de hibridoma 5A8 (Numero de acceso ATCC
PTA-5594).

El término anticuerpo usado en la presente memoria se refiere a un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno
del mismo que se une inmunoespecificamente al PCDGF, el receptor de PCDGF o HER2. En otras palabras, un
anticuerpo inmunoespecifico es especifico de su antigeno diana (por ejemplo, no se une de forma no especifica a ni
se asocia con otros antigenos). Preferiblemente, tales anticuerpos no reaccionan de forma cruzada con otros
antigenos. Estos anticuerpos especificos incluyen, pero no se limitan a anticuerpos policlonales humanos y no
humanos, anticuerpos monoclonales (Acm) humanos y no humanos, anticuerpos quiméricos, anticuerpos anti-
idiotipicos (anti-ldAb), anticuerpos neutralizantes, anticuerpos no neutralizantes y anticuerpos humanizados y
fragmentos de los mismos.

Los anticuerpos policlonales son poblaciones heterogéneas de moléculas de anticuerpo derivadas de los sueros de
animales inmunizados con un antigeno o de los huevos de gallina y se pueden obtener por cualquier procedimiento
adecuado conocido para un experto normal en la técnica. La expresién “anticuerpo monoclonal” se refiere a un
anticuerpo que se deriva de un unico clon, incluyendo cualquier clon eucariota, procariota, o clon de fago, y no el
procedimiento por el cual se ha producido. Los anticuerpos monoclonales (“Acm”) se pueden obtener por cualquier
procedimiento adecuado, incluyendo el uso de tecnologias de hibridoma, recombinante y de visualizacién de fagos,
0 una combinacion de los mismos, que estan dentro del conocimiento de un experto en la técnica.

Tales anticuerpos pueden ser de cualquier clase inmunoldgica incluyendo IgG, IgM, IgE, IgA, IgD y cualquier
subclase de los mismos. Los fragmentos de anticuerpo que reconocen epitopos especificos incluyen fragmentos Fab
y F(ab')2, los cuales carecen del fragmento Fc del anticuerpo intacto, se eliminan mas rapidamente de la circulacion,
y pueden tener menos unién a tejido no especifico que un anticuerpo intacto. Tales fragmentos se producen
generalmente por escision proteolitica, usando enzimas tales como papaina (para generar fragmentos Fab) y
pepsina (para generar fragmentos F(ab')z). Los anticuerpos o fragmentos de uniéon a antigeno de los mismos
también pueden ser producidos por cualquier procedimiento conocido en la técnica de la sintesis de anticuerpos, en
particular, por sintesis quimica o preferiblemente, por técnicas de expresion recombinantes.

Una vez que una molécula de anticuerpo como se describe en este documento ha sido producida por cualquiera de
los procedimientos descritos anteriormente, a continuacién se puede purificar por cualquier procedimiento conocido
en la técnica para la purificaciéon de una molécula de inmunoglobulina, por ejemplo, por cromatografia (por ejemplo,
intercambio idnico, afinidad, particularmente por afinidad por el antigeno especifico después de la purificacion de la
Proteina A o la Proteina G y la cromatografia de exclusién molecular), centrifugacion, solubilidad diferencial, o por
cualquier otra técnica estandar para la purificacién de proteinas. Ademas, los anticuerpos utilizados en la presente
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invencién o fragmentos de los mismos pueden fusionarse con secuencias de polipéptidos heterélogos conocidos en
la técnica para facilitar la purificacion, conferir actividades bioldgicas adicionales y asi sucesivamente.

Composiciones farmacéuticas y kits

También proporcionamos composiciones farmacéuticas que contienen uno o mas antagonistas de HER2 y uno o
mas antagonistas de PCDGF. Los pacientes que reciben tanto antagonistas de HER2 como de PCDGF se
beneficiaran de los efectos antineoplasicos de cada antagonista en el sentido de que el antagonista del PCDGF
puede estimular o restaurar la sensibilidad antagonista de HER2 de los pacientes resistentes a la terapia de anti-
HER. En una realizaciéon especifica, el antagonista de HER2 es Herceptin®. En otra realizacion especifica, el
antagonista del PCDGF es un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo. Las composiciones
farmacéuticas tienen utilidad en la inhibicion del crecimiento de células tumorales, asi como en la prevencion de la
recurrencia del tumor en un sujeto y se pueden administrar a tal sujeto.

Se conocen varios sistemas de administracién y se pueden usar para administrar la composicién farmacéutica Util en
la invencién, por ejemplo, encapsulacion en liposomas, microparticulas, microcapsulas, células recombinantes
capaces de expresar los virus mutantes, endocitosis mediada por receptor (véase, por ejemplo, Wu y Wu, 1987, J.
Biol. Chem., 262:4429-4432). Los procedimientos de introduccion incluyen, pero no se limitan a, las vias
intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, intranasal, epidural, y oral. Los compuestos se
pueden administrar por cualquier via conveniente, por ejemplo, por infusidon o inyecciéon en bolo, por absorcién a
través de revestimientos epiteliales 0 mucocutaneos (por ejemplo, mucosa oral, mucosa rectal e intestinal, etc.) y
pueden administrarse junto con otros agentes biolégicamente activos. La administracion puede ser sistémica o local.
En una realizacién preferida, puede ser deseable introducir las composiciones farmacéuticas Utiles en la invencién
en los tejidos afectados por cualquier via adecuada. La administracién pulmonar también se puede emplear, por
ejemplo, mediante el uso de un inhalador o nebulizador y una formulacién con un agente de aerosolizacion.

En una realizacién especifica, puede ser deseable administrar las composiciones farmacéuticas utiles en la
invencién localmente en el area en necesidad de tratamiento, lo que puede lograrse mediante, por ejemplo, y no a
modo de limitacion, infusion local durante la cirugia, aplicacién topica , por ejemplo, junto con un apoésito para
heridas después de la cirugia, mediante inyeccion, por medio de un catéter, por medio de un supositorio, o por
medio de un implante, siendo dicho implante de un material poroso, no poroso o gelatinoso, incluyendo membranas,
tales como membranas sialasticas o fibras. En una realizacion, la administracién puede ser por inyeccién directa en
el sitio (o sitio anterior) de los tejidos enfermos.

En otra realizacion, la composicion farmacéutica puede administrarse en una vesicula, en particular, un liposoma
(ver, por ejemplo, Langer, 1990 Science 249: 1527-1533; Treat et al., en Liposomas en la terapia de enfermedades
infecciosas y el cancer, Lopez Berestein y Fidler (eds.), Liss, Nueva York, pp 353-365 (1989); Lopez-Berestein, ibid.,
Pp 317-327; Véase en general ibid).

En otra realizacion mas, la composicion farmacéutica se puede administrar en un sistema de liberacién controlada.
En una realizacién, se puede usar una bomba (véase Langer, supra; Sefton, 1987 CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:
201; Buchwald et al., 1980 Surgery 88:507 y Saudek et al., 1989 N. Engl. J. Med. 321:574). En otra realizacion,
pueden utilizarse materiales poliméricos (véase Medical Applications of Controlled Release, Langer y Wise (eds.),
CRC Pres., Boca Raton, Florida (1974); Biodisponibilidad de farmacos controlados, disefio de la forma farmacéutica
y eficacia, Smolen y Ball (eds.), Wiley, New York (1984); Ranger y Peppas, 1983 J. Macromol. Sci. Rev. Macromol.
Chem. 23:61, véase también Levy et al., 1985 Science 228:190; During et al., 1989 Ann. Neurol. 25:351; Howard et
al., 1989, J. Neurosurg. 71:105). En otra realizacién mas, un sistema de liberacidén controlada se puede colocar en la
proximidad de la diana de la composicion, es decir, el tejido de la mama, por lo que requiere sélo una fraccién de la
dosis sistémica (véase, por ejemplo, Goodson, en Medical Applications of Controlled Release, supra, vol. 2, pp 115-
138 (1984)). Otros sistemas de liberacion controlada se discuten en la revision de Langer (1990, Science 249: 1527-
1533).

Las composiciones farmacéuticas Utiles en la presente invencion pueden comprender ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En una realizacion especifica, la expresion “farmacéuticamente aceptable” significa
aprobado por una agencia reguladora del gobierno federal o un gobierno estatal o incluido en la Farmacopea de los
EE.UU. u otra farmacopea generalmente reconocida para uso en animales y mas particularmente en seres
humanos. El término “vehiculo” se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o vehiculo con el que se administra
la composicién farmacéutica. Tales vehiculos farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como agua y
aceites, incluyendo los de origen del petréleo, animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de
soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares. El agua es un vehiculo preferido cuando la composicién
farmacéutica se administra por via intravenosa. Las soluciones salinas y las soluciones acuosas de dextrosa y
glicerol también pueden emplearse como vehiculos liquidos, particularmente para soluciones inyectables. Los
excipientes farmacéuticos adecuados incluyen almidon, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina,
tiza, gel de silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche descremada en polvo,
glicerol, propilenglicol, agua, etanol y similares. La composicién, si se desea, también puede contener cantidades
minoritarias de agentes humectantes o emulsionantes, o agentes tamponantes del pH. Estas composiciones pueden
adoptar la forma de soluciones, suspensiones, emulsiones, comprimidos, pildoras, capsulas, polvos, formulaciones
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de liberacién sostenida y similares. La composicion se puede formular como un supositorio, con aglutinantes y
vehiculos tradicionales tales como triglicéridos. La formulaciéon oral puede incluir vehiculos estandar, tales como
grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidon, estearato de magnesio, sacarina sédica, celulosa, carbonato de
magnesio, etc. Ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados se describen en “Remington’s Pharmaceutical
Sciences” por E.W. Martin. La formulacion debe adecuarse al modo de administracién.

En una realizacién preferida, la composicién se formula de acuerdo con procedimientos rutinarios como una
composicion farmacéutica adaptada para la administracion intravenosa a seres humanos. Normalmente, las
composiciones para administraciéon intravenosa son soluciones en tampdn acuoso isotonico estéril. Cuando sea
necesario, la composicion también puede incluir un agente solubilizante y un anestésico local tal como lignocaina
para aliviar el dolor en el sitio de la inyeccion. Generalmente, los componentes se suministran ya sea por separado o
mezclados juntos en una forma farmacéutica unitaria, por ejemplo, como un polvo liofilizado seco o un concentrado
libre de agua en un recipiente herméticamente sellado, tal como una ampolla o sobre que indique la cantidad de
agente activo. Cuando la composicion se va a administrar por infusién, esta se puede dispensar con una botella de
infusion que contiene agua estéril de grado farmacéutico o solucion salina. Cuando la composicién se administra por
inyeccion, se puede proporcionar una ampolla de agua estéril para inyeccion o solucion salina de manera que los
componentes se pueden mezclar antes de la administracion.

Las composiciones farmacéuticas Utiles en la invencion se pueden formular como formas neutras o sales. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las formadas con grupos amino libres, tales como los derivados de acidos
clorhidrico, fosférico, acético, oxalico, tartarico, etc. y las formadas con grupos carboxilo libres tales como las
derivadas de sodio, potasio, amonio, calcio, hidréxidos férricos, isopropilamina, trietilamina, 2 etilamino etanol,
histidina, procaina, etc

La cantidad de la composicion farmacéutica Util en la invencion que serd eficaz en el tratamiento de un trastorno o
afeccion particular dependera de la naturaleza del trastorno o afeccion, y puede determinarse por técnicas clinicas
estandar. Ademas, opcionalmente se pueden emplear ensayos in vitro para ayudar a identificar los intervalos de
dosificacién éptimos. La dosis precisa a emplear en la formulacién dependera también de la via de administracion y
la gravedad de la enfermedad o trastorno, y debe ser decidida de acuerdo con el juicio del médico y las
circunstancias de cada paciente. Sin embargo, intervalos de dosificacion adecuados para administracién intravenosa
son generalmente de aproximadamente 20-500 microgramos de compuesto activo por kilogramo de peso corporal.
Los intervalos de administracion adecuados para administracién intranasal son generalmente aproximadamente 0,01
pa’kg de peso corporal a 1 mg/kg de peso corporal. Las dosis eficaces se pueden extrapolar a partir de curvas de
dosis-respuesta derivadas de sistema de ensayo in vitro o de modelos animales. Los supositorios generalmente
contienen principio activo en el intervalo de 0,5 % a 10 % en peso; las formulaciones orales contienen
preferiblemente de 10 % a 95 % de componente activo.

También proporcionamos un paquete o kit que comprende uno o mas recipientes llenos con uno o mas de los
componentes de las composiciones farmacéuticas Utiles en la invencién. Opcionalmente asociado con tal recipiente
(s) puede encontrarse una nota en la forma prescrita por una agencia gubernamental que regula la fabricacién, uso o
venta de productos farmacéuticos o bioldgicos, nota que refleja la aprobacion por la agencia de la fabricacién, uso o
venta para la administracion humana. En una realizacién preferida, el kit contiene un antagonista de HER2 o su sal
farmacéuticamente aceptable y un antagonista del PCDGF o su sal farmacéuticamente aceptable, junto con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. En una realizacion especifica, el antagonista de HER2 es Herceptin®. En otra
realizacién especifica, el antagonista del PCDGF es un anticuerpo, molécula de acido nucleico, molécula pequena, o
polipéptidos. En una realizacion preferida, el kit farmacéutico que contiene uno o mas de los componentes de las
composiciones farmacéuticas Utiles en la invencion en una forma de dosificacién unitaria. El kit farmacéutico puede
comprender ademdas adyuvantes, antivirales, antibidticos, analgésicos, anti-inflamatorios, u otros excipientes
farmacéuticamente aceptables.

Usos terapéuticos

Proporcionamos procedimientos para estimular o restablecer la sensibilidad a la inhibicién del crecimiento de células
tumorales resistentes a los efectos antineoplasicos de los antagonistas de HER2 mediante la administracion de un
antagonista del PCDGF a un paciente humano en una cantidad eficaz para estimular o restablecer la sensibilidad a
la inhibicién del crecimiento del paciente a los antagonistas de HER2. La presente invencidn proporciona usos para
inhibir el crecimiento de células tumorales mediante la administraciéon de un antagonista del PCDGF y un antagonista
de HER2 a un paciente en cantidades eficaces para inhibir el crecimiento de células tumorales, tal como se
establece en las reivindicaciones. En otra realizacién, la invencién proporciona usos de prevencion de la recurrencia
del crecimiento tumoral mediante la administracién de un antagonista del PCDGF y un antagonista de HER2 a un
paciente en cantidades eficaces para prevenir o retrasar la recurrencia del crecimiento del tumor, tal como se
establece en las reivindicaciones. Los antagonistas del PCDGF pueden prevenir la formacién de tumores y el
crecimiento de cualquier tipo de tumor o cancer, incluyendo, pero no limitado a, neuroblastoma, glioblastoma,
astrocitoma, sarcomas y canceres de la préstata, sangre, higado, rifdbn, mama, cabeza y cuello, faringe, tiroides,
pancreas, estbmago, colon, colorrectal, Utero, cuello del Gtero, hueso, médula ésea, testiculos, cerebro, tejido neural,
ovario, piel y pulmén en la produccion del antagonista de HER2 y/o antagonista del PCDGF en el interior de la célula
transfectada.
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Para las administraciones in vivo, los antagonistas del PCDGF y los antagonistas de HER2 se pueden proporcionar
a un sujeto por varias vias de administracion y formas de administracion (véase supra en “Composiciones
farmacéuticas y kits”). Un sujeto, preferentemente un sujeto humano, que sufre un trastorno neoplasico, incluyendo
pero no limitado a, cancer de mama, u otro trastorno patolégico asociado con el aumento de la expresion de HER2
y/o del PCDGF, se trata consecutivamente o simultdneamente con una antagonista de HER2 y un antagonista del
PCDGF. En una realizacién, el antagonista de HER2 y el antagonista del PCDGF se co-administran. En una
realizacién especifica, el antagonista de HER2 y el antagonista del PCDGF se administran simultaneamente. En otra
realizacién especifica, el antagonista de HER2 y el antagonista del PCDGF se administran secuencialmente,
preferentemente se comprueba la concentracién de PCDGF vy, si esta elevada, se administra primero el antagonista
del PCDGF.

El tratamiento con un antagonista del PCDGF puede preceder, seguir, o ser llevado a cabo simultaneamente con el
tratamiento con un antagonista de HER2. El tratamiento con un antagonista del PCDGF puede preceder o seguir el
tratamiento con un antagonista de HER2 a intervalos que van de minutos a semanas. En otra realizacién, un
antagonista del PCDGF y un antagonista de HER2 se administran en una forma tal que se garantice que no
transcurra un periodo prolongado entre el momento de la administraciéon de cada agente. Por ejemplo, cada
antagonista se puede administrar a un paciente en cuestion de segundos, minutos u horas respecto del otro
antagonista.

En una realizacion preferida, el tratamiento con un antagonista del PCDGF disminuye la fosforilaciéon de c-erbB2 por
lo menos el 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 % o mas, preferiblemente en al menos el 50 %. En otra realizacion preferida
adicional, el tratamiento con un antagonista del PCDGF aumenta la sensibilidad del antagonista de HER2 de las
células por lo menos dos veces, mas preferiblemente en al menos tres veces.

También proporcionamos que un antagonista de HER2 en combinacién con un antagonista del PCDGF y/o
quimioterapia (por ejemplo, paclitaxel, cisplatino (CDDP), carboplatino, procarbazina, mecloretamina, ciclofosfamida,
camptotecina, ifosfamida, melfalan, clorambucilo, busulfano, nitrosourea, dactinomicina, daunorrubicina,
doxorrubicina, bleomicina, plicomicina, mitomicina, etopdsido (VP16), tamoxifeno, raloxifeno, inhibidores de la
aromatasa (por ejemplo, Arimidex® o anastrozol, Femera®, letrozol), reguladores a la baja de estrégenos (por
ejemplo, Faslodex®), agentes de union al receptor de estrdgeno, taxol, gemcitabina, navelbina, inhibidores de la
farnesil-proteina transferasa, transplatino, 5-fluorouracilo, vincristina, vinblastina y metotrexato, o cualquier variante o
analogo o derivado de lo anterior, se puede utilizar para tratar el cancer de mama metastasico o canceres de varios
tejidos (por ejemplo, neuroblastoma, glioblastoma, astrocitoma, sarcomas y canceres de la prostata, sangre, higado,
riidn, mama, cabeza y cuello, faringe, tiroides, pancreas, estbmago, colon, colorrectal, Utero, cuello del Gtero, hueso,
médula &sea, testiculos, cerebro, tejido neural, ovario, piel y pulmén). La terapia de combinacion se puede
administrar de forma independiente de la evaluacién de diagndstico.

En una modalidad preferida de la invencion, un paciente de cancer de mama (por ejemplo, que tiene cancer de
mama metastasico y sobreexpresién de HER2) se le administra tratamiento con antagonista de HER2, por ejemplo,
Herceptin. Aunque, la paciente presente un cierto grado de inhibicién del crecimiento tumoral, su progreso
desciende, ya que se vuelve resistente a la terapia con antagonistas de HER2. Se lleva a cabo una biopsia o se
recoge una muestra suero y revela que el paciente tiene niveles elevados de PCDGF. En otra realizacion, los niveles
de PCDGF del paciente se determinan antes de comenzar la terapia con antagonistas de HER2. El paciente se trata
entonces con un antagonista del PCDGF solo, o se co-administra el antagonista del PCDGF con el antagonista de
HER2, para estimular o restablecer la sensibilidad a la terapia con antagonistas de HER2. Después del tratamiento
con antagonista del PCDGF, el paciente de nuevo responde a la terapia con antagonistas de HER2. El nivel de
PCDGF del paciente se supervisa periddicamente, por ejemplo, semanal o mensualmente durante la terapia de
HER2 y, si es necesario, se administra de nuevo un antagonista del PCDGF para estimular o restablecer la
sensibilidad de HER2. Alternativamente, el paciente puede continuar recibiendo la co-administracién del antagonista
del PCDGF vy el antagonista de HER2.

Los intervalos de dosis eficaces proporcionadas a continuacion no pretenden limitar la invencién y representan
intervalos de dosis meramente ilustrativos. Sin embargo, la dosificacion mas preferida se adaptara al sujeto
individual como se entiende y la puede determinar un experto ordinario en la técnica dadas las ensefianzas descritas
en esta memoria. La dosis total requerida para cada tratamiento puede administrarse mediante dosis multiples o en
una sola dosis. En una realizacién, las cantidades eficaces de cada uno de un anticuerpo anti-HER2 y un anticuerpo
anti-PCDGF son de aproximadamente 0,01 ng a aproximadamente 500 pg/ml y preferiblemente desde
aproximadamente 10 ng a aproximadamente 100 pug/ml. En otra realizacién, las cantidades eficaces de anticuerpo
son generalmente de aproximadamente 0,01 pg a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal y preferiblemente
de aproximadamente 10 ug a aproximadamente 50 mg/kg.

En otra realizacion mas, un antagonista de HER2 y un antagonista del PCDGF pueden administrarse por separado,
juntos, solos o en combinacién con otros agentes terapéuticos. En otra realizacion, la cantidad de cada antagonista
administrada estara generalmente en el intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 mg/kg de peso
corporal, siempre que los antagonistas de HER2 y PCDGF se administren al paciente en cantidades
terapéuticamente eficaces (es decir, cantidades que eliminan y/o reducen la carga tumoral del paciente o restauran
la sensibilidad a los efectos antineoplasicos de cualquier antagonista de HER2) o cantidades profilacticamente
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eficaces (es decir, cantidades que impiden o retrasan la recurrencia del crecimiento del tumor).

Un régimen de tratamiento preferido comprende la co-administracion de una cantidad eficaz de un antagonista de
HER2 y un antagonista del PCDGF durante un periodo de una o varias semanas y que incluye entre
aproximadamente una semana y seis meses. En otra realizacion, se puede proporcionar un antagonista de HER2
puede ser proporcionado en una dosis inicial de 4 mg/kg seguido de 2 mg/kg por via intravenosa (iv) semanalmente;
o la dosis de 8 mg/kg dosis inicial, seguido de 4 mg/kg iv semanal. El tratamiento con un antagonista del PCDGF
puede ser proporcionado, por ejemplo, en una dosis inicial de 4 mg/kg seguido de 2 mg/kg por via intravenosa (iv)
semanalmente, o una dosis inicial de 8 mg/kg seguido de 4 mg/kg iv semanalmente. Ejemplos adicionales de
regimenes para el tratamiento del cancer que se pueden utilizar para el tratamiento con un antagonista de HER2, un
antagonista del PCDGF y/o agentes quimioterapéuticos se divulgan en los siguientes articulos: Hamid, O., J. Am.
Pharm Assoc, 2004 Ene-Feb; 44(1):52-8; Kubo et al., Anticancer Res. 2003 Nov-Dic; 23(6a):4443-9; Slamon et al., N
Engl J Med. 2001; 344:783-792.; Baselga et al, Cancer Res 1998;58:2825-2831; y Jones, et al., Ann Oncol. Dic; 14
(12) :1697-704.

Los protocolos y composiciones de la invencion se ensayan preferiblemente in vitro y después in vivo, para la
actividad terapéutica o profilactica deseada, antes de su uso en los seres humanos.

Por ejemplo, los ensayos in vitro que se pueden utilizar para determinar si esta indicada la administracién de un
protocolo terapéutico especifico, incluyen ensayos de cultivo celular in vitro en los que una muestra de tejido del
paciente se hace crecer en cultivo y se expone a o se administra de otro modo un protocolo y se observa el efecto
de tal protocolo sobre la muestra de tejido. Los anticuerpos anti-PCDGF y los anticuerpos anti-receptor del PCDGF
(colectivamente “anticuerpos anti-antagonista del PCDGF”) se pueden proporcionar a las células tanto in vitro como
in vivo. Para las administraciones in vitro, se pueden afadir anticuerpos anti-antagonistas del PCDGF al medio de
cultivo celular a concentraciones que van generalmente desde 0,01 ng hasta aproximadamente 100 mg/ml de medio
de cultivo celular y preferiblemente desde aproximadamente 10 ng hasta aproximadamente 50 mg/ml. El anticuerpo
se puede administrar solo 0 en combinacion con otros agentes terapéuticos dirigidos a la misma enfermedad.

Las células también pueden ser transfectadas con ADN o ARN que codifica anticuerpos anti-antagonista del PCDGF
o fragmentos de union al antigeno de los mismos o vectores que contienen tales secuencias de ADN o ARN. Las
células transfectadas pueden ser inducidas para producir anticuerpos anti-antagonista del PCDGF o fragmentos de
anticuerpos por medio de cualquier técnica adecuada (por ejemplo, promotor inducible, y mdultiples copias de
plasmido).

En una realizacion, la reduccion del crecimiento de las células del tumor o el aumento de la supervivencia de las
células puestas en contacto indica que el agente terapéutico es eficaz para tratar la afeccién en el paciente.
Alternativamente, los agentes y procedimientos terapéuticos pueden ser seleccionados utilizando lineas celulares
establecidas, tales como las células MCF-7 (células de cancer de mama humano resistentes a tamoxifeno) y células
04 (células MCF-7 resistentes a tamoxifeno con sobreexpresion de PCDGF). Los compuestos para uso en la terapia
se pueden ensayar en sistemas de modelos animales adecuados antes de ensayarlos en humanos, incluyendo pero
no limitado a, ratas, ratones, pollos, vacas, monos, conejos, hamsteres, etc. Los principales modelos son
ampliamente conocidos en la técnica.

Ejemplos
PCDGF confiere resistencia a los efectos antineoplasicos de la terapia con antagonistas de HER2
Métodos y Materiales

Preparacién de transfectantes estables

Para investigar el papel del PCDGF en la resistencia a los antagonistas de HER2 de células que sobreexpresan c-
erbB2, células de cancer de mama MCF-7 fueron transfectadas establemente con el vector de expresién
pcDNA3/erbB2 (véase la Fig. 2) mediante el procedimiento del fosfato de calcio. Se selecciond un color que
sobreexpresaba c-erbB2 (erbB2.c1) que fue utilizado para la transfeccion estable posterior con el vector de
expresion pSecTag/PCDGF. De los clones que sobreexpresan tanto c-erbB2 como PCDGF, se seleccioné el clon
D.c2 y se examind con mas detalle en comparacion con las células individuales que sobreexpresan erbB2 (véase las
figuras 5, 6 y 7). Se establecieron clones en presencia de zeocina y/o G418.

Ensayo de proliferacién celular

Las células se sembraron en DMEF/F12 que contenia FBS 5 % a 8 x 10* células/pocillo. Después de 24 horas de
incubacién, las células se lavaron y se afadi6 PFMEM fresco junto con diversos tratamientos. Las células se
contaron usando un hemocitdbmetro durante cada uno de los tres dias siguientes al periodo de incubacion inicial de
24 horas (véanse las Fig. 11 y 12). Como se muestra en las Figs. 11 y 12, la sobreexpresion de PCDGF confiere
resistencia al antagonista de HER2/neu en células que sobreexpresan HER2/neu.
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Ensayos de incorporacion de timidina

Las células se sembraron a 8 x 10* células/pocillo en DMEM/F12 que contenia suero bovino fetal (FBS) 5 % en
placas de 24 pocillos y se incubaron durante 48 horas. Las células se desecharon a continuacion y se ahadié
PEMEM fresco (con o sin suero tratado con carbon vegetal 1 %) junto con los diversos tratamientos. Cuarenta y
ocho horas mas tarde, se afiadieron 1 uCi de ®H-timidina a cada pocillo y las células se incubaron durante 24 horas.
Los lisados celulares se prepararon y se midieron las concentraciones de *H-timidina en un contador de centelleo
liquido (ver Fig. 11). Como se muestra en la Fig. 11, la sobreexpresiéon de PCDGF confiere resistencia al antagonista
de HER2/neu en las células que sobreexpresan el HER2/neu.

Activacién de erbB2

Se sembraron doscientas mil (2 x 10°) células) en DMEM/F12 que contenia FBS 5 % y se incubaron durante 48
horas. Las células se lavaron y se anadié6 PFMEM fresco (MEM libre de rojo fenol) y se incubaron adicionalmente
durante 24 horas. Se afnadieron a continuacion varios compuestos a las células durante un maximo de 15 minutos:
los lisados celulares se prepararon utilizando tampoén RIPA. Los lisados se separaron en un SDS-PAGE y se
transfirieron a una membrana de PVDF. Después de la transferencia, la membrana se bloque6 y se incubd con
anticuerpo anti-fosfo-erbB2 seguido por un anticuerpo secundario marcado. Se detectaron bandas positivas con
tinciéon de quimioluminiscencia (ECL) (véanse las Figs. 6, 7 y 8). Se utilizé6 heregulina como control positivo. Estos
resultados muestran que el PCDGF estimula la fosforilacion de ErbB2 en las células que sobreexpresan erbB2 e
indican que PCDGF y erB2 comparten una via de transduccién de sefal comun.

RT-PCR de PCDGF

La expresion de PCDGF en transfectantes estables erbB2 se midi6 mediante PCR con transcripcion inversa (RT)-
PCR. Brevemente, se sembraron 2 x 10° células en placas de 35 mm en el medio apropiado. Cuarenta y ocho horas
mas tarde, se extrajo el ARN total utilizando Trizol® (Invitrogen) segun el protocolo del fabricante. Se usé
Superscrlpt® 11 (Invitrogen) para la transcripcion inversa. La PCR se llevo a cabo durante 25 ciclos de [94 °C, 1 min;
62 °C, 45 seg; 72 °C, 2 min] seguido por una elongacion final a 72 °C durante 7 minutos. Las muestras se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %.

Andlisis de inmunotransferencia (Western blot)

En una realizacion, se sembraron cien mil (1 x 10° células/ml) en el medio apropiado. Cuarenta y ocho horas mas
tarde, las células se lavaron y se anadi6 PFMEM fresco. Veinticuatro horas mas tarde, se anadi6 PFMEM fresco
junto con los tratamientos indicados. Los lisados celulares se recogieron utilizando tampén de lisis celular (Tris 50
mM, pH 7,4; EDTA 4 mM, KCI 25 mM, NazVO4 1 mM; NaF 10 mM, Triton 100 1 %; 10 ug/ml de leupeptina, 10 pg/ml
de pepstatina y 2 ug/ml de aprotinina). Se cargaron cuarenta pg de lisados de proteina total en geles PAGE y se
transfirieron a membranas de PVDF. Para las inmunoprecipitaciones, se afiadieron 2 ug de anti-PCDGF a lisados
celulares y se incubaron durante la noche a 4 °C. Se anadieron 40 pl de proteina A Sefarosa y se incub6 a 4 °C
durante 4 horas. Las perlas de Sefarosa se lavaron con PBS frio y se afiadié tamp6n de muestra de proteina. Las
membranas se bloquearon con PBS-T (+5 % de leche) durante 2 horas a temperatura ambiente. Las membranas se
incubaron con el anticuerpo primario durante la noche a 4 °C. Después de lavar con PBS-T tres veces (5 minutos
cada uno) las membranas se incubaron con el correspondiente anticuerpo secundario durante 2 horas a temperatura
ambiente. Las membranas se lavaron tres veces (15 minutos cada vez). Las proteinas se detectaron con
quimioluminiscencia potenciada (EC).

Ensayo en agar blando

Se colocaron en capas diez mil (1 x 104) células en agarosa 0,33 % en la parte superior de agarosa 6 % en
DMEM/F12 (suero al 5 % en general; se us6 suero al 10 % para las células SKBR3). Las colonias se cultivaron
durante 21 dias y luego se tifieron con cristal violeta al 0,005 %. Las colonias se contaron usando un microscopio.
Como se muestra en la Fig. 12, la sobreexpresion de PCDGF confiere resistencia a los antagonistas de HER2/neu
en células que sobreexpresan erbB2.

Resultados

Como se muestra en las figuras adjuntas, los clones de doble sobreexpresion (D.c2) (es decir, los clones que
sobreexpresan tanto PCDGF como erbB2) eran resistentes al antagonista de HER2 con respecto a su capacidad
para proliferar in vitro (Figs. 10 y 12), mientras que las células erbB2.c1 eran sensibles al tratamiento con Herceptin®
(Fig. 9). Estas células erbB2.c1 sensibles a Herceptin® también tuvieron una ventaja de crecimiento cuando se
trataban con PCDGF. Por otra parte PCDGF estimula la fosforilacion de c-erbB2 en estas células (Figs. 6 y 7).
También hemos demostrado que las células D.c2 con expresién doble eran mas resistentes que las células erbB2.c1
al antlestrogeno ICI1 182.780 (datos no mostrados). Nuestros hallazgos demuestran que PCDGF confiere resistencia
a Herceptln en tumores que sobreexpresan c-erbB2. Por lo tanto, el bloqueo de la accion del PCDGF seria
beneficioso para los pacientes sometidos a tratamiento con antagonistas de HER2.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un anticuerpo anti-PCDGF neutralizante y un antagonista de HER2 seleccionado del grupo que consiste
en un anticuerpo anti-Her2 o fragmento de unién al antigeno del mismo y un inhibidor de quinasa Her2 en cantidades
eficaces para inhibir el crecimiento de células tumorales, en la fabricacién de un medicamento para la inhibicion del
crecimiento de células tumorales, en el que dicha célula tumoral expresa HER2.

2. Uso de un anticuerpo anti-PCDGF neutralizante y un antagonista de HER2 seleccionado del grupo que consiste
en un anticuerpo anti-Her2 o fragmento de unién al antigeno del mismo y un inhibidor de quinasa Her2 en cantidades
eficaces para prevenir o retrasar la recurrencia del tumor en un paciente con un tumor, en la fabricacion de un
medicamento para prevenir o retrasar la recurrencia del tumor en un paciente con un tumor, en el que las células de
dicho tumor expresan HER2.

3. Un anticuerpo anti-PCDGF neutralizante y un antagonista de HER2 seleccionado del grupo que consiste en un
anticuerpo anti-Her2 o fragmento de unién a antigeno del mismo y un inhibidor de quinasa Her2 en cantidades
eficaces para inhibir el crecimiento de células tumorales, para su uso en la inhibicién del crecimiento de células
tumorales, en el que dicha célula tumoral expresa HER2.

4. Un anticuerpo anti-PCDGF neutralizante y un antagonista de HER2 seleccionado del grupo que consiste en un
anticuerpo anti-Her2 o fragmento de unién a antigeno del mismo y un inhibidor de quinasa Her2 en cantidades
eficaces para prevenir o retrasar la recurrencia del tumor en un paciente con un tumor, para su uso en la prevencion
el o retraso de la recurrencia del tumor en un paciente con un tumor, en el que las células de dicho tumor expresan
HER2.

5. El uso de la reivindicacién 1 o 2 o un anticuerpo anti-PCDGF neutralizante y un antagonista de HER2 de la
reivindicacién 3 para el uso de acuerdo con la reivindicacion 3 o un anticuerpo anti-PCDGF neutralizante y un
antagonista de HER2 de la reivindicacion 4 para el uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el anticuerpo
anti-PCDGF y el antagonista de HER2 son para co-administracion.

6. El uso de la reivindicacién 1 o 2 o un anticuerpo anti-PCDGF neutralizante y un antagonista de HER2 de la
reivindicacion 3 para el uso de acuerdo con la reivindicacién 3 o un anticuerpo anti-PCDGF neutralizante y un
antagonista de HER2 de la reivindicacion 4 para el uso de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que el anticuerpo
anti-PCDGF y el antagonista de HER2 son para administracién simultanea.

7. El uso de la reivindicacién 1 o 2 o un anticuerpo anti-PCDGF neutralizante y un antagonista de HER2 de la
reivindicacién 3 para el uso de acuerdo con la reivindicacion 3 o un anticuerpo anti-PCDGF neutralizante y un
antagonista de HER2 de la reivindicacion 4 para el uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el anticuerpo
anti-PCDGF y el antagonista de HER2 son para administracién secuencial.

8. El uso de la reivindicacién 1 o 2 o un anticuerpo anti-PCDGF neutralizante y un antagonista de HER2 de la
reivindicacion 3 para el uso de acuerdo con la reivindicacién 3 o un anticuerpo anti-PCDGF neutralizante y un
antagonista de HER2 de la reivindicacion 4 para el uso de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que el anticuerpo
anti-PCDGF se produce a partir de una linea celular de hibridoma seleccionada entre el grupo que consiste en 6B3
como la depositada en la American Type Culture Collection (ATCC) con el nimero de acceso PTA-5262), 6B2 como
la depositada con (ATCC con el nimero de acceso PTA-5261), 6C12 como la depositada con (ATCC con el nimero
de acceso PTA-5597), 5B4 como la depositada con (ATCC con el numero de acceso PTA-5260), 5G6 como la
depositada con (ATCC con el nimero de acceso PTA-5595), 4D1 como la depositada con (ATCC con el nimero de
acceso PTA-5593), 3F8 como la depositada con (ATCC con el numero de acceso PTA-5591), 3F5 (ATCC numero de
acceso PTA-5259), 3F4 como la depositada con (ATCC con el niumero de acceso PTA-5590), 3G2 como la
depositada con (ATCC con el nimero de acceso PTA-5592) y 2A5 como la depositada con (ATCC con el nimero de
acceso PTA-5589) y 4F10 (ATCC numero de acceso PTA-8763) o es un fragmento de unién a antigeno de las
mismas.
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Secuencia de nucledtidos del precursor de granulina/epitelina humano (GP88 humano).
Granulina humana Genbank M751G1

ccatgtgaac cttggtgage tgggtggect taacagcagg getggtaget
gceccagatgg tcagtictge cectgtagect getgectgga ccecggagga
gctgctgeceg tecectictg gacaaatgge ccacaacact gagcaggecat -

[cgcaggcaga
ggaacgeggt

gccagetaca
ctgggtggee
gtctcaggga
cactgctgee
ggtaacaact
tccacgtocet
tgctgtgaag
cgctgcatca
aacagggcag
gatggttcta
gccacctgct
cagagtaagt

cctgecaggt
cttecagttag
cacggggcett
ccgtiggatyc
gtgttatggt
acagggtgca
cacccacggg
tggccttgte
cctgcetgtga
gctecgatea
gcctectecaa

cacacagtgg gcgatgtgaa

tgccgtctac
gaccacatac
caggggecce
ccacaagcect
acctactgee
tgctceggace
cagcgaggaa
tcecaceeca
tgcecgagee
gatcgecage
aaggaagtgg
aaggacgtgg
aaccgacadg

agtcggggge
actgctgtce
accaggtgcec
tgaagagaga
aactcacgte

tgatgcccac
ctagccectte
ccactgcagt
catccagtgce
cgatggctee
ctgctgtceg
cacccaccee
cagcteggtce
gctgeccagt
cetgeactge
ggagaacgct
atgtgacatg
c¢tggggetgce
cgcggggttt
ctggatggag
tgtcecctgt
tggggagtag

accagcactg ctgeccccag
gcgagatcegt ggctagactg
gagacatcag ctotgaccag
agggtgggag ctgggectac
actgctgeee ggetggetac
tctctgecea gectgecace

tgctctgcceg
€Cagaggcey
gcagacggga
cctgatagtc
taggagtgct
cacggtgcct
ctggcaaaga
atgtgtccgg
gggaagtatg
tgcecccaag
accacggace
gaggtgagct
tgcectttta
acgtgtgaca
aaggcccecag
gataatgtca
ggctgctatce
cgatacacgt
gagaagatgc
cacaccagct
tgccagttge

gccactectg catctttace -
togcatacgg ggatggecat -
gatcctgett ccaaagatca -
agttcgaatg cccggactic -

geeccatgee ccaggettee

tctgegacct ggttcacacc -
ageteectge ccagaggact
acgcacggtc ccggtgecect |
gctgetgece aatgeccaac -
acactgtgtg tgacctgatc .
tcectcactaa getgectgeg
gcccagatgg ctatacctge
cccaggctgt gtgctgtgag -
cacagaagag tacctgtgaa -
ctcacctcag cctgecagac -
gcagetgtee ctectecgat -

caatcecaga
gtgtagctga

ggctgtctgcai
ggggcagigt -

ctgceegeeg cggttectta -
geceggtggg cggaacctge

cccatgetgt

agtgtgggga
gctgggectg

cactgctgtc ctgctggett
gcececgeget gggacgeecce
gtactgaaga ctctgcagee
gtactgaaga ctctgcagcc
cctagcacct cccectaacce

gggaggtgagg gcctcaatct
attacaagct gecatcecect

tccacagggg tgtttgtgtg ttgggtgtge tttcaataaa gtttgtcact

aggacacttc
ctygtcectac
ccgctgegea
tttgagggac
ctcgggacec
ctcgggacece
aaattctcce
aaggccctte
cccegtttca

Secuencia de ndcleétidos del PCDGF humano

FIG.TA

acctgcaacg tgaaggetcg
ttectggeee gtageectca
tgccatgata accagacctg
gcccagageg tctgttgtge
cgcaggggta ccaagtgttt
ccagccttga gacagctget
cactcggagg gtgccctetg
cactcggagg gtgccctctg
tggaccccat tctgagetcee
cctgtcagaa gggagttgag
gtggacccty tggccaggta

gtgctgegag

atcctgegag -
cgtgggtgty -
ctgccgagac -
tgatcggege
gcgcagggag -

gtgagggaca
ctcaggecte -
ctcaggcecte
ccatcaccat
gcaaaagcce -
cttttcccta
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Secuencia de amineacidos del precursor de granulina/epitelina humano-(GPSS humano)

MWTLVSWVALTAGLVAGTRCPDGQFCPYACCLDPGGASYSCCRP
LLDKWPTTLSRHLGGPCQVDAHCSAGHSCIFTVSGTSSCCPFPEAVACGDGHHCCPRG
FHCSADGRSCFQRSGNNSVGATIQCPDSQFECPDFSTCCVMVDGSWGCCPMPQASCCED
RVHCCPHGAFCDLVHTRC I TPTGTHPLAKKLPAQRTNRAVALSSSVMCPDARSRCPDG
STCCELPSGKYGCCPMPNATCCSDHLHCCPQDTVCDLIQSKCLSKENATTDLLTYLPA
HTVGDVKCDMEVSCPDGYTCCRLASGAWGCCPFTOAVCCEDHIHCCPAGFTCDTQKGT
CEQGPHQVPWMEKAPAHLSLPOPOAL KRDVPCONVSSCPSSDTCCQLTSGEWGCCPIP
EAVCCSDHQHCCPQRYTCVAEGQCQRGSE I VAGLEKMPARRGSLSHPRDIGCDQHTSC
PVGGTCCPSQGGSWACCQUPHAVCCEDRQHCCPAGY TCNVKARSCEKEVYSAQPATFL
ARSPHYGVKDVECGEGHFCHDNQTCCRONRQGWACCPYAGQGVCCADRRHCCPAGFRCA
RRGTKCLRREAPRWDAPLRDPALRQLL*

Secuencia de aminoacidos deducida del PCDGF humano

FIG.1B
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NIVELES DE PCDGF EN MEDIOS CONDICIONADOS DE

D.c2 vs. erbB2.c1

IP:Anti-PCDGF ¢
IB:Anti-PCDGF &
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ENSAYO EN AGAR BLANDO:
RESPUESTA A HERCEPTIN
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RESISTENCIA A HERCEPTIN EN CELULAS SKB3-3

QUE SOBREEXPRESAN PCDGF
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