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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-MN y procedimientos de uso de los mismos

Antecedentes de la invencion

1. Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a anticuerpos y/o fragmentos de los mismos que tienen especificidad por la proteina
MN. La invencién se refiere ademas a composiciones de anticuerpo y/o inmunoconjugado y a su uso en el
tratamiento, prevencion y/o diagnéstico de trastornos relacionados con la MN, por ejemplo cancer.

2. Antecedentes

La aparicion de cancer se asocia con mayor frecuencia al envejecimiento, segun lo cual el 65 % de todos los casos
nuevos de cancer se registran para pacientes de 65 afios de edad y mayores. El cancer es la segunda causa
principal de muerte en Estados Unidos, superada solo por las enfermedades cardiacas. De hecho, la Sociedad
Americana del Cancer (American Cancer Society) ha estimado que 1 de cada 4 personas moriran por cancer en
EE.UU., suponiendo que las tasas de mortalidad actuales no se muevan. Solo en EE.UU., en 2006 se esperan
1.399.790 casos y 564.830 muertes por cancer. Cabe esperar que la mayoria de estos casos nuevos sean canceres
de colon (106.680), pulmén (172.570) y mama (214.640). Ademas, se ha previsto que tanto la incidencia como la
prevalencia del cancer aumenten aproximadamente un 15% en los proximos diez afos, lo que refleja un indice de
crecimiento medio de 1,4% (American Cancer Society, 2006).

Se ha descubierto que un antigeno asociado con tumores identificado recientemente, MN, una proteina de superficie
celular, se expresa en una serie de carcinomas clinicos. Por ejemplo, se ha hallado que la MN se expresa
ectopicamente en el 100% de los carcinomas de células renales (Liao, SY, Cancer Res., 1997, 57:2827 - 2831), el
100% de los carcinomas del es6fago (Turner JR, Hum. Pathol., 199, 28:740 - 744), mas del 90% de los carcinomas
cervicouterinos (Liao, SY, Cancer Res., 1997, 57:2827 - 2831), el 76% de los carcinomas de colon malignos
(Saarnio, J. et al., Am. J. Path., 1997, 153:279 - 285), el 80% de los carcinomas de pulmén de células no pequenas
(Vermylen P. et al., Eur. Respir. J., 1999, 14:806 - 811), y en el 48% de los canceres de mama (Chia SK et al., J.
Clin. Oncol., 2001, 19:3660 - 3668). Como otros antigenos asociados a tumores, la proteina MN también esta
presente en las células de un namero limitado de tejidos normales, incluyendo, por ejemplo, estbmago, mucosa del
conducto biliar y las células normales de alta proliferacion en el intestino delgado (Saarnio J. et al., J. Histochem.
Cytochem., 1998,46:497 - 504).

Se ha clonado y secuenciado el ADNc de la MN humana (Pastorek, et al., Oncogene, 1994; 9:2877 - 2888). La
proteina predicha esta constituida por un péptido sefial, una secuencia relacionada con el proteoglicano, un dominio
de anhidrasa carbdnica, (anhidrasa carbdnica IX o CA IX), un segmento transmembrana y una cola intracelular
corta. El dominio de la anhidrasa carbdnica IX cataliza la hidratacion reversible del diéxido de carbono en acido
carboénico. Esta actividad puede desempefiar un papel en la regulacion de la acidificacion local de la porcion
extracelular de los entornos tumorales, que, en consecuencia, puede conducir a la activacion de proteasas vy, por
ultimo, a metastasis. El documento WO 03/048328 describe anticuerpos neutralizantes anti-MN humanos.

También se ha investigado la regulacién de la expresion de MN. En un aspecto, por ejemplo, la expresion de MN
esta regulada por aumento por la hipoxia. ElI complejo transcripcional conocido como factor inducible de hipoxia 1
(HIF-1) es un regulador de la expresion de MN. De acuerdo con esto, la MN se conoce como un gen efector por HIF-
1 que tiene implicaciones en la comprension de la respuesta tumoral a la hipoxia (Wykoff CC et al., Cancer Res.,
2000, 60:7075 - 7083). Ademas, la expresion de MN se correlaciona con los niveles de hipoxia tumoral y es un
indicador prondstico de la supervivencia global y supervivencia sin metastasis en el cancer cervicouterino
(Loncaster, JA et al., Cancer Res., 2000, 60:7075 - 7083). La expresiéon de MN también se correlaciona con una
densidad vascular media alta, un estadio avanzado del cancer, el grado de necrosis en el carcinoma de cabeza y
cuello (Beasley NJP et al., Cancer Res., 2001, 61:5262 - 5267), escasa supervivencia en el carcinoma nasofaringeo
(Hui EP et al., Clin. Cancer Res., 2002, 8:2595 - 2604), necrosis tumoral, grado mas alto, estado negativo al receptor
de estrégenos, mayor indice de recaidas y escasa supervivencia para el carcinoma de mama invasivo (Chia SK et
al., J. Clin. Oncol., 2001, 19:3660 - 3668). Por tanto, la expresién del antigeno MN se correlaciona con un prondstico
de supervivencia malo y con canceres de mayor grado.

Nuevas y mejores terapias para luchar contra estos canceres agresivos, en particular los dirigidos a la expresion de
MN, son altamente deseables y representarian un avance en la técnica. Como tal, la presente invencién divulga
nuevas composiciones de anticuerpos e inmunoconjugados de los mismos que son Utiles en el tratamiento,
prevencion y/o diagndstico de los canceres relacionados con la MN.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a anticuerpos, por ejemplo anticuerpos monoclonales, o fragmentos de anticuerpos,
que se unen a la proteina de superficie celular MN y que se pueden usar en el tratamiento, prevencion y/o
diagndstico del cancer. Los anticuerpos de la invencion se pueden conjugar ademas con agentes citotoxicos, por
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ejemplo monometillauristatina-E y/o coadministrarse o formularse con uno o mas agentes anticancerosos
adicionales. Los anticuerpos anti-MN e inmunoconjugados de la invencion se pueden usar en los procedimientos de
la invencion para tratar y/o diagnosticar y/o vigilar canceres, por ejemplo tumores solidos.

En un aspecto, la presente invencion proporciona un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, o una composicién que
incluye el anticuerpo o fragmento de anticuerpo, teniendo el anticuerpo o fragmento un sitio de unién a antigeno que
esta especificamente dirigido a una proteina MN.

El sitio de unién a antigeno se selecciona de un conjunto de secuencias de CDR especificas que incluyen los
siguientes conjuntos de seis CDR:

(a) [3ee9] SEC ID N°: 57, 63, 70, 89, 93 y 97;

El sitio de union a antigeno incluye un conjunto de secuencias de CDR de cadena pesada seleccionadas del grupo
constituido por:

(a) [3ee9] SEC ID N°: 57, 63 y 70;

El sitio de union a antigeno incluye un conjunto de secuencias de CDR de cadena ligera seleccionadas del grupo
constituido por:

(a) [3ee9] SEC ID N°: 88, 93 y 97.

Los anticuerpos divulgados en el presente documento tienen sitios de unién a antigeno que contienen un par de
regiones variables de cadena pesada y regiones variables de cadena ligera seleccionadas del grupo constituido por:

(a) la region variable de cadena pesada de SEC ID N°: 133 y la region variable de cadena ligera SEC ID N°
134;

(b) la region variable de cadena pesada de SEC ID N°: 135 y la region variable de cadena ligera SEC ID N°
36;

(c) la region variable de cadena pesada de SEC ID N°: 137 y la region variable de cadena ligera SEC ID N°:
138;

(d) la region variable de cadena pesada de SEC ID N°: 139 y la region variable de cadena ligera de SEC ID
N°: 140;

(e) la region variable de cadena pesada de SEC ID N°: 141 y la regién variable de cadena ligera de SEC ID
N°: 142;

() la region variable de cadena pesada de SEC ID N°: 143 y la region variable de cadena ligera SEC ID N°
144;

(9) la region variable de cadena pesada de SEC ID N°: 145 y la region variable de cadena ligera SEC ID N°
146;

(h) la regién variable de cadena pesada de SEC ID N°: 147 y la region variable de cadena ligera SEC ID N°:
148;

(i) la region variable de cadena pesada de SEC ID N°: 149 y la region variable de cadena ligera SEC ID N°
150; y

(j) 1a region variable de cadena pesada de SEC ID N°: 151 y la regién variable de cadena ligera SEC ID N°:
152.

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de la invencién se pueden unir a la proteina MN con una constante de
disociacion de 0,15 nM a 50 nM.

En otro aspecto, los anticuerpos o fragmentos de la invencion son anticuerpos IgG o fragmentos de IgG. Los
anticuerpos o fragmentos también pueden ser anticuerpos IgG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3, IgM, IgD, IgE, IgA, o IgM,
fragmentos Fab, fragmentos F(ab')2, fragmentos scFv, fragmentos Fv, diacuerpos, anticuerpos lineales, anticuerpos
de cadena sencilla, anticuerpos bioespecificos, anticuerpos multiespecificos o anticuerpos quiméricos (p. €j., que
comprenden una estructura de anticuerpo humano injertado con una regién de union de anticuerpo humano o no
humano, o una estructura de anticuerpo no humano injertado con una regién de unién de anticuerpo no humano, o
una estructura de anticuerpo no humano injertado con una regién de unién de anticuerpo humano o no humano).
Los anticuerpos quiméricos pueden incluir, por ejemplo, regiones estructurales de anticuerpos de fuentes no
humanas, tales como, por ejemplo, de vaca, raton, llama, camello o conejo. Informacién adicional sobre la ingenieria
de anticuerpos se puede encontrar en la literatura, por ejemplo, Holliger y Hudson, Nature Biotechnology, (Sep,
2005) 23:1126 - 1136. Los fragmentos mencionados en lo que antecede se pueden obtener a partir de una
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inmunoglobulina o producirse por un medio adecuado, por ejemplo expresion recombinante, en una forma de
fragmento.

El alcance de la invencion se define en las reivindicaciones.

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de la invencion, o composiciones que incluyen los anticuerpos o los
fragmentos, pueden incluir un agente citotoxico que esta conjugado con el anticuerpo o fragmento. En un aspecto, el
agente citotoxico es un monometilauristatina-E (MMAE), sin embargo, también se proporcionan otros agentes
citotoxicos, que pueden incluir, por ejemplo, analogos funcionales de la MMAE (p. ej., monometilauristatina-F) y
otros agentes citotoxicos, por ejemplo aplidina, azaribina, anastrozol, azacitidina, bleomicina, bortezomib, briostatina-
1, busulfan, caliqueamicina, camptotecina, 10-hidroxicamptotecina, carmustina, celebrex, clorambucilo, cisplatino,
irinotecan (CPT-I 1), SN-38, carboplatino, cladribina, ciclofosfamida, citarabina, dacarbazina, docetaxel,
dactinomicina, daunomicina glucurénido, daunorrubicina, dexametasona, dietilestilbestrol, doxorrubicina,
doxorrubicina glucurénido, epirrubicina glucurénido, etinilestradiol, estramustina, etopésido, etopdsido glucurénido,
etopodsido fosfato, floxuridina (FUdR), 3',5-O-dioleoil-FudR (FUdR-dO), fludarabina, flutamida, fluorouracilo,
fluoximesterona, gemcitabina, caproato de hidroxiprogesterona, hidroxiurea, idarrubicina, ifosfamida, L-
asparaginasa, leucovorina, lomustina, mecloretamina, acetato de medroxiprogesterona, acetato de megestrol,
melfalan, mercaptopurina, 6-mercaptopurina, metotrexato, mitoxantrona, mitramicina, mitomicina, mitotano, fenil
butirato, prednisona, procarbazina, paclitaxel, pentostatina, PSI-341, semustina estreptozocina, tamoxifeno, taxanos,
taxol, propionato de testosterona, talidomida, tioguanina, tiotepa, tenipdsido, topotecan, mostaza de uracilo, velcade,
vinblastina, vinorelbina, vincristina, ricina, abrina, ribonucleasa, onconasa, rapLRI, DNasa |, enterotoxina A de
Staphylococcus, proteina antivirica de la hierba carmin, gelonina, toxina diftérica, exotoxinas de Pseudomonas y
endotoxina de Pseudomonas o combinaciones de los mismos. Cualquiera de los agentes citotéxicos puede también
incluir analogos funcionales de los mismos.

Las composiciones de la invencion pueden incluir, ademas de los anticuerpos y fragmentos (con o sin los agentes
citotoxicos conjugados mencionados en lo que antecede) varios agentes anticancerosos, que pueden incluir, por
ejemplo, bleomicina, docetaxel (Taxotere), doxorrubicina, edatrexato, erlotinib (Tarceva), etopdsido, finasterida
(Proscar), flutamida (Eulexin), gemcitabina (Gemzar), genitinib (Iresa), acetato de goserelina (Zoladex), granisetron
(Kytril), imatinib (Gleevec), irinotecan (Campto/Camptosar), ondansetron (Zofran), paclitaxel (Taxol), pegaspargasa
(Oncaspar), pilocarpina clorhidrato (Salagen), porfimero sédico (Photofrin), interleucina-2 (Proleukin), rituximab
(Rituxan), topotecan (Hycamtin), trastuzumab (Herceptin), Triapine, vincristina, tartrato de de vinorelbina (Navelbine),
o anticuerpos terapéuticos o fragmentos de los mismos, o agente antiangiogénico, tal como, por ejemplo,
angiostatina, bevacizumab (Avastin®), sorafenib (Nexavar®), baculostatina, canstatina, maspina, anticuerpos o
péptidos anti-VEGF, anticuerpos o péptidos anti-factor de crecimiento placentario, anticuerpos anti-Flk-1, anticuerpos
o péptidos anti-Fit-1, péptidos de laminina, péptidos de fibronectina, inhibidores del activador de plasmindgeno,
inhibidores de la metaloproteinasa tisular, interferones, interleucina 12, IP-10, Gro-B, trombospondina, 2-
metoxiestradiol, proteina relacionada con la proliferina, carboxiamidotriazol, CM101 Marimastat, polisulfato de
pentosan, angiopoyetina 2, interferén alfa, herbimicina A, PNU145156E, fragmento de prolactina 16K, Linomida,
talidomida, pentoxifilina, genisteina, TNP-470, endostatina, paclitaxel, acutina, cidofovir, vincristina, bleomicina,
AGM- -1470, factor plaquetario 4 o minociclina.

El trastorno relacionado con la MN puede incluir, por ejemplo, cancer, tal como, cancer de tumor solido. El tumor
solido puede estar, u originarse en, mama, tracto respiratorio, pulmén, cerebro, érganos reproductores, tracto
digestivo, colon, tracto urinario, rifién, eséfago, cuello uterino, ojo, higado, piel, cabeza, cuelo, tiroides y paratiroides.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento de diagndstico de un trastorno relacionado con
MN que se caracteriza por niveles anormales de MN, que comprende comparar los niveles de MN en un tejido o
célula que se sospecha que esta enfermo con los niveles de MN en un tejido o célula sano correspondiente, en el
que unos niveles anormales de MN en la célula o tejido que se sospecha que esta enfermo es una indicacion de
trastorno relacionado con MN, comprendiendo dicha etapa de comparacién detectar ademas mediante
inmunoensayo los niveles de MN en el tejido enfermo y el tejido sano con los anticuerpos o fragmentos de
anticuerpo de la invencion.

En un aspecto concreto, la invencién proporciona un procedimiento de diagndstico de un trastorno relacionado con
MN, en el que el inmunoensayo incluye las etapas de: (a) detectar los niveles de proteina MN en el tejido sano; (b)
detectar los niveles de proteina MN en el tejido que se sospecha que esta enfermo; y (c) comparar los niveles de
proteina MN de (a) y (b). Unos niveles elevados de la proteina MN en el tejido que se sospecha que esta enfermo en
comparacion con los niveles de la proteina MN en el tejido sano son indicativos de la presencia de un trastorno
relacionado con MN.

La presente invencion también proporciona un kit que comprende los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de la
invencion o, como alternativa, las composiciones de la invencién, y un conjunto de instrucciones para usar el kit en
un procedimiento de tratamiento de un trastorno relacionado con MN o para diagnosticar un trastorno relacionado
con MN.

Estas y otras formas de realizacion se exponen en o son obvias a partir de la siguiente descripcion detallada, y estan
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incluidas en la misma.

Breve descripcion de las figuras

La siguiente descripcion detallada, proporcionada a modo de ejemplo pero con la que no se pretende limitar la
invencion unicamente a las realizaciones especificas descritas, se puede entender mejor junto con las figuras
adjuntas, en las que:

La Figura 1 representa secuencias de ADN de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR)
de anticuerpo.

La Figura 2 representa secuencias de proteina de las regiones determinantes de la complementariedad
(CDR) de anticuerpo.

La Figura 3 representa las secuencias de ADN de regiones variables de las cadenas ligera y pesada de
anticuerpos, cada una de las cuales contiene las CDR y regiones estructurales.

La Figura 4 representa secuencias proteicas de las regiones variables de cadena ligera (VL) y pesada (VH)
de anticuerpo, cada una de las cuales contiene las CDR y regiones estructurales.

La Figura 5 representa las propiedades de uniéon a MN para los anticuerpos frente a MN de la presente
invencion.

La Figura 6 representa la prevencion de la adhesion de células tumorales a placas revestidas con MN
producidas mediante incubacién con un anticuerpo anti-MN.

La Figura 7 representa la actividad anti-tumoral in vivo en un modelo de xenoinjerto que comprende el
tumor MaTu resultante del tratamiento con un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo monoclonal
anti-MN 1e4; (ejemplo comparativo).

La Figura 8 representa la medicion mediante FACS de la unién de un anticuerpo anti-MN a la linea celular
PC3mm2 que expresa la proteina MN sobre su superficie.

La Figura 9 representa esquematicamente el conjugado de anticuerpo (anticuerpo anti-MN conjugado con
MMAE).

La Figura 10a representa graficos de FACS que representan la union de 3ee9/MMAE a células MN+
(MaTu), pero no a células MN- (DLD).

La Figura 10b muestra graficos de FACS que representan la union del inmunoconjugado 1E4 a células
MN+ (PC3mm2), pero no a células MN- (DLD); (ejemplo comparativo)

La Figura 10c muestra graficos de FACS que representan la unién del inmunoconjugado 1aa1 a células
MN+ (PC3mm?2), pero no a células MN- (DLD); (ejemplo comparativo)

La Figura 11a muestra imagenes de inmunofluorescencia que representan la internalizacion de
3ee9/MMAE por las células MN+ y la falta de internalizaciéon por células MN-. La internalizacién de
3ee9/MMAE se muestra como fluorescencia.

La Figura 11b muestra imagenes de inmunofluorescencia que representan la internalizacion del
inmunoconjugado 1E4por las células MN+ y la falta de internalizacion por células MN-. El inmunoconjugado
1E4 internalizado se muestra como fluorescencia; (ejemplo comparativo)

La Figura 12 muestra una inmunotransferencia que representa inmunoprecipitacion especifica de proteinas
de superficie celular biotiniladas por los anticuerpos frente a MN.

La Figura 13a representa graficamente la citotoxicidad de 3ee9/MMAE contra MN+, pero contra células MN-

La Figura 13b representa graficamente la citotoxicidad del inmunoconjugado 1E4 contra MN+, pero contra
células MN-; (ejemplo comparativo)

La Figura 13c representa graficamente la citotoxicidad del inmunoconjugado 1aa1 contra MN+, pero contra
células MN-; (ejemplo comparativo)

La Figura 14 muestra imagenes de inmunofluorescencia que representan la prevencionde fusiformacion
normal por la inhibicién de tubulina.

La Figura 15 representa graficamente la eficacia anti-tumoral de 3ee9/MMAE contra xenoinjertos de MaTu.
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La Figura 16 representa graficamente la eficacia anti-tumoral del inmunoconjugado 1E4 contra tumores de
mama MaTu establecidos; (ejemplo comparativo)

La Figura 17 representa graficamente la eficacia anti-tumoral del inmunoconjugado 1aal contra
xenoinjertos de MaTu; (ejemplo comparativo)

La Figura 18 representa graficamente el indice terapéutico (IT) de 3ee9/MMAE contra xenoinjertos de
MaTu.

La Figura 19 representa graficamente la eficacia anti-tumoral de 3ee9/MMAE y MMAE libre contra
xenoinjertos HT-29.

La Figura 20 representa graficamente la eficacia anti-tumoral de 3ee9/MMAE contra xenoinjertos HT-29,
siguiendo el programa de C7D x 2.

La Figura 21 representa graficamente la eficacia anti-tumoral de 3ee9/MMAE contra xenoinjertos HT-29,
siguiendo el programa de C1D x 1.

La Figura 22 representa graficamente la eficacia anti-tumoral de 3ee9/MMAE contra xenoinjertos PC3mm?2.
La Figura 23 representa graficamente la eficacia anti-tumoral de 3ee9/MMAE contra xenoinjertos Colo-205.
La Figura 24 representa graficamente la eficacia anti-tumoral de 3ee9/MMAE contra xenoinjertos HCT-15.

La Figura 25 representa graficamente la eficacia anti-tumoral de 3ee9/MMAE contra xenoinjertos MIAPaca2
MN- (en el grafico de la izquierda) y MN+ (en el grafico de la derecha).

Las Figuras 26a y 26b representan graficamente la eficacia anti-tumoral de 3ee9/MMAE en combinacion
con Xeloda® contra xenoinjertos Colo-205 CCR a varias dosis.

La Figura 27 muestra imagenes de inmunofluorescencia que representan la localizacion in vivo de 3ee9 en
tumores huMN- MIAPaca2 y MIAPacaz2; y

La Figura 28 muestra imagenes de inmunofluorescencia (de muestras histolégicas) que representan la
inhibicion por 3ee9/MMAE de la polimerizacion de tubulina en HT-29 CCR a dos dosis.

La Figura 29 muestra la secuencia nucleotidica completa de una region insertada del vector de expresion
en mamiferos 3ee9H+LpCMVUCOES (véase el Ejemplo 21) que codifica un anticuerpo IgG humano anti-
MN que comprende las regiones variables CDR de las cadenas kappa y pesada de las SEC ID N°: 126 y
125, respectivamente, obtenidas del vector 3ee9pMORPHX9 (véanse los ejemplos 1-3). SEC ID N°: 153.

Descripcion detallada de la invenciéon

Definiciones

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria
descriptiva tienen el significado que un experto en la técnica a la que esta invencion pertenece entiende
habitualmente. No obstante, las referencias siguientes pueden proporcionar a un experto en la técnica a la que atafie
la presente invencion una definicion general de muchos de los términos usados en la presente invencion y puede
hacerse referencia a ellas y usarse siempre que dichas definiciones sean consistentes con el significado
habitualmente comprendido en la técnica. Dichas referencias incluyen, entre otras, Singleton y col., Dictionary of
Microbiology and Molecular Biology (22 ed. 1994); The Cambridge Dictionary of Science and Technology (Walker ed.,
1988); Hale & Marham, The Harper Collins Dictionary of Biology (1991); y Lackie y col., The Dictionary of Cell &
Molecular Biology (32 ed. 1999); y Cellular and Molecular Immunology, Eds. Abbas, Lichtman y Pober, 22 Edicion,
W.B. Saunders Company. Se puede consultar cualquier recurso técnico adicional disponible para el experto en la
técnica que proporcione definiciones de términos usados en la presente memoria descriptiva que tengan el
significado habitualmente entendido en la técnica. Para los fines de la presente invencion, los términos siguientes se
definen con mas profundidad. Términos adicionales se definen en otra parte de la descripcion.

En general, el anticuerpo humanizado puede comprender sustancialmente todo de al menos uno, o normalmente
dos, dominios variables, en los que todas o sustancialmente todas las regiones hipervariables corresponden a las de
una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las FR son las de una secuencia de
inmunoglobulina humana. Opcionalmente, el anticuerpo humanizado puede también comprender al menos una
porcién de una region constante de inmunoglobulina (Fc), normalmente de una inmunoglobulina humana. Para una
recapitulacion, véase Jones, y col., (Nature 321:522525, 1986); Reichmann, y col., (Nature 332:323329, 1988); y
Presta, (Curr. Op. Struct. Biol. 2:593596, 1992). La preparacion de anticuerpos humanizados se puede encontrar en
las patentes de EE.UU. n°® 7.049.135, 6.828.422, 6.753.136, 6.706.484, 6.696.248, 6.692.935, 6.667.150, 6.653.068,
6.300.064, 6.294.353 y 5.514.548, cada una de las cuales se incorporan en la presente memoria descriptiva en su
totalidad.
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Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “Fv de cadena sencilla” o fragmentos de anticuerpos
“sFv” comprenden los dominios VH y VL de un anticuerpo, en los que estos dominios estan presentes en una
cadena polipeptidica sencilla. Generalmente, el polipéptido Fv ademas comprende un ligador polipeptidico entre los
dominios VH y VL que permite que la sFV forme la estructura deseada para la unién al antigeno. Para una revision,
véase Pluckthun (The Pharmacology of Monoclonal Antibodies. Vol. 113, Rosenburg y Moore eds. Springer-Verlag,
New York, pp. 269- 315, 1994), que se incorpora en la presente memoria descriptiva en su totalidad por referencia.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, los términos “muestra bioldgica”, o “muestra de un paciente” como
se usa en la presente memoria descriptiva, se refiere a una muestra obtenida de un organismo o de componentes
(p. €j., células) de un organismo. La muestra puede ser de cualquier tejido o fluido biolégico. La muestra puede ser
una “muestra clinica”, que es una muestra derivada de un paciente. Dichas muestras incluyen, entre otras, esputo,
sangre, suero, plasma, células sanguineas (p. €j., glébulos blancos), muestras de tejido, muestras de biopsia, orina,
fluido peritoneal y fluido pleural, saliva, semen, exudado de mama, liquido cefalorraquideo, lagrimas, moco, linfa,
citosoles, ascitis, liquido amnidtico, lavados vesicales y lavados bronquioalveolares o células de los mismos, entre
otras muestras de fluidos corporales. Las muestras de pacientes pueden ser frescas o congeladas, y pueden
tratarse con heparina, citrato o EDTA. Las muestras biolégicas pueden también incluir secciones de tejidos, tales
como secciones congeladas tomadas con fines histoldgicos.

El término “cancer” incluye, entre otros, tumores sdlidos, tales como cancer de mama, del tracto respiratorio,
cerebral, de 6rganos reproductores, del tracto digestivo, del tracto urinario, ocular, de higado, de piel, de cabeza y
cuello, de tiroides, de paratiroides, y sus metastasis distantes. El término también incluye sarcomas, linfomas,
leucemias y mielomas de células plasmaticas.

Ejemplos de cancer de mama incluyen, pero no se limitan a carcinoma ductal invasivo, carcinoma lobular invasivo,
carcinoma ductal in situ y carcinoma lobular in situ. Los ejemplos de canceres del tracto respiratorio incluyen, pero
no estan limitados a, carcinoma de pulmoén de células pequefias y carcinoma de pulmon no de células pequenas, asi
como a adenoma bronquial y a blastoma pleuropulmonar. Ejemplos de canceres de cerebro incluyen, pero no se
limitan a glioma del bulbo raquideo y glioma hipotalamico, astrocitoma cerebelar y cerebral, meduloblastoma,
ependimoma, asi como a tumor neuroectodérmico y a tumor pineal. Los tumores de los drganos reproductores
masculinos incluyen, entre otros, cancer de prostata y testicular. Los tumores de los érganos reproductores
femeninos incluyen, entre otros, cancer de endometrio, cervicouterino, de ovarios, vaginal y vulvar, asi como el
sarcoma del utero. Los tumores del tracto digestivo incluyen, entre otros, cancer anal, de colon, colorrectal,
esofagico, de vesicula biliar, gastrico, pancreatico, rectal, de intestino delgado y de glandulas salivares. Los tumores
del tracto urinario incluyen, entre otros, cancer de vejiga urinaria, de pene, renal, de pelvis renal, de uréter y de
uretra. Canceres oculares incluye, entre otros, melanoma intraocular y retinoblastoma. Ejemplos de canceres de
higado incluyen, pero no se limitan a, carcinoma hepatocelular (carcinomas de hepatocitos con y sin variante
fibrolamelar), colangiocarcinoma (carcinoma del conducto biliar intrahepatico) y colangiocarcinoma hepatocelular
mixto. Los canceres de piel incluyen, entre otros, carcinoma de células escamosas, sarcoma de Kaposi, melanoma
maligno, cancer de piel de células de Merkel y cancer de piel distinto al melanoma. Los canceres de cabeza y cuello
incluyen, entre otros, el cancer de laringe / hipofaringe / nasofaringe / orofaringe, y el cancer de cavidad oral y labios.
Los linfomas incluyen, entre otros, linfoma relacionado con el SIDA, linfoma no Hodgkin, linfoma cutaneo de
linfocitosT, enfermedad de Hodgkin y linfoma del sistema nervioso central. Los sarcomas incluyen, entre otros, el
sarcoma de tejidos blandos, osteosarcoma, el histiciocitoma fibroso maligno, el linfosarcoma y el rabdomiosarcoma.
Las leucemias incluyen, entre otras, la leucemia mieloide aguda, la leucemia linfoblastica aguda, la leucemia
linfocitica croénica, la leucemia mielégena crénica y la tricoleucemia.

Como se usa en la presente invencion, el término “epitopo” significa cualquier determinante antigénico localizado
sobre un antigeno, por ejemplo la proteina MN, al que el anticuerpo se une a través de un sitio de union a antigeno.
Los determinantes o determinantes antigénicos normalmente constan de grupos de superficie quimicamente de
moléculas, tales como aminoacidos o cadenas laterales de azucar y normalmente tienen caracteristicas
estructurales tridimensionales, asi como caracteristicas de carga especificas.

El término “especificamente inmunorreactivo” se refiere a una reaccion de union entre un anticuerpo y una proteina,
compuesto o antigeno, que tiene un epitopo reconocido por el sitio de unidn a antigeno del anticuerpo. Esta reaccion
de unién es determinante de la presencia de una proteina, antigeno o epitopo que tiene el epitopo reconocido entre
la presencia 10 de una poblacién heterogénea de proteinas y otras sustancias biolégicas. En el contexto de un
inmunoensayo, los anticuerpos especificamente inmunorreactivos se pueden unir a una proteina que tenga el
epitopo reconocido y unirse, si lo hacen, en un grado detectablemente menor, a otras proteinas que carezcan del
epitopo que estén presentes en la muestra. En un contexto in vivo, "especificamente inmunorreactivo”" se puede
referir a las condiciones en las que un animal forma una respuesta inmunitaria contra una vacuna o antigeno, por
ejemplo una respuesta humoral al antigeno (la produccion de anticuerpos contra una vacuna, proteina o compuesto
0 antigeno presentado a los mismos en condiciones inmunolégicamente reactivas) o una respuesta mediada por
células (también denominada en la presente memoria descriptiva “respuesta inmunitaria celular’, es decir una
respuesta mediada por los linfocitos T contra la vacuna, proteina, compuesto o antigeno presentado a los mismos).

Como se usa en la presente memoria descriptiva "condiciones inmunolégicamente reactivas” se usa en el contexto
de un inmunoensayo o una reaccion in vitro en el que las condiciones fisicas de la reaccion, incluidas, por ejemplo,
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la temperatura, la concentracion de sales, el pH, los reactivos y sus concentraciones, y las concentraciones del
antigeno y del anticuerpo conocido que es especificamente inmunorreactivo frente al antigeno, se proporcionan o
ajustan para permitir la unién del anticuerpo conocido al antigeno. Las condiciones inmunolégicamente reactivas
dependen del formato de la reaccidon de union al anticuerpo y, normalmente, son éstas las utilizadas en los
protocolos de inmunoensayo. Véase Harlow y Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Publications, New York, para una descripcion de los formatos y condiciones de inmunoensayo.

El término “paciente” o “sujeto”, como se usa en la presente memoria descriptiva, incluye mamiferos (p. €j., seres
humanos y animales).

Anticuerpos

La presente invencion se refiere a un anticuerpo que se une a la MN. Este anticuerpo puede ser util para varios fines
diagndsticos y terapéuticos.

En general, los expertos en la técnica apreciaran que los determinantes mas cruciales de la selectividad de los
anticuerpos y de la afinidad de union son las secuencias y las conformaciones resultantes de las regiones de
complementariedad (CDR). La mayoria de los anticuerpos contienen seis CDR, tres dentro de la region variable de
cadena pesada (VH) y tres dentro de la region variable de cadena ligera (VL). Las secuencias intermedias entre las
CDR dentro de las VH y VL son las regiones estructurales que orientan las CDR. Las CDR juntas forman los sitios
de unién antigénica dentro de los anticuerpos. El papel crucial de estas CDR en la determinacion de las propiedades
funcionales de los anticuerpos lleva explotandose mucho tiempo en los procedimientos de humanizaciéon de
anticuerpos y optimizacion de anticuerpos. En el procedimiento anterior, las CDR de un anticuerpo monoclonal, por
ejemplo, un anticuerpo de ratén se transfiere a un anticuerpo humano de disefio estructural similar de modo que
tiene como resultado un anticuerpo con las mismas propiedades funcionales y menor inmunogenicidad en el ser
humano.

El éxito de este procedimiento es evidente por el numero de anticuerpos humanizados que se han comercializado
con éxito como terapéuticas humanas e incluyen Herceptin® (trastuzumab, Genentech, Inc., South San Francisco,
CA), Synagis® (palivizumab, Medimmune, Inc., Gaithersburg, MD), Campath® (alemtuzumab, Genzyme Oncology,
Cambridge, MA), Zenapax® (daclizumab, Roche Pharmaceuticlas, Nutley, NJ), Xolair® (omalizumab, Genentech,
Inc., South San Francisco, CA), Raptiva® (efalizumab, Genentech, Inc., South San Francisco, CA), Avastin®
(bevacizumab, Genentech, Inc., South San Francisco, CA) y Mylotarg® (gemtuzumab ozogamicina, Wyeth-Ayerst,
Madison, NJ). Otros ejemplos se han descrito en Singer, et al., (J. Immunol, 150:2844 - 2857, 1993); Luo, et al., (J.
Immunol Meth., 275:31 - 40, 2002); y Kostelny, et al., (Int. J. Cancer 93;556 - 565, 2001).

El procedimiento de optimizacién de anticuerpos se centra en mejoras en la selectividad de anticuerpos o la afinidad
de unién a través de la alteracion especifica en la secuencia de las CDR. Esta bien aceptado dentro del campo de
desarrollo de anticuerpos que las CDR codifican las propiedades de afinidad de unién y de selectividad requeridas
para usos terapéuticos y diagndsticos, y estas secuencias de CDR se pueden usar para conferir dichas propiedades
funcionales deseables a una amplia variedad de estructuras de anticuerpos alternativas usando procedimientos
estandar conocidos para los expertos en la técnica. También es posible transferir la actividad de unién a anticuerpo
mediante el injerto de CDR del anticuerpo sobre otras proteinas que poseen pliegues de tipo inmunoglobulina tales
como otras proteinas dentro de la superfamilia de las inmunoglobulinas y no inmunoglobulinas con pliegues
similares a las inmunoglobulinas (Nicaise, et al., Protein Science 13:1882 - 1891, 2004).

La presente invencion contempla cualquier tecnologia conocida o adecuada para la preparacion de los anticuerpos y
fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno de la invencion.

Por ejemplo, la tecnologia de expresion en fagos es util para obtener anticuerpos anti-MN de alta afinidad o
fragmentos de anticuerpos de unién a antigeno de la invencion para el uso en el diagndstico y/o tratamiento de un
trastorno relacionado con MN, tal como un cancer relacionado con MN. La tecnologia, denominada maduracion de
afinidad, usa mutagénesis o camino y reseleccion de CDR usando el antigeno de la MN para identificar anticuerpos
que se unen con mayor afinidad al antigeno cuando se compara con el anticuerpo inicial o parental (véase, por
ejemplo, Glaser et al., 1992, J. Immunology 149:3903). La mutageneizacion de codones completos en lugar de
nucledtidos Unicos tiene como resultado un repertorio semi-aleatorizado de mutaciones de aminoacidos. Se pueden
construir bibliotecas que consisten en un conjunto de clones variantes cada uno de los cuales difiere en una Unica
alteracion de aminoacido en una unica CDR y que contienen variantes que representan cada posible sustitucion de
aminoacidos para cada residuo de CDR. Los mutantes con mayor afinidad de unién por el antigeno se pueden
seleccionar por contacto con los mutantes inmovilizados que contienen antigeno marcado. Se puede usar cualquier
procedimiento de seleccion conocido en la técnica para identificar anticuerpos mutantes con mayor avidez por el
antigeno (p. ej., ELISA) (véase Wu et al.,, 1998, Proc Natl. Acad. Sci. USA 95:6037; Yelton et al., 1995, J.
Immunology 155:1994). El camino de CDR también se puede usar para aleatorizar la cadena ligera (véase, Schier et
al., 1996, J. Mol. Bio. 263:551, incorporado por referencia).

En un ejemplo concreto, MorphoSys AG (Alemania) proporciona una tecnologia de fago-anticuerpo que se puede
usar para generar anticuerpos completamente humanos. La biblioteca Morphosys HUCAL GOLD proporciona una
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serie de avances sobre las versiones anteriores de la tecnologia (Knappik, et al., J. Mol. Biol. 296:57 - 86, 2000)
incluyendo la biblioteca HUCAL-Fab 1 descrita en Rauchenberger, et al., (J. Biol. Chem. 278:38194 - 38205, 2003).
Como las versiones anteriores, HUCAL GOLD incorpora un disefio de anticuerpos humanos que portan las
secuencias estructurales consenso humanas y patrones de la variabilidad de la CDR que simulan la diversidad de
las secuencias humanas naturales. No obstante, la diversidad se extiende en HUCAL GOLD para incluir las seis
CDR de anticuerpos. Ademas, la recuperacion de anticuerpos de alta afinidad aumenta mediante la caracteristica
CysDisplay™ -(Kretzschmar y von Ruden, Curr. Opin. Biotechnol. 13:598 - 602, 2002). Los anticuerpos derivados con
esta tecnologia exhiben una probabilidad muy reducida de inmunogenicidad.

Las tecnologias de expresion en fagos, tales como las disponibles en Morphosys, se conocen en la técnica y se
pueden hacer referencias también a Boehncke WH et al., Br J Dermatol. (2005), Nov;153(5): 1092; Simon Moroney
et al., Modern Biopharmaceuticals; Edited by J. Knaeblein, Wiley-VCH Verlag (2005); Ralf Ostendorp et al.,
Antibodies, Volumen 2: Novel technologies and therapeutic use, p.13 - 52, (2004), Kluwer Academic/Plenum
Publishers, New York; R. Rauchenberger et al., J Biol Chem., (2003), Oct 3, 278(40): 38194 - 38205; T. Kretzschmar
et al., Curr Opin Biotechnol., (2002), Dec, 13(6):598 - 602; Krebs B et al, J Immunol Methods, (2001), Aug 1, 254(1 -
2); M. Marget et al., Tissue Antigens, (2000), 56: 1 - 9; A. Knappik et al., J. Mol Biol., (2000), Feb 11, 296 (1): 57 - 86;
y A. Pluckthun et al., Immunotechnology, (1997), Jun; 3(2): 83 - 105.

Como ejemplo, los anticuerpos con union a MN y actividad neutralizante de la adhesion celular se pueden identificar
usando la tecnologia MorphoSys. La proteina MN puede revestir una placa de microtitulaciéon o una perla magnética
e incubar con la biblioteca de fagos MorphoSys HUCAL-GOLD Fab. Los Fab unidos a fagos que no se unen a MN se
pueden lavar de la placa, dejando solo el fago que se une a MN. El fago unido se puede eluir mediante adicion de un
agente reductor tiol tal como ditiotreitol (DTT) que tiene como resultado la escision del puente disulfuro que une el
anticuerpo al fago. La poblacién recuperada del fago se puede enriquecer con fagos que expresan fragmentos de
anticuerpos de union a MN y se pueden amplificar mediante infeccion de huéspedes de E. coli. Este proceso de
panning se puede repetir usando la poblaciéon enriquecida de fagos para enriquecer adicionalmente una poblacion
de anticuerpos unidos a fago que se unen a MN. La secuencia génica que codifica los Fab se pueden escindir
después usando técnicas de clonacidon estandar y transferir a un vector de expresion, tal como un vector de
expresion bacteriana (p. €j., E. col) o un vector de expresion en mamiferos, que se usa para transformar una linea
celular huésped, tal como CHO o la linea celular de expresion E. coli. Los Fab del conjunto enriquecido se pueden
expresar y purificar.

Como alternativa, se puede realizar el panning usando células que expresan MN como antigeno. Por ejemplo, las
células transfectadas con el antigeno MN se pueden marcar con biotina. Estas células transfectadas se pueden
mezclar después con células no transfectadas con MN no marcadas en una proporcién marcado:sin marcar de 1:10.
La biblioteca de fagos se afiade a as células y las células portadoras de MN biotiniladas se capturan con perlas
magnéticas unidas a estreptavidina que estan unidas a un iman. Los fagos inespecificos se eliminan mediante
lavado y las células portadoras de MN se eluyen especificamente eliminando el campo magnético. Estos fagos
unidos especificamente se pueden amplificar para otras rondas de panning celular o se pueden alternar con panning
de péptidos y/o proteinas.

Los anticuerpos pueden producirse mediante otras técnicas, tal como se describe a continuacion. Por ejemplo, otro
enfoque para obtener anticuerpos es seleccionar una biblioteca de ADN de linfocitos B como se describe en Dower,
et al., (documento WO 91/17271) y McCafferty, et al., (documento WO 92/01047). En estos procedimientos, se
producen bibliotecas de fagos en las que los miembros muestran diferentes anticuerpos sobre sus superficies
externas. Normalmente, los anticuerpos se expresan como fragmentos Fv o Fab. Los anticuerpos que se expresan
en fagos se seleccionan mediante enriquecimiento por afinidad de la unién a una proteina seleccionada.

En una variacion del procedimiento de expresion en fagos se pueden producir anticuerpos humanos que tienen
especificidad de union de un anticuerpo murino seleccionado (documento WO 92120791). En este procedimiento, la
region variable de cadena pesada o ligera del anticuerpo murino seleccionado (p. €j., 5C7.29) se puede usar como
material de partida. Si, por ejemplo, se selecciona una region variable de cadena ligera como material de partida, se
puede construir una biblioteca de fagos en la que los miembros muestran la misma region variable de cadena ligera
(es decir, el material de partida murino) y una region variable de cadena pesada diferente. Las regiones variables de
cadena pesada pueden obtenerse de una biblioteca de regiones variables de cadena pesada humanas
reorganizadas. Se selecciona un fago que muestra una fuerte unién especifica por una proteina (p. €j., al menos 10
nM o al menos 1 nM). La region variable de cadena pesada humana de este fago sirve como material de partida
para construir una biblioteca de fagos adicional. En esta biblioteca, cada fago expresa la misma region variable de
cadena pesada (es decir, la region identificada a partir de la primera biblioteca de expresion) y una regioén variable
de cadena ligera diferente. Las regiones variables de cadena ligera pueden obtenerse de una biblioteca de regiones
variables de cadena ligera humanas reorganizadas. De nuevo, se seleccionan fagos que muestran una fuerte unién
especifica.

Como otro ejemplo, se pueden producir anticuerpos usando la metodologia del trioma. El enfoque basico y un
ejemplo de pareja de fusion celular, SPAZ-4 para usar en este enfoque, han sido descritos por Oestberg, et al.,
(Hybridoma 2:361 - 367, 1983; patente de EE.UU. N° 4.634.664); y Engleman, et al., (patente de EE.UU. N°
4.634.666). Las lineas celulares productoras de anticuerpo obtenidas mediante este procedimiento se denominan
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triomas porque descienden de tres células, dos humanas y una de ratén. Inicialmente, una linea de mieloma de
raton se condensa con un linfocito B humano para obtener una célula hibrida xenogeneica no productora de
anticuerpos, tal como la linea celular SPAZ-4. La célula xenogeneica se condensa después con un linfocito B
humano inmunizado para obtener una linea celular trioma productora de anticuerpos. Se ha descubierto que los
triomas producen anticuerpos de un modo mas estable que los hibridomas normales fabricados de células humanas.

Los linfocitos B se obtienen de sangre, bazo, ganglios linfaticos o médula ésea de un donante humano.
Normalmente no es deseable la inmunizacion In vivo de un humano vivo con la proteina debido al riesgo de iniciar
una respuesta dafiina. Por tanto, normalmente los linfocitos B se inmunizan in vitro con una proteina (p. €j., MN) o un
fragmento antigénico de la misma o una célula portadora de dicha proteina (p. ej.,, MN) Fragmentos epitdpicos
especificos que consisten esencialmente en los segmentos de aminoacidos que se unen a uno de los anticuerpos
murinos de ejemplo se pueden usar para inmunizacion in vitro. Normalmente, los linfocitos B se exponen a un
antigeno durante un periodo de 7-14 dias en un medio tal como RPMI-1640 (véase, por ejemplo, la patente de
EE.UU. N° 4.634.666) suplementado con 10% de suero humano:

Los linfocitos B inmunizados se pueden condensar a una célula hibrida xenogeneica tal como SPAZ-4 mediante
procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, las células se pueden tratar con 40 - 50 % de polietilenglicol de
PM 1.000 — 4.000 durante aproximadamente 5-10 minutos a aproximadamente 30°C. Las células se pueden separar
de la mezcla de fusion y propagar en medio selectivo para los hibridos deseados (p. €j., HAT o AH). Los clones que
secretan anticuerpos que tienen la especificidad de unién requerida se pueden identificar analizando en el medio de
cultivo del trioma su capacidad para unirse a una proteina (p. €j., MN) usando los mismos procedimientos que se
han tratado anteriormente para anticuerpos no humanos. Los triomas productores de anticuerpos humanos que
tienen la especificidad deseada se pueden subclonar, por ejemplo, mediante la técnica de dilucion limite, y cultivar in
vitro en medio de cultivo.

Aunque los triomas son genéticamente estables, pueden no producir anticuerpos a niveles muy altos. Los niveles de
expresion se pueden incrementar clonado genes de anticuerpos del trioma en uno o mas vectores de expresion y
transformar el vector en una linea celular tal como las lineas celulares para la expresién de inmunoglobulinas
recombinantes o humanizadas.

Los anticuerpos humanos con reaccion cruzada con una proteina (p. €j., MN) también se pueden producir de
mamiferos transgénicos no humanos que tienen transgenes que codifican al menos un segmento del locus de la
inmunoglobulina humana. Normalmente, el locus de la inmunoglobulina endégena de dichos mamiferos transgénicos
esta funcionalmente inactivado. El segmento del locus de la inmunoglobulina humana puede incluir secuencias no
reorganizadas de componentes de las cadenas pesada y ligera. Tanto la inactivacion de los genes de
inmunoglobulina endégena como la introduccion de genes de inmunoglobulina exdégena se pueden conseguir
mediante recombinacion homodloga dirigida o mediante introduccion de cromosomas YAC. Los mamiferos
transgénicos resultantes de este procedimiento pueden reorganizar funcionalmente las secuencias del componente
inmunoglobulina y expresar un repertorio de anticuerpos de varios isotipos codificados por genes de
inmunoglobulina humana, sin expresar genes de inmunoglobulina endégena. La produccion y las propiedades de los
mamiferos que tienen estas proteinas se describen con detalle en, por ejemplo, Lonberg, et al., (documento WO
93/12227); y Kucherlapati, (documento WO 91/10741). La reaccién cruzada de anticuerpos anti-MN humanos se
puede obtener inmunizando un mamifero no humano transgénico como se ha descrito anteriormente. Los
anticuerpos monoclonales se pueden preparar, por ejemplo, condensado linfocitos B de dichos mamiferos con lineas
celulares de mieloma adecuadas usando tecnologia de Kohler-Milstein convencional (Kohler y Milstein, Nature
256:495 - 497, 1975.

Los anticuerpos de raton o de otros no humanos que reaccionan de forma cruzada con una proteina (p. ej., MN) se
pueden obtener usando varias estrategias de inmunizacién. En algunas estrategias, los animales no humanos
(normalmente mamiferos no humanos tales como ratones) se pueden inmunizar con antigenos MN. Los
inmundgenos pueden incluir células transfectadas de forma estable con MN y expresan MN en su superficie celular,
y proteina MN o fragmentos epitdpicos que contienen los segmentos de estas moléculas que se unen a los
anticuerpos de ejemplo que reaccionan de forma cruzada. Las células productoras de anticuerpos obtenidas de
animales inmunizados se pueden inmortalizar y seleccionar para la produccién de un anticuerpo que se une
especificamente a MN (p. ej., Harlow & Lane, Antibodies, A Laboratory Manual, C.S.H.P., N.Y., 1988). La unién se
puede detectar usando, por ejemplo, un anticuerpo secundario adecuado portador de un segundo marcador.
Después, los anticuerpos de reaccién cruzada se pueden someter a seleccion para determinar su capacidad para
dirigir la citotoxicidad celular selectiva a las células que expresan MN.

Ensayos de union

Se puede usar cualquier medio para describir la fuerza de la unién (o la afinidad) entre un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de la invencion y un antigeno de la invencion (proteina MN). Por ejemplo, la constante de disociacion, Ky
(Kg = k2/k1 = [anticuerpo][antigeno] / [completo anticuerpo-antigeno]) se puede determinar mediante analisis
cinéticos estandar que se conocen en la técnica. Los expertos en la técnica apreciaran que la constante de
disociacion indica la fuerza de la union entre un anticuerpo y un antigeno en términos de lo facil que es separar el
complejo. Si se requiere una concentracion elevada del anticuerpo y del antigeno para formar el complejo, la fuerza
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o afinidad de la union es baja, lo que tiene como resultado una Ky mas alta. Se deduce que cuanto menor es la Ky
(expresada en unidades de concentracion, por ejemplo molar o nanomolar), mas fuerte es la union.

La afinidad se puede evaluar y/o medir mediante varias técnicas e inmunoensayos conocidos, incluyendo, por
ejemplo, ensayo inmunoespecifico ligado a enzima (ELISA), analisis de interaccion biomolecular (BIA) (p. €j.,
Sjolander y Urbaniczky, Anal. Chem. 63:2338 - 2345, 1991; Szabo, et al., Curr. Opin. Struct. Biol. 5:699 - 705, 1995),
y clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS) para cuantificar la unién del anticuerpo a las células que
expresan MN. El BIA es una tecnologia para analizar interacciones bioespecificas en tiempo real, sin marcaje de
ninguno de los interactuantes (p. ej., BIAcore™). BlAcore se basa en la determinacion de cambios en la resonancia
de plasmon superficial de fendmeno 6ptico (SPR) en reacciones a tiempo real entre moléculas biolégicas, tales
como un anticuerpo de la invencion y un antigeno proteico MN. Las referencias en relacion con la tecnologia
BlAcore se puede encontrar también en las solicitudes publicadas de EE.UU. N° 2006/0223113, 2006/0134800,
2006/0094060, 2006/0072115, 2006/0019313, 2006/0014232 y 2005/0199076.

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno de la invencién que se unen especificamente a una
proteina (p. e€j., MN) proporcionan una sefial de deteccién, por ejemplo, preferentemente, al menos
aproximadamente 5 veces mas alta, mas preferentemente, al menos aproximadamente 10 veces mas alta y todavia
mas preferentemente, al menos aproximadamente 20 veces mas alta que una sefial de detecciéon proporcionada
para otras proteinas cuando se usa en un ensayo inmunoquimico. Como tales, estos anticuerpos se pueden usar
para inmunoprecipitar una proteina (p. ej., MN) en la solucién.

Los anticuerpos y fragmentos de la invencion se pueden analizar para determinar la unién inmunoespecifica (o la
union que es “especificamente inmunorreactiva”, que se define en el presente documento) mediante cualquier
procedimiento conocido en la técnica. Los ensayos que implican un anticuerpo y un antigeno se conocen como
“inmunoensayos”, que se pueden usar en la presente invencion para caracterizar los anticuerpos y los antigenos de
la invencion. Los inmunoensayos que se pueden usar incluyen, entre otros, sistemas de ensayo competitivo y no
competitivo usando técnicas tales como transferencias de tipo western, radioinmunoensayos, ELISA (ensayo de
inmunosorcioén ligado a enzima), inmunoensayos de tipo “sandwich”, ensayos de inmunoprecipitacion, reacciones
con precipitina, reacciones con precipitina de difusion en gel, ensayos de inmunodifusion, ensayos de aglutinacion,
ensayos de fijacion del complemento, ensayos inmunoradiométricos, inmunoensayos fluorescentes, inmunoensayos
con proteina A, por citar algunas. Dichos ensayos son rutinarios y bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo,
Ausubel et al., eds, 1994, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, John Wiley & Sons, Inc., New York) y se
pueden realizar sin experimentacion indebida. Ejemplos de inmunoensayos se describen brevemente mas adelante
(pero no se pretende que sean limitantes).

Generalmente, los protocolos de inmunoprecipitacion comprenden lisar una poblaciéon de células en un tampén de
lisis, tal como tampoén RIPA (1% de NP-40 o Triton X-100, 1% de desoxicolato sédico, 0,1% de SDS, NaCl 0,15 M,
fosfato sddico 0,01 M a pH 7,2, 1% de Trasylol) suplementado con fosfatasa proteica y/o inhibidores de la proteasa
(p- €j., EDTA, PMSF, aprotinina, vanadato sédico), afiadir el anticuerpo de interés al lisado celular, incubar durante
un periodo de tiempo (p. €j., 14 horas) a 4° C, afadir perlas de sefarosa con proteina A y/o proteina G al lisado
celular, incubar durante aproximadamente una hora o mas a 4 °C, lavar las perlas en tampén de lisis y resuspender
las perlas en tampdén de SDS/muestra. La capacidad del anticuerpo de interés para inmunoprecipitar un antigeno
concreto se puede evaluar mediante, por ejemplo, analisis de transferencia de tipo western. Un experto en la técnica
conocera los parametros que se pueden modificar para aumentar la union del anticuerpo a un antigeno y disminuir el
fondo (p. €j., aclarar previamente el lisado celular con perlas de sefarosa). Para una discusién adicional sobre los
protocolos de inmunoprecipitacion, véase, por ejemplo, Ausubel et al., eds, 1994, Current Protocols in Molecular
Biology, Vol. 1, John Wiley & Sons, Inc., New York at 10.16.1.

Generalmente, el andlisis de transferencia de tipo western comprende preparar muestras de proteinas, electroforesis
de las muestras de proteinas en un gel de poliacrilamida (p. ej., 8 % 20 % SDS-PAGE dependiendo del peso
molecular del antigeno), transferir la muestra proteica del gel de poliacrilamida a una membrana, tal como
nitrocelulosa, PVDF o nailon, bloquear la membrana en solucién de bloqueo (p. €j., PBS con 3 % de BSA o leche
desgrasada), lavar la membrana en tampon de lavado (p. ej., PBS-Tween 20), bloquear la membrana con anticuerpo
primario (el anticuerpo de interés) diluido en tampon de bloqueo, lavar la membrana en tampén de lavado; bloquear
la membrana con un anticuerpo secundario (que reconoce el anticuerpo primario, por ejemplo un anticuerpo anti-
humano) conjugado con un sustrato enzimatico (p. ej., peroxidasa de rabano o fosfatasa alcalina) o molécula
radioactiva (p. €j., p o 125I) diluida en tampdn de bloqueo, lavar la membrana en tampdn de lavado y detectar la
presencia del antigeno. Un experto en la técnica conocera los parametros que se pueden modificar para aumentar la
sefial detectada y para reducir el ruido de fondo. Para una discusién adicional sobre los protocolos de transferencia
de tipo western, véase, por ejemplo, Ausubel et al., eds, 1994, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, John
Wiley & Sons, Inc., New York en 10.8.1.

Los ELISA normalmente comprenden preparar el antigeno, revestir el pocillo de una placa de microtitulacion de 96
pocillos con el antigeno, afadir el anticuerpo de interés conjugado con un compuesto detectable, tal como un
sustrato enzimatico (p. ej., peroxidasa de rabano o fosfatasa alcalina) al pocillo e incubar durante un periodo de
tiempo, y detectar la presencia del antigeno. En los ELISA, el anticuerpo de interés no tiene que estar conjugado con
un compuesto detectable; en su lugar, se puede afiadir al pocillo un segundo anticuerpo (que reconoce el anticuerpo
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de interés) conjugado a un compuesto detectable. Ademas, en lugar de revestir el pocillo con el antigeno, el
anticuerpo puede recubrir el pocillo. En este caso, un segundo anticuerpo conjugado a un compuesto detectable se
puede afadir tras la adicion del antigeno de interés al pocillo revestido. Un experto en la técnica conocera los
parametros que se pueden modificar para aumentar la sefial detectada, asi como otras variaciones de ELISA
conocidas en la técnica. Para una discusion adicional sobre los ELISA, véase, por ejemplo, Ausubel et al., eds,
1994, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, John Wiley & Sons, Inc., New York at 11.2.1.

Los anticuerpos y/o fragmentos de anticuerpo de union a antigeno de la invencion también se pueden purificar en
cualquier célula que exprese los anticuerpos, incluidas las células huésped que se han transfectado con constructos
de expresion que codifican anticuerpo. Las células huésped se pueden cultivar en condiciones en las que se
expresan los anticuerpos. Los anticuerpos purificados y/o fragmentos de anticuerpo de union a antigeno se pueden
separar de otros componentes celulares que se pueden asociar con los anticuerpos en la célula, tal como ciertas
proteinas, hidratos de carbono o lipidos, usando procedimientos bien conocidos en la técnica. Tales procedimientos
incluyen, entre otros, cromatografia por exclusiéon de tamario, fraccionamiento con sulfato amonico, cromatografia de
intercambio i6nico, cromatografia de afinidad y electroforesis en gel preparativa. La pureza de las preparaciones se
puede evaluar por medios conocidos en la técnica, tal como electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida. Una
preparacion de anticuerpos purificados pueden contener mas de un tipo de anticuerpo (p. €j., anticuerpos con las
caracteristicas de uniéon a MN y neutralizantes).

Como alternativa, los anticuerpos se pueden producir usando procedimientos quimicos para sintetizar su secuencia
de aminoacidos o porciones de la secuencia de anticuerpos (p. €j., Secuencias de CDR), tal como mediante sintesis
peptidica directa usando técnicas de fase solida (p. ej., Merrifield, . Am. Chem. Soc. 85:2149 - 2154, 1963;
Roberge, et al., Science 269:202 - 204, 1995). La sintesis de proteinas puede realizarse usando técnicas manuales
0 mediante automatizacion. La sintesis automatica se puede conseguir, por ejemplo, usando el Sintetizador
Peptidico 431A de Applied Biosystems (Perkin Elmer). Opcionalmente se pueden sintetizar por separado fragmentos
de anticuerpos y combinarse usando procedimientos quimicos para producir una molécula de longitud completa.

Una vez que un anticuerpo o fragmento de acuerdo con la invencion se identifica u obtiene mediante, por ejemplo,
cualquiera de los procedimientos descritos en el presente documento, por ejemplo incluyendo procedimientos
tradicionales de produccion de anticuerpos (p. €j., procedimientos de inmunizacién animal), produccién monoclonal o
por medios de ADN recombinante, puede ser preferible llevar a cabo otras etapas para caracterizar y/o purificar y/o
modificar el anticuerpo. Por ejemplo, puede ser deseable preparar un fragmento de anticuerpo inmunorreactivo o
preparar una composicion purificada de alta titulacion del anticuerpo identificado deseable o analizar la
inmunorreactividad del anticuerpo identificado o fragmento del mismo. La presente invencion contempla cualquier
procedimiento conocido y adecuado para caracterizar, purificar o analizar los anticuerpos de la presente invencion y
cabe esperar que cualquier experto en la técnica a la que la invenciéon pertenece tendra el nivel requerido de
conocimientos técnicos y recursos, por ejemplo manuales o tratados técnicos, para conseguir cualquier
caracterizacion, purificacion y/o ensayo de los anticuerpos de la invencién sin experimentacion indebida.

En aspectos concretos, los anticuerpos y/o fragmentos de anticuerpos de la invenciéon se pueden recuperar y
purificar a partir de cultivos de células recombinantes mediante procedimientos bien conocidos, que incluyen, entre
otros, purificacion de la proteina A, precipitacion con sulfato amonico o etanol, extraccion acida, cromatografia de
intercambio aniénico o catidnico, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidrofoba,
cromatografia de afinidad, cromatografia de hidroxilapatita, cromatografia de interaccion de carga hidréfoba y
cromatografia con lectina. La cromatografia de liquidos de alto rendimiento (“‘HPLC”) también se puede emplear para
purificacion. Véase, por ejemplo, Colligan, Current Protocols in Immunology, o Current Protocols in Protein Science,
John Wiley & Sons, NY, N.Y., (19972001),por ejemplo los Capitulos 1, 4, 6, 8, 9, 10.

El término “aislar” en el contexto de los anticuerpos hace referencia a cualquier procedimiento conocido en la técnica
mediante el cual se purifican anticuerpos. En la técnica se conocen bien procedimientos para purificar anticuerpos y
la presente invencion contempla cualquier procedimiento adecuado que conozca un experto en la técnica y que no
requiera experimentacion indebida. Por ejemplo, procedimientos cromatograficos, tales como, por ejemplo,
cromatografia de inmunoafinidad (ligando inmovilizado para unir y atrapar el anticuerpo de interés), cromatografia de
afinidad, precipitacion de proteinas, cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de interaccion hidrofébica,
cromatografia de exclusion por tamafio, asi como electroforesis, se pueden encontrar descritos en la literatura
técnica, por ejemplo en Methods in Enzymology, Volume 182, Guide to Protein Purification, Eds. J. Abelson, M.
Simon, Academic Press, 12 Edicion, 1990. Por tanto, los expertos en la técnica conocen los materiales adecuados
para realizar dichas etapas de purificacion, tales como etapas cromatograficas. Dichos procedimientos son
adecuados para purificacion de cualquiera de los anticuerpos, antigenos o cualquier fragmento de los mismos de
acuerdo con la invencién como se ha descrito en el presente documento.

Ciertas realizaciones pueden requerir la purificacion o aislamiento de proteinas expresadas o anticuerpos o
fragmentos de los mismos de una célula huésped o una porcidon de la misma. En la presente invencion se
contemplan procedimientos convencionales para aislar proteinas recombinantes de células huésped transformadas.
Dichos procedimientos incluyen, por ejemplo, aislamiento de la proteina o fragmentos de interés mediante extraccion
inicial de sedimentos celulares o de medio de cultivo celular, seguido de desalacion, y se pueden usar una o mas
etapas de cromatografia, incluyendo etapas cromatografia de intercambio idnico acuosa, cromatografia de exclusion
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por tamafio, cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC) y cromatografia de afinidad, para aislar la proteina
o fragmento recombinante. Guias en los procedimientos para purificar proteinas se pueden encontrar en la literatura
técnica, incluyendo, por ejemplo, Methods in Enzymology, Volume 182, Guide to Protein Purification, Eds. J.
Abelson, M. Simon, Academic Press, 12 Edicién, 1990.

Las moléculas sintetizadas quimicamente se pueden purificar sustancialmente mediante cromatografia preparativa
liqguida de alto rendimiento (véase, por ejemplo, Creighton, Proteins: Structures and Molecular Principles, WH
Freeman and Co., New York, N.Y., 1983). La composicion de un polipéptido sintético se puede confirmar mediante
analisis o secuenciacion de los aminoacidos (p. €j., usando la degradacion de Edman).

Polinucledtidos

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a polinucleétidos que codifican los anticuerpos contra MN o los
fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno de la invencion. Estos polinucledtidos se pueden usar para, por
ejemplo, producir cantidades de los anticuerpos para uso terapéutico o diagndstico o para producir muestras de
anticuerpos o fragmentos para usar en inmunoensayos de la invencion.

Los polinucleétidos que se pueden usar para codificar, por ejemplo, cada una de las tres CDR dentro de las regiones
VH de anticuerpo se describen en las SEC ID N°; :57, 63, 70. Los polinucleétidos que se puede usar para codificar,
por ejemplo, cada una de tres CDR dentro de las regiones VL de anticuerpos se describen en las SEC ID N°: 89, 93,
97.

Los polinucledtidos de la presente invencion también se pueden aislar de células huésped, liberar de otros
componentes celulares tales como componentes de membrana, proteinas y lipidos de acuerdo con cualquier
procedimiento conocido o adecuado en la técnica. Los polinucleétidos pueden aislarse usando técnicas de
purificacién de acido nucleico estandar o sintetizarse usando una técnica de amplificacion, tal como la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) o mediante el uso de un sintetizador automatico. Los procedimientos para aislar
polinucleotidos son rutinarios y se conocen en la técnica. Se puede usar cualquiera de dichas técnicas para obtener
un polinucledtido para obtener polinucleétidos aislados que codifican anticuerpos de la invencion. Por ejemplo se
pueden usar enzimas de restriccion y sondas para aislar polinucleétidos que codifican anticuerpos.

Se pueden preparar moléculas de ADNc que codifican anticuerpos con técnicas estandar de biologia molecular,
usando ARNm como molde. Después, las moléculas de ADNc se pueden replicar usando técnicas de biologia
molecular conocidas en la técnica y divulgadas en manuales tales como Sambrook, et al., (Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, (Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press; Cold Spring Harbor, N.Y.; 1989, Vol. 1 -
3. Se puede usar una técnica de amplificacién, como la PCR, para obtener copias adicionales de los polinucleétidos.

Para expresar un polinucleétido que codifica un anticuerpo, el polinucleétido se puede insertar en un vector de
expresion que contenga los elementos necesarios para las transcripcion y traduccion de la secuencia de codificacion
insertada. Se pueden usar procedimientos bien conocidos para los expertos en la técnica para construir vectores de
expresion que contengan secuencias que codifican anticuerpos y los elementos adecuados de control de la
transcripcion y la traduccion. Estos procedimientos incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas
sintéticas y recombinacion genética in vivo. Dichas técnicas se describen en, por ejemplo, Sambrook, et al. (1989)
and in Ausubel, et al., (Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York, N.Y., 1995).

Se pueden utilizar varios sistemas de expresidon en vector/huésped para contener y expresar secuencias que
codifiquen anticuerpos. Estos incluyen, ente otros, microorganismos, tales como bacterias transformadas con
vectores de expresion con ADN recombinante de bacteriéfago, plasmido o césmico, levaduras transformadas con
vectores de expresion de levaduras, sistemas de células de insectos infectadas con vectores de expresion en virus
(p- €j., virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o con vectores de expresion
bacteriana (p. €j., plasmidos Ti o pBR322) sistemas de células animales.

Los elementos control o secuencias reguladoras son las regiones no traducidas del vector, potenciadores,
promotores, regiones no traducidas en 5'y 3', que interaccionan con las proteinas de las células huésped para llevar
a cabo la transcripcion y la traduccion. Tales elementos pueden variar de fuerza y especificidad. Dependiendo del
sistema de vector y del huésped utilizados, se puede usar cualquier nimero de elementos de transcripcion y de
traducciéon adecuados, incluidos los promotores constitutivos e inducibles. Por ejemplo, al clonar en sistemas
bacterianos, se pueden usar promotores inducibles como el promotor hibrido LacZ del fagemido BLUESCRIPT
(Stratagene, LaJolla, Calif.) o el plasmido pSPORT1 (Life Technologies) y similares. En células de insectos se puede
usar el promotor de la polihidrina del baculovirus. En el vector se pueden clonar promotores o potenciadores
derivados de los genomas de células vegetales (p. €j., genes de las proteinas del shock térmico, RUBISCO y de
almacenamiento) o de virus vegetales (p. €j., promotores viricos o secuencias lider). En los sistemas de células de
mamiferos se pueden usar promotores de genes de mamiferos o de virus de mamiferos, por ejemplo un promotor
del CMV. Es necesario generar una linea celular que contenga multiples copias de una secuencia de nucleétidos
que codifique un anticuerpo, los vectores basados en los virus SV40 o EBV se pueden usar con un marcador
seleccionable adecuado.

Las construcciones de expresion contendran ademas sitios para el inicio y la terminacion de la transcripcion, y, en la
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region transcrita, un sitio de unién al ribosoma para la traduccion. La porcion de codificacion de los transcritos
maduros expresados por las construcciones pueden incluir, ademas, un codoén de iniciacién de la traduccién al
comienzo y un codon de terminacion (p. ej., UAA, UGA o UAG) colocado adecuadamente al final del ARNm que se
va a traducir, siendo UAA y UAG preferidos para expresion en células de mamifero o eucariotas.

Los vectores de expresién también pueden incluir al menos un marcador seleccionable. Dichos marcadores
incluyen, entre otros, marcadores de células de mamifero, tales como metotrexato (MTX), dihidrofolato reductasa
(DHFR) (véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n° 4,399,216; 4,634,665; 4,656,134; 4,956,288; 5,149,636; y
5,179,017), ampicilina, neomicina (G418), acido micofendlico o glutamina sintetasa (GS) (véase, por ejemplo, las
patentes de EE.UU. n° 5,122,464; 5,770,359; 5,827,739), y marcadores de células bacterianas, tales como genes de
resistencia a la tetraciclina o a la ampicilina. Medios de cultivo adecuados y las condiciones para las células huésped
descritas anteriormente se conocen en la técnica. Los vectores adecuados seran evidentes para el experto en la
técnica,

Se puede usar cualquier procedimiento conocido adecuado para introducir un ADN de la invencion, por ejemplo un
vector de expresion de ADN que contiene una o mas secuencias que codifican anticuerpos en una célula huésped.
Algunos procedimientos incluyen transfeccién con fosfato calcico, transfeccion mediada por DEAE-Dextrano,
transfecciéon mediada por lipidos catidnicos, electroporacion, transduccion, infecciéon u otros procedimientos
conocidos. En la técnica se describen dichos procedimientos, tal como en Sambrook et al., (Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, (Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press; Cold Spring Harbor, N.Y.; 1989) Vol. 1 -
3, Capitulos 14, 16y 18).

Los expertos en la técnica conocen numerosos sistemas de expresion disponibles para expresién de un acido
nucleico que codifica anticuerpos o porciones de los mismos de la presente invencion.

llustrativos de cultivos celulares utiles para la produccion de los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de la
invencion son células de mamifero. Los sistemas de células de mamifero a menudo estaran en forma de monocapas
de células, aunque también se pueden usar suspensiones de células de mamifero o biorreactores. En la técnica se
han desarrollado numerosas lineas celulares huésped adecuadas de expresion de proteinas glicosiladas intactas e
incluyen las lineas celulares CHO, CHO-S, COS-1 (p. ej., ATCC CRL 1650), COS-7 (p. €j., ATCC CRL-1651),
HEK293, BHK21 (p. €j., ATCC CRL-10), CHO (p. ej., ATCC CRL 1610) y BSC-1 (p. €j.,ATCC CRL-26), células Cos-
7, células CHO, células hep G2, P3X63Ag8.653, SP2/0-Agl4, células 293, células Hela y similares, que estan
facilmente disponibles en, por ejemplo, la Coleccién Americana de Cultivos Tipo.

Vectores de expresion para estas células pueden incluir una o mas de las siguientes secuencias de control de la
expresion, tales como, entre otros, un origen de replicacion, un promotor (p. €j., promotores tardios o tempranos de
SV40, el promotor de CMV (p. €j., patentes de EE.UU. N° 5,168,062; 5,385,839), un promotor de HSV tk
(fosfoglicerato quinasa), un promotor alfa de EF-1 (patente de EE.UU. n° 5.266.49 1), un promotor de
inmunoglobulina; un potenciador y/o sitios de informacion de progresion, tales como los sitios de unién al ribosoma,
los puntos de corte en el ARN, sitios de poliadenilacion (p. €j.,. un sitio de adicion de poli A de T Ag grande de SV40)
y secuencias terminadoras de la transcripcion, Otras células utiles para la produccidon de acidos nucleicos o
proteinas de la presente invencion se conocen o estan disponibles en, por ejemplo, el catalogo de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo de lineas celulares e hibridomas u otros conocidos o fuentes comerciales.

Cuando se usan células huésped eucariotas se pueden incorporar en el vector secuencias de poliadenilacién o de
terminacion de la transcripcion. Un ejemplo de una secuencia de terminacion es la secuencia de poliadenilacion del
gen de la hormona de crecimiento bovina. También se pueden incluir secuencias para corte y empalme preciso de
transcritos. Un ejemplo de secuencia de corte y empalme es el intron VP1 de SV40 (Sprague, et al., J. Virol. 45:773
781 (1983)). Adicionalmente, se pueden incorporar en el vector secuencias génicas para controlar la replicacion en
la célula huésped, como se sabe en la técnica.

Textos generales que describen técnicas de biologia molecular adicionales utiles en el presente documento,
incluyendo la preparacion de anticuerpos, incluyen Berger y Kimmel (Guide to Molecular Cloning Techniques,
Methods in Enzymology, Vol. 152, Academic Press, Inc.); Sambrook, et al., (Molecular Cloning A Laboratory Manual,
(Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press; Cold Spring Harbor, N.Y.; 1989) Vol. 1 - 3); Current Protocols
in Molecular Biology, (F. M. Ausabel et al. [Eds.], Current Protocols, a joint venture between Green Publishing
Associates, Inc. and John Wiley & Sons, Inc. (suplementado hasta 2000)); Harlow et al., (Monoclonal Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1988), Paul [Ed.]); Fundamental Immunology, (Lippincott
Williams & Wilkins (1998)); y Harlow, et al., (Using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press (1998)).

En otra realizacion, la presente divulgacion también se refiere al uso de inmunoensayos cuantitativos para medir los
niveles de la proteina MN en muestras de pacientes. Se adaptar muchos formatos para usar con los procedimientos
de la presente invencion. Por ejemplo, la deteccién y cuantificacion de la proteina MN en muestras de pacientes se
pueden realizar mediante ensayos de inmunosorcion ligados a enzimas, radioinmunoensayos, ensayos de tipo
sandwich de anticuerpo dual, ensayos de aglutinacion, inmunoensayos fluorescentes, microscopia de
inmunoelectrones y de barrido, entre otros ensayos conocidos habitualmente en la técnica. En una realizacion, se
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pueden detectar y cuantificar varios cambios en los niveles de proteina MN circulante y mediante un ensayo de tipo
sandwich en el que el anticuerpo de captura se ha inmovilizado usando técnicas convencionales sobre la superficie
del soporte.

Soportes adecuados incluyen, por ejemplo, soportes de polimero sintético, tales como polipropileno, poliestireno,
poliestireno sustituido, poliacrilamidas (tales como poliamidas y poli(cloruro de vinilo)), perlas de vidrio, agarosa y
nitrocelulosa.

Un ejemplo de un inmunoensayo de tipo sandwich ELISA que se puede usar en los procedimientos de la presente
invencion usa anticuerpo monoclonal contra MNN anti-humano de ratén como anticuerpo de captura y anticuerpo
policlonal contra MN anti-humano de cabra biotinilado como anticuerpo detector. El anticuerpo monoclonal de
captura se inmoviliza sobre pocillos de placas de microtitulacion. Muestras de suero/plasma humano diluido o
patrones de MN (proteina MN silvestre recombinante) se incuban en pocillos para permitir la unién del antigeno de
MN mediante el anticuerpo monoclonal de captura. Después de lavar los pocillos, el antigeno de MN inmovilizado se
expone a un anticuerpo detector biotinilado tras lo cual se vuelven a lavar los pocillos. Después se afiade un
conjugado de peroxidada de rabano-estreptavidina. Después de un lavado final se afiade a los pocillos sustrato TMB
Blue para detectar la actividad peroxidada unida. La reaccion se detiene mediante la adiciéon de acido sulfurico 2,5N
y la absorbancia se mide a 450 nm. La correlacion de los valores de absorbancia de las muestras con los patrones
de MN permite la determinacion de un valor cuantitativo de MN en pg/ml de suero o plasma.

Los anticuerpos Utiles para identificar proteinas de MN se pueden marcar mediante cualquier forma convencional.
Un ejemplo de un marcador es la peroxidasa de rabano y un ejemplo de un procedimiento de marcaje de
anticuerpos es usando complejos de estreptavidina-biotina.

Segun sea adecuado, los anticuerpos usados en los inmunoensayos de la presente invencié que se usan como
marcadores se pueden marcar de cualquier modo, directa o indirectamente, que tenga como resultado una sefial
que sea visible o se pueda hacer visible. Las sustancias marcadores detectables incluyen radiontclidos tales como
3H, 25 and 131I; agentes de fluorescencia tales como isotiocianato de fluoresceina y otros flurocromos,
ficobiliproteinas, ficoeritrina, quelatos de tierras raras, rojo texas, dansilo y rodamina; reactivos colorimétricos
(cromdégenos); materiales opacos a electrones, tales como oro coloidal; agentes de bioluminiscencia; agentes de
quimioluminiscencia; pigmentos; enzimas tales como peroxidasa de rabano, fosfatasas alcalinas, glucosa oxidasa,
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, acetilcolinesterasa, alfa-, beta-galactosidasa, entre otros; coenzimas; sustratos
enzimaticos; cofactores enzimaticos; inhibidores de enzimas; subunidades de enzimas; iones metalicos; radicales
libres; o cualquier otra sustancia inmunolégicamente activa o inerte que proporcione un medio para detectar o medir
la presencia o cantidad de inmunocomplejo formado. Ejemplos de combinaciones de sustratos enzimaticos son
peroxidasa de rabano y tetrametilbencidina (TMB) y fosfatasas alcalinas y paranitrofenilfosfato (pNPP).

Otros sistemas de deteccion y cuantificacion segun la presente invencion producen sefiales luminiscentes,
bioluminiscentes (BL) o quimioluminiscentes (CL). En ensayos quimioluminiscentes (CL) o bioluminiscentes (BL), la
intensidad o la emisién luminica total se mide y relaciona con la concentracion del analito desconocido. La luz se
puede medir cuantitativamente usando un luminémetro (tubo fotomultiplicador como detector) o dispositivo acoplado
a carga, o cualitativamente por medio de fotografia o peliculas de rayos X. Las principales ventajas del uso de estos
ensayos es su simplicidad y sensibilidad analitica, lo que permite la deteccién y/o cuantificacion de cantidades muy
pequefias de analito.

Ejemplos de marcadores luminiscentes son ésteres de acridinio, sulfonil carboxamidas de acridinio, luminol,
umbeliferona, derivados de isoluminol, fotoproteinas tales como aecuorina, y luciferasas de luciérnagas, bacterias
marinas Vargulla y Renilla. El luminol se puede usar opcionalmente con una molécula potenciadora tal como 4-
yodofenol o acido 4-hidroxicinamico. Normalmente se general una sefial CL mediante tratamiento con un oxidante
en condiciones basicas.

Los sistemas de deteccion luminiscente adicionales son aquéllos en los que la sefial (marcador detectable) se
producen mediante reaccion enzimatica sobre un sustrato. Se han desarrollado esquemas de deteccion CL y BL
para analizar los marcadores de fosfatasas alcalinas (AP), glucosa oxidasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,
peroxidasa de rabano (HRP) y xantina oxidasa, entre otros. AP y HRP son dos marcadores enzimaticos que se
pueden cuantificar mediante una serie de reacciones CL y BL. Por ejemplo, las AP se pueden usar con un sustrato,
tal como un sustrato 1,2-dioxetano arilfosfato de adamantilo (p. ej., AMPPD o CSPD; Kricka, L.J.,
"Chemiluminescence and Bioluminescence, Analysis by," Molecular Biology and Biotechnology: A Comprehensive
Desk Reference (ed. R.A. Meyers) (VCH Publishers; N.Y., N.Y.; 1995)); por ejemplo, una sal disddica de 4-metoxi-4-
(3-fosfatofenil) espiro [1,2-dioxetano-3,2'-adamantano], con o sin una molécula potenciadora tal como dicloruro de 1-
(trioctilfosfonio metil)-4- (tributilfosfonio metil) benceno. La HRP se puede usar con sustratos tales como 2',3',6'-
trifluorofenil-metoxi-10-metilacridan-9-carboxilato.

Las reacciones CL y BL se pueden adaptar para analisis, no solo de enzimas sino también de otros sustratos,
cofactores, inhibidores, iones metalicos y similares. Por ejemplo, las reacciones de luminol, luciferasa de luciérnaga
y luciferasa de bacterias marinas son reacciones indicadoras de la producciéon o consumo de peroxido, ATP y
NADPH, respectivamente. Se pueden acoplar a otras reacciones con oxidasas, quinasas y deshidrogenasas, y se
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pueden usar para medir cualquier componente de la reaccion acoplada (enzima, sustrato, cofactor).

El marcador detectable puede estar unido directa o indirectamente a un anticuerpo usado en un ensayo de la
presente invencion. Ejemplos de union indirecta del marcador detectable es el uso de un par de unién entre un
anticuerpo y un marcador o el uso de un sistema de amplificacion de sefial.

Ejemplos de pares de unidn que se pueden usar para unir anticuerpos a marcadores detectables son biotina/avidina,
estreptavidina o antibiotina, avidina/anti-avidina; tiroxina/globulina de union a tiroxina; antigeno/anticuerpo;
anticuerpo/anti-anticuerpo; hidratos de carbono/lectinas; hapteno/anticuerpo anti-hapteno; pigmentos y moléculas
hidréfobas/sitios de uniéon a proteinas hidréfobas; inhibidor enzimatico, coenzima o cofactor/enzima; acido
polinucleico/secuencia de acido polinucleico homoéloga; fluoresceina/anti-fluoresceina; dinitrofenol/anti-dinitrofenol;
vitamina B12/factor intrinseco; cortisona; cortisol/proteina de unién a cortisol; y ligandos para proteinas receptoras
especificas/proteinas receptoras especificas asociadas a la membrana.

En la técnica se conocen varios medios para unir marcadores directa o indirectamente a anticuerpos. Por ejemplo,
los marcadores se pueden unir de forma covalente o no covalente. Ejemplos de procedimientos de conjugacion de
anticuerpos se describen en Avarmeas, et al., Scan. J. Immunol. 8(Suppl. 7): 7, 1978); Bayer, et al., Meth. Enzymol.
62:308, 1979; Chandler, et al., J. Immunol. Meth. 53:187, 1982; Ekeke and Abuknesha, J. Steroid Biochem. 11:1579,
1979; Engvall and Perimann, J. Immunol. 109:129, 1972; Geoghegan, et al., Immunol. Comm. 7:1, 1978; and Wilson
and Nakane, Immunofluorescence and Related Technique Elsevier/North Holland Biomedical Press; Amsterdam
(1978).

Dependiendo de la naturaleza del marcador se pueden usar varias técnicas para detectar y cuantificar el marcador.
Para los agentes de fluorescencia se dispone de un gran numero de fluorimetros. Para los agentes de
quimioluminiscencia se dispone de luminémetros o peliculas. Con enzimas, un agente fluorescente, agente
quimioluminiscente o producto coloreado se puede determinar o medir fluorimétricamente, luminométricamente,
espectrofotométricamente o visualmente.

Varios tipos de compuestos quimioluminiscentes que tienen un tipo acridinio, benzacridinio o acridano de sistemas
anulares heterociclicos son otros ejemplos de marcadores. Ejemplos de ésteres de acridinio incluyen los
compuestos que tienen anillos heterociclicos o sistemas anulares que contienen el heteroatomo en un estado de
oxidacion positiva que incluye sistemas anulares como acridinio, benz[a]cridinio, benz[b]acridinio, benz[c]acridinio,
un cation de bencimidazol, quinolinio, isoquinolinio, quilolizinio, un quinolinio sustituido ciclico, fenantridinio y
quinoxalinio.

El marcador se puede preparar uniendo al anticuerpo seleccionado directa o indirectamente un grupo funcional
reactivo presente en el éster de acridinio o benzacridinio, como es bien conocido para los expertos en la técnica
(véase, por ejemplo, Weeks, et al., Clin. Chem. 29(8): 1474 - 1479, 1983). Ejemplos de compuestos son ésteres de
acridinio o benzacridinio con un grupo saliente de anillo arilo y el grupo funcional reactivo presente en la posicion
para o meta del sistema de arilo. (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N° 4.745.181 y el documento WO
94/21823.)

Procedimientos de uso

El término “tratamiento” incluye cualquier procedimiento, accidn, aplicacion, terapia o similar, en el que a un sujeto (o
paciente), incluido un ser humano, se le proporciona ayuda médica con el objeto de mejorar la afeccién del sujeto,
directa o indirectamente, o ralentizar la progresion de una afeccion, o trastorno, en el sujeto, o aliviar al menos un
sintoma de la enfermedad o trastorno en tratamiento.

El término “terapia de combinacion” o “co-terapia” quiere decir la administracion de dos o mas agentes terapéuticos
para tratar una enfermedad, afeccion y/o trastorno. Dicha administracion abarca la coadministracion de dos o mas
agentes terapéuticos de un modo sustancialmente simultaneo, tal como en una Unica capsula que tiene una
proporcion fija de ingredientes activos, o en multiples capsulas distintas para cada agente inhibidor. Ademas, dicha
administracion abarca el uso de cada tipo de agente terapéutico de forma secuencial. El orden de administracion de
dos o mas agentes terapéuticos co-administrados de forma secuencia no esta limitado.

La expresion “cantidad terapéuticamente efectiva” quiere decir la cantidad de cada agente administrado que
alcanzara el objetivo de mejora de la gravedad de una enfermedad, afeccion y/o trastorno, y/o sus sintomas,
mientras que evita o minimiza los efectos secundarios adversos asociados con el tratamiento terapéutico
administrado.

El término “farmacéuticamente aceptable” significa que el articulo sujeto es adecuado para usar en un producto
farmacéutico.

Cabe esperar que los anticuerpos de la presente invencion sean valiosos como agentes terapéuticos. De acuerdo
con esto, una forma de realizacion de la presente invencion incluye un procedimiento de tratamiento de varias
afecciones en un paciente (incluidos mamiferos), que comprende administrar a dicho paciente una composiciéon que
contiene una cantidad de un anticuerpo de la invencion que es efectiva en el tratamiento de la afeccién diana.
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Los anticuerpos de la presente invencion se pueden usar en el tratamiento o prevencion de enfermedades y/o
comportamientos que estan asociados con la proteina MN. Estas enfermedades y/o comportamientos incluyen, por
ejemplo, cancer, tal como carcinomas de rifién, eséfago, mama, cuello uterino, colon y pulmones. La presente
invencion también se refiere a procedimientos de alivio de sintomas de un trastorno en el que la MN esta elevada o,
de otro modo, se expresa de forma anormal. Estos trastornos incluyen, sin limitacién, carcinomas de rifién, eséfago,
mama, cuello uterino, colon y pulmones (véase, por ejemplo, (Liao, Cancer Res. 57:28272831, 1997; Turner, Hum.
Pathol. 28:740744, 1997; Liao, y col., Am. J. Pathol. 145:598609, 1994; Saarnio, y col., Am. J. Pathol. 153:279285,
1998; Vermylen, y col., Eur. Respir. J. 14:806811, 1999). En una forma de realizacion de la invencién, una dosis
terapéuticamente efectiva de un anticuerpo de la invencion se administra a un paciente que tenga un trastorno en el
que la MN esta elevada.

Los anticuerpos de la presente invencidon se pueden administrar solos o en combinacién con uno o mas agentes
terapéuticos adicionales. La terapia de combinacion incluye la administracion de una uUnica formulacion de
dosificacion farmacéutica que contiene un anticuerpo de la presente invenciéon y uno o mas agentes terapéuticos, asi
como la administracion del anticuerpo de la presente invencion y cada agente terapéutico en su propia formulacion
de dosificacion farmacéutica aparte. Por ejemplo, un anticuerpo de la presente invencién y un agente terapéutico se
pueden administrar al paciente juntos en una Unica composicion de dosificacién oral o cada agente puede
administrarse en formulaciones de dosificacién oral separadas.

Cuando se usan formulaciones de dosificacion distintas, el anticuerpo de la presente invencion y uno o mas agentes
terapéuticos pueden administrarse esencialmente al mismo tiempo (p. €j., de forma concurrente) o a tiempos
separados escalonados (p. €j., secuencialmente). El orden de administracion del agente no esta limitado.

Por ejemplo, en un aspecto, la co-administracion de un anticuerpo anti-MN o fragmento de anticuerpo de la
invencion junto con uno o mas agentes anticancerosos para potenciar el efecto del anticuerpo/fragmento o el(los)
agente(s) anticanceroso(s) o ambos se contempla para usar en el tratamiento de trastornos relacionados con la MN,
tales como cancer.

Dichas terapias de combinacion también pueden usarse para prevenir el cancer, la recurrencia del cancer, prevenir
la diseminacién o metastasis de un cancer o reducir o aliviar los sintomas asociados con el cancer.

El o los agentes anti-cancerosos pueden incluir cualquier compuesto conocido y adecuado en la técnica, tal como,
por ejemplo, agentes quimicos, otros inmunoterapéuticos, vacunas contra cancer, agentes anti-angiogénicos,
citocinas, terapias hormonales, terapias génicas y radioterapias. Un agente quimico (o "agente anti-canceroso" o
"agente anti-tumoral o agente terapéutico contra el cancer") se refiere a cualquier molécula o compuesto que ayuda
en el tratamiento de un cancer. Ejemplos de agentes quimicos contemplados por la presente invencion incluyen,
entre otros, citosina arabinodsido, taxoides (e.g., paclitaxel, docetaxel), agentes anti-tubulina (e.g., paclitaxel,
docetaxel, epotilona B, o sus analogos), macrolidos (p. €j., rizoxina) cisplatino, carboplatino, adriamicina, tenopédsido,
mitozantron, discodermolida, eleuterobina, 2- clorodesoxiadenosina, agentes alquilantes (p. ej., ciclofosfamida,
mecloretamina, tiotepa, clorambucilo, melfalan, carmustina (BSNU), lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfano,
dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C, y cis- diclorodiamina platino (ll) (DDP) cisplatino, tiotepa),
antibioticos (p. €j., dactinomicina (antes actinomicina), bleomicina, mitramicina, antramicina), antimetabolitos (p. €;j.,
metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, flavopiridol, 5-fluorouracilo, fludarabina, gemcitabina,
dacarbazina, temozolamida), asparaginasa, bacilos de Calmette y de Guerin, toxina diftérica, hexametilmelamina,
hidroxiurea, LYSODREN.RTM., analogos nucleosidicos, alcaloides vegetales (p. €j., Taxol, paclitaxel, camptotecina,
topotecan, irinotecan (CAMPTOSAR, CPT-l 1), vincristina, alcaloides de la vinca (tales como vinblastina),
podofilotoxina (incluidos los derivados, tales como epipodofilotoxina, VP-16 (etopdsido), VM-26 (tenipdsido)),
citocalasina B, colchicina, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, procarbazina, mecloretamina,
antraciclinas (p. ej., daunorrubicina (antes daunomicina), doxorrubicina, doxorrubicina liposémica),
dihidroxiantracindiona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol,
puromicina, agentes antimitoticos, abrina, ricina A, exotoxina de pseudomonas, factor de crecimiento neural, factor
de crecimiento derivado de las plaquetas, activador del plasmindgeno tisular, aldesleukina, alutamina, anastrozol,
bicalutamida, biaomicina, busulfano, capecitabina, carboplatino, clorambucilo, cladribina, citarabina, dactinomicina,
estramustina, floxuridina, gemcitabina, goserelina, idarrubicina, ifosfamidai, leuprolida acetato, levamisol, lomustina,
mecloretamina, megestroll, acetato, mercaptopurina, mesna, mitolanc, pegaspergasa, pentostatina, picamieina,
rituximab, campath-1, estraptozocina, tioguanina, tretinoina, vinorelbina, o cualquier fragmento, miembros de la
familia o sus derivados, incluidas sus sales farmacéuticamente aceptables. Las composiciones que comprenden uno
0 mas agentes quimioterapéuticos (p. ej., FLAG, CHOP) también se contemplan en la presente invencion. FLAG
comprende fludarabina, citosina arabinésido (Ara-C) y G-CSF. CHOP comprende ciclofosfamida, vincristina,
doxorrubicina y prednisona.

El agente quimioterapéutico puede ser un agente antiangiogénico, tal como, por ejemplo, angiostatina, bevacizumab
(Avastin®), sorafenib (Nexavar®), baculostatina, canstatina, maspina, anticuerpos o péptidos anti-VEGF, anticuerpos
o péptidos anti-factor de crecimiento placentario, anticuerpos anti-Flk- -1, anticuerpos o péptidos anti-Fit- -1, péptidos
de laminina, péptidos de fibronectina, inhibidores del activador de plasminégeno, inhibidores de la metaloproteinasa
tisular, interferones, interleucina 12, IP-10, Gro-B, trombospondina, 2-metoxiestradiol, proteina relacionada con la
proliferina, carboxiamidotriazol, CMIOI, Marimastat, pentosan polisulfato, angiopoyetina 2, interferén-alfa, herbimicina
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A, PNU145156E, fragmento 16K de prolactina, Linomida, talidomida, pentoxifilina, genisteina, TNP-470, endostatina,
paclitaxel, acutina, cidofovir, vincristina, bleomicina, AGM- -1470, factor plaquetario 4 o minociclina. Sin desear
quedar ligado a teoria alguna, la coadministracion de un agente antiangiogénico puede conducir, de forma
ventajosa, al incremento de la expresion de MN en un tumor, de modo que hace que el tumor sea mas sensible a los
anticuerpos y conjugados de anticuerpos de la invencion.

En un aspecto, dicho agente quimioterapéutico es gemcitabina a una dosis que varia de 100 a 1000 mg/mzlciclo En
una forma de realizacion, dicho agente quimioterapéutico es dacarbazma a una dosis que varia de 200 a 4.000
mg/m?ciclo. En otro aspecto, dicha dosis varia de 700 a 1000 mg/m?/ciclo. En otro aspecto mas, dicho agente
quimioterapéutico es fludarabina a una dosis que varia de 25 a 50 mg/m2/0|clo En un aspecto dicho agente
quimioterapéutico es citosina arabindsido (Ara-C) a una dosis que varia de 200 a 2.000 mg/m ?Iciclo. En otro aspecto
mas, dicho agente quimioterapéutico es docetaxel a una dosis que varia de 1,5 a 7,5 mg/kg/ciclo. En otro aspecto
mas, dicho agente quimioterapéutico es paclitaxel a una dosis que varia de 5 a 15 mg/kg/ciclo. En otro aspecto mas,
dicho agente quimioterapéutico es cisplatino a una dosis que varia de 5 a 20 mg/kg/ciclo. En otro aspecto mas, dicho
agente quimioterapéutico es 5-fluorouracilo a una dosis que varia de 5 a 20 mg/kg/ciclo. En otro aspecto mas, dicho
agente quimioterapéutico es doxorrubicina a una dosis que varia de 2 a 8 mg/kg/ciclo. En otro aspecto mas, dicho
agente quimioterapéutico es epipodofilotoxina a una dosis que varia de 40 a 160 mg/kg/ciclo. En otro aspecto mas,
dicho agente quimioterapéutico es ciclofosfamida a una dosis que varia de 50 a 200 mg/kg/C|cIo En otro aspecto
mas, dicho agente quimioterapéutico es irinotecan a una dosis que varia de 50 a 150 mg/m /CIC|0 En otro aspecto
mas, dicho agente quimioterapéutico es vinblastina a una dosis que varia de 3,7 a 18,5 mg/m ?Iciclo. En otro aspecto
mas, dicho agente quimioterapéutico es vincristina a una dosis que varia de 0,7 a 2 mg/m ?Iciclo. En un aspecto,
dicho agente quimioterapéutico es metotrexato a una dosis que varia de 3,3 a 1000 mg/m %Iciclo

En otro aspecto, los anticuerpos anti-MN y/o fragmentos de anticuerpo de la presente invencion se administran en
combinacién con uno o mas agentes inmunoterapéuticos, tales como anticuerpos o inmunomoduladores, que
incluyen, entre otros, Herceptin®, Retuxan®, OvaRex, Panorex, BEC2, IMC-C225, Vitaxin, Campath I/H, Smart
MI95, LymphoCide, Smart | D 10 y Oncolym, rituxan, rituximab, gemtuzumab o trastuzumab.

La invencion también contempla administrar los anticuerpos anti-MN y/o fragmentos de anticuerpos de la presente
invencion con uno o mas agentes anti-angiogénicos, que incluyen, entre otros, angiostatina, talidomida, kringle 5,
endostatina, Serpin (inhibidor de la serinproteasa) anti-trombina, fragmentos proteoliticos de 29 kDa en N-terminal y
de 40 kDa en C-terminal de fibronectina, fragmento proteolitico de 16 kDa de prolactina, fragmento proteolitico de
7,8 kDa del factor-4 plaquetario, un péptido B-aminoacido correspondiente a un fragmento del factor-4 plaquetario
(Maione y col., 1990, Cancer Res. 51:2077), un péptido de 14 aminoacidos correspondiente a un fragmento del
colageno | (Tolma y col., 1993, J. Cell Biol. 122:497), un péptido de 19 aminoacidos correspondiente a un fragmento
de la trombospondina | (Tolsma y col., 1993, J. Cell Biol. 122:497), un péptido de 20 aminoacidos correspondiente a
un fragmento de la SPARC (Sage y col., 1995, J. Cell. Biochem. 57:1329) o cualquier fragmento, miembros de la
familia o derivados del mismo, incluyendo sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

También se han descrito otros péptidos que inhiben la angiogénesis y corresponden a fragmentos de laminina,
fibronectina, procolageno y EGF (Véase la revision de Cao, 1998, Prog. Mol. Subcell. Biol. 20:161). Se ha
demostrado que los anticuerpos monoclonales y los pentapéptidos ciclicos, que bloquean ciertas integrinas que se
unen a proteinas RGD (es decir, que poseen el motivo peptidico Arg-Gly- Asp) tienen actividades anti-
vascularizacion (Brooks y col., 1994, Science 264:569; Hammes y col., 1996, Nature Medicine 2:529). Ademas, la
inhibicién del receptor del activador de plasmindgeno tipo urocinasa por antagonistas inhibe la angiogénesis, el
crecimiento tumoral y la metastasis (Min y col., 1996, Cancer Res. 56:242833; Crowley y col, 1993, Proc Natl Acad.
Sci. USA 90:5021). En la presente invencion también se contempla el uso de dichos agentes anti-angiogénicos.

En otro aspecto, los anticuerpos anti-MN y/o fragmentos de anticuerpos de la presente invencién se administran en
combinacién con un régimen de radiacion.

Los anticuerpos anti-MN y/o fragmentos de anticuerpos de la presente invencion también se pueden administrar en
combinacién con una o mas citocinas, que incluyen, entre otras, linfocinas, factor de necrosis tumoral, citocinas
similares al factor de necrosis tumoral, linfotoxina-a, linfotoxina-@, interferén-f, macroéfago, proteinas inflamatorias,
factor estimulador de las colonias de granulocitos monocitos, interleucinas (incluidas, entre otras, interleucina-1,
interleucina-2, interleucina-6, interleucina-12, interleucina-15, interleucina- -18), ligandos OX40, CD27, CD30, CD40
o CD 137, ligando Fas-Pas, 4- IBBL, proteina activadora de monocitos endoteliales o cualquier fragmento, miembros
de la familia o sus derivados, incluidas sus sales farmacéuticamente aceptables.

Los anticuerpos anti-MN y/o fragmentos de anticuerpos de la presente invencion también se pueden administrar en
combinacién con una vacuna contra el cancer, ejemplos de las cuales incluyen, entre otras, células o tejidos
antdlogos, células o tejidos no antélogos, antigeno carcinoembrionario, alfa-fetoproteina, gonadotropina coriénica
humana, vacuna con microorganismos vivos contra BCG, proteinas de linaje melanocitico (p. €j., gplOO, MART-
1/MelanA, TRP-l (gp75), tirosinasa, antigenos ampliamente compartidos asociados con tumores, incluidos los
especificos de tumores (p. €j., BAGE, GAGE-I, GAGE-2, MAGE-I, MAGE-3, N-acetilglucosaminiltransferasa-V, pl5),
antigenos mutados que estan asociados con tumores (B-catenina, MUM-I, CDK4), antigenos no melanoma (p. €j.,
HER-2/neu (carcinoma de mama o de ovario), papilomavirus humano 5 E6, E7 (carcinoma cervical), MUC- -1
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(carcinoma de mama, de ovario y de pancreas). Para los antigenos tumorales humanos reconocidos por los
linfocitos T, véase, generalmente, Robbins y Kawakami, 1996, Curr. Opin. Immunol. 8:628. Las vacunas contra el
cancer pueden o no ser preparaciones purificadas.

En otra forma de realizacién mas, los anticuerpos anti-MN y/o fragmentos de anticuerpos de la presente invencion se
usan junto con un tratamiento hormonal. Los tratamientos terapéuticos hormonales comprenden agonistas
hormonales, antagonistas hormonales (p. e€j., flutamida, tamoxifeno, acetato de leuprolida (LUPRON), antagonistas
de la LH-RH), inhibidores de la biosintesis y procesamiento de hormonas, y esteroides (p- €j., dexametasona,
retinoides, betametasona, cortisol, cortisona, prednisona, dehidrotestosterona, glucocorticoides, mineralocorticoides,
estrogeno, testosterona, progestinas), antigestagenos (p. ej., mifepristona, onapristona) y antiandrégenos (p. €j.,
acetato de ciproterona).

Los anticuerpos anti-MN y/o fragmentos de anticuerpos de la invenciéon se pueden usar en combinacién con, por
ejemplo coadministrarse con, un agente fenotipico anti-MDR (resistencia a multiples farmacos).

Muchos canceres humanos expresan de forma intrinseca o desarrollan espontaneamente resistencia a varias clases
de farmacos anticancerosos al mismo tiempo, a pesar de que cada una de las clases farmacoldgicas tienen
diferentes estructuras y mecanismos de acciéon. Este fendmeno, que se puede imitar en células de mamifero
cultivadas, se denomina generalmente multirresistencia (“MDR”, del inglés Multidrug Resistance) o el fenotipo de
multirresistencia. El fenotipo MDR presenta obstaculos significativos a los tratamientos quimioterapéuticos con éxito
para cancer en pacientes humanos. La multirresistencia de los tumores malignos a agentes quimioterapéuticos es
una causa mayoritaria del fallo del tratamiento (Wittes y col., Cancer Treat. Rep. 70:105 (1986); Bradley, G. y col.,
Biochim. Biophys. Acta 948:87 (1988); Griswald, D. P. y col., Cancer Treat. Rep. 65(S2):51 (1981); Osteen, R. T.
(ed.), Cancer Manual, (1990)). Los tumores que inicialmente son sensibles a los agentes citotoxicos a menudo
recurren o se convierten en refractarios a multiples farmacos quimioterapéuticos (Riordan y col., Pharmacol. Ther.
28:51 (1985); Gottesman y col., Trends Pharmacol. Sci. 9:54 (1988); Moscow y col., J. Natl. Cancer Inst. 80:14
(1988); Croop, J. M. y col., J. Clin. Invest. 81:1303 (1988)). Las células o tejidos obtenidos de tumores y cultivados
en presencia de un farmaco citotdxico seleccionado puede tener como resultado la resistencia cruzada a otros
farmacos en dicha clase ademas de en otras clases de farmacos, incluidas, entre otros, las antraciclinas, alcaloides
de vinca y epipodofilotoxinas (Riordan y col., Pharmacol. Ther. 28:51 (1985); Gottesman y col., J. Biol. Chem.
263:12163 (1988)). Por tanto, la resistencia adquirida a un uUnico farmaco tiene como resultado una resistencia
simultanea a un grupo diverso de farmacos que no estan ni estructural ni funcionalmente relacionados. Dicha
resistencia puede ser un problema para los tumores en forma soélida y en forma liquida (p. €j., canceres de la sangre
o de la linfa).

Un mecanismo mayoritario de multirresistencia en células de mamifero implica el incremento de la expresion del
sistema de bomba de glicoproteinas de membrana plasmatica de 170 kDa (Juranka y col., FASEB J 3:2583 (1989);
Bradley, G. y col., Blochem. Biophys. Acta 948:87 (1988)). El gen que codifica este sistema de bomba, en ocasiones
denominado un transportador de multiples farmacos, se ha clonado en células humanas cultivadas y generalmente
se denomina mdrl. Este gen se expresa en varias clases de tejidos normales, pero los sustratos fisiolégicos
transportados para el producto del gen mdrl en estos tejidos no se han descrito. El producto MDR1 es un miembro
de la superfamilia de las proteinas transportadoras ABC, un grupo de proteinas que tiene funcidon de exportacion
dependiente de energia.

El producto proteico del gen mdrl, generalmente conocido como glicoproteina P ("P-170", "P-gp"), es una proteina
transmembrana plasmatica de170 kDa que constituye la bomba de eflujo dependiente de energia mencionada en lo
que antecede. La expresion de P-gp sobre la superficie de la célula es suficiente para hacer que las células sean
multirresistentes a farmacos citotdxicos, incluidos muchos agentes anticancerosos. La MDR mediada por la P-gp
parece ser un componente clinico importante de la resistencia tumoral en tumores de diferentes tipos y la expresion
del gen mdrl se correlaciona con la resistencia a la quimioterapia en diferentes tipos de cancer.

La secuencia nucleotidica del gen mdrl (Gros, P. y col., Cell 47:371 (1986); Chen, C. y col., Cell 47:381 (1986))
indica que codifica un polipéptido similar o idéntico a la glicoproteina P y que estos son miembros de la clase
altamente conservada de proteinas de membrana similares a los transportadores bacterianos e implicados en los
procesos de transportes fisioldgicos normales. El andlisis de la secuencia del gen mdrl indica que la Pgp consta de
1280 aminoacidos distribuidos entre dos mitades homologas (identidad del 43 %). Cada mitad de la molécula tiene
seis dominios transmembrana hidroéfobos y cada una tiene un sitio de union a ATP dentro de los grandes bucles
citoplasmaticos. Soélo aproximadamente el 8 % de la molécula es extracelular y el resto de carbohidrato
(aproximadamente 30 kDa) esta unido a los sitios en esta region.

Por tanto, se apreciara que las células de mamifero que tienen una “multirresistencia” o fenotipo de
“.multirresistencia por la capacidad para secuestrar, exportar o expeler una pluralidad de sustancias citotdxicas (p.
€j., farmacos quimioterapéuticos) del medio intracelular. Las células pueden adquirir este fenotipo como resultado de
la presion de seleccion impuesta por la exposicién a un Unico farmaco quimioterapéutico (la toxina de seleccion).
Como alternativa, las células pueden exhibir el fenotipo antes de la exposicion a la toxina, ya que la exportacion de
sustancias citotéxicas puede implicar un mecanismo en comun con la exportacion normal de los productos de
secrecion celular, metabolitos y similares. La resistencia a multiples farmacos difiere de la resistencia simple
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adquirida a la toxina de seleccién en que la célula adquiere competencia para exportar citotoxinas adicionales (otros
farmacos quimioterapéuticos) a las que la célula no ha sido expuesta anteriormente. Por ejemplo, Mirski y col.
(1987), 47 Cancer Res. 25942598, describen el aislamiento de una poblacion celular resistente a multiples farmacos
cultivando la linea celular H69, derivada de un carcinoma humano de pulmén de células pequefias, en presencia de
adriamicina (doxorrubicina) como toxina de seleccion. Se encontré que las células supervivientes resistian a los
efectos citotdxicos de los analogos de antraciclina (p. ej., daunomicina, epirrubicina, menogarilo y mitoxantrona),
acivicina, etopdsido, gramicidina D, colquicina y alcaloides derivados de Vinca (vincristina y vinblastina) asi como
adriamicina. Se pueden aplicar técnicas de cultivo de seleccion similares para generar poblaciones celulares
adicionales resistentes a multiples farmacos.

De acuerdo con esto, las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden incluir adicionalmente compuestos
que actuan para inhibir el fenotipo MDR y/o las condiciones asociadas con el fenotipo MDR. Dichos compuestos
pueden incluir cualquier compuesto inhibidor de MDR conocido en la técnica, tales como anticuerpos especificos de
componentes de MDR (p. €j., anticuerpos transportadores anti-MDR) o inhibidores de moléculas pequefias de
transportadores de MDR, incluidos, especificamente, tamoxifeno, verapamilo y ciclosporina A, que son agentes de
los que se conoce que invierten o inhiben la multirresistencia. (Lavie y col. J. Biol. Chem. 271: 19530 - 10536, 1996).
Dichos compuestos se pueden encontrar en las patentes de EE.UU. n° 5.773.280, 6.225.325 y 5.403.574. Dichos
compuestos inhibidores de MDR se pueden co-administrar con los anticuerpos anti-MN y/o fragmentos de la
invencion con varios fines, incluidos, invertir el fenotipo de MDR tras la deteccion del fenotipo de MDR para ayudar o
potenciar un tratamiento quimioterapéutico. El inhibidor de MDR, tal como, por ejemplo, tamoxifeno, verapamilo o
ciclosporina A, puede usarse junto con los compuestos de la invencion para ayudar en la deteccion del fenotipo de
MDR. De acuerdo con este aspecto, un inhibidor de MDR puede potenciar la captacion y la acumulacién de un
compuesto de la invencion en una célula de cancer MDR, ya que la capacidad del sistema de transporte de MDR en
el transporte o “bombeo hacia fuera” del compuesto de contraste respecto al dominio del sustrato disminuiria en
presencia de un inhibidor de CDR.

En otra forma de realizacién mas, los anticuerpos anti-MN y/o fragmentos de anticuerpos de la presente invencion se
usan junto con un programa de terapia génica en el tratamiento del cancer. La terapia génica con células
recombinantes que secretan interleucina 2 se puede administrar en combinacién con los anticuerpos de la invencién
para prevenir o tratar el cancer, particularmente el cancer de mama (véase, por ejemplo, Deshmukh y col., 2001, J.
Neurosurg. 94:287).

Para evaluar la capacidad de un anticuerpo concreto para ser terapéuticamente Util para tratar el cancer, como
ejemplo, el anticuerpo puede analizarse in vivo en un modelo de tumor xenoinjertado de ratén. Si se desea, los
anticuerpos frente a MN se pueden convertir en anticuerpos 1gG1 antes de la evaluacion terapéutica. Esta
conversion se describe en el Ejemplos 5 y un ejemplo de un modelo terapéutico se detalla en el ejemplo 9. La
actividad del anticuerpo puede también analizarse usando un ensayo de citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpos tal como se describe en el ejemplo 12.

La presente invencion también proporciona procedimientos diagnosticos con los que se puede detectar MN en una
muestra de pacientes o una muestra bioldgica. Dichos procedimientos diagnésticos se pueden usar para, por
ejemplo, diagnosticar trastornos en los que la MN esta elevada. Dichos trastornos incluyen, entre otros, carcinomas
de rifién, eséfago, mama, cuello uterino, colon y pulmones. Cuando se usa para diagndstico, la deteccion de una
cantidad del complejo anticuerpo-MN en una muestra de un paciente que es superior a una cantidad del complejo en
una muestra normal identifica al paciente como que probablemente presente el trastorno. En el ejemplo 11 se
describe un procedimiento inmunohistoquimico para la deteccién de MN en tejidos de cancer.

En otro aspecto de la invencidn se proporciona un procedimiento para detectar y/o visualizar un cancer relacionado
con MN que tiene una cantidad anormal de proteina MN expresada. Dichos procedimientos pueden comprender
poner en contacto la célula cancerosa relacionada con la MN con un anticuerpo anti-MN o fragmento de la invencion
y realizar una imagen usando una modalidad de imagen médica, en la que el anticuerpo anti-MN o fragmento
comprende un dominio capaz de ser detectado mediante la modalidad de imagen médica.

Los procedimientos de deteccion de la presente invencion también se pueden realizar in vitro. La célula o tejido
canceroso puede proceder de cualquier fuente adecuada, tal como, por ejemplo, una biopsia o un cultivo celular o
tisular. Procedimientos para obtener biopsias y mantener y/o propagar los tejidos y/o células extirpados seran bien
conocidos para los expertos en la técnica. La deteccioén in vitro de multirresistencia puede tener varias aplicaciones,
tales como, por ejemplo, determinar si el cancer de un sujeto concreto, antes, durante o después del tratamiento, ha
desarrollado un fenotipo multifarmaco.

El tipo de modalidad de imagen usada para detectar los compuestos de la invenciéon dependera del dominio
marcador concreto usado en los compuestos de la invencion. Por ejemplo, si el dominio marcador comprende un
quilato de gadolinio, normalmente se podria usar RMN para detectar el agente de contraste de la invencién. Si se
usa un quelato de radionuclido como dominio marcador, se podria usar un procedimiento de imagen nuclear (p. €j.,
PET). Si se usa un dominio marcador basado en fluorescencia se podria usar un sistema de imagen O6ptica, tal
como, por ejemplo, un sistema FACS o microscopia de fluorescencia o un lector de placas automatico de
fluorescencia. Elegir una modalidad de imagen adecuada para usar en los procedimientos de deteccion in vitro de la
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invencién estan completamente dentro de los conocimientos del experto en la técnica.

Ademas, un experto en la técnica determinara la cantidad de agente de contraste usado en los procedimientos de
deteccion in vitro de la invencion y puede depender del grado hasta el cual esta presente el fenotipo MDR, por
ejemplo el nivel de expresion del sistema de transporte de MDR (p. €j., la P-glucoproteina). El experto en la técnica
puede determinar qué cantidad de los nuevos compuestos de imagen es suficiente para detectar un fenotipo de
MDR sin experimentacion indebida, es decir una cantidad detectablemente suficiente.

El tipo de modalidad de imagen usada no se limita a ningun tipo concreto y puede incluir, por ejemplo, RMN, imagen
nuclear (p. €j., PET o SPECT), imagen optica, imagen por sonoluminiscencia o imagen fotoacustica (ultrasonidos). El
experto en la técnica apreciaran que el dominio marcador concreto de los compuestos de imagen de la invencion
deberian ser compatibles con la modalidad de imagen concreta usada.

En una realizacion preferida, los procedimientos de deteccién usan anticuerpos anti-MN o fragmentos de los mismos
y marcadores adecuados que se pueden detectar mediante RM. Por ejemplo, los anticuerpos o fragmentos de la
invencion pueden comprender un dominio marcador que es un agente de contraste para RM, tal como, por ejemplo,
un quelato o quelatos metalicos paramagnéticos o cualquiera de los descritos en el presente documento: El agente
de contraste también puede comprender un dominio marcador de radiontclido para obtener imagenes o detectar
mediante una modalidad de imagen nuclear, tal como tomografia de emisién de positrones (PET) o tomografia
computarizada de emisién monofotdnica (SPECT), por ejemplo un radionuclido tal como, por ejemplo, 19Au, 2As,
141Ce, 67Cu’ GOCU’ 52Fe, 67Ga, 68 Ga, 51Gr, ”'In, 17 Lu, 51Mn, 203Pb, 188Re, 97Ru, 47Sc, 177mSn, 94m-|—C’ 167-|—m, y Oy E
radionuclido se puede quelar mediante un quelante adecuado o mediante varios quelantes, tales como, por ejemplo,
HYNIC, DRPA, EDTA, DOTA, TETA, DTPA y BAT. Las condiciones en las que un quelante coordinara un metal
estan descritas por, por ejemplo, Gansow et al., patentes de EE.UU. N° 4.831.175, 4.454. 06 y 4.472.509. EI Sl e}
(Tecnecio-99m) es un radioisotopo particularmente atractivo para aplicaciones terapéuticas y diagndsticas, ya que
generalmente esta disponible en varios departamentos de medicina nuclear, no es caro, da dosis minimas de
radiacion al paciente y posee propiedades de imagen nuclear ideales.

La muestra del paciente se puede poner en contacto con un anticuerpo de la invencion y, después, se puede
analizar la muestra del paciente para detectar la presencia de un complejo anticuerpo-MN. Como se ha descrito
anteriormente, el anticuerpo puede comprender un marcador detectable, tal como un marcador fluorescente,
radioisotdpico, qumioluminiscente o enzimatico, tal como peroxidasa de rabano, fosfatasa alcalina o luciferasa.

Opcionalmente, el anticuerpo se puede unir a un soporte solido, que puede acomodar la automatizacion del ensayo.
Los soportes solidos adecuados incluyen, entre otros, portaobjetos de vidrio o de plastico, placas de cultivo tisular,
pocillos de microtitulacion, placas de silicio o particulas tales como perlas (incluidas, entre otras, perlas de latex,
poliestireno o vidrio). Cualquier procedimiento conocido en la técnica se puede usar para fijar el anticuerpo al
soporte solido, incluido el uso de enlaces covalentes y no covalentes, absorcion pasiva, o pares de restos de union
unidos al anticuerpo y al soporte sélido. La uniéon de MN y el anticuerpo se puede conseguir en cualquier vaso
adecuado para poner en contacto los reactantes. Ejemplos de tales recipientes incluyes placas de microtitulacion,
tubos de ensayo y tubos de microcentrifuga.

Composiciones y dosificaciones farmacéuticas

Los anticuerpos descritos en la presente memoria descriptiva se pueden proporcionar en una composicion
farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El vehiculo farmacéuticamente aceptable
puede ser no pirogénico. Las composiciones pueden administrarse solas o en combinacion con al menos otro
agente, tal como un compuesto estabilizante, que puede administrarse en cualquier vehiculo farmacéutico estéril,
biocompatible, incluidos, entre otros, solucion salina, soluciéon salina tamponada, dextrosa y agua. Se pueden
emplear una variedad de vehiculos acuosos, incluidos, entre otros, solucion salina, glicina o similares. Estas
soluciones son estériles y generalmente libres de material particulada. Estas soluciones pueden esterilizarse
mediante técnicas de esterilizacién convencionales bien conocidas (p. €j., filtracion).

Generalmente, la frase “vehiculo farmacéuticamente aceptable” esta reconocida en la técnica e incluye un material,
composicion o vehiculo farmacéuticamente aceptable adecuado para administrar a mamiferos compuestos de la
presente invencion. Los vehiculos incluyen cargas liquidas o sélidas, diluyente, excipiente, disolvente o material de
encapsulacion, implicados en el transporte del agente sujeto de un érgano, una porcion del cuerpo, a otro érgano o
porcion del cuerpo. Cada vehiculo debe ser "aceptable” en el sentido de ser compatible con los otros ingredientes de
la formulacion y no dafinos para el paciente. Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como vehiculos
farmacéuticamente aceptables incluyen: azucares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; almidones, tales como
almiddn de maiz y almidén de patata; celulosa, y sus derivados, tales como carboximeticelulosa sédica, etilcelulosa
y acetato de celulosa; goma tragacanto en polvo; malta, gelatina; talco; excipientes, tales como manteca de cacao y
ceras supositorios; aceites, tales como aceite de cacahuete, aceite de algodon, aceite de cartamo, aceite de
sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja; glicoles, tales como propilenglicol; polioles, tales como
glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol; ésteres, tales como oleato de etilo y laurato de etilo; agar; agentes de
tamponamiento, tales como hidréxido de magnesio e hidroxido de aluminio; acido alginico; agua libre de pirégenos;
solucion salina isoténica; solucion de Ringer; alcohol etilico; soluciones de tampén fosfato; y otras sustancias
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compatibles no téxicas empleadas en las formulaciones farmacéuticas.

Agentes humectantes, emulsionantes y lubricantes, tales como laurilsulfato sédico y estearato de magnesio, asi
como agentes colorantes, agentes de liberacion, agentes de recubrimiento, edulcorantes, aromatizantes y agentes
perfumantes, conservantes y antioxidantes también pueden estar presentes en las composiciones de anticuerpo de
la invencion.

Ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente aceptables incluyen: Antioxidantes hidrosolubles, tales como acido
ascorbico, clorhidrato de cisteina, bisulfato sodico, metasulfito sédico, sulfito sédico y similares; antioxidantes
solubles en aceite, tal como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT),
lecitina, galato de propilo, alfa-tocoferol y similares; y agentes quelantes de metales, tales como acido citrico, acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), sorbitol, acido tartarico, acido fosférico y similares.

Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables segun se requiera para
aproximarse a las condiciones fisiologicas, tales como agentes de ajuste y tamponamiento del pH, y similares. La
concentracion del anticuerpo de la invencién en dicha formulacion farmacéutica puede variar considerablemente y
puede seleccionarse principalmente sobre la base de volumenes de fluido, viscosidades etc., de acuerdo con el
modo de administracién concreto seleccionado. Si se desea, mas de un tipo de anticuerpo puede incluirse en una
composicion farmacéutica (p. €j., un anticuerpo con diferentes Ky para la union a la MN).

Las composiciones pueden administrarse a un paciente solas o en combinacion con otros agentes, farmacos u
hormonas. Ademas de los ingredientes activos, estas composiciones farmacéuticas pueden contener vehiculos
farmacéuticamente aceptables que comprenden excipientes y sustancias auxiliares que facilitan el procesamiento de
los compuestos activos en preparaciones que pueden usarse farmacéuticamente. Las composiciones farmacéuticas
de la invencion pueden administrarse por cualquier serie de vias, incluidas, entre otras, las vias oral, intravenosa,
intramuscular, intraarterial, intramedular, intratecal, intraventricular, transdérmica, subcutanea, intraperitoneal,
intranasal, parenteral, topica, sublingual o rectal.

Las composiciones de la invencion adicionalmente contemplan inmunovehiculos adecuados, tales como proteinas,
polipéptidos o péptidos tales como albumina, hemocianina, tiroglobulina y sus derivados, particularmente
seroalbumina bovina (BSA) y hemocianina de lapa californiana (KLH), polisacaridos, hidratos de carbono, polimeros
y fase solidas. Otras sustancias derivadas de proteinas o no derivadas de proteinas son conocidas para los expertos
en la técnica.

En aspectos que implican vacunas, por ejemplo vacunas contra el cancer junto con los anticuerpos de la invencion,
las composiciones de la invencion se pueden administra con o sin un adyuvante. La administracion se puede llevar a
cabo en ausencia de un adyuvante con el fin de evitar cualquier toxicidad inducida por adyuvante. El experto en la
técnica a la que atafie la presencia invencion, por ejemplo un médico especializado en cancer, apreciara y entendera
cémo determinar si se debe usar o no un adyuvante y puede depender de la historia médica del un sujeto, los datos
familiares, los datos de toxicidad, los resultados de las pruebas relacionadas con alergia etc. En formas de
realizacion en los que se usa un adyuvante, es ventajoso que el adyuvante estimule la formacion de anticuerpos
protectores, tales como anticuerpos IgG protectores. Cualquier adyuvante adecuado conocido para un experto en la
técnica se contempla en la presente invencion y se adapta facilmente a la presente invencion. Adyuvantes
adecuados para usar en la vacunacion de animales pueden incluir, entre otros, hidroxido de aluminio, saponina y su
componente purificado Quit A, adyuvante completo de Freund (ACF) y adyuvante incompleto de Freund (AIF). Se ha
mostrado que el sulfato de dextrano es un potente estimulador de anticuerpos IgG2 contra los antigenos de
superficie celular estafilocécicos y también es adecuado como adyuvante. El experto en la técnica apreciara que
algunos adyuvantes pueden ser mas preferibles para aplicacion veterinaria, mientras que otros adyuvantes seran
preferibles para usar en seres humanos y que las toxicidades del adyuvante son una consideraciéon que el experto
en la técnica debe tener en cuenta antes de la administracién del compuesto a un ser humano.

Las formulaciones adecuadas para administracion parenteral, subcutanea, intravenosa, intramuscular y similares;
vehiculos farmacéuticos adecuados; y técnicas para la formulacion y la administracion se pueden preparar mediante
cualquiera de los procedimientos bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical
Sciences, Mack Publishing Co., Easton, Pa., Vigésima edicion, 2000). La formas farmacéuticas liquidas para
administracion oral de los compuestos de la invencidon incluyen emulsiones, microemulsiones, soluciones,
suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas del ingrediente activo, las formas
farmacéuticas liquidas pueden contener diluyente inerte de uso habitual en la técnica, tal como, por ejemplo, agua u
otros disolventes, agentes solubilizantes y emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato
de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, aceites (en particular
aceites de algododn, aceite de cacahuete, de maiz, de germen de trigo, de oliva, de ricino y de sésamo), glicerol,
alcohol de tetrahidrofurilo, polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos de sorbitan, y mezclas de los mismos.

Las expresiones “administracion parenteral” y “administrado por via parenteral”’, como se usan en la presente
memoria descriptiva, significan modos de administracion distintos a la administracion enteral y topica, normalmente
mediante inyeccion, e incluye, sin limitaciones, la inyeccion intravenosa, intramuscular, subcutanea, subcuticular,
intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal e intraesternal y la infusion.
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La determinacion de una dosis terapéuticamente efectiva esta bien dentro de la capacidad de los expertos en la
técnica. Una dosis terapéuticamente efectiva se refiere a la cantidad de un anticuerpo que puede usarse para tratar
de forma efectiva una enfermedad (p. €j., cancer) en comparacion con la eficacia que es evidente en ausencia de la
dosis terapéuticamente efectiva.

La dosis terapéuticamente efectiva puede estimarse inicialmente en modelos de animales (p. j., ratas, ratones,
conejos, perros o cerdos). El modelo animal también se puede usar para determinar el intervalo de concentraciones
adecuado y la via de administracion. Tal informacion se puede usar después para determinar dosis Utiles y vias de
administracion en seres humanos.

La eficacia terapéutica y la toxicidad (p. ej., DEso, la dosis terapéuticamente eficaz en el 50 % de la poblacion y la
DLso, la dosis letal para el 50 % de la poblacién) de un anticuerpo se pueden determinar mediante procedimientos
farmacéuticos estandar en cultivos celulares o animales experimentales. El cociente entre los efectos toxicos y
terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse en forma del cociente DLso/DEso. Los datos obtenidos de
los estudios animales se usan en la formulaciéon de in intervalo de dosificacidon para uso humano. La dosificaciéon
contenida en dichas composiciones puede estar dentro de in intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la
DEso con poca o ninguna toxicidad. La dosificacion varia dentro de este intervalo dependiendo de la forma de
dosificacion empleada, la sensibilidad del paciente y la via de administracion.

El médico puede determinar la dosificacion exacta a la luz de los factores relacionados con el paciente que requiere
el tratamiento. La dosificacion y la administracion pueden ajustarse para proporcionar niveles suficientes del
anticuerpo o para mantener el efecto deseado. Entre los factores que se pueden tener en cuenta se incluyen la
gravedad de la enfermedad, la salud general del sujeto, la edad, el peso y el sexo del sujeto, la dieta, la hora y la
frecuencia de administracion, la(s) combinaciones de farmacos, las sensibilidades de la reaccion y la
tolerancia/respuesta al tratamiento.

Los polinucleétidos que codifican anticuerpos de la invencion se pueden construir e introducir en una célula, bien ex
vivo o in vivo, usando técnicas bien establecidas incluidas, entre otras, transferencia de ADN mediada por
transferrina-policationes, fusién celular, transporte intracelular de perlas de latex recubiertas con ADN, fusién de
protoplastos, infeccion virica, electroporacion, “disparo génico” y DEAE, o transfeccién mediada por fosfato calcico.

Dosificaciones efectivas in vivo de un anticuerpo estan en el intervalo de aproximadamente 5 pg a aproximadamente
500 ng/kg del peso corporal del paciente. Para administracion de polinucleétidos que codifican los anticuerpos, dosis
in vivo eficaces estan en el intervalo de aproximadamente 100 ng a aproximadamente 500 ug de ADN.

El modo de administraciéon de las composiciones farmacéuticas que contienen anticuerpo de la presente invencion
puede ser cualquier via adecuada que libere el anticuerpo en el huésped. Como ejemplo, las composiciones
farmacéuticas de la invencion pueden ser Utiles para administracion parenteral (p. ej., administracion subcutanea,
intramuscular, intravenosa o intranasal).

Ejemplos

Ejemplo 1: Construccion de biblioteca de Fab combinatoria humana (HuCAL Gold)

La HUCAL® GOLD es una biblioteca de anticuerpos basada en tecnologia HUCAL® (Human Combinatorial Antibody
Library; MorphoSys AG, Martinsried/Planegg, Alemania). La biblioteca combina una biblioteca de anticuerpos
sintéticos completamente humanos en el formato de Fab con seis regiones_ CDR diversificadas con una tecnologia
de expresion para la seleccion de anticuerpos de alta afinidad, CysDisplay" (MorphoSys AG, Martinsried/Planegg,
Alemania). CylespIay es una tecnologia de expresion en fagos monovalente basada en una unién fenotipo-
genotipo mediante enlaces disulfuro que permite la recuperacion de anticuerpos especificos con afinidades altas.

El vector de expresion en fagos pMORPH®23 es un vector fagémido que permite CysDispIayw monovalente de
fragmentos Fab. Codifica el glllp de longitud total, la cadena Fd ((Vu-Ch1), y la cadena ligera (V-C.), todo lo cual
esta equipado con diferentes secuencias sefial secretoras que dirigen la correspondiente cadena proteica al
periplasma de E. coli. Las secuencias sefial ompA y phoA se usan para transportar las cadenas pesada y ligera al
periplasma, donde las cadenas se unen mediante interacciones no covalentes. Este vector de expresién porta una
regién promotor/operador de lac inducible. El producto del gen lagl® para la represion de la expresion se suministra
mediante la cepa huésped de E. coli TG1. La induccién de expresion de Cys-glllp y Fab se consigue mediante la
adicion de IPTG (isopropil-B-D-tio- galacto-plran05|do) Los conjuntos de Fab enriquecidos se subclonaron de
pMORPH 23 en el vector de expresién de Fab pMORPH x9 usando las enzimas de restriccion Xbal y EcoRI.
Mediante esta etapa, la cisteina y la parte ligador-His6 en el extremo C de la cadena Fd se retiraron y se escinde
glllp. El vector de expresion pMORPH x9_Fab_FH proporciona dos marcas en C-terminal, FLAG y 6xHis, de modo
que se facilita la deteccion y purificacion de las proteinas Fab.

Rescate de fagémidos y amplificacion de fagos

Los fagémidos de Fab HUCAL GOLD en células TG1 se amplificaron en medio 2xTY suplementado con 34 pug/ml de
cloranfenicol y 1% de glucosa. Después de la infeccion en fagos colaboradores (VCSM13 ~2 - 6x10"" ufp/ml) a 37 °C
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durante 30 minutos, las células TG se concentraron mediante centrifugacion. El fago se amplific6 mediante
incubacion de las células TG1 infectadas a 22 °C durante la noche en medio 2xTY que contiene 34 ug/ml de
cloranfenicol, 50 pyg/ml de kanamicina e IPTG 0,25 Mm. El sobrenadante que contiene fago se us6 para el panning
por fases.

Ejemplo 2: Panning en fase soélida

El panning en fase sdlida se llevé a cabo revistiendo placas MaxiSorp™ (Nalgene Nunc International, Rochester,
NY) o Dynabeads™ (Invitrogen, Carlsbad, CA) con proteina MN humana en PBS (1 ug/pocillo 0 1 pg/1 mg de perlas).
La proteina MN representa todo el dominio extracelular de la proteina con una cola de his en C-terminal para
purificar. La proteina MN se expresoé en una linea celular de mamiferos HKB-11 y se purificd mediante cromatografia
Ni-NTA usando procedimientos estandar que son bien conocidos en la técnica. Los pocillos que contienen proteina
MN unida se bloquearon con 5% de leche en PBS, se lavaron en PBS seguido de una incubacién de 2 horas a
temperatura ambiente con un alicuota de la biblioteca de fagos HUCAL GOLD prebloqueada que contiene 1x10"? de
fagos Fab HUCAL GOLD. El fago unido se lavé y después se eluy6é con DTT 20 mM en tampén Tris 10 mM a pH 8,0.
Se realizaron tres rondas de panning con amplificacion en fagos entre cada ronda como se ha descrito
anteriormente. La rigurosidad del lavado se aumenté entre cada ronda de panning para disminuir la unidon
inespecifica.

Ejemplo 3: Subclonacion de fragmentos Fab seleccionados para expresion en E.coli

Los Fab seleccionados se clonaron del vector de expresion pMORPH®23 al vector de expresion
pMORPH®x9_Fab_FH para facilitar la expresion rapida de Fab soluble para deteccién selectiva con ELISA. La
preparacion de ADN del vector pMORPH"23 se digirid con EcoRIl y Xbal, de modo que se cort6 todo el fragmento
que codifica el Fab (ompA-VL-VL y phoA-Fd). Después de la purificacion posterior, el fragmento se ligé en el vector
pMORPHx9_Fab_FH preparado (también digerido con EcoRI/Xbal y purificado). El vector que contiene el inserto
Fab se transfectd en células E.coli TG1 F competentes mediante electroporacion. Las células E.coli transformadas
se cultivaron en placas LB que contienen 34 pg/ml de cloranfenicol y 1% de glucosa o/n a 37 °C. Se escogieron las
colonias y se colocaron en medios de cultivo que contenian 34 ug/ml de cloranfenicol y 1% de glucosa. Se afadié
glicerol hasta un 20% y estos cultivos iniciadores de reserva se almacenaron a -80 °C hasta que se necesitaron para
el ELISA. Para obtener FAb purificados, los transformantes de E.coli portadores de este vector se cultivaron
habitualmente en multiples matraces de agitacion de 1 |, se recogieron y se purificaron usando cromatografia de
afinidad de Ni-NTA usando procedimientos bien conocidos para los expertos en la técnica.

Ejemplo 4: Identificacion de fragmentos Fab de union a MN mediante ELISA

Placas de ELISA de 96 pocillos Maxisorp se revistieron con 100 ul/pocillo de una solucién de proteina MN humana
purificada a una concentracion de 5 pg/ml en PBS. Los Fab se expresaron usando transformantes de E.coli
cultivados en medio 2xTY que contiene 34 pug/ml de cloranfenicol de cultivos de reserva iniciados. Doce (12) horas
antes de la recoleccion, la expresion de Fab se indujo mediante la adicién de IPTG (concentracion final 0,5 mM) Las
células se lisaron y 100 pl de lisado se incubaron dentro del pocillo de una placa Maxisorp bloqueada con leche y
prerrecubierta con MN durante 2 horas a temperatura ambiente. Después, las placas se lavaron en TBS y TBS que
contenia Tween para eliminar la union inespecifica. Los Fab unidos se detectaron con un anticuerpo (Fab'), anti-
humano de cabra conjugado con fosfatasa alcalina (Pierce Chemical, Rockford, IL). El sustrato AttoPhos (Roche
Diagnostics, Alameda, CA) se usé como se indica en las instrucciones de los fabricantes, la excitacion a 430 nmy la
emision se ley6 a 535 nm.

Un gran numero de transformantes de E.coli expresaron Fab que exhibieron una proporcién sefal-ruido en el ELISA
de > 10. La secuenciacion de ADN de las regiones VH y VL identificaron mas de 50 Fab de unién a MN unicos. Las
secuencias de ADN y de proteina de todas las VH y VL de diez anticuerpos en base a sus propiedades funcionales
se muestran en las Figuras 3 y 4, respectivamente. Cada uno de estos anticuerpos divulgados unidos mediante
ELISA a la proteina MN purificada aislada de una linea celular de expresion en mamifero, HKB-11 (Figura 5). Los
anticuerpos estudiados también reaccionaron con MN purificada aislada de células de insecto sf9 que se habian
infectado con un baculovirus que codifica el dominio extracelular de MN (Figura 5), que demuestra que las
interacciones del ELISA eran especificas de la proteina MN y no cualquier contaminante marcador en las
preparaciones proteicas. En un ensayo BlAcore™, los anticuerpos de la presente invencion se unen especificamente
a MN humana con una Kd en el intervalo de 1 nM (1 x 10 M) a aproximadamente 50 nM (5,0 x 10 nM) (Figura 5).

Ejemplo 5: Identificacion de Fab e IgG de union a MN

Las interacciones de union entre la proteina MN vy los anticuerpos de la presente invencion se analizaron usando
tecnologia de resonancia en plasmon superficial en un instrumento BlAcore 3000 (BlAcore, Uppsala, Suecia). Para
la unién de IgG de longitud completa (1e4, 1aal, and 3ee9), el Fc de IgG anti-humana de cabra se acoplo
covalentemente el chip biosensor CM5 a una densidad alta usando un kit de acoplamiento de aminas estandar
(BlAcore, Uppsala, Suecia). Después se us6 un ensayo de captura usado para unir estas IgG a la superficie
inmovilizada-Fc de IgG, dirigido a 300 unidades de respuesta de sefial BlAcore. El BlAcore se realizd a 25°C y a un
caudal de 10 pl/min con un tampdn de carrera que contiene PBS/0,05% de Tween 20, o que contiene Na-HEPES 10
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mM, a pH 7,5/NaCl 150mM/EDTA 3mM /0,05% de Tween 20. Después de la union del ligando, el caudal se aumento
a 25 pl/min y se pasaron varias concentraciones del analito de MN (p. €j., un intervalo de 50 nM a 1 nM) sobre la
superficie durante 10 minutos de un modo tal que se pudo monitorizar la fase de asociacion. Después, procedio la
disociacion durante 35 minutos, seguida de regeneracion de la superficie inmovilizada-Fc de IgG anti-humana a 100
pI/min con100 pl de acido fosférico 10 mM. Los sensogramas se adaptaron usando un modelo de unién Langmuir a
1:1 para calcular las constantes de velocidad. La unién de Fab a MN se determiné de un modo similar a excepcién
de que una IgG Fab-antihumana se inmovilizé sobre el chip y se uso para capturar los Fab antes de la evaluacién de
la union a MN. La Figura 5 muestra las constantes de unién resultantes para la unién de los anticuerpos divulgados
a la proteina MN purificada. Cada uno de los anticuerpos se unieron a MN exhibiendo valores de Kd comprendidos
entre 0,15y 50 nM.

Ejemplo 6: Construccion de vectores de expresion de inmunoglobulina HuCAL para la expresion transitoria
de anticuerpos en células 293F.

Vector de expresion de cadena pesada. Se elimind el sitio de clonacién multiple de pcDNA3.1+ (Invitrogen,
Carlsbad, CA) y se insertd un sitio compatible con los sitios de restriccion lisados para HUCAL para la union de las
secuencias lider (Nhel/EcoRI, dominios en VH) (EcoRI/B1pl), y las regiones constantes de la inmunoglobulina
(Blpl/Apal). La secuencia lider (EMBL M83133) estaba equipada con una secuencia Kozal (Kozak, Nucleic Acid Res.
15:8125 - 8148,1987). Las regiones constantes de IgG1 humana (PIR J00228), IgG4 (EMBL K01316) y Gal sérica
(EMBL J00220) se diseccionaron en oligonucleotidos solapantes con longitudes de aproximadamente 70 bases. Se
introdujeron mutaciones silenciosas para eliminar los sitios de restriccion no compatibles con el disefio HUCAL. Los
oligonucledtidos se sometieron a corte y empalme mediante PCR de extension de solapamiento.

Vectores de expresion de cadena ligera. El sitio de clonacion multiple de pcDNA3.1/Zeo+ (Invitrogen, Carlsbad, CA)
se sustituyd por dos sitios diferentes. El sitio k proporcioné sitios de restriccion para la insercion de una k-lider
(Nhel/EcoRV), HUCAL-scFv dominios de Vk (EcoRV/BsiWlI,) y la regién constante de la cadena « (BsiWI/Apal). Los
correspondientes sitios de restriccion en el sitio A fueron Nhel/EcoRV (I-lider), EcoRV/Hpal dominios de VI) y
Hpal/Apal (regiéon constante de la cadena A). La lider k (EMBL Z00022) asi como la lider A (EMBL L27692) estaban
ambas equipadas con secuencias Kozak. Las regiones constantes de la cadena k humana (EMBL J00241) y la
cadena A (EMBL M18645) se montaron mediante PCR de extension con solapamiento como se ha descrito
anteriormente.

Generacion de IgG de longitud completa a partir de Fab. La secuencia de cadena pesada del Fab contenida dentro
del vector de expresion de E.coli pMORPHx9_Fab_FH se escindié cortando con Mfel/Blpl y ligando en el vector de
expresion de cadena pesada descrito anteriormente que se habia cortado con EcoRI/B1pl. La secuencia de cadena
ligera kappa del Fab contenida dentro de pMORPHx9_Fab_FH se escindié cortando con EcoRV/BsiWI y ligando en
el vector de expresion de la cadena ligera kappa descrito anteriormente que también se habia cortado con
EcoRV/BsiWI. La secuencia de la cadena ligera lambda del Fab contenida dentro de pMORPHx9_Fab_FH se
escindié cortando con EcoRV/Hpal y ligando en el vector de expresion de la cadena ligera lambda descrito
anteriormente.

Expresion transitoria de IgG de longitud completa a gran escala. Se sembraron Cellbag 20L/0 (Wave Biotech LLC,
Somerset, NJ) con 0,25 x10° de células 293F/ml (Invitrogen) en el medio de expresién 9.3 L Freestyle 293
(Invitrogen). Las células se cultivaron hasta una densidad de 1 x10%/ml y se transfectaron mediante la adicion de 5
mg de cada uno de el vector de expresion de cadena ligera y el vector de expresion de cadena pesada que codifica
el anticuerpo de longitud completa en 350 ml de Optimem (Invitrogen) que contiene el reactivo 293fectina
(Invitrogen). Tras la fermentacion durante 96 horas a 37 °C, se recogio el sobrenadante del cultivo celular mediante
centrifugacion, se filtré en esterilidad, se concentré mediante filtracion en flujo tangencial ajustada hasta un pH de
7,6 y después se sometié a cromatografia en columna estandar con proteina A (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ).

Ejemplo 7: Ensayo de adhesion celular

Cincuenta (50) ul de una solucién 1 pg/ml de MN purificada en PBS se adsorbieron en una placa de 96 pocillos no
tratada durante la noche a 4 °C. La solucion se elimind y las células se aclararon 3 veces con PBS Los pocillos se
bloquearon durante 1 hora con 200 ul de FBS al 50% en medio RPMI1640. Después, se trataron los pocillos con 100
Mg del anticuerpo anti-MN 1e4 en BSA al 1% en PBS, IgG control en BSA al 1% en PBS o BSA al 1% en PBS.
Después de lavar con PBS, a los pocillos se afiadieron 5.000 células MaTu (células MN+) y la placa se incubd
durante la noche a 37 °C a 5% de CO». La capacidad de los anticuerpos anti-MN para bloquear la adhesion de las
células MaTu a los pocillos revestidos con MN se evalu6 después de lavar con PBS. Un ejemplo de este
experimento se muestra en la Figura 6, en la que 100 pg del anticuerpo anti-MN 1e4 inhiben la adhesion celular,
mientras que la IgG control o el vehiculo tampdn no.

Ejemplo 8: Modelo de cancer de xenoinjerto subcutaneo con inmunoconjugado

Los anticuerpos anti-MN se conjugaron con pequefias moléculas citotoxicas usando protocolos conocidos en la
técnica (p.gj., Liu, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 93:8618 - 8623,1996.). Las células MaTu de xenoinjerto de mama

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2428373 T3

humano se mantuvieron como cultivos adherentes en medio RPMI suplementado con 10% de FBS En ratones Ncr
atimicos (de 8-12 semanas de edad) se inocularon por via subcutanea en el flanco derecho51x 10° células en 0,1 ml
de matrigel al 80%/HBSS al 20%. Cuando los tumores alcanzaron un tamafio medio de ~ 180 mg (6 dias) se inicio el
tratamiento. Anticuerpos monoclonales conjugados con moléculas pequefias citotoxicas se administraron i.v. una
vez cada cuatro dias (C4Dx3) a una dosis de 10 mg/kg. Los ratones control se trataron con PBS o con un anticuerpo
monoclonal sin conjugar. Se realizaron exploraciones diarias del estado de salud de cada animal. Cada grupo
experimental estaba compuesto por 10 ratones y el volumen de dosis fue 0,1 ml/10 g de peso corporal. La longitud y
la anchura de cada tumor se midié usando un compas electrénico 2-3 veces a la semana y se calcularon los pesos
de los tumores (mg) en base a la formula de [longitud (mm) x anchura ((mm)?)/2. Se documentaron todos los datos,
incluidas las observaciones diarias, obtenidos durante el curso del estudio. La inhibicién del crecimiento tumoral
(ICT) se calculé como I-T/Cx100, donde T= pesos finales de los tumores de un grupo tratado y C= pesos finales de
los tumores del grupo control. La Figura 7 muestra que la IgG1 monoclonal 1e4 conjugada con un farmaco citotoxico
producia un efecto antitumoral significativo a 30 mg/kg del inmunoconjugado, mientras que el anticuerpo sin
conjugar no tenia ningun efecto. Estos datos demuestran la utilidad terapéutica de los anticuerpos dirigida contra la
proteina MN como vehiculos para la liberaciéon de farmaco en los tumores.

Ejemplo 9: Clasificacion de células activadas por fluorescencia (ensayo FACS)

Se analizo la expresion de MN en las células como herramienta diagndstica. Las células PC-3 mm2 que expresan
MN y las células DLD1 que no expresan MN adheridas se desprendieron de sus matraces con 1:10 tripsina/Versene
en solucion de PBS durante de 5 a 10 minutos. Las células se centrifugaron (1.000 rpm, 5 minutos), se lavaron una
vez con RPMI helado suplementado con 10% de FBS a/ se resuspendieron en tampoén de tincion helado (PBS sin
Ca’ Mg", 2% de BSA y 0,05% de azida sddica) a 6 x 10 celulas/ml El anticuerpo primario, la IgG1 anti-MN humana
o la IgG1 humana control a 25 pg/ml se incubaron con 6 x 10° células en hielo durante 1 hora. El anticuerpo no unido
se elimind de las células mediante lavado con tampdn de tincion helado. Las células se fijaron durante 10 minutos
con formaldehido al 2 % en PBS, después se lavaron dos veces con tampoén de tincion El sedimento celular se
resuspendié en 100 pl de tampon de tincion helado que contenia anticuerpo secundario Alexa fluor 488 anti-humano
(concentracion final 1:200, Molecular Probes/Invitrogen, Carlsbad, CA) y se incubaron en hielo durante 1 hora. El
anticuerpo no unido se elimind de las células mediante lavado dos veces con tampén de flujo (PBS que contiene 2%
de BSA) y las células se resuspendieron en 1 ml de tampén de flujo. El analisis FACS de las células resuspendidas
se realizd en un instrumento Beckman FACS Caliber. La Figura 8 muestra que las células de cancer de prostata
humano PC-3 mm2 expresaban MN segun el analisis FACS, mientras que las células DLD-1 no lo hacian.

Ejemplo 10: Ensayos de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ensayos CCDA)

La actividad antitumoral de las IgG anti-MN puede estar mediada por actividad CCDA. Las células PC-3 mm2 que
expresan MN vy las células HCT-116 que no expresan MN se incuban con 250 ng/ml, 1.000 ng/ml o 2.000 ng/ml de
anticuerpo IgG1 anti-MN humano o anticuerpo IgG1 humana control anti-digoxina. A estas células se afiaden PBMC
humanos a proporciones efector: diana de 50:1, 25:1, y 5:1. Se realiza un ensayo de liberacién de cromo 51 para
determinar el nivel de lisis celular diana. Se observa una cantidad pequefia de lisis tras la incubacién del anticuerpo
control o sin anticuerpo en presencia de células DLD y PC-3 mm2. Este nivel espontaneo de lisis es 10 - 15 %, 5 -
10 %, o0 2 - 3 % para las proporciones efector:diana de 50:1, 25:1 y 5:1 respectivamente. De un modo similar, la lisis
de células DLD que no expresan MN estaba en el intervalo de 0-10% cuando se incubaron con los anticuerpos anti-
MN. No obstante, la lisis de células PC-3 mm2 cuando se incubaron con las IgG anti-MN humanas fue
significativamente mayor que la de los controles. Se observé una lisis de 40, 50, and 60 % cuando se usan 250
ng/ml, 1.000 ng/ml y 2.000 ng/ml a proporciones efector:diana de 50:1. De un modo similar, se observé una lisis de
30, 33 y 38 % a proporciones de 25:1 y, por ultimo, se observé una lisis de 8, 10 y 15 % a proporciones efector:diana
de 5:1. Estos experimentos muestran que los anticuerpos anti-MN humanos median en la actividad de CCDA anti-
tumoral y se pueden usar para el tratamiento terapéutico del cancer.

Ejemplo 11. Inmunoconjugado

Preparacién

Se generd un anticuerpo humano dirigido al antigeno de superficie celular de MN usando una biblioteca de
expresion en fagos que codifica una diversidad de Fab humanos (Morphosys). Este anticuerpo se conjugé con
monometilauristatina E (MMAE) (Fransisco et al., Blood, 2003, 102:1458 - 1465) (Figura 9).

Actividad y selectividad in vitro

La porcion de anticuerpo de 3ee9/MMAE (3ee9) se identificé mediante " pannlng in vitro de un dominio extracelular
de la MN humana contra la biblioteca de fagos MorphoSys compuesta por 10" fragmentos Fab humanos (los Fab
son las porciones de union a antigeno de los anticuerpos). Los Fab activos se examinaron después para determinar
su capacidad para unirse de forma selectiva y sufrir internalizacion tras la adicion a células positivas para MN. Los
Fab activos resultante se convirtieron en anticuerpos IgG1 humanos de longitud completa, se expresaron en células
CHO, se purificaron y después se conjugaron con el toxéforo, MMAE (Liu et al, Proc Natl Acad Sci, 1996, 93:8618 -
8623). Los anticuerpos conjugados se analizaron después para determinar su capacidad para matar células que
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expresan MN. De un panel de siete anticuerpos de longitud completa analizados, se selecciond 3ee9/MMAE en base
a sus propiedades de union, selectividad y potencia en ensayos tanto in vitro como in vivo.

Materiales y procedimientos de resonancia en plasmon superficial (Biacore)

Las interacciones de union entre la proteina MN humana expresada en HKN11 y los AcMo anti-MN humanos de
longitud completa se analizaron usando tecnologia de resonancia en plasmén superficial en un instrumento BlAcore
3000 (BlAcore, Uppsala, Suecia). Para la preparacion del chip, el Fc de IgG anti-humana de cabra se acoplo
covalentemente el chip biosensor CM5 usando el kit de acoplamiento de aminas estandar (BlAcore, Uppsala,
Suecia). Después se us6 un ensayo de captura para unir estas IgG a la superficie inmovilizada-Fc de 1gG, dirigido a
300 unidades de respuesta de sefal BlAcore. El BlAcore se realizd a 25 °C y a un caudal de 10 pl/min con un
tampon de carrera que contiene Na-HEPES 10 mM, a pH 7,5/NaCl 150mM/EDTA 3mM /0,05% de Tween 20.
Después de la union del ligando, el caudal se aumenté a 25 pl/min y se pasé el analito de MN (de 50 nM a 1 nM)
sobre la superficie durante 10 minutos de un modo tal que se pudo monitorizar la fase de asociacion. Después,
procedio la disociacion durante 35 minutos, seguida de regeneracion de la superficie inmovilizada-Fc de IgG anti-
humana a 100 pl/min con acido fosférico 10 mM. Los sensogramas se adaptaron usando un modelo de unidn
Langmuir a 1:1 para calcular las constantes de velocidad (Tabla 1, a continuacion).

Tabla 1

Afinidad de anticuerpos derivados de panning por la MN soluble determinada mediante
resonancia de plasmoén superficial (Biacore)

1E4 3EE9 1AA1 3A4 5AA3 3EF2

Afinidad (Kd, nM 5 4 27 1 1 6

Unidn del anticuerpo

Se demostré que 3ee9/MMAE tenia una kD de 3,6 nM para la proteina MN purificada usando tecnologia Biacore,
que era la misma que la afinidad del anticuerpo sin conjugar 3ee9. La uniéon a MN (CA IX) parecia especifica, ya que
no habia unién detectable a 13 otras anhidrasas carbénicas. Se observé unién a CA5 asociada a mitocondrias, pero
esta isozima seria inaccesible al anticuerpo in vivo.

Mediante analisis FACS se demostré que 3ee9/MMAE se unia a células MaTu que expresan MN, pero no a células
DLD negativas para MN (Figura 10a). El anticuerpo contra MN G250 se us6 un anticuerpo IgG1 humanizado (Wilex)
como referencia en los estudios in vitro. Se unié a MN con una Kd de 5.3nM y exhibié un perfil de unién similar a las
lineas celulares MN+ y MN- como 3ee9/MMAE.

Se obtuvieron resultados similares para el anticuerpo 1E4 y los inmunoconjugados 1aa1 (Figuras 10b y 10c,
respectivamente), que exhibieron unién a células MN+, pero no a células MN-.

Internalizacién de anticuerpos

3ee9/MMAE se internalizé de forma selectiva mediante células que expresan MN (PC3mm2), pero no mediante
células negativas para MN (DLD1), medido por Cellomics (Figura 11a). De un modo similar, se encontré que el
inmunoconjugado 1E4 era internalizado por las células MN+ (PC3mm2), pero no por las células MN- (DLD1) (Figura
11b).

Inmunoprecipitacion

Para explorar adicionalmente la especificidad se incubaron varios anticuerpos candidatos que incluyen la porcion de
anticuerpo de 3ee9/MMAE-(3ee9) y el anticuerpo de referencia G250 se incubaron con lisados celulares de lineas
celulares MN+ (Pc3mm2) y MN- (DLD-1) que se habian marcado selectivamente con biotina. Los complejos entre
los anticuerpos y las proteinas celulares se inmunoprecipitaron y los antigenos co-precipitados se visualizaron
usando inmunotransferencias desarrolladas con estreptavidina unida a enzimas. Los anticuerpos G250 y 3ee9 de
3ee9/MMAE se unieron de forma selectiva y co-inmunoprecipitaron con una sola banda del mismo tamafio como MN
de células MN+ (Figura 12). Anticuerpos menos especificos como 3ef2, 5aa3 y 5A6 co-inmunoprecipitaron otras
varias proteinas demas de MN.

Citotoxicidad

Se realizaron ensayos de citotoxicidad in vitro. Se encontré6 que 3ee9/MMAE era altamente citotoxico para las
células PC3mm2 que expresan MN (CEsq= 50 nM), pero no para las células MIAPaca2 negativas para MN (Figura
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13a). Se observé menos del 10% de muertes de células negativas para MN, incluso a dosis tan altas como de 1 uM.
El inmunoconjugado 1A4 también se encontré que era citotoxico de forma selectiva para células MN+ (PC3mm2 y
MaTu), pero no para células MN- (MIAPaca2 y DLD1) en los ensayos de citotoxicidad in vitro (Figura 13b).
Adicionalmente, se encontré que el inmunoconjugado 1aa1 era citotoxico de forma selectiva para las células MN+
(PC3mm2), pero no por las células MN- (MIAPaca2) en los ensayos de citotoxicidad in vitro (Figura 13c).

El farmaco citotoxico MMAE liberado por 3ee9/MMAE es un inhibidor de tubulinas que impide la formacién del huso
durante la mitosis celular y tiene como resultado la parada en G2/M. El efecto del tratamiento de las células que
expresan MN (Pc3mm2) y las células que no expresan MN (H460) con 3ee9/MMAE se muestra en la Figura 14. La
tubulina se tifie con anticuerpo marcado con fluorescencia. Las células no tratadas mostraron una formacién normal
del huso, mientras que las células que expresan MN tratadas mostraron fibras fragmentadas resultantes de la unién
de tubulina con MMAE y la prevencion de la formacién del huso normal. No se observo actividad en las células que
no expresan MN. Estos estudios confirmaron que el conjugado farmaco anticuerpo 3ee9/MMAE mata las células
mediante alteracion dirigida de la tubulina.

Ejemplo 12- Actividad in vivo del inmunoconjugado

Farmacologia in vivo de 3ee9/MMAE contra ser humano con implante subcutaneo

Modelos de cancer en xenoinjerto

3ee9/MMAE exhibe efectos antitumorales significativos y consistentes sobre el crecimiento de multiples modelos
tumorales en xenoinjerto humano en ratones atimicos cuado se administré por via intravenosa segin un programa
intermitente. El efecto antitumoral in vivo de 3ee9/MMAE se analizé en 6 modelos de tumores en xenoinjerto
humanos. Estos modelos se establecieron mediante implantacién subcutanea de células tumorales humanas en
ratones Ncr hembra atimicos (nu/nu) (Taconic, NY). Los modelos de xenoinjerto tumoral humano evaluados
incluyeron el modelo de carcinoma de mama humano MaTu, modelos de carcinoma colorrectal (CCR) humano HT-
29 y Colo-205, modelo de carcinoma humano PC3MM2, modelo de CCR resustente a multiples farmacos HCT-15
(P-gp) y el modelo pancreatico humano MiaPaCa2. Se usé PBS como vehiculo y se prepararon soluciones de dosis
a diario. El volumen de dosificacion fue de 0,1 ml/10g (10 ml/kg).

La longitud y la anchura de cada tumor se midieron usando un compas electrénico 2-3 veces a la semana y se
calcularon los pesos de los tumores (mg) en base a la formula de [longitud (mm) x anchura ((mm)?)/2. Todos los
datos, incluidas las observaciones diarias, obtenidos durante el curso del estudio se documentaron en el Sistema de
Adquisicion de Datos anti-tumoral (ADAS). La dosis maxima tolerada (DMT) se define como la dosis mas alta que no
produce mas del 20% de letalidad y/p 20% de la pérdida de peso corporal neta. La inhibicién del crecimiento tumoral
(ICT) se calculé como (1-T/Cx100), donde T= pesos finales de los tumores un grupo tratado después de la ultima
dosis y C= pesos finales de los tumores del grupo control después de la ultima dosis. Ademas, la eficacia antitumoral
se midié como la incidencia de respuestas (o respondedores o regresiones) definida como tumores con < 50 % de su
tamanio inicial. Se requiere una duraciéon minima de 7 dias para que una respuesta se considere duradera.

Eficacia de 3ee9/MMAE en el modelo de xenoinjerto MaTu

Las células MaTu de xenoinjerto de mama humano se mantuvieron como cultivos adherentes en medio RPMI
suplementado con 10% de FBS. En ratones Ncr atimicos (de 8-12 semanas de edad) se inocularon por via
subcutanea en el flanco derecho51x 10° células en 0,1 ml de matrigel al 80%/HBSS al 20%. Cuando los tumores
alcanzaron un tamafio medio de ~ -180 mg (7 dias) se inici6 el tratamiento. Se administré BAY 79 - 4620 (3ee9-IC)
una vez cada cuatro dias (C4Dx3) a una dosis de 1,3 y 10 mg/kg. Los ratones control se trataron con PBS o con un
anticuerpo monoclonal sin conjugar a una dosis de 10 mg/kg.

Se realizaron exploraciones diarias del estado de salud de cada animal. Cada grupo experimental estaba compuesto
por 10 ratones y el volumen de dosis fue 0,1 ml/10 g de peso corporal. La longitud y la anchura de cada tumor se
midio usando un compas electrénico 2-3 veces a la semana y se calcularon los pesos de los tumores (mg) en base a
la formula de [longitud (mm) x anchura ((mm)?®)/2. Se documentaron todos los datos, incluidas las observaciones
diarias, obtenidos durante el curso del estudio. La inhibicion del crecimiento tumoral (ICT) se calcul6 como 1-
T/Cx100, donde T= pesos finales de los tumores de un grupo tratado y C= pesos finales de los tumores del grupo
control.

3ee9/MMAE fue bien tolerada a todas las dosis analizadas con todos los animales tratados sin que exhibieran una
pérdida significativa de peso. La eficacia representativa de 3ee9/MMAE en el modelo tumoral MaTu se ilustra en la
Figura 15. Los tumores de grupos control sin tratar y tratados con vehiculo crecieron de forma progresiva en todos
los animales. El tiempo de duplicacién medio para los animales de los grupos control y tratados con vehiculo fue de
11,2 dias. Al final de las dosis, 3ee9/MMAE mostrd una eficacia antitumoral sélida a todas las dosis analizadas. Mas
especificamente, BAY 79-4620 (3ee9-IC) dio 67,72 y 78 % de ICT a 1, 3 y 10 mg/kg, respectivamente. En
comparacion, el AcMo 3ee9 no conjugado no tenia ningun efecto significativo en la inhibicion del crecimiento de este
tumor-xenoinjerto de mama.

Tras la finalizacion de la pauta de dosificacion predeterminada (C4Dx3), se determiné el efecto de 3ee9/MMAE
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sobre el retraso del crecimiento tumoral y la regresiéon. Como se muestra en la Figura 15, el tratamiento de
3ee9/MMAE tuvo como resultado un retraso significativo del crecimiento tumoral y regresion. A la menor dosis
estudiada (1 mg/kg), tras el cese del tratamiento los tumores permanecieron estables durante -2 semanas y
comenzaron a remitir después. En general, el 30% de los tumores respondieron a este tratamiento de 1 mg/kg. En
comparacion, el 100% de los animales respondié cuando fue expuesto a 3 y 10 mg/kg. Cabe destacar que incluso
tras -3 meses tras el cese del tratamiento, solo 3 y 1 tumores mostraron signos de volver a crecer en los grupos
tratados con 3 y 10 mg/kg, respectivamente, lo que muestra que el 70 y el 90% de los animales permanecio sin
tumor incluso transcurridos 90 dias desde el cese del tratamiento.

La IgG1 monoclonal 1E4 conjugada con un farmaco citotdxico producia un efecto antitumoral significativo contra el
xenoinjerto de mama humano, MaTu, cuando se administré la dosis a 30 mg/kg del inmunoconjugado, mientras que
el anticuerpo sin conjugar no tenia ningun efecto (Figura 16). Otros experimentos usando el mismo protocolo pero
sustituyendo las formas conjugadas del anticuerpo 1aa1 (Figura 17), 3ee9 y 5aa3 dieron resultados similares.
Adicionalmente, cuando se usa la forma conjugada de 3ee9, se observaron efectos antitumorales en otros modelos
de xenoinjerto humano derivado de varios tipos histolégicos, incluidos modelos de xenoinjerto de cancer colorrectal
humano HT-29 y Colo-205, y PC3-mm2, un modelo de xenoinjerto de prostata humana. Estos datos indican la
utilidad terapéutica de los anticuerpos dirigidos contra la proteina MN como vehiculos para la liberaciéon de farmaco
en los tumores.

Ejemplo 13. Determinacion del indice terapéutico de 3ee9/MMAE en el modelo de xenoinjerto MaTu

La dosis maxima tolerada (DMT), la dosis minima eficaz (DME) y el indice terapéutico (IT) de 3ee9/MMAE se
determiné usando ratones portadores de tumor de xenoinjerto MaTu. El IT se define como la proporcién de la DMT
dividida por la DME. Se administr6 3ee9/MMAE por via intravenosa una vez cada cuatro dias para un total de 2
inyecciones (C4Dx3)- Se administré6 3ee9/MMAE a niveles de dosis de of 0,625, 1,25, 2,5, 5,0, 10, 30 y 60mg/kg.
Los ratones control se trataron con PBS o un anticuerpo monoclonal sin conjugar a una dosis de 60 mg/kg.
3ee9/MMAE a dosis de 60 mg/kg parecian ser la DMT, ya que se produjo una letalidad del 10% y una pérdida de
peso corporal de ~20% en respuesta a este tratamiento. Los demas grupos de tratamiento fueron bien tolerados.

La actividad antitumoral de 3ee9/MMAE se presenta en la Figura 18. Al final de la dosificacion, 3ee9/MMAE a una
dosis de 0,625 y 1,24 mg/kg tuvo como resultado una inhibicién del, 62% y 81%, respectivamente. Dosis de 2,5, 5,
10, 30 y 60 mg/kg tuvieron como resultado una inhibicién mayor del crecimiento tumoral (~90%), comenzando la
mayoria de los tumores a mostrar regresiones. En base a los datos observados, la DME de 3ee9/MMAE fue
0,625mg/kg. Tras la finalizacion del régimen de dosificacion predeterminado (C4Dx3), se determiné el efecto de
3ee9/MMAE sobre el retraso del crecimiento tumoral y la regresion. No se observé regresion tumoral para la dosis
de 0,625 mg/kg. En contraste con esto, el 80% de los animales exhibié regresiones tumorales en respuesta a 1,25
mg/kg. Ademas, a dosis de 2,5 mg/kg y mayores el 100% de los animales respondi6 al tratamiento. Se determin6
que el indice terapéutico de 3ee9/MMAE era -96.

Ejemplo 14. Eficacia de 3ee9/MMAE en el modelo de xenoinjerto HT-29

En ratones con CCR humano se inocularon células HT-29 por via subcutanea en el flanco derecho con 5x 10°
células en 0,1 ml de HBSS. Cuando los tumores alcanzaron un tamafio medio de ~120 mg (5 dias) se inicio el
tratamiento. 3ee9/MMAE se administré i.v. una vez cada cuatro dias (C4Dx3) a una dosis de 0,625, 1,25, 2,5, 5,0, 10
mg/kg. Los ratones control se trataron con PBS o un anticuerpo monoclonal no conjugado a una dosis de 10 mg/kg.
Ademas, MMAE se evalu6 como un farmaco libre a una dosis de 0,1, 0,2 y 1 mg/kg. Las dosis de 0,1 y 0,2 mg/Kg de
MMAE representan cantidades equivalentes de este farmaco a las presentes en 5 y 10 mg/Kg de 3ee9/MMAE
respectivamente.

3ee9/MMAE fue bien tolerada a todas las dosis analizadas con todos los animales tratados sin que exhibieran una
pérdida significativa de peso. De un modo similar, dosis menores de MMAE, es decir 0,1 y 0,2 mg/kg, fueron bien
toleradas con una pérdida minima y no significativa de peso. No obstante, a la dosis superior de 1 mg/kg se observé
un 50% de letalidad exhibiendo el resto de animales una gran pérdida de peso y, por tanto, se considero toxica.

La eficacia representativa de 3ee9/MMAE y MMAE libre en el modelo tumoral HT-29 se ilustra en la Figura 19. Los
tumores de grupos control sin tratar y tratados con vehiculo crecieron de forma progresiva en todos los animales. El
tiempo de duplicacion medio para los animales de los grupos control y tratados con vehiculo fue de 6,4 dias. Al final
de las dosis, 3ee9/MMAE mostré una eficacia antitumoral sélida a todas las dosis analizadas. Mas especificamente,
3ee9/MMAE a dosis de 0,625, 1,25, 2,5, 5y 10 mg/kg dio una ICT 54, 72, 97, 100 y 100%, respectivamente. En
comparacion, la MMAE libre de 0,2 mg/kg tuvo como resultado una ICT del 60%, mientras que 0,1 mg/kg no tenia un
efecto significativo en la inhibicién del crecimiento de este modelo de xenoinjerto. En términos de respuestas
tumorales, dosis de 3ee9/MMAE de 1,25 mg/kg tuvieron como resultado regresiones en un 20% de los animales. A
dosis mayores, las respuestas tumorales fueron mucho mayores, de modo que la dosis de 2,5 mg/kg muestra
regresiones en el 90% y las dosis de 5y 10 mg/kg inducen respuestas del 100%. Por el contrario, la MMAE libre no
indujo ninguna respuesta tumoral como se ha definido anteriormente.

El efecto antitumoral de 3ee9/MMAE también se evalud en programas variables, es decir una vez a la semana para
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un total de dos dosis (C7Dx2, Figura 20) y una Unica dosis en el momento de la estadificacion (CDx1, Figura 21). En
ambos programas, se administraron dosis de 3ee9/MMAE de 0,625, 1,25, 2,5, 5 y 10 mg/kg. Con independencia del
programa, 3ee9/MMAE fue altamente eficaz en la inhibicion del crecimiento en este modelo de xenoinjerto de CCR.

La Tabla 2 siguiente resume la eficacia antitumoral de 3ee9/MMAE. La eficacia antitumoral fue muy similar a la que
se observo para 3ee9/MMAE en el programa de C4Dx3, lo que indica que en los programas estudiados la eficacia
antitumoral de 3ee9/MMAE parece ser independiente del programa.

Tabla 2

Eficacia antitumoral de 3ee9/MMAE

o R R— :
Compuesto Dosis (mg/kg) Programa de YoInhibicion (1-T/D)*100 Porcentaje de

tratamiento (Dia 18) regresiones

Control N/A N/A N/A 0

PBS 0 C4Dx 3 -17 0
Ac 3ee9 10 C4D x 3 -11 0
3EEQIC 0,625 C4Dx 3 54 0
3EEQIC 1,25 C4Dx 3 72 2
3EEQIC 25 C4Dx 3 97 9
3EEQIC 5 C4Dx 3 100 10
3EEQIC 10 C4Dx 3 100 10
3EEQIC 0,625 C7Dx2 48 0
3EEQIC 1,25 C7Dx2 71 0
3EEQIC 25 C7Dx2 92 4
3EEQIC 5 C7Dx2 96 7
3EEQIC 10 C7Dx2 100 10
3EEQIC 0,625 C1D x1 42 0
3EEQIC 1,25 C1D x1 48 0
3EEQIC 25 C1D x1 93 5
3EEQIC 5 C1D x1 98 8
3EEQIC 10 C1D x1 100 10
MMAE 1 C4Dx 3 Toxico N/A
MMAE 0,1 C4Dx 3 27 0
MMAE 0,2 C4Dx 3 60 0
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Ejemplo 15. Eficacia de 3ee9/MMAE en modelos de xenoinjerto PC3mm2 y Colo-205

La eficacia antitumoral de 3ee9/MMAE se evalu6 después contra xenoinjertos tumorales de prostata humana (PC-
3mmz2) y CCR (Colo-205). En ratones hembra NCr nulnu se implanté por via subcutanea (s.c.) 5 x 10° células
PC3mm2 o Colo-205. Cuando los tumores alcanzaron un tamafio medio de aproximadamente 125-150 mg se inicié
el tratamiento. La salud general de los ratones se supervisoé y registré a diario. Las dimensiones de los tumores y los
pesos tumorales se registraron dos veces a la semana comenzando con el primer dia de tratamiento.

En los estudios de PC3mm2 y Colo-205, 3ee9/MMAE se administrd por via intravenosa (i.v.) una vez cada 4 dias
para un total de 3 inyecciones (C4Dx3) a dosis de 1, 3, 10 y 30 mg/kg y 1,25, 2,5, 5 y 10 mg/kg, respectivamente.
Como en otros estudios, 3ee9/MMAE fue bien tolerada a todas las dosis evaluadas. 3ee9/MMAE inhibi6 el
crecimiento de tumores de prostata PC3MM2 establecidos cuando se administré a niveles de dosis de 10 y 30
mg/kg, mostrando el 100 % de los animales respuestas (Figura 22). A las dosis menores de 1 y 3 mg/kg, solo se
observaron efectos moderados, dado que se observé una ICT de 45 a 50% al final de la dosificacion. No obstante, el
20% de los animales si mostro respuestas en el grupo de 3 mg/kg.

De un modo similar, en el modelo de xenoinjerto de CCR Colo-205, 3ee9/MMAE fue muy eficaz en la inhibicion del
crecimiento tumoral (Figura 23). Al final de la dosificacion se observé una ICT >90 % para dosis de 5y 10 mg/kg y se
observé una ICT >70 % en respuesta a la dosis de 2,5 mg/kg. La dosis mas baja, 1 mg/kg, de 3ee9/MMAE fue
relativamente ineficaz contra este modelo de CCR. En términos de regresiones, dosis de 3ee9/MMAE de 5 y 10
mg/kg tuvieron como resultado respuestas del 40 y 80%, respectivamente.

Ejemplo 16. Eficacia de 3ee9/MMAE en el modelo de xenoinjerto HCT-15

Para estudiar el efecto de 3ee9/MMAE en un modelo de resistencia a multiples farmacos se implanté en ratones
hembra NCr nu/nu por via subcutanea (s.c.) 5 x 10° células HCT-15. HCT-15 es una linea resistente a muiltiples
farmacos (MDR) que sobreexpresa la glicoproteina P (P-gp). Como tal, esta linea celular exhibe un fenotipo de
resistencia a multiples farmacos y es resistente a Taxol™, doxorrubicina y etopdsido. 3ee9/MMAE, Taxol y
Gemocitabina se administraron cuando los ratones tenian tumores establecidos con un peso medio de ~150 mg. La
gemcitabina, un analogo pirimidinico que no es un sustrato de P-gp, se us6 como control positivo. Como cabia
esperar, la gemcitabina (120 mg/kg, i.p., CDx10) fue altamente activa en este modelo de MDR (Figura 24) Por el
contrario, 3ee9/MMAE (siendo MMAE un sustrato conocido de P-gp) y Taxol® no pudo producir ningun efecto
antitumoral significativo.

Ejemplo 17. Eficacia de 3ee9/MMAE en modelos de xenoinjerto huMN-MIAPaca2 y MIAPaca2

Para entender mejor la relacién entre la expresion de MN vy la eficacia antitumoral, se realizaron estudios de eficacia
en xenoinjertos usando un modelo pancreatico que expresa MN a niveles bajos, MIAPaCa2 y un modelo huMN-
MIAPaCa2 que expresa niveles altos de MN. Esta ultima linea se obtuvo mediante ingenieria de la linea MIAPaCa2
para expresar de forma estable la MN. 3ee9/MMAE tuvo un efecto minimo en la inhibicion del crecimiento de esta
linea MIAPaCa2 que expresa niveles bajos de MN (Figura 25). Dosis de 3ee9/MMAE de 10 mg/kg solo produjeron
una ICT del 50%. Por el contrario, se observé una actividad antitumoral significativa para 3ee9/MMAE contra el
modelo huMN-MIAPaCa2, donde, al final de la administraciéon de las dosis, dosis de 2,5, 5 y 10 mg/kg dieron una
ICT de 63, 82 y 94 %, respectivamente. Ademas, la dosis de 10 mg/kg indujo respuestas del 100%, lo que indica que
hay un gran cambio de la sensibilidad al sobreexpresar niveles de MN en tumores.

Ejemplo 18. Combinacion con Xeloda® en modelo de xenoinjerto Colo-205

Se investigo la viabilidad del uso de 3ee9/MMAE junto con otros agentes quimioterapéuticos para el cancer. Xeloda®

se usa como tratamiento de primera linea de pacientes con carcinoma colorrectal metastasico. Se evalud la
actividad y la tolerabilidad del tratamiento combinado usando 3ee9/MMAE y Xeloda 3ee9/MMAE se administrd i.v.
segun un programa C4Dx3 y a niveles de dosis de 1,25, 2,5y 10 mg/kg. Xeloda® se administro por via oral una vez
al dia durante 9 dias a niveles de dosis de 250 y 500 mg/kg. 3ee9/MMAE administrado solo a 2,5 y 10 mg/kg tuvo
como resultado una inhibicién sélida del crecimiento tumoral (ICT de 73 y 96 %, respectivamente) (Figura 26a). No
obstante, el grupo tratado con 1,25 mg/kg de 3ee9/MMAE fue relativamente ineficaz, dando como resultado una ICT
de solo el 31%. Xeloda® administrado solo a niveles de dosis de 250 y 500 mg/kg también produjo una ICT sélida del
78 y 86 %, respectivamente.

En términos de respuestas, el grupo tratado con 10 mg/kg de 3ee9/MMAE indujo una tasa de respuesta del 80%,
mientras que el cero por ciento de los animales en ambos grupos de dosis de Xeloda mostré regresiones. Todos los
grupos de tratamiento de combinacién fueron bien tolerados y tuvieron como resultado una inhibicién significativa del
crecimiento tumoral, asi como tasas de respuesta. Datos cuantitativos que detallan la ICT y las respuestas tumorales
combinando estos dos agentes se muestran en las Figuras 26a y 26b, asi como en Ia Tabla 3, mas adelante. A las
dosis estudiadas, la act|V|dad antitumoral de 3ee9/MMAE combinada con Xeloda® fuer muy superior a la de
3ee9/MMAE o Xeloda® administrados como agentes en monoterapia. Por ultimo, con respecto a la tolerabilidad, la
administracion de estas sustancias terapéuticas fue bien tolerada sin reacciones adversas.
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Tabla 3

Eficacia antitumoral de BAY 79-4620 (3ee9-IC) en combinacién con Xeloda®

Tratamiento Programa Dosis % de % Pérdidade % de regresiones

inhibicién peso

mg/kg/i nj

(TIC) (d 17) (d 17)
Sin tratar - - - 0.3 0
79-4620 (3ee9 cj) C4DX3; i.v. 1.25 30.6 0.5 0
79-4620 (3ee9 cj) C4DX3; i.v. 25 73 0.1 0
79-4620 (3ee9 cj) C4DX3; i.v. 10 96.2 0.9 80
Xeloda C1DX9; v.o. 250 78 -0.5 0
Xeloda C1DX9; v.o. 500 86.1 -5.6 0

Xeloda (250 mg/kg)

79-4620 (3ee9cj)+Xeloda C4DX3; i.v./C1

1.25 92.1 -2 50
DX9; v.o.
79-4620 (3ee9 cj)+Xeloda C4DX3.; i.v./C1 25 91 4 09 60
DX9; v.o.
79-4620 (3ee9 cj)+Xeloda C4DX3.; i.v./C1 10 975 04 100
DX9; v.o.
Xeloda (500 mg/kg)
79-4620 (3ee9 cj)+Xeloda C4DX3.; i.v./C1 125 94 2 03 70
DX9; v.o.
79-4620 (3ee9 cj)+Xeloda C4DX3.; i.v./C1 25 957 32 90
DX9; v.o.
79-4620 (3ee9 cj)+Xeloda C4DX3; i.v./C1 10 973 14 100

DX9; v.o.

Ejemplo 19. Distribucion in vivo/Localizacion del tumor del AcMo 3ee9 contra el modelo de cancer de
xenoinjerto humano implantado bilateralmente.

Para determinar la distribucion in vivo y la localizacion del tumor del componente AcMo de 3ee9/MMAE, se
realizaron estudios de imagen no invasivos in vivo usando el CRI Maestro™ en ratones que recibieron |mplantaC|on
bilateral de tumores que exhiben una expresion tanto alta como baja de MN. El sistema de imagen in vivo Maestro’
(CRI, Woburn, MA) con adquisicion y analisis de multiples espectros se ha disefiado para eliminar la
autofluorescencia de fondo. Los AcMo 3ee9 of BAY 79-4620, M75 (monoclonal de ratén que reconoce MN) y la IgG
humana control se conjugaron con Alexa Fluor 750 (Invitrogen Cat# A20011) segun las instrucciones de fabricante.
La proporcion Proteina/AF750(mol/mol) fue de 1/5,9 para 3ee9, 8,9 para la IgG humana 'y 6,0 para M75.

Doce dias antes de la inyeccidon de cada anticuerpo marcado con fluorescencia, en ratones Balb/C atimicos de
Harlan se implantd MIAPaCa-2 (de baja expresion de MN; 7,5x10° células en 50% de Matrlgel) por via subcutanea
en el flanco derecho y huMN-MIAPaCa2 (linea celular estable transfectada con MN; 5x10° células en 50% de
Matrigel) por via subcutanea en el flanco derecho. El dia 0 (12 dias después del implante) se inyectaron 4 ug del
anticuerpo conjugado en cada animal. La imagen se tomo el dia 4, el dia 5 y el dia 10. Los datos se recogieron
usando animales anestesiados (100 mg/kg de ketamina / 10 mg/kg de xilazina, i.p.) y se colocaron dentro del
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sistema de imagen. Se adquirieron cubos (serie de imagenes) de imagen de multiples espectros espaciandose las
imagenes cada 10 nm a lo largo del intervalo de espectros de 680 a 950 nm, que cubria la gama de infrarrojos
cercanos (NIR).

Cada imagen se expuso durante 5 segundos. Las imagenes coloreadas falsas se sintetizaron del cubo de espectros
usando software Maestro y se escalaron a un brillo visible usando ImagePro Plus 6.0. El escalado fue idéntico a
todas las imagenes, siendo la imagen mas brillante ligeramente por debajo del nivel de saturacién. Los anticuerpos
marcados de un modo mas fluorescente tendian a localizarlo en el higado y la vejiga. Tras de 4 a 5 dias, la mayoria
de la sefial disminuye desde el higado y la vejiga y se estabiliza en el tumor. Las imagenes tomadas el dia 5 dieron
la proporcion sefial-fondo mas alta (Figura 27.) Tras cinco dias, se habia generado muy poca sefial a partir de los
animales a los que se inyectd hlgG, lo que indica que no se habia podido localizar higG en el tejido tumoral. Por el
contrario, tanto M75 como 3ee9 se localizaban especificamente en tumores de expresion de MN alta (huMN-
MIAPaCa2). No se observé localizacion alguna en tumores MIAPaCa2 que expresan niveles bajos de MN en los
mismos animales.

Ejemplo 20- Mecanismo de accion in vivo

Para explorar el mecanismo de accién in vivo de 3ee9/MMAE, se implantaron tumores por via subcutanea en el
flanco derecho de los ratones con 5x10° células HT-29. Ocho dias después, se tratd a ratones atimicos portadores
de tumores HT-29 con vehiculo o con 3ee9/MMAE a 1,25 y 5 mg/kg (CDx1). Los tumores se recogieron y se fijaron
en formalina 4 horas y 1, 3 y 5 horas tras la administracion de 3ee9/MMAE. Después, las muestras se incluyeron en
parafina, se seccionaron a 5 pm, se desparafinizaron y se tifieron usando el protocolo estandar para
inmunohistoquimica fluorescente de tejidos humanos usando anticuerpos de ratén: Anti-a/B-tubulina, Anti-fosfo-
Histona H3 y ADN. Los cortes se observaron después con un microscopio de fluorescencia y se tomaron imagenes
representativas a través de tres canales de colores diferentes.

3ee9/MMAE tuvo poco efecto en términos de afectar al mecanismo celular en las muestras de 4 h. No obstante, el
dia 1 habia un numero mayor de células en paro G2/M y claramente se observaron husos multipolares. Ademas, se
pudo observar un nivel menor de tincién de tubulina. Estos efectos se amplificaron considerablemente en las
muestras del dia 3 y del dia 5. De hecho, casi todas las células en el grupo de tratamiento con la dosis de 5 mg/kg
de 3ee9/MMAE el dia 5 estaban muy afectadas por el tratamiento (Figura 28). Estos datos indican claramente que
3ee9/MMAE afectaba al crecimiento de las células cancerosas mediante inhibicion de tubulina, lo que conduce al
cese de G2/M y apoptosis.

La Tabla 4 siguiente resume el perfil de comportamiento de 3ee9/MMAE.

Tabla 4

Perfil de 3ee9/MMAE

Ensayo Resultado para 3ee9/MMAE
Afinidad (Kd) 3,6 nM

Unioén celular (FACS): MN+/MN- +++/-

Internalizacion: MN+/MN- +++/-

Citotoxicidad: MN+/MN- (ec50) 50 nM/>1 uM
Inmunoprecipitacion especifico

Ensayo Resultado para 3ee9/MMAE
IHQ especifico

Distribucion in vivo normal

Actividad in vivo: MED 1 mg/kg

Actividad in vivo: MTD 60 mg/kg
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Ejemplo 21. Construccion del vector de expresion, transfeccion, expresion y purificacion de IgG anti-MN
basado en las regiones variables-CDR de las cadenas ligera y pesada de 3ee9 usando un sistema de
expresion celular CHO estable

Construccién del vector de expresion 3ee9u+ pPCMVycoe8

Las regiones variables CDR de las cadenas kappa y pesada (SEC ID N°: 126 y 125, respectivamente) del vector
3ee9pMORPHx9 (obtenido de acuerdo con los ejemplos 1-3) se insertaron en el vector H+LpattB (ML Laboratories)
del siguiente modo. Para generar el vector 3ee9kappapAttB, en los sitios de las enzimas de restriccion EcoRV -
BsiWI de H+LpattB se insertd un fragmento de enzima de restriccion EcoRV - BsiWI de aproximadamente 350 pares
de bases de 3ee9pMORPHXx9 (preparado de acuerdo con los ejemplos anteriores, por ejemplo los ejemplos 1-3).
Después, el fragmento de las enzimas de restriccion Mfel-Bllpl de 350 pares de bases de 3ee9pMORPHXx9 se
insertd en los sitios de las enzimas de restriccion EcoRI - Blpl de 3ee9kappapAtiB para generar 3ee9H+LpattB. Las
secuencias de codificacion de las cadenas pesada y ligera de 3ee9 (SEC ID N°: 126 y 125, respectivamente( se
recombinaron después con pDONR221 (Invitrogen Cat.# 12536-017) usando la mezcla de enzimas Gateway BP
Clonase Il (Invitrogen Cat.# 11789-100) para generar el vector 3ee9H+LpENTR. El vector 3ee91+ pCMVucoeB se
generé mediante recombinacion entre 3ee9H+LpENTR y pCMV_UCOE8_DEST usando la mezcla de enzimas
Gateway LR Clonase Il (Invitrogen Cat.# 11791-100).

La construccion de pCMV_UCOES8_DEST fue la siguiente. El casete de conversion del vector Gateway (Invitrogen;
cat# 11828-029) se insert6 en el sitio Smal de pCET906 para generar el vector pCET906_gw. El vector pCET906 se
obtuvo de ML Laboratories y se describe completamente en Williams et. al., BMC Biotechnology, (2005), 5:17, que
se incorpora en el presente documento por referencia. El fragmento de la enzima de restriccion Agel de
aproximadamente 2.900 pares de bases de pCET906_gw se cloné después en el sitio Agel de pCET1015 para
generar pCMV_UCOES8_DEST. EIl vector pCET1015 también se obtuvo de ML Laboratories y se describe en
Williams et al., supra. El vector pPCMV_UCOES8_DEST se propagd en una cepa de E. coli resistente al gen de la
toxina ccdB (p. €j., tal como los comercializados como “One Shot ccdB Survival T1 cells" from Invitrogen (n° cat.
C7510-03)). En la Figura 29 se muestra la secuencia nucleotidica completa del inserto de 3ee9++.pCMVucor8, es
decir la secuencia completa de nucleétidos que codifica un anticuerpo IgG anti-MN humano que comprende las
regiones variables CDR de las cadenas kappa y pesada de SEC ID N°: 126 y 125, respectivamente, obtenidas del
vector 3ee9pMORPHXx9.

Aislamiento del clon celular 3e€9.25

Para transfectar las células CHO-S con el vector 3ee9u+.pCMVycoe8, 60 ug de ADM se diluyé en 2 ml de CD CHO
(invitrogen#10743-029) completo con L-glutamina 8mM y HT(invitrogen) y que carece de PenStrep. Después, se
afnadieron 2 ml de medio CD CHO completo a un matraz erlenmeyer de 250 ml. Después, al matraz se afiadieron
150 yl de DMRIE-C (Invitrogen n°® cat.10459-014) y se incubaron a TA durante 10 minutos. A continuacion, el ADN
diluido se mezclé con el DMRIE-C diluido, se lavé con 5% de CO; xse incub6 a TA durante 30 minutos. Durante la
incubacion se prepararon 4 ml de células CHO-S a 5x10° c/ml (2x10’ de células totales) en medio CD CHO completo
(sin P/S). Después de la incubacion, las células se afadieron al matraz con complejo DNA-DMRIE-C y después se
agitaron suavemente para mezclar. Después, el matraz se aclaré con 5% de CO; y se agité a 125 rpm a 37 °C
durante 4 horas. A continuacion, al matraz se afiadieron 32 ml de medio CD-CHO completo sin Pen Strep, se aclaré
con 5% de CO, y después se devolvieron al agitador (37 °C) durante la noche. Tras 24 horas, se contaron las
células, se centrifugaron y se resuspendieron en medio CD CHO completo mas 5,5 ml/l de PenStrep con 20% de
medio acondicionado y antibiético (12,5 ug/ml de puromicina) a una densidad celular adecuada para sembrar en
placas. Las células se sembraron a 100, 300, 900 y 2.700 células/pocillo en placas de 96 pocillos. Las placas se
incubaron después en un incubador de CO; durante aproximadamente 3 semanas. Se tomaron precauciones para
no alterar las placas.

Los clones individuales se expandieron de las placas con pocillos que contienen colonias Unicas en menos del 20%
de los pocillos en la placa. Las células se expandieron a placas de 24 pocillos no tratadas con tejido con 1 ml de
medio selectivo por pocillo. Las células se incubaron durante aproximadamente 1 semana durante la cual se
afadieron 500 pl de medio fresco segun era necesario. La expresion de anticuerpos se investigd a una dilucion
Unica para eliminar los clones que no expresan. Los clones se analizaron mediante ELISA por duplicado usando una
dilucién a 1:5 (5 ul del sobrenadante en 95 ul de TBS/tween). Se eliminaron los clones que dieron una DO (densidad
optica) inferior a 0,1. Los clones positivos se expandieron en placas de 6 pocillos no tratadas con tejido. Después se
sembraron 5 ml de células a 4x10* células/ml. Tras 4 dias de incubacion se determiné la expresion proteica
mediante ELISA. Los clones se analizaron usando diluciones de 1:50, 1:100, 1:200 y 1:400. El clon 3ee9.25 exhibio
la concentracion de anticuerpo secretado mas elevada. Las células 3ee9.25 se transfirieron a un matraz agitador
erlenmeyer de 125 ml sembrando a 2x10° células/ml para adaptar las células al crecimiento en suspension.

Expresién de las IgG anti-MN

Las células CHO-S transfectadas se sembraron en un biorreactor Wave de 10 litros (Wave Biotech, 300 Franklin
Square Drive, Somerset, New Jersey, 08873, EE.UU.) a 500.000 células/ml. Las células se cultivaron durante siete
dias en 50% de medio CD-CHO (Invitrogen 10743), 50 % de medio CHO Sigma numero 5 (Sigma 0363), 1% de
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FCS, 1 x suplemento HT (Invitrogen 11067-030), penicilina/estreptomicina (Invitrogen 15140-122), L-glutamina 8 mM
(Invitrogen 25030-081) y 12,5 pg/ml de puromicina (BD 631305) con el biorreactor en agitacion a 25 rpm en una
atmosfera de CO, al 5% a 37 °C. Al final del periodo de fermentacion se recogié el medio de cultivo gastado
mediante centrifugacion y se esterilizd mediante filtracion (0,2 uM) antes de la purificacion de 1gG.

Purificacién de las 1gG anti-MN.

Normalmente, de 10 a 20 | del medio de cultivo celular que contiene IgG se concentraron de 2 a 5 veces usando
Prep-Scale TFF-2 30 kD Cartridge (Millipore). Al medio concentrado se afiadié tampén Tris-Cl 1M, a pH 7,5 hasta la
concentracion final de 50 mM. Después se afadié NaCl 5,0 M hasta una concentracién final de 150 mM. EI medio
concentrado se cargd normalmente en una columna de 30 ml de Protein Sepharose equilibrada con PBS, a pH 7,4.
La columna se lavé con PBS a pH 7,4 que contiene 0,1% de Tween 20 y EDTA 1mM. Después, la columna se lavd
con PBS y eluy6 con tampén glicina 100 mM, pH 3,0. Tras la recoleccion, las fracciones se neutralizaron hasta un
pH 7,5 con Tris-Cl 1M a pH 7,8. Las IgG purificadas se transfirieron a PBS mediante didlisis y se esterilizaron
mediante filtracion (0,2 uM). Las preparaciones de anticuerpo purificado finales se ajustaron a entre 1 y 5 mg/ml,
exhibieron una pureza de 295% determinado mediante geles de SDS PAGE tefiidos con azul de coomassie, tras lo
cual la proteina migré6 como dos bandas correspondientes a las cadenas pesadas de Mr = 50 kDa y las cadenas
ligeras de Mr 25 kDa, tenia unos niveles de endotoxina inferiores a 1 UE/mg de proteina e inferiores a 10% del
agregado proteico determinado mediante SEC HPLC. Asimismo, las preparaciones se sometieron a QC funcional
para la union a antigeno de MN mediante resonancia de plasmén superficial, la unién a células que expresan MN
mediante FACS e internalizacion en las células que expresan MN determinado mediante imagenes automaticas
(Cellomics). Normalmente, una fermentacion combinada de 20 | daba 1 gramo de proteina purificada con una
recuperacion global de 50 a 75%. La secuenciacion en N-terminal de 255 pmol de la preparacion final del anticuerpo
3ee9 de longitud completa usando un secuenciador ABI Procise 494 HT dio 368 pmol de la siguiente secuencia
prevista para la cadena ligera kappa madura de: DIQMTQSPSSLSASVGDRVTIT-RASQDINNYLSWYQQKP-. Esta
es la misma que la secuencia en N-terminal correspondiente a la cadena ligera kappa v madura del AcMo 3ee9
(SEC ID N°: 146). La cadena pesada no se detectdé mediante secuenciacion de Edman que muestra que su
secuencia estaba bloqueada.
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REIVINDICACIONES

Un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que tiene un sitio de unién a antigeno dirigido especificamente
contra una proteina MN, en el que el sitio de unién a antigeno comprende un conjunto de secuencias de CDR
de cadena pesada seleccionadas del grupo constituido por:

[3ee9] SEC ID N°: 57,63 y 70;
y un conjunto de secuencias de CDR de cadena ligera seleccionadas del grupo constituido por:
[3ee9] SEC ID N°: 89, 93 y 97.

El anticuerpo o fragmento de anticuerpo de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que el anticuerpo o
fragmento de anticuerpo se une a la proteina MN con una constante de disociacion de 0,15 nM a 50 nM.

El anticuerpo o fragmento de anticuerpo de acuerdo con las reivindicaciones 1-2, en el que el anticuerpo es
una IgG, preferentemente IgG1, IgG2a, IgG2b, 1gG3; IgM; IgD; IgE; IgA; IgM; fragmento Fab; fragmento
F(ab'),; fragmento scFv; fragmento Fv; un diacuerpo; anticuerpo lineal; anticuerpo monocatenario; anticuerpo
biespecifico; anticuerpo quimérico o anticuerpo multiespecifico.

El anticuerpo o fragmento de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, estando el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo humanizado.

El anticuerpo o fragmento de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, estando el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo conjugado con un agente citotdxico.

El anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la reivindicacion 5, en el que el agente citotdxico se selecciona del
grupo constituido por: monometilauristatina-E o un analogo funcional de la misma, monometilauristatina-F o
un analogo funcional de la misma, aplidina, azaribina, anastrozol, azacitidina, bleomicina, bortezomib,
briostatina-1, busulfan, caliqueamicina, camptotecina, 10-hidroxicamptotecina, carmustina, celebrex,
clorambucilo, cisplatino, irinotecan (CPT-I 1), SN-38, carboplatino, cladribina, ciclofosfamida, citarabina,
dacarbazina, docetaxel, dactinomicina, daunomicina glucurénido, daunorrubicina, dexametasona,
dietilestilbestrol, doxorrubicina, doxorrubicina glucurénido, epirrubicina glucurénido, etinilestradiol,
estramustina, etopdsido, etopdsido glucurdnido, etoposido fosfato, floxuridina (FUdR), 3',5'-O-dioleoil-FudR
(FUdR-dO), fludarabina, flutamida, fluorouracilo, fluoximesterona, gemcitabina, caproato de
hidroxiprogesterona, hidroxiurea, idarrubicina, ifosfamida, L-asparaginasa, leucovorina, lomustina,
mecloretamina, acetato de medroxiprogesterona, acetato de megestrol, melfalan, mercaptopurina, 6-
mercaptopurina, metotrexato, mitoxantrona, mitramicina, mitomicina, mitotano, fenil butirato, prednisona,
procarbazina, paclitaxel, pentostatina, PSI-341, semustina estreptozocina, tamoxifeno, taxanos, taxol,
propionato de testosterona, talidomida, tioguanina, tiotepa, tenipdsido, topotecan, mostaza de uracilo,
velcade, vinblastina, vinorelbina, vincristina, ricina, abrina, ribonucleasa, onconasa, rapLRI, DNasa |,
enterotoxina A de Staphylococcus, proteina antivirica de la hierba carmin, gelonina, toxina diftérica, exotoxina
de Pseudomonas y endotoxina de Pseudomonas o combinaciones de los mismos.

Una composicidon para usar en el tratamiento de un sujeto que tiene un cancer relacionado con MN,
opcionalmente cuando el cancer es un tumor de, o que se origina en, mama, tracto respiratorio, pulmon,
cerebro, organos reproductores, tracto digestivo, colon, tracto urinario, rifién, eséfago, cuello uterino, ojo,
higado, piel, cabeza, cuelo, tiroides y paratiroides, comprendiendo la composicién un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y un agente anti-canceroso.

La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que el agente anti-canceroso se selecciona
del grupo constituido por bleomicina, docetaxel (Taxotere), doxorrubicina, edatrexato, erlotinib (Tarceva),
etoposido, finasterida (Proscar), flutamida (Eulexin), gemcitabina (Gemzar), genitinib (Iresa), acetato de
goserelina (Zoladex), granisetron (Kytril), imatinib (Gleevec), irinotecan (Campto/Camptosar), ondansetron
(Zofran), paclitaxel (Taxol), pegaspargasa (Oncaspar), pilocarpina clorhidrato (Salagen), porfimero sédico
(Photofrin), interleucina-2 (Proleukin), rituximab (Rituxan), topotecan (Hycamtin), trastuzumab (Herceptin),
Triapine, vincristina, tartrato de vinorelbina (Navelbine), angiostatina, bevacizumab (Avastin®), sorafenib
(Nexavar®), baculostatina, canstatina, maspina, anticuerpos o péptidos anti-VEGF, anticuerpos o péptidos
anti-factor de crecimiento placentario, anticuerpos anti-Flk-1, anticuerpos o péptidos anti-Fit-1, péptidos de
laminina, péptidos de fibronectina, inhibidores del activador de plasmindgeno, inhibidores de la
metaloproteinasa tisular, interferones, interleucina 12, IP-10, Gro-f3, trombospondina, 2-metoxiestradiol,
proteina relacionada con la proliferina, carboxiamidotriazol, CM101, Marimastat, polisulfato de pentosan,
angiopoyetina 2, interferén alfa, herbimicina A, PNU145156E, fragmento de prolactina 16K, Linomida,
talidomida, pentoxifilina, genisteina, TNP-470, endostatina, paclitaxel, acutina, cidofovir, vincristina,
bleomicina, AGM-1470, factor plaquetario 4 y minociclina.

Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo del mismo de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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10.  Un anticuerpo IgG anti-MN codificado por la secuencia de nucleétidos SEC ID N°: 153.
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SEC
D . Codigo
CDR Secuencia de ADN Fab
Nll
VH3-
CDR1
1 1 GGATTTACCTTTTCTTCTTATGGTATGTCT 3ee9
2 2 GGATTTACCTTTTCTTCTTATGGTATGCAT def2
3 3 GGATTTACCTTTTCTAATAATGCTATGAAT led
4 4 GGATTTACCTTTTCTGATTATTCTATTAAT 3ad
5 5 GGATTTACCTTTTCTTCTTATGGTATTTCT 3ab4,
: 3ahl0
6 6 GGATTTACCTTTTCTAATTATGGTATTTCT 3bb2
VH3~
| CDR2
7 1 GGTATCTCTTCTCTTGGTAGCACTACCTATTATGCGG 3eed
ATAGCGTGAAAGGC
8 2 GCTATCTCTTATTCTTCTAGCTCTACCTCTTATGCGG 3ef2
ATAGCGTGARAGGC
9 3 GGTATCTCTTATGATTCTAGCAAGACCTATTATGCGG led
ATAGCGTGAAAGGC
10 4 AATATCTCTTATTCTGGTAGCTCTACCTATTATGCGG 3a4
ATAGCGTGAAAGGC
11 5 GGTATCTCTTATTCTGGTAGCTCTACCTATTATGCGG 3ab4
ATAGCGTGAAAGGC
12 6 TCTATCTCTTATTCTGGTAGCAATACCTATTATGCGG | 3ahl0
ATAGCGTGAAAGGC
i3 7 GCTATCTCTTATTATGGTAGCAATACCTATTATGCGG | 3bb2
ATAGCGTGAAAGGC
VH3-~
CDR3
14 1 ACTGGTTCTCCTGGTACTTTTATGCATGGTGATCAT 3ee?d
15 2 CTTTCTTATACTGGTTTTGCTGTT 3ef2
16 3 CTTACTTATACTGGTGCTTATCGT led
17 4 TTTAAGTATTCTGGTGGTTCTGATTCT 3a4d
18 5 CTTAAGCCTTATCGTCATAAGAATGGTTGGTTTGATT 3ab4
AT
15 6 ATGAAGCCTATGCGTGGTTATTCTGGTGCTGTT 3ahlo0
20 7 CTTAAGGGTGGTTCTGGTITTGTT 3bb2

Figura 1a
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= CDR Secuencia de ADN Gedigo
N® Fab
VH1b~
CDR1
21 1 GGATATACCTTTACTACTAATTATATGCAT laal
VH1b-
CDR2
22 1 ATTATCAATCCGCATAATGGCTCTACGTCTTACGCGC laal
AGAAGTTTCAGGEC
VH1b-
CDR3
23 1 GETCGTTATTTTCTTATGGATGTT laal
VHS -
CDR1
24 1 GGATATTCCTTTTCTAAGTATTGGATTGGT 5a6b
25 2 GGATATTCCTTTACTGGTTATATTTCT Saal
VHS -
CDR2
26 1 ATTATCTATCCGACTGATAGCTATACCCGTTATTCTC 5a6
CGAGCTTTCAGGGEC
27 2 ATTATCTATCCGGGTGATAGCTATACCAATTATTCTC 5aa3
CGAGCTTTCAGGGC
VHS -
CDR3
28 1 ACTCATGGTTATTATAAGAATGGTCGTATGGATGTT 5a6
29 2 TATTCTGGTCCTAATTGGGATGTTATGGATTCT 5aa3
;SDEC CDR Secuencia de ADN codigo
Ne Fab
vkil-
CDR1
30 1 AGAGCGAGCCAGAATATTCTTTCTTATCTGAAT lzal
31 2 AGAGCGAGCCAGAATATTTCTAATTATCTGAAT 3ab4
32 3 AGAGCGAGCCAGGATATTTCTAATCGTCTGGCT 3ahlo0
33 4 AGAGCGAGCCAGGATATTAATAATTATCTGTCT 3eel

Figura1b
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SEC P~
ID CDR Secuencia de ADN Codigo
Ne Fab
Vikl-
CDR2
34 1 TATGCTGCTTCTTCTTTGCAAAGC laal
35 2 CATAAGGTTTCTAATTTGCARAGC 3ab4
36 3 TATGATGCTAATTCTTTGCAALGC 3ahl0
37 4 TATGGTGCTTCTAATTTGCAAAGC 3eced
VLk1l-
CDR3
38 1 CAGCAGTATGGTTCTGTTCCT laal
39 2 CTTCAGTATGATGATTTTCCTCGT 3ab4
40 3 TTTCAGTATTCTGETCCT 3ahl0
41 4 CAGCAGTATTATGGTCGTCCTACT 3eed
VLk2-
CDR1
42 1 AGAAGCAGCCAAAGCCTGGTTTATTCTAATGGCAATA 3bb2
CTACTCTGTCT
43 2 AGAAGCAGCCAAAGCCTGGTTCATTCTAATGGCTATA Sab
ATTATCTGTCT
Vik2-
CDR2
44 1 TATGGTCTTTCTAATCGTGCCAGT 3bb2
45 2 TATCTTEGGTTCTAATCGTGCCAGT 5a6
VLk2-
CDR3
46 1 CAGCAGTATAATTCTTTTCCTCGT 3bb2
47 2 CATCAGTATGGTGATTTTTCTGAT 5a6
VLALl-
CDR1
48 1 AGCCGGCAGCAGCAGCAACATTGGTTCTTATTATGTGA 5aa3
AT
VLAl-
CDR2 :
49 1 CTTCTGATTTATGCTGATGATAAGCGTCCCTCA 5aa3

Figura 1c
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SEC

D CDR Secuencia de ADN Codigo
N® . Fab
VLAl-
CDR3
50 1 CAGTCTTATGATTCTACTAAGGATGATTCT 5aa3
VLA3-
CDRA
51 1 AGCGGCGATAATCTTGGTTCTTATTATGTTCAT le4d,
3ef2
52 2 AGCGGCGATAATCTTCCTGATTTT TATGTTCAT 3a4
VLA3-
CDR2
53 1 CTTGTGATTTATGATGATAATAATCGTCCCTCA led,
. 3ef2
54 2 CTTGTGATTTCTGAGGATAATAAGCGTCCCTCA 3ad
VLA3-
CDR3
55 1 CAGTCTTATGATTTTGGTAAGCGTT led,
3ef2
56 2 TCTACTTATGGTTATACTTATTCTTATTCT 3a4d

Figura1d
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ﬁDEC ID CDR Secuencia de aminoacidos Cadigo Fab
VH3-
CDR1
57 1 GFTFSSYGMS 3eef
58 2 GFTFSSYGMH def2
55 3 GFTFSNNAMN led
60 4 GFTFSDYSIN 3ad
61 5 GFTFSSYGIS 3ab4,
3ahl0
62 6 GFTFSNYGIS 3bb2
VH3-
CDR2
63 1 GISSLGSTTYYADSVKG 3eel
64 2 ATISYSSSSTSYADSVEG 3efl
65 3 GISYDSSKTYYADSVEG led
66 4 NISYSGESSTYYADSVKG 3a4
67 5 GISYSGSSTYYADSVKG 3ab4
68 6 SISYSGSNTYYADSVKG 3ahl0
69 7 ATISYYGSNTYYADSVEKG 3bb2
VH3-
CDR3
70 1 TGSPGTFMHGDH 3eef
71 2 LSYTGFAV 3ef?2
72 3 LTYTGAYR led
73 4 FKYSGGSDS 3a4d
74 5 LKPYRHEKNGWFDY 3ab4
75 6 MEPMRGYSGAV 3ahlo
76 7 LEKGGSGFV 3bb2
VH1b-
CDR1
77 1 GYTFTTNYMH laal
VH1b-
CDR2
78 1 IINPHNGSTSYAQKFOG laal
VH1b-
CDR3
79 ik GRYFLMDV laal
VHS-
CDR1L
80 1 GYSFSKYWIG 5a6
81 2 GYSFTGYIS 5aa3

Figura 2a
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SECID

N® CDR Secuencia de aminoacidos Caodigo Fab
VHS-
CDR2
82 L IIYPTDSYTRYSPSFQG 5a6
83 2 IIYPGDSYTNYSPSFQG S5aa3
VH5 -
CDR3 -
84 : THGYYKNGRMDV 5a6
85 2 YSGPNWDVMDS S5aa3
VLk1l-
CDR1
B6 1 RASQNILSYLN laal
87 2 RASQNISNYLN 3ab4
88 3 RASQDISNRLA 3ahl0
89 4 RASQODINNYLS 3eel
VLk1l-
CDR2
S0 1 YAASSLQS laal
91 2 HKVSNLQS 3ab4d
82 3 YDANSLQS 3ahl0
93 4 YGASNLQS 3eel
VLk1l-
CDR3
94 bl QOYGSVP laal
95 2 LQYDDFPR 3ab4d
26 3 FQYSGP 3ahlo0
97 4 QOYYGRPT 3eeld
VLk2-
CDR1
98 1 RSSQSLVYSNGNTTLS 3bb2
99 2 RSSQSLVHSNGYNYLS 5a6
VLk2-
CDR2
100 1 YGVSNRAS 3bb2
101 2 YLGSNRAS 5a6
VLk2~-
CDR3
102 1 QQYNSFPR 3bb2
103 2 HQYGDFSD 5ab

Figura 2b
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ﬁDEC ID CDR Secuencia de aminoacidos Codigo Fab
VLAl=-
CDR1
104 1 SGSSSNIGSYYVN 5aal
VLAl-
CDR2
105 1 LLIYADDKRPS S5aal
VLAl-
CDR3
106 1 QSYDSTEKDDS 5aa3
VLA3 -
CDR1
107 1 SGDNLGSYYVH led, 3ef2
108 2 SGDNLPDFYVH 3ad
VLA3~-
CDR2
108 1 LVIYDDNNRPS led, 3ef2
110 2 LVISEDNKRPS 3ad
VLA3-
CDR3
111 1 QSYDFGEV led, 3ef2
112 2 STYGYTYSYS 3a4d

Figura 2c
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SEC
ID
N°

Cadena
de
anticuerpo

Secuencia de ADN

Cadigo
Fab

113

VH1lb

GRATTGGTTCAGAGCGGCGCGGAAGTGAAAAAACCG
GGCGCGAGCGTGAAAGTGAGCTGCAAAGCCTCCGGA
TATACCTTTACTACTAATTATATGCATTGGGTCCGC
CAAGCCCCTGGGCAGGGTCTCGAGTGGATGGGCATT
ATCAATCCGCATAATGGCTCTACGTCTTACGCGCAG
ARAGTTTCAGGGCCGGGTGACCATGACCCGTGATACC
AGCATTAGCACCGCGTATATGGAACTGAGCAGCCTG
CGTAGCGAAGATACGGCCGTGTATTATTGCGCGCGT
GGTCGTTATTTTCTTATGGATGTTTGGGGCCAAGGC
ACCCTGGTGACGGTTAGCTCAGC

laal

114

GATATCCAGATGACCCAGAGCCCGTCTAGCCTGAGC

GCGAGCGTGGGTGATCGTGTGACCATTACCTGCAGA |

GCGAGCCAGAATATTCTTTCTTATCTGAATTGGTAC
CAGCAGAAACCAGGTAAAGCACCGARACTATTAATT
TATGCTGCTTCTTCTTTEGCARAGCGGGETCCCGTCC
CGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACTGATTTTACC
CTGACCATTAGCAGCCTGCAACCTGAAGACTTTGCG
GTTTATTATTGCCAGCAGTATGGTTCTGTTCCTACC
TTTGGCCAGGGTACGAAAGTTGAARATTARACGTACG

laal

115

GAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCG
GGCGGCAGCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGCCTCCGGA
TTTACCTTTTCTAATAATGCTATGAATTGEGGTGCGC
CAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTGGGTGAGCGGET
ATCTCTTATGATTCTAGCAAGACCTATTATGCGGAT
AGCGTGAAAGGCCGTTTTACCATTTCACGTGATAAT
TCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTG
CGTGCGGAAGATACGGCCGTGTATTATTGCGCGCGT
CTTACTTATACTGGTGCTTATCCGTTGGGGECCAAGGC
ACCCTGGTGACGGTTAGCTCAGC

led

116

GATATCGAACTGACCCAGCCGCCTTCAGTGAGCGTT
GCBQCAGGTCAGBCCGCGCGTATCTCGTGTAGCGGC
GATAATCTTGGTTCTTATTATGTTCATTGGTACCAG
CAGAAACCCGGGCAGGCGCCAGTTCTTGTGATTTAT
GATGATAATAATCGTCCCTCAGGCATCCCGGAACGC

TTTAGCGGATCCAACAGCGGCAACACCGCGACCCTG
ACCATTAGCGGCACTCAGGCGGAAGACGAAGCGGAT
TATTATTGCCAGTCTTATGATTTTGGTAAGGTTGTG
TTTCGGCGGCGGCACGAAGTTAAC

led

Figura 3a
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Cadena
de
anticuerpo

Secuencia de ADN

Cadigo
Fab

117

VH3

GAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCG
GGCGGCAGCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGCCTCCGGA
TPPACCTTTTCTGATTATTCTATTAATTGGGTGCGC
CAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTATGTGAGCAAT
ATCTCTTATTCTGGTAGCTCTACCTATTATGCGGAT
AGCGTGARAGGCCGTTTTACCATTTCACGTGATAAT
TCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTG
CGTGCGGAAGATACGGCCGTGTATTATTGCGCGCGT
TTTAAGTATTCTGGTGGTTCTGATTCTTGGGGCCAA
GGCACCCTGGTGACGGTTAGCTCAGC

3a4d

118

GATATCGAACTGACCCAGCCGCCTTCAGTGAGCGTT
GCACCAGGTCAGACCGCGCGTATCTCGTGTAGCGGC
GATAATCTTCCTGATTTTTATGTTCATTGGTACCAG
CAGAAACCCGGGCAGGCGCCAGTTCTTGTGATTTCT
GAGGATAATAAGCGTCCCTCAGGCATCCCGGAACGC
TTTAGCGGATCCAACAGCGGCAACACCGCGACCCTG
ACCATTAGCGGCACTCAGGCGGAAGACGAAGCGGAT
TATTATTGCTCTACTTATGGTTATACTTATTCTTAT

TCTETGTTTCGGCCGGCGGCACGAAGTTAAC

3a4d

119

GAATTGGCTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCG

| GEGCGGCAGCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGCCTCCGGA

TTTACCTTTTCTTCTTATGEGTATTTCTTGGGTGCGC
CAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTGGGTGAGCGGT
ATCTCTTATTCTCGGTAGCTCTACCTATTATGCGGAT
AGCGTGAAAGGCCGTTTTACCATTTCACGTGATAAT
TCGARAAACACCCTCTATCTGCAAATGAACAGCCTG
CGTGCGGAAGATACGGCCGTGTATTATTGCGCGCGET
CTTAAGCCTTATCGTCATAAGAATCGCTTGGTTTGAT
TATTGGEECCAAGGCACCCTGGTGACGETTAGCTCA
GC

3abi4

120

GATATCCAGATGACCCAGAGCCCGTCTAGCCTGAGC
GCGAGCGTGGGTGATCGTGTGACCATTACCTGCAGA
GCGAGCCAGAATATTTCTAATTATCTGAATTGGTAC
CAGCAGAAACCAGGTAAAGCACCGAAACTATTAATT
CATAAGGTTTCTAATTTGCAAAGCGGGGTCCCGTCC
CGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACTGATTTTACC
CTGACCATTAGCAGCCTGCAACCTGAAGACTTTGCG
GTTTATTATTGCCTTCAGTATGATGATTTTCCTCGT
ACCTTTGGCCAGGGTACGAAAGTTGAAATTAAACGT
ACG

3ab4

Figura 3b
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SEC
ID

Cadena

de
anticuerpo

Secuencia de ADN

Cadigo
Fab

121

VH3

GAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCG
GGCGGCAGCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGCCTCCGGA
TTTACCTTTTCTTCTTATGGTATTTCTTGGGTGCGC
CAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTGGGTGAGCTCT
ATCTCTTATTCTGGTAGCAATACCTATTATGCGGAT
AGCGTGAAAGGCCGTTTTACCATTTCACGTGATAAT
TCGAARAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTG

{ CGTGCGGAAGATACGGCCGTCGTATTATTGCGCGCGT

ATGAAGCCTATGCGTGGTTATTCTGGTGCTGTTTGG
GGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTTAGCTCAGC

3ahl0

122

GATATCCAGATGACCCAGAGCCCGTCTAGCCTGAGC
GCGAGCGTGGGTGATCGTGTGACCATTACCTGCAGA
GCGAGCCAGGATATTTCTAATCGTCTGGCTTGGTAC
CAGCAGAAACCAGGTAAAGCACCGAAACTATTAATT
TATGATGCTAATTCTTTGCAAAGCGGGGTCCCGTCC
CGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACTGATTTTACC
CTGACCATTAGCAGCCTGCAACCTGAAGACTTTGCG
ACTTATTATTGCTTTCAGTATTCTGGTCCTACCTTT
GGCCAGGGTACGAAAGTTGAAATTAAACGTACG

3ahl0

123

GAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCG
GGCGGCAGCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGCCTCCGGA
TTTACCTTTTCTAATTATGGTATTTCTTGGGTGCGC
CAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTGGGTGAGCGCT
ATCTCTTATTATGGTAGCAATACCTATTATGCGGAT
AGCGTGAAAGGCCGTTTTACCATTTCACGTGATAAT
TCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTG
CGTGCGGAAGATACGGCCGTGTATTATTGCGCGCGT
CTTAAGGGTGGTTCTGETTITGTTTGGGGCCAAGGT
ACCCTGGTGACGGTTAGCTCAGC

3bb2

124

GATATCGTGATGACCCAGAGCCCACTGAGCCTGCCA
GTGACTCCGGGCGAGCCTGCGAGCATTAGCTGCAGA
AGCAGCCAAAGCCTGGTTTATTCTAATGGCAATACT
ACTCTGTCTTGGTACCTTCAAAAACCAGGTCAAAGC
CCGCAGCTATTAATTTATGGTGTTTCTAATCGTGCC
AGTGGGGTCCCGGATCGTTTTAGCGGCTCTGGATCC
GGCACCGATTTTACCCTGAAAATTAGCCGTGTGGAA
GCTGAAGACGTGGGCGTGTATTATTGCCAGCAGTAT
AATTCTTTTCCTCGTACCTTTGGCCAGGGTACGAAA
GTTGAAATTAAACGTACG

3bb2

Figura 3¢
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SEC
D
N°

Cadena
de
anticuerpo

Secuencia de ADN

Codigo
Fab

125

VH3

GAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCG
GGCGGCAGCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGCCTCCGGA
TTTACCTTTTCTTCTTATCCTATGTCTTGGGTGCGC
CAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTGGGTGAGCGGET
ATCTCTTCTCTTGGTAGCACTACCTATTATGCGGAT
AGCGTGAAAGGCCGTTTTACCATTTCACGTGATAAT
TCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTG
CGTGCGGAAGATACGGCCGTGTATTATTGCGCGCGET
ACTGGTTCTCCTGGTACTTTTATGCATGGTGATCAT
TGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTTAGCTCAGC

3eed

126

GATATCCAGATGACCCAGAGCCCGTCTAGCCTGAGC
GCGAGCGTGGGTGATCGTGTGACCATTACCTGCAGA
GCCGAGCCAGGATATTAATAATTATCTGTCTTGGTAC
CAGCAGAAACCAGGTAAAGCACCGAAACTATTAATT
TATGGCTGCTTCTAATTTGCAAAGCGGGETCCCETCC
CGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACTGATTTTACC
CTGACCATTAGCAGCCTGCAACCTGAAGACTTTGCG
GTTTATTATTGCCAGCAGTATTATGGTCGTCCTACT
ACCTTTGGCCAGGGTACGAAAGTTCAAATTAAACGT
ACG

3eed

127

GAATTGGTTCAGAGCGGCGCGGAAGTGAAAAANCCG
GGCGAAAGCCTGAARATTAGCTGCAAAGGTTCCGGA
TATTCCTTTTCTAAGTATTGGATTGGTTGGGTGCGC
CAGATGCCTGEGAAGGEGTCTCGAGTGGATGGGCATT
ATCTATCCCGACTGATAGCTATACCCGTTATTCTCCG
AGCTTTCAGGGCCAGGTGACCATTAGCGCGGATALA
AGCATTAGCACCGCGTATCTTCAATGEGGAGCAGCCTG
AAAGCGAGCGATACGGCCATGTATTATTGCGCGCET
ACTCATGGTTATTATAAGAATGGTCCTATGGATGTT
TGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTTAGCTCAGC

5aé6

128

GATATCGTGATGACCCAGAGCCCACTGAGCCTGCCA
GTGACTCCGGGCGAGCCTGCGAGCATTAGCTGCAGA
AGCAGCCAAAGCCTGGTTCATTCTAATGGCTATAAT
TATCTGTCTTGGTACCTTCAAAAACCAGGTCAAAGC
CCGCAGCTATTAATTTATCTTGGTTCTAATCGTGCC
AGTGGEGTCCCGGATCGTTTTAGCGGCTCTGGATCC
GGCACCGATTTTACCCTGAAAATTAGCCGTGTGGAA
GCTGAAGACGTGGGCGTGTATTATTGCCATCAGTAT
GGTGATTTTTCTGATACCTTTGGCCAGGGTACGAAA
GTTGAARATTAAACGTACG

5a6

Figura 3d
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SEC
ID
ND

Cadena
de
anticuerpo

Secuencia de ADN

Caodigo
Fab

129

VHS

GRATTGGTTCAGAGCGGCGCGGAAGTGAAAAAACCG
GGCGAAAGCCTGAAAATTAGCTGCAAAGGTTCCGGA
TATTCCTTTACTGGTTATATTTCTTGGGTGCGCCAA
GCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTGGATGGGCATTATC
TATCCGGGTGATAGCTATACCAATTATTCTCCGAGC
TTTCAGGGCCAGGTGACCATTAGCGCGGATARARGC
ATTAGCACCGCGTATCTTCAATGGAGCAGCCTGARA
GCGAGCGATACGGCCATGTATTATTGCGCGCGTTAT
TCTGETCCTAATTGGCGATGTTATGCGATTCTTGGGGC
CAAGGCACCCTGGTGACGGTTAGCTCAGC

5aa3

130

GATATCGCTGCTGACCCAGCCGCCTTCAGTGAGTGGC
GCACCAGGTCAGCGTGTGACCATCTCGTGTAGCGGC
AGCAGCAGCAACATTGGTTCTTATTATGTGAATTGEG
TACCAGCAGTTGCCCGGEGACGGCGCCGAAACTTCTG
ATTTATGCTGATGATAAGCGTCCCTCAGGCGTGCCG
GATCGTTTTAGCGGATCCAAAAGCGGCACCAGCGCG
AGCCTTGCGATTACGGGCCTGCARAGCGAAGACGAA
GCGGATTATTATTGCCAGTCTTATGATTCTACTAAG
GATGATTCTOTCTTTGGCCGGCGCCACGAAGTTAAC

Eaal

131

GAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCG
GGCGGCAGCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGCCTCCGGA
TTTACCTTTTCTTCTTATGGTATGCATTGGGTGCGC
CAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTATGTGAGCGCT
ATCTCTTATTCTTCTAGCTCTACCTCTTATGCGGAT
AGCGTGAAAGGCCGTTTTACCATTTCACGTGATAAT
TCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTG
CGTGCGGAAGATACGGCCGTGTATTATTGCGCGCGT
CTTTCTTATACTGGTTTTGCTGTTTGGGGCCAAGGT
ACCCTGGTGACGGTTAGCTCAGC

3ef2

132

GATATCGAACTGACCCAGCCGCCTTCAGTGAGCGTT
GCACCAGGTCAGACCGCGCGTATCTCGTGTAGCGGC
GATAATCTTGGTTCTTATTATGTTCATTGGTACCAG
CAGAAACCCGGGCAGGCGCCAGTTCTTGTGATTTAT
GATGATAATAATCGTCCCTCAGGCATCCCGGAACGC

TTTAGCGGATCCAACAGCGGCAACACCGCGACCCTG
ACCATTAGCGGCACTCAGGCGGAAGACGAAGCGGAT
TATTATTGCCAGTCTTATGATTTTGGTAAGGTTGTG
TTTGGCGGCGGCACGAAGTTAAC

3ef2

Figura 3e
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SEC
ID:

ND

Cadena
de
anticuerpo

Secuencia de proteinas

Codigo
Fab

133

VH1b

ELVQSGAEVEKPGASVKVSCKASGYTFTTNYM
EWVHQAPGQGLEWMGIINPHNGSTSYAQKFQG
RVTMTRDTSISTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR
GRYFLMDVWGOGTLVIVSS

laal

134

vkl

| DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASONILSY

LNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLOSGVPSRFSG
SGSGTDFTLTISSLOPEDFAVYYCQQYGSVPT
FCQGTKVEIKRT

laal

135

ELVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNNAM
NWVRQAPGKGLEWVSGISYDSSKTYYADSVKG
RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR
LTYTGAYRWGQGTLVTVSS

led

136

DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNLGSYYV
HWYQQKPGQAPVLVIYDDNNRPSGIPERFSGS
NSGNTATLTISGTQOAEDEADYYCQSYDFGKVV
FGGGTKLTVL

led

137

ELVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYST
NWVRQAPGKGLEYVSNISYSGSSTYYADSVKG
RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR
FKYSGGSDSWGQGTLVTVSS

3ad

138

DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNLPDEYV
HWYQOKPGOAPVLVISEDNKRPSGIPERFSGS
NSGNTATLTISGTQAEDEADYYCSTYGYTYSY
SVFGGGTKL

3ad

138

ELVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYGI
SWVRQAPGKGLEWVSGISYSGSSTYYADSVKG
RPTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR
LKPYRHKNGWFDYWGQGTLVTVSS

3ab4d

140

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQNISNY
LNWYQQKPGKAPKLLTHKVSNLOS SGVPSRFSG
SGSGTDFTLTISSLQPEDFAVYYC QYDDFPR
TFGQGTKVEIKRT

3ab4

141

ELVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYGI
SWVRQAPGKGLEWVSSISYSGSNTYYADSVKG
RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR
MEPMRGYSGAVWGQGTLVTIVSS

3ahlo0

142

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISNR
LAWYQQKPGKAPKLLIYDANSLOSGVPSRFSG
SGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCFQYSGPTF
GOGTKVEIKRT

3ahl0

Figura 4a

50




ES 2428373 T3

SEC
D
ND

Cadena
de
anticuerpo

Secuencia de proteinas

Cadigo
Fab

143

VH3

ELVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYGI
SWVRQAPGKGLEWVSAISYYGSNTYYADSVKG
EFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR
LEGGSGFVWGOGTLVTVSS

3bb2

144

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVYS |

NGNTTLSWYLOKPGQSPQLLIYGVSNRASGVP
DRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCQOY
NSFPRTFGQGTKVEIKRT

3bb2

145

ELVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYGM
SWVRQAPGKGLEWVSGISSLGSTTYYADSVKG
RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR
TGESPGTFMHGDHWGOGTLVTVSS

3eed

146

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDINNY
LSWYQQOKPGKAPKLLIYGASNLOSGVPSRFSG
SGSGTDFTLTISSLOQPEDFAVYYCQQYYGRPT
TFGRQGTKVEIKRT

3eeld

147

ELVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFSKYWI
GWVROMPGKGLEWMGITYPTDSYTRYSPSFQG
QVTISADKSISTAYLOWSSLKASDTAMYYCAR
THGYYKNGRMDVWGQGTLVTVSS

5a6

148

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVHS
NGYNYLSWYLOKPGQSPQLLIYLGSNRASGVP
DRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCHQY
GDFSDTFGQGTKVEIKRT

5a6

149

ELVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTGYIS
WVRQAPGKGLEWMGITIYPGDSYTNYSPSFQGQ
VITISADKSISTAYLOWSSLEASDTAMYYCARY
SGPNWDVMDSWGQGTLVTVSS

S5aa3

150

DIVLTQPPSVSGAPGQRVIISCSGSSSNIGSY
YVNWYQQLPGTAPKLLIYADDKRPSGVPDRFS
GSKSGTSASLAITGLQSEDEADYYCQSYDSTK
DDSVFGGGTKL

5aa3

151

ELVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYGM
HWVRQAPGKGLEYVSAISYSSSSTSYADSVKG
RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR
LSYTGFAVWGQGTLVTVSS

3ef2

Figura 4b
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SEC Cadena Secuencia de proteinas Codigo
ID de Fab
N° anticuerpo )

152 VL3 DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNLGSYYV Jef2

EWYQQKPGQAPVLVIYDDNNRPSGIPERFSGS
NSGNTATLTISGTQAEDEADYYCQSYDFGEVV

FGGGTKL

Figura 4c
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Union ELISA a Union ELISA a Afinidad de unién
: Forma de | MN humana MN humana por MN humana

Anti- anticuerpo | Purificada purificada burificada

cuerpo usada expresada en expresada en expresada

4 2 en células HKB-11
células HKB-11 células Kd (M)

laal Fab puro Positiva Positiva 1.5 x 10-10

laal IgG1 pura Positiva : ND' - 4,9 x 10-8

led Fab puro Positiva ND 1.4 x 109

led IgG1 pura Positiva ND 1.0 x 10-9
3a4 ) Positiva Positiva
3ab4 Fab puro . Positiva Positiva 5.0x 10-8
3ah10 Fab puro Positiva ND- 1.6 x 10-8
3bb2 Fab puro Positiva ND 2.7 x 10-8
3ee9 Fab bruto Positiva Positiva 1.6 x 10-8
3eed IgG1 pura Positiva ND 59x 10-9
5a6 Fab bruto Positiva Positiva 3.4 x 10-9
Saa3 Fab bruto Positiva Positiva 2.5 x 10-8
3ef2 Fab bruto Positiva Positiva 4.1x 109

'ND = no determinado

Figura 5
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AcMo anti-MNle4

1gG control

Vehiculo tampon

Figura 6
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1200 4 =+ Sin tratar
Peso 1900 o
medio 800
del tumor i -8 AcMo conjugado 1e4
(10 mg/Kg)
(mg) 600 |

* AcMo sin conjugar 1e4

400 | (30mg/kg)

200 |

ca"2RIARYBIILEESR

Dias tras el implante

Figura 7
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Células DLD-1

Células PC3mm?2

05

Sojuanday

Figura 8
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Ac anti-MN Val-Cit-MMAE

Figura 9
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Figura 10c
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Pc3mm2 (MN+)

25 pg/ml 10 pg/ml 1 pg/ml l 0,1 pg/ml

DLD1 (MN-)

Figura 11a
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PC3mm2 (MN+) DLD1(MN-)

Figura 11b
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Figura 13c
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(MN-) H460 Sin tratar

Figura 14
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1200 =
1000 -
Peso 800 -
medio del BR=30%
tumor 600 -
(mg)
400 A
200 %BR=100%: 70% sin tumor
0
0 110
Abb Dias tras implante
-mE %R=100%: 90% sin tumor
E A B
caDx3 IV

—*— Sin tratar
—®-\fehiculo

—*—3EE9 Ab (10mg/kg)
—>3EE9 IC {1mg/kg)
—*=3EE9 IC (3mg/kg)
~®=3EE9 IC (10mg/kg)

Figura 15
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1400

1200

Peso 1000

medio del
tumor 800 -

(mg) J
600
400 -

200 -

(8] 10 20 30 40 50 60 70 80
Dias tras implante

%R= % Respondedores

=~ Control
-B-"ehiculo

=i~ MN-Ab 30mg/kg
=& MN-IC 1ma/ka
== MN-IC 3mg/kg
=8 MN-IC 10mg/kg
=dr= MN-IC 30ma/ka
— Taxol 10mg/kg

Figura 16
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120
100
80
Peso
medio del
tumor 60
(mg)
40
20
%R=100%
0 :

5 1 1 2 2 3 3 4

s=ge= Sin tratar

== PRS

=ge= 1331 mAb 60mg/kg
=)= 1aal IC 0.625mg/kg
== 1gal IC 1.25mg/kg
=8= 1gal IC 2.5mg/kg
== 1ga1 IC 5mg/kg

= 1gal IC 10mghkg
== jaa1 IC 30mg/kg
=f=iaal IC 60mg/kg

Figura 17
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1200 - [
1000 4 j' _ X
i3
|"! 5
800 - ! ;
Peso i !
medio del oo - 1
tumor
(mg) X
. -..':"I 7 ¥ %R=30%
/- i
200 = ____,/"‘L & i
_—:J\
Rtk .
0 s —;“. WP ®— BR=100%

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

44@ Dias tras implante

C4Dx3; IV

=@—35in tratar

——PBS

—&— 3ee9 mAb 60mg/kg

—>¢=3ee29 IC 0.625mg/kg
—8—3ee8 IC 1.25mg/kg

——3ee9 IC 2.5mg/kg

——3ee9 IC 5mglkg

3eed IC 10mg/kg
——3ee9 IC 30mg/kg

——3ee9 IC 60mg/kg (9/10)

Figura 18
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F%R=00%

BR=100%

_=%R=100%

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Dias tras implante
444

CaDx3; IV

—e—35in tratar

~=- Vehiculo

——3ee9 Ab @ 10mg/kg
~»-3ee0 Conj @ 0,625 mg/kag
-~ 3ee9 Conj @ 1,25 mg/kg
~s-3ee9 Conj @ 2,5 mg/kg
——3ce8 Conj @ 5 ma/kg
—3eed Conj @ 10 mg/kg
—MMAE @ 0,1 mg/kg
——MMAE @ 0.2 mg/kg

Figura: 19
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1200 4
1000
800 -
Peso
medio del
tumor 600 -
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400 4

Dias tras implante

& 4
IV

C7Dx2

=4= Sin tratar

=& Vehiculo

=~=3ee9 Conj @ 0,625 mg/kg
===3ee? Conj@ 1,25 mg/kg
=¥=3ee9 Conj@ 2,5 mg/kg
~#-3ee9 Conj @ 5 mgrkg
—=3ee9 Coni@ 10 ma/ka

Figura 20
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1200 »
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tumor .
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400 +
200 «
%R=100%
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0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 S0
) 4:3 Dias tras implante
cox1; IV
—o-Sin tratar
~&ehiculo

—+—3ee9 Conj @ 0,625 mg/kg
= 3eed Conj@ 1,25 ma/kg
~*~3ee9 Conj @ 2.5 mglkg
—*-3eed Conj@ 5 mg'kg
—+—3ee9 Conj@ 10 mglkg

Figura 21
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1200 +
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800 1
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400 1
oy " gR=100%
BR=10{
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== Control

=& 3ee9 mAb (30mg/kg)
== 3ee8 IC (1mo/ka)
== 3ee? IC (3mg/kg)
=é= 3229 IC (10ma/kg)
== 3ce9 IC (30ma/ka)

Figura 22
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Peso 800 - %R=40%
medio del ; | |
tumor 600 4 :
(mg) _,_ ,.
400 L JI
5 /L - %R=80%
2of  J
N
0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 S5
Dias tras implante

444

C4Dx3; IV

== 3in tratar
-=-79-4620 1,25mg/kg
~o=79-4620 2,5mg/Kg
=~ 79-4620 5,0mg/kg

=¥=79-4620 10,0ma/ka

Figura 23
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Dias tras implante

L 4 4

C4Dx3: IV

== Sin tratar

—==PBS. IV. C4Dx3

—=3ee9 MMAE @ 1.25 mg/kg, IV, C4Dx3
—3ee9 MMAE @ 2,5 mg/kg, IV, C4Dx3
=¥=3ee9 MMAE @ 5 mg/kg, IV, C4Dx3
=+—3ce9 MMAE @ 10mg/kg, IV, C4Dx3
==~Taxol @ 15 mg/kg, IV, C4Dx3

= Gemcitabine @ 120 ma/ka. IP. C4Dx3

Figura 24
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1400 -
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5510 16 20 25 30 35 40 45 50 65 60
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=>=3ece9 IC 2,5mg/kg =M=3eel IC 50mgkg =e=3eed|C 10,0mgkg

Figura 25
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1200 -
1000 -
800 =
Peso
medio del BR=50%
tumor 600 o
(mg)
400 +
%R=80%
5
200 W SR=60
Sy o= %BR=100%
0 v T L) = L L : ] T ¥ v T
0O 5 10 15 20 25 380 35 40 45 50 55

Xeloda; po; CDx9

MN-1C; Tv; C4Dx3

Dias tras implante

YY)

== 3in tratar

=-8=79-4620 1,25mg/kg
~=79.4820 25mglkg

=4=79-4620 10,0mg/kg

== Xeloda 250mg/kg

~e-79.4620 1,25mg/kg+Xeloda 260
~=79-4620 2,5mg/kg+Xeloda 250
-—79-4620 10,0mg/kg+Xeloda 250

Figura 26a
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120 -]
100 4
80 -
Peso
medio del
tumor 60 ¢
(mg)
40 -+
%R=R0%
R HR=70%
20 -
FoR=100%
0 BR=100%

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 S50 55

Dias tras implante
Xeloda; po; CDxQ — e——m——n

vnac; Tv; CADX3 ) A 4

== Sin tratar

==-79-4620 1,25ma/kg

=&~79-4620 2,6mg/kg

--79-4620 10,0mg/kg

—#=¥eloda 500mg/kg

-e-=79.4620 1,25mg/kg+Xeloda 500
—~79-4620 2.56mg/kg+Xeloda 500
—79-4620 10.0ma/ka+Xeloda 500

Figura 26b
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Figura 27
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Contral

Modelo xenoinjerto CCR HT-29
BAY 794620 dosis de 1,25 y¥ 5 myg/ky SID
Muestras de histologia del dia 5

Verde- tincidn de tubulina

Figura 28
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AATTGGAGGCTACAGTCAGTGCAGAGGACTTTCACTGACTGACTGACTGCGTCTCAACCT
GGGGACRAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTGTCTAGAGGGCACCATGGTGTTGCAGACCT
CAGGTCTTCATTTCTCTIGTTGCTCTGGATCTCTGETGCCTACGGGGATATCCAGATGACC
CAGAGCCCGTCTAGCCTGAGCGCEGAGCETGEEGTCGATCGTGTGACCATTACCTGCAGAGCG
AGCCAGGATATTAATAATTATCTGTCTTGGTACCAGCAGARACCAGGTAAAGCACCGAAA
CTATTAATTTATGGTGCTTCTAATTTGCARAGCGGGETCCCGTCCCGTTTTAGCGGCTCT
GGATCCGGCACTGATTTTACCCTGACCATTAGCAGCCTGCAACCTGAAGACTTTGCGGTT
TATTATTGCCAGCAGTATTATCGGTCCTCCTACTACCTTTGGCCAGGGTACGAAAGT TGAA
ATTAAACGTACGETGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATC TGATGAGCAGTTG
AAATCTGGAACTGCCTCTGTTCTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAA
GTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGCGAGAGTGTCACAGAG
CAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGTCTAAAGCAGAC
TACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGETC
ACARAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAGGCGGCCGCGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTT
GCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTC
CCACTGTCCTTTCCTAATAARATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATT
CTATTCTGGGGGGTEGEETGGEECAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGCGGAAGACAATAGCA
GGCATGCTGGGEATGCEETEGGCTCTATGEGGATCCTTATCGCCACGTTCGGCGCGCCGTC
GACGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAA
TCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACG
GTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACG
TATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGEGTGGACTATTTA
CGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATT
GACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGAC
TTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTT
TGGCAGTACATCAATGECCETGEGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCAC
CCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGT
CGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCARATGGGCGGTAGGCGTETACGGTGGGAGGTCTAT

Figura 29a
ATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAAT
ACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGCCACCATGARACACCTGTGGTTCTT
CCTCCTGCTGGTGGCAGCTCCCAGATGGETCCTGTCCCAGGTGGAATTGGTGGAAAGCGG
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CGGCCGCCTGETGCAACCEGECGGCAGCCTECGTCTGAGCTGCGCGGCCTCCGGATTTAC
CTTTICTTCTTATGGTATGTCTTGGETGCGCCAAGCCCCTGEGAAGGETCTCGAGTGGGET
GAGCGGTATCTCTTCTCTTGGTAGCACTACCTATTATGCGGATAGCGTGAAAGGCCGTTT
TACCATTTCACGTGATAATTCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGC
GGAAGATACGGCCGTGTATTATTGCGCGCGTACTGGTTCTCCTGGTACTTTTATGCATGG
TGATCATTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGETTAGCTCAGCCTCCACCAAGGGTCCATC
GGTCTTCCCCCTGG&ACCE%&CTCCﬁAﬁAﬁChCCTCTéGGG&&BCRGC&GCCCTGGGCTG
CCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGETGACGGTGCTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGAC
CAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAG
CGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCA
CRAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGCTGACARRACTCA
CACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGEGGGEGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCC
CCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGETGGT
GGACGTGAGCCACGAAGBCCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGT
GCATAATGCCARGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGGGTGGTCAG
CGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTC
CAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGARAACCATCTCCARAGCCARAGGGCAGCCCCG
AGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAG
CCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGEGGAGAGCAA
TGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGCGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGETGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTC
ATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTC
TCCGGGTAAATGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTCCCTTCTAGTTG
CCAGCCATCTGTTECTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCC
CACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTC
TATTCTGGGGGGTEEGEETGEGGECAGGACAGCAAGGGGCAGGATTGGGAAGACAATA
Figura 29b

GCAGGCATGCTGEECGATGCEGGTGGGCTCTATGCGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCCTCA
CGTGGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGETCCCCCTACAGAGACGACTGACTGACTGACT
GGAAAGAGGAAGGGCTGGAAGAGGAAGGAGCTTGGCCTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC
TGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTG
TAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCC
CGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGE
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GAGAGGCGGTTTECGTATTGGGCGCTCTTCCEGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTC
GGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCAC
AGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAA
CCGTAAAAAGGCCGCCTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCA
CAAAAATCGACGCTCE;AG TCAGAGGTGGC GAAACCCGACAGGACTATAAAGHTACCAGGC
GTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGC TCTCCTETTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATA
CC‘I‘GTCCGCCTTTC'-I'CEZC"I"i‘CGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGC TCACGCTGTAGGTA
TCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGEGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCA
GCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGA
CTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGG
TGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGG
TATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGG
CAAACARACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAG
AAAAAARGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATC TTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAA
CGAAMAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGAT
CCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTC
TGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTICGTTC
ATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACCGGAGGGCTTACCATC
TGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGC
AATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTC
CATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTT
GCGCAACCTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGEGTETCACGCTCEGTCGTTTGGETATGGC
TTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGT
Figura 29¢

GCAAAARAGCGGTTAGCTCCTTCGEGTCCTCCGATCGTTEGTCAGAACGTAAGTTGGCCGCAG
TGTTATCACTCATGETTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAA
GATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGC
GACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTT
TAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGC
TGCTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTA
CTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCARAARTGCCGCAAAAAAGGGARA
TAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCA
TTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATT TAGAAAAATARAC
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AAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTARGAAACCATTA
TTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGETT
TCGGTGATGACGGTGARARCCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGETC
TGTAAGCGGATGCCGGCAGCAGACAAGCCCEGTCAGGECGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGT
GTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATARAL
TTGTAAACGTTAATATTTTIGTTARAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTT
TTAACCAAEAGGCCGﬁAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGABTAGCCCGAGATAG
GGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTARAGAACGTGGACTCCAACG
TCAAAGGGCGAAAARACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCAAAT
CAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTARAGCACTAAATCGGAACCCTARAGGGAGCCCCC
GATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGECGAGAAAGGAAGCGGAAGAAAGCGA
ARAGGAGCGGGCGECTAGGECGCTEGECAAGTETAGCGEGTCACGCTGCGCGTAACCACCACAC
CCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTACTATGGTTCCTTTGACGTATGCGGTG
TGARATACCGCACAGATCCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAG
GCTGCGCRACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGC
GAARGGGGGATCTGCTGCAAGGCCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACG
ACGTTGTAAMRACGACGGCCAGTG [ SECIDN% 153]

Figura 29d
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