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DESCRIPCION

Un anticuerpo monoclonal para CD44 para su uso en el tratamiento de carcinoma de células escamosas de cabeza
y cuello

La presente invencion se refiere a métodos para prevenir, tratar o diagnosticar carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello (HNSCC) usando uno o mas anticuerpos modificadores de enfermedad cancerosa (CDMAB). En
ciertos aspectos, el CDMAB es un anticuerpo especifico para CD44. También se desvelan métodos de terapia de
combinacién que comprenden el uso de un CDMAB de acuerdo con la invencion, opcionalmente combinado con uno
0 mas segundos CDMAB y/o agentes quimioterapéuticos como un medio para prevenir o tratar el cancer.

El carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC) es una enfermedad debilitante y letal que
habitualmente se presenta en estadio tardio y afecta a 50.000 personas en los Estados Unidos y 500.000 individuos
en todo el mundo cada afio. El HNSCC es una enfermedad que provoca morbilidad significativa, especialmente con
respecto a las funciones del habla y la deglucién. La cirugia, radioterapia, quimioterapia o combinaciones de estas
estan disponibles generalmente como opciones de tratamiento.

A pesar de rigurosas combinaciones de cirugia, quimioterapia y radiacioén, las tasas de cura solamente alcanzan el
30 % para enfermedad de estadio tardio, y la reaparicion sigue siendo la causa mas habitual de fallo después de
terapias convencionales (en el 40 %-50 % de los pacientes). El tratamiento de rescate consiste en las mismas
opciones de tratamiento que para terapia de primera linea. Sin embargo, la cirugia paliativa es con frecuencia dificil
y desfigura. Ademas, la radioterapia es pocas veces factible o beneficiosa, y la quimioterapia no mejora
sustancialmente las tasas de supervivencia en pacientes con HNSCC. El prondéstico para estos pacientes sigue
siendo negativo, de modo que la mediana de la supervivencia después de reaparicion es solamente de
aproximadamente seis meses.

Los malos resultados pueden deberse a destruccion ineficaz de células iniciadoras de tumores o células madre
cancerosas (CSC). Las CSC son capaces de autorrenovarse y también generan descendencia con un fenotipo
diferenciado y autorrenovacion limitada. Las CSC, como las células madre normales, son resistentes a quimioterapia
y radioterapia debido a ventajas de supervivencia tales como aumento de la capacidad de reparacion del ADN. De
hecho, la quimioterapia convencional, por ejemplo, cisplatino y los regimenes de radioterapia expanden de hecho la
poblacién de células madre.

CD44 desempefia un papel critico en la tumorogénesis. Una glucoproteina transmembrana, CD44 se une con el
acido hialurénico (HA) en la matriz extracelular y proteinas citoesqueléticas. Las interacciones entre CD44, HA,
componentes citoesqueléticos y moléculas de sefializacién tales como ciclina D1, EGFR, Rho y Ras promueven el
crecimiento y la migracién. Adicionalmente, CD44 se libera de la membrana en forma soluble (solCD44) por
metaloproteinasas de la matriz (MMP), un acontecimiento que es critico para la migracién celular. También se ha
descubierto que CD44 es un marcador de CSC importante, hallado en cancer de mama, canceres colorrectales y
HNSCC. También se ha mostrado que la actividad de CD44 presenta actividad en la formacion de tumores en
modelos de xenoinjerto; las células de tumor HNSCC CD44+ son tumorogénicas en ratones inmunocomprometidos,
mientras que las células de tumor HNSCC CD44- produjeron tumores en los mismos modelos.

VFF-18, también designado BIWA 1, es un anticuerpo de alta afinidad para la variante v6 de CD44, especifico para
la region 360-370 del polipéptido. Diversas versiones o derivados de BIWA 1 han experlmentado ensayos clinicos
para el tratamiento de cancer. En particular, BIWA 1 se us6 como un conjugado marcado con “™Tecnecio en un
ensayo clinico de Fase 1 para el ensayo de seguridad y potencial de direccion en 12 pacientes con carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello. Cuarenta horas después de la inyeccion, el 14 por ciento de la dosis
inyectada se capt6 por el tumor, con minima acumulacién en otros érganos tales como el rifion, el bazo y la médula
Osea. Aunque la unién a tumor altamente selectiva sugiere un papel para BIWA 1 en radioinmunoterapia, la afinidad
excepcionalmente alta de este anticuerpo evitd la penetracion en las capas mas profundas del tumor. Ademas,
también se descubri6 que BIWA era significativamente inmunogénico. Once de los doce pacientes del estudio
desarrollaron anticuerpos humanos anti raton (HAMA) que mostraron acumulacion heterogénea en todo el tumor y
condujeron a formacion de complejos de CD44 soluble-anticuerpo.

El documento WO 02/094879 desvela versiones humanizadas de VFF-18 disefladas para superar la respuesta
HAMA, designadas BIWA 4 y BIWA 8. Se descubri6 que BIWA 4 tenia una afinidad de unién a antigeno
significativamente inferior en comparacién con el anticuerpo parental VFF 18. Sin embargo, el anticuerpo BIWA 4 de
menor afinidad demostrd caracteristicas de captacion tumoral superlores en reIaC|on con el BIWA 8 de mayor
afinidad. Se evaluaron anticuerpos BIWA 4 tanto marcados con P™Tecnecio como con ***Renio en un ensayo clinico
de Fase 1 de 33 pacientes para determinar la seguridad, tolerabilidad, acumulacién tumoral y, para BIWA 4 marcado
con *®Re, dosis maxima tolerada. Parecia haber una captacion relacionada con el tumor de BIWA 4 marcado con
%MT¢. No hubo respuestas tumorales observadas a ninguna dosis de BIWA 4 marcado con ®*°Re. Aunque varios
pacientes demostraron enfermedad estable durante el transcurso del estudio, la toxicidad limitante de dosis sucedio
a 60 mCi/m® Hubo una tasa del 50-65 por ciento de acontecimientos adversos considerandose que 12 de 33
pacientes tenian acontecimientos adversos graves (trombocitopenia, leucopenia y fiebre). Adicionalmente, 6 de
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estos 12 pacientes, todos tratados con BIWA 4 marcado con '%Re, murieron en el transcurso del tratamiento o el

seguimiento debido a la progresion de la enfermedad. Dos pacientes también desarrollaron anticuerpos humanos
anti humanos (HAHA). En consecuencia, el VFF-18 radiomarcado no consiguié demostrar ningun efecto clinico.
También se realizé un ensayo de aumento de dosis de Fase 1 de BIWA 4 marcado con %Re en 20 pacientes. Se
observaron mucositis oral y trombocitopenia y leucocitopenia limitante de dosis; un paciente desarrollo una
respuesta HAHA. Se vio enfermedad estable en 5 pacientes tratados a la mayor dosis de 60 mCi/m?. Aunque se
considera que es aceptable tanto en seguridad como tolerabilidad en este intervalo de dosis, los estudios dieron
como resultado solamente estabilizacion de la enfermedad. Adicionalmente, estos estudios tienen mayores tasas de
acontecimientos adversos en comparacion con otras terapias bioldégicas no conjugadas con radiois6topos en
estudios clinicos.

La Solicitud de Patente de Estados Unidos US 2003/0103985 desvela una version humanizada de VFF-18 (BIWA 4)
conjugada con un maitansinoide para su uso en terapia tumoral, designado BIWI 1. Se descubrié que BIWI 1 tenia
efectos antitumorales significativos en modelos de raton de carcinoma epidermoide humano de la vulva, carcinoma
de células escamosas de la faringe y carcinoma de mama. La versién no conjugada, es decir, BIWA 4, no mostré
efectos antitumorales. El conjugado BIWI 1 no tiene pruebas de seguridad o eficacia en seres humanos.

Mab U36 es un anticuerpo 1gG1 monoclonal murino desarrollado por inmunizaciéon con células de carcinoma
hipofaringeo humano UM-SCC-22B y se seleccioné para especificidad de cancer y tejido. La caracterizacion de
antigenos mediante clonacién de ADNc y andlisis de secuencia identifico que el epitopo de Mab U36 estaba dentro
del dominio v6 del epican variante de corte y empalme de CD44 especifico de queratinocitos. Los estudios de
inmunohistoquimica muestran que el epitopo reconocido esta restringido a la membrana celular. EI Mab U36 marco
el 94 por ciento de los carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC) fuertemente, y dentro de
estos tumores hubo uniformidad en la tincion celular.

Da Cruz, (2008), European J. of Cancer, Suplemento, 6, pagina 170 menciona la expresién de CD44 en células
cancerosas y que estd en desarrollo para tratamiento el anticuerpo humanizado anti CD44 ARH460-16-2. El
documento US 2009/004103 desvela que el ARH460-16-2 quimérico anti CD44 inhibe el crecimiento tumoral en
células de cancer prostatico o cancer de mama humano en modelos de xenaoinjerto.

Un estudio de Mab U36 marcado con *™Tc de 10 pacientes mostré6 acumulacion selectiva del anticuerpo para
canceres HNSCC (20,4 +/- 12,4 por ciento de dosis inyectada/kg a los 2 dias); no se presentaron efectos adversos
pero dos pacientes desarrollaron HAMA. En un estudio de Mab U36 murino radioyodado, hubo 3 casos de HAMA en
18 pacientes y captacion homogénea selectiva en HNSCC. Para reducir la antigenicidad de Mab U36 y reducir la
tasa de HAMA, se construyd un anticuerpo quimérico, no mostrando ni el Mab U36 quimérico ni el murino original
actividad ADCC. Sin embargo, el estudio no encontré pruebas de actividad antineoplasica de Mab U36 no marcado.

Se us6 el Mab U36 quimérico marcado con %Re para determinar la utilidad de Mab U36 como un agente
terapéutico. En este ensayo de aumento de dosis de Fase 1, 13 pacientes recibieron una d05|s de exploracién de
Mab U36 quimérico marcado con 9mre seguido de Mab U36 quimérico marcado con %Re. No se presentaron
acontecimiento adversos agudos. Sin embargo, después del tratamiento, se observé mielotoxicidad limitante de
dosis (1,5 GBg/m ) en 2 de 3 pacientes, y se observé trombocitopenia en un paciente tratado con la dosis maxima
tolerada (1,0 GBg/m ) Aunqgue hubo algunos efectos en el tamafio tumoral, estos efectos no cumplleron los criterios
para respuestas objetivas al tratamiento. Un estudio adicional de Mab U36 quimérico marcado con ®Re empled una
estrategia de usar el factor estimulante de colonias de granulocitos para estimular la reinfusiéon de sangre completa
para duplicar la actividad méxima tolerada a 2,8 Gy. En este estudio de nueve pacientes con diversos tumores de
cabeza y cuello, 3 requirieron transfusiones para anemia relacionada con el farmaco. Otra toxicidad incluyé
mielotoxicidad de grado 3 y mucositis de grado 2. No se presentaron respuestas tumorales objetivas, aunque se
consigui6 enfermedad estable durante 3-5 meses en 5 pacientes.

Debido al mal prondstico para pacientes con HNSCC, el impacto de la enfermedad en la calidad de vida, y las
opciones de tratamiento limitadas, hay un considerable interés en, y una necesidad acuciante para, el desarrollo de
nuevas terapias dirigidas al HNSCC. Hasta la fecha no ha habido informes de un anticuerpo denominado “desnudo”
(es decir no conjugado) anti CD44 que tenga eficacia en HNSCC. Por lo tanto, aunque parece que CD44 es una
diana antineoplasica potencial para inmunoterapia, los anticuerpos anti CD44 requieren un radioinmunoconjugado
para conseguir efectos antineoplasicos. Sin embargo, los estudios de anti CD44 radiomarcado han demostrado
toxicidad inaceptable asociada con la terapia en relacién con los efectos clinicos conseguidos. En consecuencia,
existe la necesidad de desarrollar nuevas terapias especificas de HNSCC.

El problema técnico que subyace en la presente invencién es la provision de métodos y medios para la prevencion,
el tratamiento o el diagnostico de HNSCC usando anticuerpos anti CD44 y, en algunos aspectos anticuerpos anti
CD44 no marcados, particulares.

El problema técnico se resuelve por la provision de las realizaciones caracterizadas en las reivindicaciones.
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Se describen en el presente documento nuevos métodos para prevenir, tratar o diagnosticar carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello (HNSCC) que comprenden el uso de anticuerpos anti CD44. La invencién abarca el
uso de anticuerpos anti CD44 que se unen con el dominio amino terminal del dominio extracelular de CD44 y/o que
se unen inmunoespecificamente con una o mas, preferentemente mdultiples variantes humanas de CD44 como se
expresa en seres humanos, para el tratamiento de HNSCC. Se describe en el presente documento el uso del
anticuerpo anti CD44 producido por el hibridoma depositado en la ATCC que tiene el nimero de referencia PTA-
4621, y variantes y/o derivados del mismo, por ejemplo, versiones quiméricas y humanizadas de PTA-4621.
También se describe el uso de anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de los mismos que compiten por la
unién con PTA-4621. En particular la presente invencién se refiere al uso de un anticuerpo monoclonal anti CD44, o
fragmento de unién a antigeno del mismo, para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de un
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC) en un mamifero, en el que dicho HNSCC se
caracteriza por la expresién de CD44, en el que dicho anticuerpo comprende

(a) una CDR1 de V4 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 3, una CDR2 de Vu que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 4, una CDR3 de V4 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID
N°: 5, una CDR1 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 6, una CDR2 de V. que tiene la
secuencia de aminodacidos de SEC ID N°: 7 y una CDRS3 de V| que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID
Ne°: 8; o

(b) un dominio Vy que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 85 % idéntica al dominio V4 que
tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 9 o SEC ID N°: 10 y un dominio V. que tiene una secuencia de
aminoéacidos que es al menos 85 % idéntica al dominio V. que tiene la secuencia de amino&cidos de SEC ID N°:
11;

en el que dicho anticuerpo compite por la unién con CD44 con el anticuerpo producido por el hibridoma depositado
en la ATCC con el nimero de Referencia PTA-4621. La invencién también se refiere a un anticuerpo anti CD44
humanizado, o fragmento de unién a antigeno del mismo, para su uso en el tratamiento de un carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello (HNSCC) en un ser humano, en el que dicho HNSCC se caracteriza por la expresion
de CD44 y en el que dicho anticuerpos humanizado comprende un dominio Vy que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N° 9 y un dominio V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 11, o
comprende un dominio Vy que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 10 y un dominio V. que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 11.

Los anticuerpos y fragmentos usados de acuerdo con los métodos son especificos para CD44, en particular CD44
como se expresa en la superficie de una célula y, preferentemente, especificos para el dominio extracelular amino
terminal de una o mas variantes de CD44 humano, por ejemplo, como se expresa en la superficie de una célula de
cancer HNSCC. En ciertos aspectos los anticuerpos para su uso de acuerdo con los métodos desvelados en el
presente documento son versiones humanizadas o quiméricas del anticuerpo producido por el hibridoma depositado
en la ATCC que tiene el nUmero de referencia PTA-4621. Los anticuerpos para su uso de acuerdo con los métodos
desvelados en el presente documento, o fragmentos de unién a antigeno de los mismos, comprenden uno o mas de

una CDR1 de dominio variable de cadena pesada (V) que tiene la secuencia de aminoacidos de RYWMS (SEC
ID Ne: 3),

una CDR2 de V4 que tiene la secuencia de aminoacidos de EVNPDSTSINYTPSLKD (SEC ID N°: 4),

una CDR3 de V4 que tiene la secuencia de amino4cidos de PNYYGSRYHYYAMDY (SEC ID Ne: 5),

una CDR1 de dominio variable de cadena ligera (VL) que tiene la secuencia de aminoacidos de RASQDINNYLN
(SEC ID Ne: 6),

una CDR2 de V. que tiene la secuencia de amino&cidos de YTSRLHS (SEC ID N°: 7); y

una CDR3 de V| que tiene la secuencia de aminoacidos de QQGSTLPFT (SEC ID Ne°: 8).

Los anticuerpos como se usan en el presente documento pueden comprender también dos 0 mas, tres o mas, cuatro
0 mas, cinco 0 mas y, en ciertos aspectos todos de una CDR1 de Vy que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC
ID N°: 3, una CDR2 de Vu que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 4, una CDR3 de Vy que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 5, una CDR1 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
6, una CDR2 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 7 y una CDR3 de V., que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEC ID Ne°: 8.

La presente invencién también proporciona un anticuerpo monoclonal anti CD44, o fragmento de unién a antigeno
del mismo, para su uso en el tratamiento de un carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC) en un
mamifero, en el que dicho HNSCC se caracteriza por la expresion de CD44, en el que dicho anticuerpo comprende

(a) una CDR1 de V4 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 3, una CDR2 de Vu que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 4, una CDR3 de V4 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID
N°: 5, una CDR1 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 6, una CDR2 de V. que tiene la
secuencia de aminodacidos de SEC ID N°: 7 y una CDRS3 de V| que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID
N°: 8;
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(b) un dominio Vy que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 85 % idéntica al dominio Vy que
tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°; 9 o SEC ID N°: 10 y un dominio V. que tiene una secuencia de
aminoacidos que es al menos 85 % idéntica al dominio V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID Ne°:
11;

en el que dicho anticuerpo compite por la unién con CD44 con el anticuerpo producido por el hibridoma depositado
en la ATCC con el nimero de Referencia PTA-4621.

Los anticuerpos y fragmentos de union a antigeno para su uso de acuerdo con los métodos de la invencién pueden
comprender

un dominio Vy que tiene la secuencia de aminoacidos de

EVKLLESGGGLVQPGGSLKLSCATSGFDFSRY WMSWVRQAPGKGL
EWIGEVNPDSTSINYTPSLKDQFIISRDNAKNTLDLQMSKVSSEDTA
LYYCTRPNYYGSRYHYYAMDYWGQGTSVTVSS (SEC ID N°: 1)

y/o un dominio V. que tiene la secuencia de aminoacidos de

DIQMTQTTSSLSVSLGDRVTINCRASQDINNYLNWYQQKPDGTVKL
LIYYTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDFSLTISNLEKEDVATYFCQQGSTL
PFTFGSGTKLEIK (SEC ID N°: 2).

En ciertos aspectos la invencién abarca el uso de un anticuerpo anti CD44 o fragmento de unién a antigeno que
comprende un dominio Vy que tiene la secuencia de aminoécidos de SEC ID N° 1 y un dominio V. que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 2.

La invencion abarca ademas el uso de un anticuerpo anti CD44, o fragmentos de union a antigeno del mismo, para
tratar, prevenir o diagnosticar un HNSCC, en el que el anticuerpo anti CD44 es humanizado. En algunos aspectos, el
anticuerpo anti CD44 humanizado o fragmento de unién a antigeno comprende

un dominio Vy que tiene la secuencia de aminoacidos de

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFDFSRYWMSWVRQAPGKGL
VWVGEVNPDSTSINY TPSLKDRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDT
AVYYCTRPNYYGSRYHYYAMDYWGQGTLVTVSS (SEC ID N°: 9)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGFDFSRYWMSWVRQAPGKGL
VWIGEVNPDSTSINYTPSLKDQFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTA
VYYCTRPNYYGSRYHYYAMDYWGQGTLVTVSS (SEC ID N°: 10)

y/o un dominio V| que tiene la secuencia de

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDINNYLNWYQQKPGKAPKL
LIYYTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQGSTLP
FTFGQGTKLEIK (SEC ID N°: 11).

En un aspecto particular, la invencion proporciona un anticuerpo anti CD44 humanizado o fragmento de unién a
antigeno del mismo para su uso en la prevencion, tratamiento o diagndstico de HNSCC en un sujeto, en el que dicho
anticuerpo anti CD44 humanizado comprende un dominio Vy que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
9 y un dominio V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 11, o en el que dicho anticuerpo anti CD44
comprende un dominio Vy que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 10 y un dominio V. que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 11. En aspectos particulares el sujeto es un ser humano. La invencién
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también proporciona el uso de un anticuerpo anti CD44 humanizado o fragmento de unién a antigeno del mismo
para la prevencién, tratamiento o diagnéstico de HNSCC en un sujeto, en el que dicho anticuerpo anti CD44
humanizado comprende un dominio V4 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 9 y un dominio V. que
tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 11, o en el que dicho anticuerpo anti CD44 comprende un dominio
Vi que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 10 y un dominio V_ que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEC ID N°: 11.

En ciertos aspectos, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo para su uso de acuerdo con los métodos de la
invencién reconoce el epitopo dentro del dominio amino terminal de la regién extracelular de CD44 que tiene la
secuencia de aminoacidos de AFDGPITITIV (SEC ID N°: 12).

Los anticuerpos anti CD44 para su uso de acuerdo con la invencién pueden conjugarse con restos activos tales
como restos terapéuticos o indicadores. Los anticuerpos anti CD44 también pueden conjugarse con células
hematégenas del sujeto. En ciertos aspectos los restos terapéuticos son restos que se sabe en la técnica que son
beneficiosos para el tratamiento, prevencion o diagnéstico de HNSCC, tales como, pero sin limitacién, una
citotoxina, una enzima, un elemento radiactivo, una citocina, un antimetabolito o un interferén.

La invencion también abarca anticuerpos anti CD44 o fragmentos de unién a antigeno de los mismos para su uso
como terapias de agentes individuales o en combinacion con uno 0 mas agentes quimioterapéuticos o de
diagnostico y/o terapias. En consecuencia, la invencién abarca anticuerpos anti CD44 (por ejemplo, anticuerpos
humanizados o quiméricos), o fragmentos de unién a antigenos de los mismos, para su uso en combinacién con un
régimen de tratamiento convencional o experimental para HNSCC (por ejemplo, quimioterapia, radioinmunoterapia o
radioterapia). Los ejemplos de agentes terapéuticos que son particularmente (tiles en combinacibn con un
anticuerpo especifico de CD44 o un fragmento de unién a antigeno del mismo, de acuerdo con los métodos
desvelados en el presente documento para prevencioén, tratamiento o diagnéstico de HNSCC, incluyen, pero sin
limitacién, productos quimioterapéuticos como se conocen en la técnica, agentes alquilantes, antimetabolitos,
productos naturales y hormonas. Las terapias de combinacion como se desvelan en el presente documento pueden
permitir dosificaciones menores de un anticuerpo anti CD44 o un fragmento de union a antigeno del mismo y/o
administracion menos frecuente de anticuerpo anti CD44 o un fragmento de unién a antigeno del mismo a un sujeto
con un HNSCC, para conseguir un efecto terapéutico o profilactico. De acuerdo con los métodos desvelados en el
presente documento, los anticuerpos anti CD44 o fragmentos de union a antigeno de los mismos pueden
coadministrarse, administrarse simultdneamente y/o administrarse secuencialmente con el o los otros agentes
guimioterapéuticos o de diagnostico, o puede administrarse junto con radioterapia o cirugia. La administracion de los
anticuerpos, fragmentos y/o agentes o terapias adicionales puede ser por cualquier medio conocido en la técnica
gue sea adecuado para suministrar el agente particular o terapia al sitio tumoral. Dicha administracion puede ser
parenteral (por ejemplo, administracion IV, intramuscular o subcutidnea), oral o, en ciertos aspectos, suministro
directo al sitio tumoral o al sitio de aparicién o reaparicion de tumor sospechada. Los anticuerpos, fragmentos y/o
composiciones también pueden administrarse como una formulacion de liberacion prolongada.

La invencion proporciona ademas una composicion farmacéutica para la prevencion, tratamiento o diagndstico de
HNSCC en un sujeto que comprende (i) una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti CD44 como se
desvela en el presente documento (por ejemplo, un anticuerpo quimérico o humanizado), o un fragmento de union a
antigeno del mismo; y (ii) un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

También se desvelan en el presente documento métodos de diagnéstico de HNSCC en un sujeto que se sospecha
que tiene dicha enfermedad que comprenden: (i) poner en contacto una muestra biol6gica de dicho sujeto con una
cantidad eficaz de un anticuerpo anti CD44 como se desvela en el presente documento o fragmento de unién a
antigeno del mismo; y (ii) detectar la unién de dicho anticuerpo o un fragmento del mismo en el que la deteccion de
dicho anticuerpo o fragmento sobre un nivel de fondo o convencional indica que dicho sujeto tiene HNSCC. La
deteccion del anticuerpo anti CD44 o fragmento de unién a antigeno del mismo puede ayudarse del uso de un
marcador detectable como se conoce en la técnica. La divulgacion también abarca un kit de diagnéstico o prondstico
para la deteccién de HNSCC en una muestra tisular de un sujeto que se sabe o se sospecha que comprende células
HNSCC. En ciertos aspectos, el kit comprende un medio para detectar CD44, en particular como se expresa por
células de HNSCC y/o una muestra tisular de un sujeto que se sabe o se sospecha que contiene células HNSCC. El
kit puede comprender (1) el anticuerpo monoclonal producido por el hibridoma depositado en la ATCC con el nUmero
de referencia PTA-4621, (2) un anticuerpo que compite por la union con el anticuerpo monoclonal producido por el
hibridoma depositado en la ATCC con el nimero de referencia PTA-4621; (3) un anticuerpo que comprende una o
mas de una CDR1 de V4 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 3, una CDR2 de Vy que tiene una
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 4, una CDR3 de Vy que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID Ne:
5, una CDR1 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 6, una CDR2 de V| que tiene la secuencia
de aminoacidos de SEC ID N°: 7 y una CDR3 de V., que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 8; o (4) un
fragmento de unién a antigeno del anticuerpo de (1), (2) o (3). El kit también puede comprender uno o0 mas de: un
sustrato o recipiente para contener una muestra biologica, patrén o patrones de referencia de biomarcador o
biomarcadores en forma de solucién o sélida (por ejemplo, CD44 o péptido unido especificamente por el anticuerpo
producido por el anticuerpo PTA-4621), uno o mas anticuerpos especificos para los biomarcadores (por ejemplo,
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anticuerpo PTA-4621 y fragmento de unién a antigeno del mismo, o una variante o derivado del mismo) e
instrucciones para llevar a cabo el ensayo o ensayos de deteccion para los biomarcadores con los contenidos del kit.
Es un objetivo adicional de la divulgacion ensefiar un método de tratamiento de HNSCC usando el anticuerpo PTA-
4621 o fragmentos de unién a antigeno del mismo. Es otro objetivo de la divulgacién ensefiar el diagnostico de
HNSCC usando el anticuerpo PTA-4621 o fragmentos de union a antigeno del mismo. Es un objetivo adicional de la
divulgacion ensefiar el uso de PTA-4621 o fragmentos de uniéon a antigeno del mismo para el pronéstico o
estadificacion de HNSCC. Es un objetivo adicional de la divulgacion ensefiar el uso de PTA-4621 o fragmentos de
unioén a antigeno del mismo para la seleccién de un paciente para el tratamiento de un HNSCC.

En ciertos aspectos, los anticuerpos anti CD44 y fragmentos de unién a antigeno de los mismos para su uso de
acuerdo con los métodos desvelados en el presente documento pueden comprender una secuencia de aminoacidos
de un dominio V4 y/o dominio V. que es al menos 45 %, al menos 50 %, al menos 55 %, al menos 60 %, al menos
65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 % o al menos 99
% idéntica a la secuencia de aminoacidos del dominio Vy y/o dominio V. del anticuerpo monoclonal de ratén
producido por el hibridoma depositado en la ATCC que tiene el nimero de referencia PTA-4621, siempre que los
anticuerpos anti CD44 o fragmentos muestren especificidad de unién por CD44 y/o compitan por la unién con PTA-
4621. La invencion también abarca el uso de anticuerpos anti CD44 o fragmentos de unién a antigeno de los
mismos que comprenden una secuencia de aminoacidos de un dominio Vy y/o dominio V. que es al menos 45 %, al
menos 50 %, al menos 55 %, al menos 60 %, al menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al
menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 % o al menos 99 % idéntica al dominio Vy que tiene la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID N°: 1 y/o el dominio V. que tiene la secuencia de amino&cidos de SEC ID N°: 2, siempre que
los anticuerpos anti CD44 o fragmentos muestren especificidad de unién por CD44 y/o compitan por la unién con
PTA-4621. En ciertos aspectos, la presente invencion abarca anticuerpos o fragmentos de los mismos que se unen
especificamente con CD44 y que comprenden una secuencia de aminoacidos de una o mas CDR que es al menos
45 %, al menos 50 %, al menos 55 %, al menos 60 %, al menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80
%, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 % o al menos 99 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de una
0 mas CDR del anticuerpo monoclonal de raton producido por el hibridoma depositado en la ATCC que tiene el
numero de referencia PTA-4621, siempre que dichos anticuerpos o fragmentos muestren especificidad de unién por
CD44 yl/o compitan por la union con PTA-4621. La invencion también abarca el uso de anticuerpos anti CD44 o
fragmentos de unién a antigeno de los mismos que comprenden una secuencia de aminoacidos de una o mas CDR
que son al menos 45 %, al menos 50 %, al menos 55 %, al menos 60 %, al menos 65 %, al menos 70 %, al menos
75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 % o al menos 99 % idénticas a una o mas de
una CDR1 de V4 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 3, una CDR2 de Vy que tiene la secuencia
de aminoacidos de SEC ID N°: 4, una CDR3 de V4 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 5, una
CDR1 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 6, una CDR2 de V| que tiene la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID N°: 7 y una CDR3 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 8, siempre
que dichos anticuerpos o fragmentos muestren especificidad de unién por CD44 y/o compitan por la unién con PTA-
4621.

Se desvela en el presente documento, en consecuencia, el uso de anticuerpos humanizados y fragmentos de
anticuerpo especificos para CD44 o que compiten por la unién con el anticuerpo PTA-4621, en el que una o mas
regiones de una o mas CDR de las regiones variables de cadena pesada y/o ligera de un anticuerpo humano (el
anticuerpo receptor) se han sustituido por partes analogas de una o0 mas CDR de un anticuerpo monoclonal donante
que se une especificamente con CD44, por ejemplo, del anticuerpo monoclonal murino producido por el clon PTA-
4621. Preferentemente, el anticuerpo humanizado se une especificamente con el mismo epitopo que el anticuerpo
murino donante. Se apreciara por un experto en la materia que la invencion abarca injertos de CDR de anticuerpos
en general. En aspectos particulares, la presente invencion abarca el uso de anticuerpos humanizados o fragmentos
de anticuerpo que se unen especificamente con CD44 y/o compiten por la uniéon con PTA-4621, comprendiendo
dichos anticuerpos humanizados o fragmentos de anticuerpo una secuencia de aminoacidos de un dominio Vy y/o
dominio V. que es al menos 45 %, al menos 50 %, al menos 55 %, al menos 60 %, al menos 65 %, al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 % o al menos 99 % idéntica al dominio
V4 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 9 o SEC ID N°: 10 y/o el dominio V. que tiene la secuencia
de aminoacidos de SEC ID N°: 11.

Los anticuerpos anti CD44 y fragmentos de uniéon a antigeno de los mismos para su uso de acuerdo con los
métodos desvelados en el presente documento pueden codificarse por una secuencia de nucleétidos que hibrida en
condiciones rigurosas con la secuencia de nucleétidos que codifica un dominio Vy, la cadena pesada completa, un
dominio V, o la cadena ligera completa del anticuerpo monoclonal murino PTA-4621. En otros aspectos, la invencion
abarca el uso de un anticuerpo anti CD44 o fragmento de unién a antigeno del mismo que comprende un dominio Vy
gue esta codificado por una secuencia de acido nucleico que hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia de
acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 9 o SEC ID N° 10. En otros
aspectos, la invencién abarca el uso de un anticuerpo anti CD44 o fragmento de unién a antigeno del mismo que
comprende un dominio Vi que esta codificado por una secuencia de acido nucleico que hibrida en condiciones
rigurosas con una secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoéacidos de SEC ID N°: 2 o SEC ID
N°: 11. La invencion abarca el uso de un anticuerpo anti CD44 o fragmento de unién a antigeno del mismo que
comprende una o mas CDR codificadas por una secuencia de nucleétidos que hibrida en condiciones rigurosas con
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la secuencia de nucleétidos que codifica una o mas CDR del anticuerpo monoclonal murino PTA-4621, o la
secuencia de acido nucleico que codifica una o mas de CDR1 de V4 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC
ID N°; 3, una CDR2 de Vu que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 4, una CDR3 de Vy que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 5, una CDR1 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°;
6, una CDR2 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 7 y una CDR3 de V. que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 8. Las condiciones de hibridacién rigurosas incluyen, pero sin limitacion, (i)
hibridacion con ADN unido a filtro en cloruro sédico/citrato sédico 6X (SSC) a aproximadamente 45 °C, seguido de
uno o mas lavados en SSC 0,2X/SDS 0,1 % a aproximadamente 50-65 °C; (ii) condiciones altamente rigurosas tales
como hibridacién con ADN unido a filtro en SSC 6X a aproximadamente 45 °C, seguido de uno o mas lavados en
SSC 0,1X/SSC 0,2 % a aproximadamente 60 °C, o (iii) otras condiciones de hibridacion rigurosas cualesquiera
conocidas por los expertos en la materia.

También se desvela en el presente documento el uso de un vector que comprende los acidos nucleicos desvelados
en el presente documento (es decir, acidos nucleicos que codifican dominios V4, dominios V. y/o una o mas CDR de
anticuerpo anti CD44 o fragmentos de union a antigeno). Dicho vector puede ser un vector de expresion y las
secuencias de acido nucleico que codifican las secuencias de aminoacidos como se describen en el presente
documento estan unidas operativamente con secuencias reguladoras de acido nucleico o secuencias que codifican
secuencias reguladoras de aminoacidos (por ejemplo, sefiales de transcripcién, traduccién, translocacion)
necesarias para la expresion apropiada de las secuencias de aminoacidos codificadas. También se desvelan células
hospedadoras que contienen los vectores o secuencias de nucledtidos que codifican los anticuerpos o fragmentos
de anticuerpo desvelados en el presente documento.

La invencion también se ilustra por los ejemplos adjuntos.
DEFINICIONES

En general, las siguientes palabras o frases tienen la definicion indicada cuando se usa en el sumario, descripcion,
ejemplos y reivindicaciones.

El término “anticuerpo” se usa en el sentido mas amplio y abarca especificamente, por ejemplo, anticuerpos
monoclonales individuales (incluyendo anticuerpos agonistas, antagonistas y neutralizadores, anticuerpos
desinmunizados, murinos, quiméricos, humanizados o humanos), composiciones de anticuerpos con especificidad
poliepitdpica, anticuerpos monocatenarios, diacuerpos, triacuerpos, inmunoconjugados, anticuerpos sintéticos,
anticuerpos camelizados, Fv monocatenarios (scFv), anticuerpos monocatenarios, fragmentos Fab, fragmentos
F(ab’), Fv ligados a disulfuro (sdFv), intracuerpos y anticuerpos antiidiotipicos (anti Id) (incluyendo, por ejemplo,
anticuerpos anti Id y anti anti Id para anticuerpos de la invencién) y fragmentos de unién a epitopo de cualquiera de
los anteriores. En particular, los anticuerpos incluyen moléculas de inmunoglobulina y fragmentos
inmunolégicamente activos de moléculas de inmunoglobulina, es decir, moléculas que contienen un sitio de unién a
antigeno. La invencion abarca el uso de moléculas de inmunoglobulina de cualquier tipo (por ejemplo, 1gG, IgE, IgM,
IgD, IgA e 1gY), clase (por ejemplo, IgG1, 19G2, 1gGs, 1gG4, IgA1 e IgA2) 0 subclase.

Un “fragmento de anticuerpo” o “fragmento de unién a antigeno” comprende una parte de un anticuerpo intacto,
preferentemente que comprende la unién a antigeno o epitopo, o region variable del mismo. Los ejemplos de
fragmentos de anticuerpo incluyen anticuerpos de menos de longitud completa, por ejemplo, Fab, Fab’, F(ab’),, asi
como construcciones de los dominios variables de anticuerpo, por ejemplo, fragmentos Fv; diacuerpos; anticuerpos
lineales; moléculas de anticuerpo monocatenarias; anticuerpos monocatenarios, moléculas de anticuerpo de un
Unico dominio, proteinas de fusién, proteinas recombinantes y anticuerpos multiespecificos formados a partir de un
fragmento o fragmentos de anticuerpo.

Las formas “humanizadas” y/o “quiméricas” de los anticuerpos/inmunoglobulinas no humanos (por ejemplo murinos)
se refieren a anticuerpos que comprenden inmunoglobulinas quiméricas especificas, cadenas de inmunoglobulina o
fragmentos de las mismas (tales como Fv, Fab, Fab’, F(ab’), u otras subsecuencias de union a antigeno de los
anticuerpos) lo que da como resultado la reduccion de una respuesta de anticuerpo humano anti raton (HAMA),
anticuerpo humano anti quimérico (HACA) o anticuerpo humano anti humano (HAHA), en comparacién con
anticuerpo original, que contiene las partes necesarias (por ejemplo, CDR, regién o regiones de union a antigeno,
dominio o dominios variables, etc.) derivadas de dicha inmunoglobulina no humana, necesarias para reproducir el
efecto deseado, conservando a la vez simultdneamente caracteristicas de unién que son comparables con dicha
inmunoglobulina no humana. En su mayoria, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas
(anticuerpo receptor) en las que se reemplazan restos de las regiones determinantes de complementariedad (CDR)
del anticuerpo receptor por restos de las CDR de una especie no humana (anticuerpo donante) tal como raton, rata o
conejo que tienen la especificidad, afinidad y capacidad deseadas (por ejemplo, especificidad por CD44). En algunos
casos, se reemplazan restos de region marco conservada (FR) de Fv de la inmunoglobulina humana por restos de
FR no humanos correspondientes. Ademas, el anticuerpo humanizado puede comprender restos que no se
encuentran en el anticuerpo receptor ni en las secuencias de CDR o FR importadas. Estas modificaciones se
realizan para refinar y optimizar adicionalmente el rendimiento de anticuerpos. En general, el anticuerpo humanizado
comprendera sustancialmente todos de al menos uno, tipicamente dos, dominios variables, en los que todas o
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sustancialmente todas las regiones CDR corresponden a las de una inmunoglobulina no humana y todos o
sustancialmente todos los restos de FR son los de una secuencia consenso de inmunoglobulina humana. El
anticuerpo humanizado O6ptimamente también comprendera al menos una parte de una region constante de
inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina humana.

Como se usa en el presente documento, la expresion “region hipervariable” se refiere a los restos de aminoacidos de
un anticuerpo que son responsables de la unién a antigenos. La regién hipervariable comprende restos de
aminoacidos de una “Regién Determinante de Complementariedad” o “CDR” (por ejemplo los restos 24-34 (L1), 50-
56 (L2) y 89-97 (L3) en el dominio variable de cadena ligera y 31-35 (H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3) en el dominio
variable de cadena pesada de acuerdo con Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed.
Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)) y/o los restos de un “bucle hipervariable”
(es decir, restos 26-32 (L1), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) en el dominio variable de cadena ligera y 26-32 (H1), 53-55 (H2)
y 96-101 (H3) en el dominio variable de cadena pesada; Chothia y Lesk, 1987, J. Mol. Biol. 196: 901-917). Los
restos de “Region Marco conservada” o “FR” son los restos de dominio variable distintos de los restos de region
hipervariable como se definen en el presente documento. Como se usan en el presente documento, las expresiones
“dominio variable de cadena pesada”, “dominio Vy” y/o “Vy” se usan de forma intercambiable y hacen referencia a la
regién hipervariable (que abarca los dominios tanto de CDR como de marco conservado) de la cadena pesada de un
anticuerpo; las expresiones “dominio variable de cadena ligera”, “dominio V.” y/o “V.” se usan de forma
intercambiable y hacen referencia a la region hipervariable (que abarca los dominios tanto de CDR como de marco
conservado) de la cadena pesada de un anticuerpo.

A lo largo de la presente memoria descriptiva, se hace referencia a lineas celulares de hibridoma, asi como a los
anticuerpos monoclonales que se producen de las mismas, por el nimero de referencia de ATCC PTA-4621. La
designacion interna de este anticuerpo es ARH460-16-2. Por lo tanto, la referencia a PTA-4621 puede hacer
referencia al clon de células de hibridoma depositado en la ATCC que produce un anticuerpo anti CD44, o puede
hacer referencia al anti CD44 producido por el hibridoma en si mismo. La referencia a PTA-4621 también se refiere
al anticuerpo con la designacion interna ARH460-16-2. En consecuencia, como se usa en el presente documento,
las versiones quiméricas de PTA-4621 pueden denominarse “chPTA-4621" o “chARH460-16-2", y las versiones
humanizadas de PTA-4621 pueden denominarse “huPTA-4621" o “huARH460-16-2". Un experto en la materia
reconocera inmediatamente a partir del contexto si se hace referencia al anticuerpo o al clon de hibridoma. El
anticuerpo monoclonal murino anti CD44 PTA-4621 se descubrié usando la metodologia para producir anticuerpos
antineoplasicos especificos de paciente ensefiada en la Patente de Estados Unidos 6.180.357. Usando el proceso,
los ratones se inmunizaron con células tanto de una biopsia de tumor de pulmén de un paciente como de la linea
celular de cancer de pulmén NCI-H460. El anticuerpo se desvela en la Patente de Estados Unidos 7.252.821 y la
linea celular de hibridoma que expresa el anticuerpo se deposit6 en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo, 10801
University Blvd., Manassas, VA 20110-2209 el 4 de septiembre de 2002, con el nimero de referencia PTA-4621.
Este anticuerpo ha demostrado efectos antitumorales significativos en varios modelos de xenoinjerto preclinicos,
incluyendo modelos in vivo tanto preventivos como establecidos de cancer de mama humano (como se desvela en
la Patente de Estados Unidos 7.252.821), en cancer de higado (como se desvela en la Patente de Estados Unidos
8.048.416) y en el cancer de prostata (como se desvela en la Patente de Estados Unidos 7.507.537). Ademas, el
tratamiento con PTA-4621 en combinacién con un farmaco quimioterapéutico (Cisplatino) demostré actividad
antitumoral en un modelo de cancer de préstata in vivo establecido (misma referencia). Se desvelan versiones
quiméricas y humanizadas del anticuerpo murino PTA-4621/ARH460-16-2 en la Patente de Estados Unidos
8.071.072.

La expresion “anticuerpo monoclonal” como se usa en el presente documento se refiere a un anticuerpo obtenido de
una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden
la poblacion son idénticos excepto por posibles mutaciones de origen natural que pueden estar presentes en
cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, dirigiéndose contra un Gnico sitio
antigénico. Ademas, a diferencia de las preparaciones de anticuerpos policlonales que incluyen diferentes
anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal se dirige contra un
Unico determinante en el antigeno. Ademas de su especificidad, los anticuerpos monoclonales son ventajosos
porque pueden sintetizarse sin contaminacion por otros anticuerpos. El adjetivo “monoclonal” indica que el caracter
del anticuerpo se obtiene de una poblacion sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no debe interpretarse que
requiera produccion del anticuerpo por ningin método particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales para
usar de acuerdo con la presente invencion pueden realizarse por el método de hibridoma (murino o humano)
descrito en primer lugar en Kohler et al., Nature, 256: 495 (1975), o pueden prepararse por métodos de ADN
recombinante (véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 4.816.567). Los “anticuerpos monoclonales”
pueden aislarse también de bibliotecas de anticuerpos de fagos usando las técnicas descritas en Clackson et al.,
Nature, 352: 624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991).

Un “anticuerpo modificador de enfermedad cancerosa” (CDMAB) se refiere a un anticuerpo monoclonal que modifica
el proceso de enfermedad cancerosa de una manera que es beneficiosa para el paciente, por ejemplo reduciendo la
carga tumoral o prolongando la supervivencia de individuos que portan tumores, y ligandos de anticuerpo del mismo.
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Un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que “se une” o “se une especificamente” con un antigeno de interés, por
ejemplo, CD44, es uno capaz de unirse con ese antigeno con suficiente afinidad de modo que el anticuerpo sea Uutil
como un agente terapéutico o de diagnéstico en la direccién de una célula que expresa el antigeno. Cuando el
anticuerpo es uno que se une con CD44, habitualmente se unira preferentemente con CD44 a diferencia de otros
receptores, y no incluye unién accidental tal como contacto de Fc no especifico, o unién con modificaciones
postraduccionales habituales para otros antigenos y puede ser uno que no reaccione de forma cruzada
significativamente con otras proteinas. Se conocen bien en la técnica métodos para la detecciéon de un anticuerpo
que se una con un antigeno de interés y puede incluir pero sin limitacién ensayos tales como FACS, ELISA de
células y transferencia de Western.

En realizaciones preferidas, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo para su uso de acuerdo con los métodos de
la invencion se unen especificamente con CD44, en particular, como se expresa en HNSCC y/o compiten por la
unién con el anticuerpo monoclonal murino PTA-4621 con CD44 usando métodos convencionales como se conocen
en la técnica. CD44 media en un enlace directo entre la matriz extracelular y el citoesqueleto mediante sus regiones
de unién a HA extracelulares conservadas y regiones de unién a anquirina intracelulares. También se liberan
proteinas CD44 en forma soluble (solCD44) mediante proteasas y son detectables en circulacién normal y saliva. El
receptor de CD44 comprende una familia de isoformas expresadas en muchos tipos celulares. Estas isoformas
surgen de corte y empalme alternativo de una regiéon de exones variables (exones 5-14) presentes en el ARNm de
CD44, dando como resultado “tallos” diferentes que conectan el dominio amino terminal de la regiéon extracelular con
el dominio transmembrana. Se encuentran isoformas en células normales como CD44 convencional (CD44s), CD44
epitelial (CD44E) o CD44v8-10, y CD44v3-10 en queratinocitos. Otras isoformas variantes de CD44 (CD44v) se
expresan diferencialmente en algunos tumores. En aspectos particulares, los anticuerpos y fragmentos de union a
antigeno de los mismos para su uso de acuerdo con los métodos de la invencion se unen de forma
inmunoespecifica con el dominio amino terminal de la regién extracelular de CD44, mostrando de este modo
especificidad para mudltiples, y preferentemente todas las isoformas funcionales de CD44 expresadas en seres
humanos. En aspectos particulares, la invencién abarca el uso de anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de
los mismos que se unen especificamente con CD44 como se expresa por HNSCC. En ciertos aspectos, los
anticuerpos y fragmentos de union a antigeno para su uso de acuerdo con los métodos de la presente invencién se
unen con el epitopo del dominio amino terminal de la regién extracelular de CD44 que tiene la secuencia de
aminoéacidos de AFDGPITITIV (SEC ID N°: 12). Preferentemente, los anticuerpos para su uso de acuerdo con los
métodos desvelados en el presente documento compiten por la unién con CD44 con PTA-4621 como se determina
por métodos convencionales conocidos en la técnica.

Como se usa en el presente documento, las expresiones “célula”, “linea celular” y “cultivo celular’ se usan de forma
intercambiable, y todas estas designaciones incluyen descendencia. También se entiende que toda la descendencia
puede no ser exactamente idéntica en contenido de ADN, debido a mutaciones deliberadas o involuntarias. Se
incluye la descendencia mutante que tenga la misma funcién o actividad biolégica con respecto a la que se explora
en la célula transformada originalmente. Resultard evidente a partir del contexto cuando se entienden designaciones
distintas.

Como se usa en el presente documento, la frase “administracion directamente al cancer o sitio tumoral” y frases
andlogas se refieren a la introduccion directa o sustancialmente directa incluyendo, sin limitacion, inyecciones
individuales o multiples de los anticuerpos, fragmentos o composiciones directamente al tumor o de forma
peritumoral, perfusion continua o discontinua en el tumor o de forma peritumoral, introduccién de un depdsito en el
tumor o de forma peritumoral, introduccion de un aparato de liberacién lenta en el tumor o de forma peritumoral,
introduccion de una formulacion de liberacion lenta en el tumor o de forma peritumoral, aplicacién directa al tumor,
inyeccion directa en una arteria que alimenta de forma sustancialmente directa el &rea del tumor, inyeccion directa a
un vaso linfatico que drene sustancialmente al &rea del tumor, introduccion directa o sustancialmente directa en una
cavidad sustancialmente cerrada (por ejemplo, cavidad pleural) o lumen (por ejemplo, intravesicular). “Peritumoral”
es un término que describe una regién, a una distancia de aproximadamente 10 cm, preferentemente a una distancia
de 5 cm, mas preferentemente a una distancia de 1 cm, de lo que se considera el limite del tumor, tal como, pero sin
limitacion, un limite de tumor palpable. “Administracién directa” en el contexto de prevencién de la aparicion o
prevencion de la reaparicion se define como administracion directamente en un sitio en riesgo de desarrollo o
reaparicion de un cancer.

Como se usa en el presente documento, las expresiones “acidos nucleicos”, “secuencia de acido nucleico” y
“secuencias de nucleétidos” incluyen moléculas de ADN (por ejemplo, ADNc o ADN gendémico), moléculas de ARN
(por ejemplo, ARNm), combinaciones de moléculas de ADN y ARN o moléculas de ADN/ARN hibridas, y analogos
de moléculas de ADN o ARN. Dichos andlogos pueden generarse usando, por ejemplo, analogos de nucleotidos,
gue incluyen, pero sin limitacion, inosina o bases tritiladas. Dichos analogos también pueden comprender moléculas
de ADN o ARN que comprenden cadenas principales modificadas que proporcionan atributos beneficiosos a las
moléculas tales como, por ejemplo, resistencia a nucleasa o una capacidad aumentada de cruzar membranas
celulares. Los acidos nucleicos o secuencias de nucleétidos pueden ser monocatenarios, bicatenarios, pueden
contener partes tanto monocatenarias como bicatenarias, y pueden contener partes tricatenarias, pero
preferentemente es ADN bicatenario.
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El término “hibridaciéon” o “hibrida” como se usa en el presente documento puede referirse a hibridaciones en
condiciones rigurosas o no rigurosas. Dichas condiciones de hibridacion pueden establecerse de acuerdo con
protocolos convencionales descritos, por ejemplo, en Sambrook, Russell; “Molecular Cloning, A Laboratory Manual”,
Cold Spring Harbor Laboratory, N. Y. (2001); Ausubel; “Current Protocols in Molecular Biology”, Green Publishing
Associates and Wiley Interscience, N. Y. (1989), o Higgins y Hames (Eds.); “Nucleic acid hybridization, a practical
approach” IRL Press Oxford, Washington DC, (1985). El ajuste de las condiciones esta dentro de la experiencia de la
técnica y puede determinarse de acuerdo con protocolos descritos en la técnica. Por lo tanto, la deteccion de
secuencias que hibridan solamente de forma especifica habitualmente requerira hibridacién rigurosa y condiciones
de lavado tales como SSC 0,1 x, SSC 0,1 a 65 °C. Las condiciones de hibridacion no rigurosas para la deteccion de
secuencias homologas o no exactamente complementarias pueden ajustarse a SSC 6 x, SDS 1 % a 65 °C. Como se
conoce bien, la longitud de la sonda y la composicion del acido nucleico para determinar constituyen parametros
adicionales de las condiciones de hibridacion. Obsérvese que las variaciones en las condiciones anteriores pueden
conseguirse de acuerdo con métodos rutinarios en la técnica mediante la inclusion y/o sustitucién de reactivos de
bloqueo alternativos usados para suprimir el fondo en experimentos de hibridacién. Los reactivos de bloqueo tipicos
incluyen reactivo de Denhardt, BLOTTO, heparina, ADN de esperma de salmén desnaturalizado, y formulaciones
patentadas disponibles en el mercado. La inclusién de reactivos de blogueo especificos puede requerir la
modificacién de las condiciones de hibridaciéon descritas anteriormente, debido a problemas con la compatibilidad.
Las moléculas de acido nucleico hibridantes también comprenden fragmentos de las moléculas anteriormente
descritas. Dichos fragmentos pueden representar secuencias de &cido nucleico que codifican WAVEL o un
fragmento funcional del mismo que tienen una longitud de al menos 12 nucleétidos, preferentemente al menos 15,
mas preferentemente al menos 18, mas preferentemente al menos 21 nucledtidos, mas preferentemente al menos
30 nucledtidos, alin méas preferentemente al menos 40 nucleétidos y més preferentemente al menos 60 nucleétidos.
Ademas, las moléculas de &cido nucleico que hibridan con cualquiera de las moléculas de &cido nucleico
anteriormente mencionadas también incluyen fragmentos complementarios, derivados y variantes alélicas de estas
moléculas. Adicionalmente, un complejo de hibridacion se refiere a un complejo entre dos secuencias de acido
nucleico segun la formacién de enlaces de hidrégeno entre bases G y C complementarias y entre bases Ay T
complementarias; estos enlaces de hidrégeno pueden estabilizarse adicionalmente por interacciones de
acumulacion de bases. Las dos secuencias de acido nucleico complementarias se enlazan por hidrégeno en una
configuracion anti paralela. Puede formarse un complejo de hibridacién en solucién (por ejemplo, andlisis de Cot o
Rot) o entre una secuencia de &cido nucleico presente en solucién y otra secuencia de &cido nucleico inmovilizada
en un soporte solido (por ejemplo, membranas filtros, microplacas, clavijas o portaobjetos de vidrio a los que, por
ejemplo, se han fijado células). Los términos “complementario” o “complementariedad” se refieren a la unién natural
de polinucledtidos en condiciones de sal y temperatura permisivas por formacion de pares de bases. Por ejemplo, la
secuencia “A-G-T” se une con la secuencia complementaria “T-C-A”. La complementariedad entre dos moléculas
monocatenarias puede ser “parcial”’, porque solamente se unen algunos de los acidos nucleicos, o puede ser
completa cuando existe complementariedad total entre moléculas monocatenarias. El grado de complementariedad
entre cadenas de acido nucleico tiene efectos significativos en la eficacia y fuerza de hibridacion entre cadenas de
acido nucleico. Esto es particularmente importante en reacciones de amplificacién, que dependen de la unién entre
cadenas de 4cido nucleico.

La expresién “secuencias hibridantes” se refiere preferentemente a secuencias que presentan una identidad de
secuencia de al menos 40 %, preferentemente al menos 50 %, mas preferentemente al menos 60 %, aun mas
preferentemente al menos 70 %, particularmente preferentemente al menos 80 %, mas particularmente
preferentemente al menos 90 %, aln mas particularmente preferentemente al menos 95 % y mas preferentemente al
menos 97 % de identidad con una secuencia de &cido nucleico como se ha descrito anteriormente (es decir SEC ID
N°: 1-11) que codifican el dominio V4 0 dominio V. de anticuerpos anti CD44 o fragmentos de unién a antigeno de
acuerdo con la invencion y/o CDR de dichos anticuerpos anti CD44 o fragmentos.

De acuerdo con la presente invencion, la expresion “idéntico” o “porcentaje de identidad” en el contexto de dos o
mas secuencias de acido nucleico o aminoacidos, se refiere a dos 0 mas secuencias o0 subsecuencias que son
iguales, o0 que tienen un porcentaje especifico de restos de aminoacidos o nucleétidos que son iguales (por ejemplo,
60 % o 65 % de identidad, preferentemente 70-95 % de identidad, mas preferentemente al menos 95 % de identidad
con las secuencias de aminoacidos de, por ejemplo, SEC ID N° 1-11 o las secuencias de acido nucleico que
codifican las secuencias de aminoacidos de SEC ID N° 1-11) en comparacion y alineadas para maxima
correspondencia sobre una ventana de comparacion, 0 sobre una region designada como se mide usando un
algoritmo de comparacién de secuencia como se conoce en la técnica, o por alineamiento manual e inspeccion
visual. Se considera que las secuencias que tienen, por ejemplo, 60 % a 95 % o mas identidad de secuencia son
sustancialmente idénticas. Dicha definicion también se aplica al complemento de una secuencia de ensayo. Los
expertos en la materia sabran como determinar el porcentaje de identidad entre secuencias usando, por ejemplo,
algoritmos tales como los basados en el programa informatico CLUSTALW (Thompson, Nucl. Acids Res. 2(1994)
4673-4680) o FASTDB (Brutlag, Comp. App. Biosci. 6(1990) 237-245), como se conoce en la técnica.

Aunque el algoritmo FASTDB tipicamente no considera deleciones o adiciones no coincidentes internas en
secuencias, es decir, huecos, en sus calculos, esto puede corregirse manualmente para evitar una sobreestimacion
del porcentaje de identidad. CLUSTALW, sin embargo, si tiene en cuenta huecos de secuencia en sus calculos de
identidad. También estan disponibles para los expertos en la materia los algoritmos BLAST y BLAST 2.0 (Altschul,
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Nucl. Acids Res. 25(1997) 3389-3402; Altschul, J. Mol. Evol. 36(1993) 290-300; Altschul, J. Mol. Biol. 215(1990) 403-
410). El programa BLASTN para secuencias de acido nucleico usa por defecto una longitud de palabra (W) de 11,
una expectativa (E) de 10, M=5, N=4 y una comparacién de ambas cadenas. Para secuencias de aminoacidos, el
programa BLASTP usa por defecto una longitud de palabra (W) de 3, y una expectativa (E) de 10. La matriz de
puntuaciéon BLOSUMG62 (Henikoff, PNAS 89(1989) 10915) usa alineamientos (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5,
N=4 y una comparaciéon de ambas cadenas.

También se describen en el presente documento moléculas de acido nucleico cuya secuencia estda degradada en
comparacion con la secuencia de una molécula hibridante anteriormente descrita. Cuando se usa de acuerdo con la
presente invencion la expresion “estar degradada como resultado del cédigo genético” significa que debido a la
redundancia del cédigo genético diferentes secuencias de nucleétidos codifican el mismo aminoacido.

Se usan técnicas informéticas analogas usando BLAST para moléculas idénticas o relacionadas en bases de datos
de nucleédtidos tales como GenBank o EMBL. Este analisis es mucho mas rapido que mudltiples hibridaciones
basadas en membrana. Ademas, la sensibilidad de la busqueda informética puede modificarse para determinar si se
clasifica cualquier coincidencia particular como exacta o similar. La base de la busqueda es la puntuaciéon de
producto que se define como:

% de identidad de secuencia x % de puntuacion de BLAST maxima
100

y se tiene en cuenta tanto el grado de similitud entre dos secuencias como la longitud de la coincidencia de
secuencia. Por ejemplo, con una puntuacién de producto de 40, la coincidencia sera exacta con un margen de error
del 1-2 %; y a 70, la coincidencia sera exacta. Se identifican habitualmente moléculas similares seleccionando las
que muestran puntuaciones de producto entre 15 y 40, aunque puntuaciones mas bajas pueden identificar moléculas
relacionadas. Otro ejemplo de un programa capaz de generar alineamientos de secuencia es el programa
informatico CLUSTALW (Thompson, Nucl. Acids Res. 2(1994) 4673-4680) o FASTDB (Brutlag, Comp. App. Biosci.
6(1990) 237-245), como se conoce en la técnica.

“Tratamiento o tratar” se refieren tanto a tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas o preventivas, en los
gue el objeto es prevenir, aliviar o ralentizar (reducir) la afeccion o trastorno patolégico diana (por ejemplo, HNSCC),
0 uno o0 mas sintomas asociados con el mismo. Los términos también se usan en el presente documento para
indicar el retardo de la aparicién de, inhibicion (por ejemplo, reduccion o detencién del crecimiento de), alivio de los
efectos de o prolongacion de la vida de un paciente que padece cancer, en particular, HNSCC. Las personas que
necesitan tratamiento incluyen a las que se ha diagnosticado el trastorno, las que se sospecha que tienen el
trastorno, las predispuestas a tener el trastorno asi como en las que va a prevenirse el trastorno. Por lo tanto, puede
diagnosticarse que el mamifero para tratar en el presente documento tiene el trastorno o puede estar predispuesto o
ser susceptible al trastorno. En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere a la erradicacion, retirada,
modificacién o control de tejido canceroso primario, regional o metastasico que resulta de la administracién de uno o
mas agentes terapéuticos de acuerdo con los métodos de la invencion. En otras realizaciones, dichos términos se
refieren a la minimizacién o retardo de la propagacion del cancer que resulta de la administracion de uno o mas
agentes terapéuticos a un sujeto con dicha enfermedad. En otras realizaciones, dichos términos se refieren a la
eliminacion de células que provocan enfermedad.

Como se usa en el presente documento, los términos “prevenir”, “previniendo” y “prevenciéon” se refieren a la
prevencion de la aparicion y/o reaparicion o comienzo de uno o mas sintomas de una enfermedad cancerosa en un
sujeto resultante de la administracion de un agente profilactico o terapéutico.

Los individuos considerados en riesgo de desarrollar cancer pueden beneficiarse particularmente de la invencion,
principalmente porque el tratamiento profilactico puede comenzar antes de que haya ninguna prueba del trastorno
(por ejemplo, lesiones pretumor maligno (“precancer”) o displasia que pueden ser visibles o no a simple vista, pero
albergan cambios premalignos histolégicos). Los individuos “en riesgo” incluyen, por ejemplo, individuos expuestos a
carcindégenos, por ejemplo, por consumo, por ejemplo, por inhalacién y/o ingestion, a niveles que se ha mostrado
estadisticamente que promueven el cancer en individuos susceptibles. También se incluyen individuos en riesgo
debido a exposicién a radiacion ultravioleta, o su ambiente, ocupacion y/o herencia, asi como los que muestran
sefiales de una afeccion precancerosa tales como pélipos. De forma similar, los individuos en estadios muy
tempranos de cancer o desarrollo de metastasis (es decir, solamente una o unas pocas células aberrantes estan
presentes en el cuerpo del individuo o en un sitio particular en el tejido de un individuo) pueden beneficiarse de dicho
tratamiento profilactico.

Las expresiones “cantidad eficaz” y “eficaz para tratar”, como se usan en el presente documento, se refieren a una
cantidad o concentracion de anticuerpo utilizado durante un periodo de tiempo (incluyendo administracién aguda o
crénica y administracion periédica o continua) que es eficaz dentro del contexto de su administracién para provocar
un efecto o resultado fisiolégico pretendido. Las cantidades eficaces de anticuerpo para su uso en la presente
invencion incluyen, por ejemplo, cantidades que inhiben el crecimiento de cancer, por ejemplo, tumores y/o células
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tumorales, mejoran el resultado para un paciente que padece o esta en riesgo de cancer, y mejoran el resultado de
otros tratamientos de cancer.

Los términos “paciente” y “sujeto” se usan de forma intercambiable y se usan a lo largo de la memoria descriptiva
para describir a un animal, ser humano o no humano, a quien se proporciona tratamiento o diagnostico de acuerdo
con los métodos de la presente invencion.

Las expresiones “carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello” o HNSCC incluyen, pero sin limitacion,
canceres de la boca, labio, cavidad nasal, senos paranasales, faringe, laringe, nasofaringe, garganta y traquea.

Un “agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico util en el tratamiento de cancer.

“Mamifero” para fines de tratamiento se refiere a cualquier animal clasificado como un mamifero, incluyendo seres
humanos, ratones, ratones o cepas de ratones SCID o desnudos, animales domésticos y de granja, y animales de
zoolégico, deportivos 0 mascotas, tales como ovejas, perros, caballos, gatos, vacas, etc. Preferentemente, el
mamifero en el presente documento es humano.

Como se usa en el presente documento, la expresién “en combinacion” se refiere al uso de mas de un agente
profilactico y/o terapéutico, por ejemplo, un agente profilctico o terapéutico ademas de los anticuerpos anti CD44 o
fragmentos de unién a antigeno de los mismos como se describe en el presente documento. El uso de la expresion
“en combinacién” no restringe el orden en el que se administran agentes profilacticos y/o terapéuticos a un sujeto
con un trastorno, por ejemplo, HNSCC. Puede administrarse un primer agente profilactico o terapéutico antes de
(por ejemplo, 1 minuto, 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas,
24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 8
semanas o0 12 semanas antes), simultaneamente con o posterior a (por ejemplo, 1 minuto, 5 minutos, 15 minutos, 30
minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 1 semana,
2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 8 semanas 0 12 semanas después) la administracion
de un segundo agente profilactico o terapéutico a un sujeto que ha tenido, tiene o es susceptible de un trastorno. Los
agentes profilacticos o terapéuticos se administran a un sujeto en una secuencia y dentro de un intervalo temporal
de modo que el agente de la invencién pueda actuar junto con el otro agente para proporcionar un beneficio mayor
que si se administrara de otro modo. Puede administrarse cualquier agente profilactico o terapéutico adicional en
cualquier orden con los otros agentes profilacticos o terapéuticos adicionales. “En combinacion” también puede
referirse al uso de anticuerpos anti CD44 o fragmentos de unién a antigeno de los mismos como se desvela en el
presente documento junto con modalidades de tratamiento antineoplasico convencionales como se conocen en la
técnica, por ejemplo, radioterapia o cirugia.

Como se usa en el presente documento, un “inmunoconjugado” significa cualquiera molécula o CDMAB tal como un
anticuerpo unido quimica o bioldgicamente a citotoxinas, agentes radiactivos, citocinas, interferones, restos diana o
indicadores, enzimas, toxinas, farmacos antitumorales o agentes terapéuticos. El anticuerpo o CDMAB puede estar
unido a la citotoxina, agente radiactivo, citocina, interferon, resto diana o indicador, enzima, toxina, farmaco
antitumoral o agente terapéutico en cualquier localizacion a lo largo de la molécula siempre que sea capaz de unirse
con su diana. Los ejemplos de inmunoconjugados incluyen conjugados quimicos de toxina y anticuerpo y proteinas
de fusién anticuerpo-toxina. Los inmunoconjugados pueden encontrar uso particular como agentes de diagnostico.

Se conocen por los expertos en la materia agentes radiactivos adecuados para su uso como agentes antitumorales
y/o en relacion con los métodos de diagndstico como se desvelan en el presente documento. Por ejemplo, pueden
usarse | o ?'At. Estos is6topos se unen al anticuerpo usando técnicas convencionales (por ejemplo, Pedley et al.,
Br. J. Cancer 68, 69-73 (1993)). Como alternativa, el agente antitumoral que se une con el anticuerpo es una enzima
gue activa un profarmaco. Puede administrarse un profarmaco que permanecera en su forma inactiva hasta que
alcance el sitio tumoral donde se convierte en su forma de citotoxina una vez que se administre el complejo de
anticuerpo. En la practica, el conjugado de anticuerpo-enzima se administra al paciente y se permite que se localice
en la region del tejido para tratar. Después se administra el profarmaco al paciente de modo que la conversion del
farmaco citotoxico se produzca en la region del tejido para tratar. Como alternativa, el agente antitumoral conjugado
con el anticuerpo es una citocina tal como interleucina 2 (IL-2), interleucina 4 (IL-4) o factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-o)). El anticuerpo dirige la citocina al tumor de modo que la citocina medie en el dafio a o destruccién del tumor
sin afectar a otros tejidos. La citocina se fusiona con un anticuerpo al nivel de ADN usando técnicas de ADN
recombinante convencionales. También pueden usarse interferones.

Breve descripcion de las figuras

Las figuras muestran:

LaFigural muestra histogramas de FACS representativos de anticuerpos ARH460-16-2 dirigidos contra las lineas
celulares de HNSCC T.Tn, SCC-15 y Detroit-562 (Figura 1A) y CAL 27 (Figura 1B), que muestran que

ARH460-16-2 se une con dichas lineas celulares. En la Figura 1A, el anticuerpo C225 (anti EGFR)
actué como control; en la Figura 1B, el anticuerpo anti CD20 RITUXAN™ actué como control.
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La Figura2 demuestra el efecto de chARH460-16-2 en el crecimiento tumoral en un modelo de HNSCC T.Tn
humano establecido. Las lineas discontinuas verticales indican el periodo durante el que el anticuerpo
se administré por via intraperitoneal. Los puntos de datos representan la media +/- ETM.

La Figura3 demuestra el efecto de un PTA-4621 quimérico en el peso corporal del ratéon en un modelo de HNSCC
T.Tn humano establecido. Los puntos de datos representan la media +/- ETM.

La Figura4 demuestra el efecto de PTA-4621 humanizado en el crecimiento tumoral en un modelo de HNSCC
SCC-15 establecido. Las lineas discontinuas verticales indican el periodo durante el que el anticuerpo
se administré por via intraperitoneal. Los puntos de datos representan la media +/- ETM.

La Figura5 demuestra el efecto de PTA-4621 humanizado en el peso corporal del ratén en un modelo de HNSCC
SCC-15 establecido. Los puntos de datos representan la media +/- ETM.

La Figura6 demuestra el efecto de PTA-4621 humanizado en el crecimiento tumoral en un modelo de HNSCC
Detroit 562 establecido. Las lineas discontinuas verticales indican el periodo durante el que el
anticuerpo se administré por via intraperitoneal. Los puntos de datos representan la media +/- ETM.

La Figura7 demuestra el efecto de PTA-4621 humanizado en el peso corporal del raton en un modelo de HNSCC
Detroit 562 establecido. Los puntos de datos representan la media +/- ETM.

La Figura8 demuestra el efecto de PTA-4621 humanizado en el volumen tumoral relativo en un modelo de
HNSCC CAL 27 establecido.

La Figura9 demuestra el efecto de PTA-4621 humanizado en el crecimiento tumoral en un modelo de xenoinjerto
de HNSCC CAL 27 establecido. El volumen tumoral se presenta como la media de grupo £ menos
ETM. Las lineas discontinuas verticales indican el primer y el dltimo dia de dosificacion.

La Figura 10 demuestra el efecto de PTA-4621 humanizado en el peso corporal del ratdn en un modelo de HNSCC
CAL 27 establecido. El peso corporal se presenta como la media de grupo + ETM.

La Figura 11 presenta la secuencia de aminoacidos del dominio Vy del anticuerpo monoclonal murino PTA-4621
(SEC ID N°: 1). Los restos de la secuencia se han enumerado de acuerdo con Kabat. Las CDR estan
subrayadas, y se identifican adicionalmente con guiones sobre la secuencia; la CDR1 de Vy (SEC ID
N°: 3) corresponde a los restos 31 a 35, la CDR2 de Vy (SEC ID N°: 4) corresponde a los restos 50 a
65y la CDR3 de V4 (SEC ID Ne: 5) corresponde a los restos 95 a 102.

La Figura 12 presenta la secuencia de aminoacidos del dominio V. del anticuerpo monoclonal murino PTA-4621
(SEC ID N°: 2). Los restos de la secuencia se han enumerado de acuerdo con Kabat. Las CDR estan
subrayadas, y se identifican adicionalmente con guiones encima de la secuencia; la CDR1 de V (SEC
ID Ne°: 6) corresponde a los restos 24 a 34, la CDR2 de V. (SEC ID N°: 7) corresponde a los restos 50
a 67 ylaCDR3de V. (SEC ID N°: 8) corresponde a los restos 89 a 97.

La Figura 13 presenta las secuencias de aminoacidos de dos dominios V4 humanizados alternativos basados en el
anticuerpo monoclonal murino PTA-4621 (SEC ID N°: 9 y SEC ID N°: 10). Los restos de la secuencia
se han enumerado de acuerdo con Kabat.

La Figura 14 presenta la secuencia de aminoacidos de un dominio V. humanizado basado en el anticuerpo
monoclonal murino PTA-4621 (SEC ID N°: 11). Los restos de la secuencia se han enumerado de
acuerdo con Kabat.

Descripcion detallada

La presente invencion resuelve el problema técnico identificado porque se mostré6 sorprendentemente que el
anticuerpo anti CD44 PTA-4621 es eficaz en el tratamiento de HNSCC como un anticuerpo desnudo (es decir, no
conjugado). Especificamente, a diferencia de terapia anti CD44 previa en modelos establecidos de HNSCC, las
versiones quiméricas y humanizadas no conjugadas de PTA-4621 inhibieron significativamente y/o redujeron el
crecimiento tumoral en modelos de HNSCC que comprendian xenoinjertos de células T.Tn, SCC-15, Detroit 562 y
Cal 27.

En consecuencia, la invencidon proporciona métodos para prevenir, tratar y/o aliviar la afeccion clinica de pacientes
que padecen HNSCC que comprenden el uso de anticuerpos anti CD44, en particular, anticuerpos anti CD44 que
compiten por la unién con el anticuerpo monoclonal murino PTA-4621 de acuerdo con métodos conocidos en la
técnica y/o anticuerpos anti CD44 que se unen inmunoespecificamente con el dominio amino terminal de la region
extracelular de CD44 y reconocen una o mas isoformas de CD44 expresadas en seres humanos. En ciertos
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aspectos, la invencion proporciona métodos para (i) reducir el tamafio, velocidad de crecimiento, invasividad, grado
de malignidad y/o riesgo de reaparicién del tumor de HNSCC, (ii) prolongar el intervalo sin enfermedad después del
tratamiento y/o (iii) mejorar la respiracion, deglucion y/o funcién del habla en un paciente con HNSCC, que
comprenden administrar al paciente una cantidad eficaz de un anticuerpo anti CD44 como se desvela en el presente
documento o un fragmento de union a antigeno del mismo. La mejora clinica puede determinarse de forma subjetiva
u objetiva, por ejemplo evaluando la capacidad de un sujeto para respirar con menos dificultad, la capacidad del
sujeto para tragar liquidos frente a sélidos, el grado de obstruccién, la calidad o el volumen del habla, y otros indices
conocidos en la técnica clinica.

Los resultados clinicos de tratamientos de cancer usando los métodos de la invencion son facilmente discernibles
por un experto en la técnica relevante, tal como un médico. Por ejemplo, los ensayos médicos convencionales para
medir marcadores clinicos de cancer pueden ser fuertes indicadores de la eficacia del tratamiento. Dichos ensayos
pueden incluir, sin limitacién, examen fisico, escalas de rendimiento, marcadores de enfermedad, ECG de 12
derivaciones, mediciones de tumor, biopsia tisular, cistoscopia, citologia, calculos del diametro mas largo del tumor,
radiografia, captura de imégenes digitales del tumor, signos vitales, peso, registro de acontecimientos adversos,
evaluacion de episodios infecciosos, evaluaciéon de medicaciones simultaneas, evaluacion del dolor, quimica de
sangre o suero, analisis de orina, exploracion de CT y analisis farmacocinético. Ademas, los efectos sinérgicos de
una terapia de combinacién que comprende el anticuerpo anti CD44, fragmento o composicion como se desvela en
el presente documento de acuerdo con los métodos de la invencion y otro producto terapéutico de cancer pueden
determinarse por estudios comparativos con pacientes que se someten a monoterapia.

Particularmente en el caso del HNSCC, se pueden determinar facilmente las mejoras en respiracién, deglucion,
habla y ciertas medidas de la calidad de vida. Adicionalmente, puede evaluarse la remision del HNSCC usando
criterios aceptados por los expertos en la materia, por ejemplo, Therasse et al., “New guidelines to evaluate the
response to treatment in solid tumors. European Organization for Research and Treatment of Cancer, National
Cancer Institute of the United States, National Cancer Institute of Canada,” J Natl Cancer Inst. 92(2000) 205-16.

En ciertas realizaciones, el cancer es susceptible de tratamiento por administracion directa de los anticuerpos anti
CD44, fragmentos o composiciones como se desvelan en el presente documento. Por ejemplo, una masa tumoral
diana puede estar cerca de la superficie de la piel. En otro ejemplo, un tejido enfermo puede estar encapsulado por
un quiste, 0 se encuentra en una cavidad sustancialmente cerrada incluyendo, sin limitaciéon, un lumen. La dosis
eficaz del anticuerpo anti CD44, fragmento o composicion como se desvela en el presente documento para
administrar puede variar de acuerdo con el modo de administracion. La administracion directa (por ejemplo,
inyeccion intratumoral) requiere dosis corporales totales mucho méas pequefias de los anticuerpos anti CD44
desvelados o fragmentos en comparacion con administracion sistémica, intravenosa. Resultard evidente para el
experto en la materia que la administracion local puede dar como resultado dosis corporales menores, y en esas
circunstancias, y se esperaria y desearia un nivel de inmunotoxina en plasma en circulacién bajo resultante. En
dichos casos, el anticuerpo anti CD44 o fragmento de unién a antigeno como se desvela en el presente documento
puede administrarse por via intratumoral en una dosis total por ciclo equivalente a, o por debajo de la dosis maxima
tolerada establecida en un ensayo de seguridad pero la dosificacién estd normalizada en relacién con el volumen
tumoral. En ciertas realizaciones, la dosis se administrara en un volumen que no excedera aproximadamente el 20-
50 % del volumen tumoral.

La invencion también proporciona métodos para reducir el riesgo de complicaciones postquirirgicas que
comprenden administrar una cantidad eficaz de un anticuerpo anti CD44, fragmento o composicidbn como se desvela
en el presente documento, antes, durante o después de la cirugia para tratar el HNSCC.

La invencion también proporciona métodos para prevenir la aparicion, prevenir o retardar la reaparicion, o reducir la
tasa de reaparicion de HNSCC que comprenden administrar (por ejemplo, administracion directa) a un paciente que
lo necesite una cantidad eficaz de un anticuerpo anti CD44, fragmento o composicién como se desvela en el
presente documento. La administracion directa de un anticuerpo anti CD44, fragmento o composicion como se
desvela en el presente documento a un paciente que necesite dicho tratamiento puede dar como resultado dosis
reducidas de otro producto terapéutico de cancer que tenga eficacia clinicamente significativa. Dicha eficacia de la
dosis reducida del otro producto terapéutico de cancer puede no observarse sin los métodos de la invencién. En
consecuencia, la presente invencion proporciona métodos para tratar un tumor o cancer que comprenden
administrar una dosis reducida de uno o mas productos terapéuticos de cancer adicionales.

La invencion también proporciona métodos para sensibilizar un tumor o cancer a uno o mas productos terapéuticos
de céancer adicionales que comprenden administrar un anticuerpo anti CD44, fragmento o composicion como se
desvela en el presente documento. En una realizacion no limitante el otro producto terapéutico de cancer comprende
un producto quimioterapéutico conocido por su actividad contra HNSCC como se conoce en la técnica. En otra
realizacién no limitante, el otro producto terapéutico de cancer comprende radiacion. El otro producto terapéutico de
cancer puede administrarse antes de, solapante con, simultaneamente con y/o después de la administraciéon del
anticuerpo anti CD44, fragmento o composicion como se desvela en el presente documento. Cuando se administra
simultaneamente, el anticuerpo anti CD44, fragmento o composicion como se desvela en el presente documento y
otro producto terapéutico de cancer pueden administrarse en una Unica formulacién o en formulaciones separadas, y
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si es por separado, entonces opcionalmente, por modos de administracion diferentes. En consecuencia, la
combinacién de una o mas inmunotoxinas y uno o mas productos terapéuticos de cancer adicionales pueden actuar
de forma sinérgica para combatir el tumor o el cancer.

Los anticuerpos anti CD44 para su uso en los métodos de la invencion, o fragmentos de unién a antigeno de los
mismos, pueden comprender un dominio V4 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 9 o
SEC ID Ne°: 10, un dominio V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 2 o SEC ID N 11, y/o una o
mas de CDR1 de Vy que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 3, una CDR2 de Vu que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 4, una CDR3 de V4 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
5, una CDR1 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 6, una CDR2 de V| que tiene la secuencia
de aminoacidos de SEC ID N°: 7 y una CDR3 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 8. En una
realizacién especifica, la invencién abarca el uso de un anticuerpo anti CD44 o fragmento de unién a antigeno del
mismo que comprende un dominio Vy que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 1 y un domino V. que
comprende la secuencia de SEC ID N°: 2. En otras realizaciones, la invencién abarca el uso de un anticuerpo anti
CD44 o fragmento de unién a antigeno del mismo que comprende un dominio Vy que tienen la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID N°: 9 y un dominio V. que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, o que comprende un
dominio V4 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 10 y un dominio V. que comprende la secuencia
de SEC ID Ne°: 11. En ciertas realizaciones, la invencién abarca el uso de un anticuerpo anti CD44 o fragmento de
unién a antigeno del mismo que comprende cada una de una CDR1 de Vy que tiene la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N°: 3, una CDR2 de Vy que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 4, una CDR3 de Vy que tiene
la secuencia de amino&cidos de SEC ID N°: 5, una CDR1 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID
N°: 6, una CDR2 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 7 y una CDR3 de V. que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEC ID Ne: 8.

Los anticuerpos anti CD44 o fragmento de unién a antigeno para su uso en los métodos de la invenciéon pueden
estar (i) caracterizados con respecto a unién especifica con CD44, en particular, con el dominio amino terminal de la
region extracelular de CD44; (ii) caracterizados con respecto a unién especifica con el epitopo del dominio amino
terminal de la regién extracelular de CD44 que tiene la secuencia de aminoacidos de AFDGPITITIV (SEC ID N°: 12);
o (iii) caracterizados con respecto a competicion por la unién con el anticuerpo monoclonal murino PTA-4621 usando
cualquier método de base inmunolégica o bioquimica conocido en la técnica para dicha caracterizacién incluyendo
cuantificar la interaccion del anticuerpo (especifico) para CD44 o un epitopo del mismo. Puede determinarse la union
especifica o competitiva de un anticuerpo de la invencion con CD44 o un epitopo del mismo, por ejemplo, usando
métodos de base inmunolégica o bioguimica incluyendo, pero sin limitacién, un ensayo de ELISA, ensayos de
resonancia de plasmon superficial, ensayo de inmunoprecipitacion, cromatografia de afinidad y dialisis en equilibrio.
Los inmunoensayos incluyen, pero sin limitacion, sistemas de ensayo competitivos y no competitivos usando
técnicas tales como transferencias de western, radioinmunoensayos, ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas), inmunoensayos de tipo “sandwich”, ensayos de inmunoprecipitacion, reacciones de precipitina, reacciones
de precipitina de difusion en gel, ensayos de inmunodifusién, ensayos de aglutinacion, ensayos de fijacion del
complemento, ensayos inmunorradiométricos, inmunoensayos fluorescentes, inmunoensayos de proteina A, por
nombrar solamente algunos. Dichos ensayos son rutinarios y se conocen bien en la técnica.

Los anticuerpos humanizados de la invencion también pueden ensayarse usando cualquier ensayo basado en
resonancia de plasmoén superficial conocido en la técnica para caracterizar los parametros cinéticos de la interaccion
del anticuerpo con un antigeno, por ejemplo, CD44. Puede usarse cualquier instrumento de SPR disponible en el
mercado en la presente invencién como se conoce en la técnica.

La invencion contempla ademas el uso de CDMAB, por ejemplo, anticuerpos anti CD44 o fragmentos de unién a
antigeno de los mismos, con los que se unen restos diana o indicadores. Los restos diana son primeros miembros
de pares de unién. Se conjugan agentes antitumorales, por ejemplo, con segundos miembros de dichos pares y se
dirigen de este modo al sitio en el que se une la proteina de unién a antigeno. Un ejemplo habitual de dicho par de
unién es avidina y biotina. En una realizacion preferida, la biotina se conjuga con el antigeno diana del CDMAB de la
presente invencion, y de este modo proporciona una diana para un agente antitumoral u otro resto que se conjuga
con avidina o estreptavidina. Como alternativa, la biotina u otro de dichos restos se une con el antigeno diana del
CDMARB de la presente invencion y se usa como un indicador, por ejemplo en un sistema de diagndstico en el que se
conjuga un agente productor de sefial detectable con avidina o estreptavidina. Ademas, un CDMAB de acuerdo con
los métodos de la invenciéon puede conjugarse con un agente terapéutico o resto farmacolégico que modifica una
respuesta biolégica dada. Los agentes terapéuticos o restos farmacoldgicos no deben interpretarse como limitados a
agentes terapéuticos quimicos clasicos. Por ejemplo, el resto farmacoldgico puede ser una proteina o un polipéptido
gue posea una actividad biologica deseada. Dichas proteinas pueden incluir, por ejemplo, una toxina (por ejemplo,
abrina, ricina A, exotoxina de Pseudomonas, toxina diftérica, ricina, gelonina), una enzima, una proteina (por
ejemplo, factor de necrosis tumoral), un interferén (por ejemplo, interferén o (IFN-o), interferon  (IFN-B)), un agente
apoptotico, un agente trombdtico, un agente antiangiogénico (por ejemplo, angiostatina, endostatina) o un
modificador de la respuesta bioldgica (por ejemplo, una linfocina, factor estimulante de colonias de macréfagos o un
factor de crecimiento), una proteasa, o una ribonucleasa. EIl CDMAB para su uso de acuerdo con los métodos de la
invencion también puede conjugarse con restos terapéuticos tales como materiales radiactivos o quelantes
macrociclicos Utiles para conjugar iones radiometalicos. Un ejemplo habitual de un quelante macrociclico es acido
1,4,7,10-tetraazaciclododecan-N,N’,N”,N"-tetraacético (DOTA) que puede unirse con el anticuerpo mediante una
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molécula enlazadora. Dichas moléculas enlazadoras se conocen habitualmente y se usan de forma rutinaria en la
técnica.

Pueden usarse anticuerpos marcados, en particular, los anticuerpos anti CD44 o sus fragmentos de unién a
antigeno como se desvela en el presente documento, en los métodos de la invencion para fines de diagnostico o
pronéstico para detectar, diagnosticar o controlar la enfermedad de cancer. Los marcadores como se describen en el
presente documento son sefiales detectables acopladas con el anticuerpo anti CD44, o fragmento de unién a
antigeno para su uso, por ejemplo, en métodos de diagnéstico in vivo e in vitro de la invencion. El agente productor
de sefial produce una sefial medible que es detectable por medios externos, habitualmente la medicién de radiacion
electromagnética. En su mayor parte, el agente productor de sefial es una enzima, o croméforo o radiondclido, o
emite luz por fluorescencia, fosforescencia o quimioluminiscencia. Los croméforos incluyen colorantes que absorben
luz en la regién ultravioleta o visible, y pueden ser sustratos o productos de degradacién de fracciones catalizadas
por enzimas.

Ademas, se incluye dentro del alcance de la presente invencion el uso de CDMAB in vivo e in vitro para métodos de
investigacion o diagnéstico, que se conocen bien en la técnica. Para llevar a cabo los métodos de diagndstico como
se contempla en el presente documento, la presente invencion puede incluir ademas kits, que contienen CDMAB
tiles en la presente invencion. Dichos kits seran (tiles para la identificacion de individuos en riesgo de cierto tipo de
canceres detectando la sobreexpresion del antigeno diana de CDMAB en células de dicho individuo.

Los anticuerpos Utiles en la practica de la presente invencion pueden usarse como una composicién para prevenir,
tratar o diagnosticar cancer. Estas composiciones tienen baja toxicidad y pueden administrarse como estan en forma
de preparaciones liquidas, o como composiciones farmacéuticas de preparaciones adecuadas para seres humanos
0 mamiferos por via oral o por via parenteral (por ejemplo, por via intravascular, por via intraperitoneal, por via
subcutanea, etc.). Los anticuerpos Utiles en la practica de la presente invenciéon pueden administrarse por si solos, o
pueden administrarse como composiciones apropiadas. Una composicion usada para dicha administracion puede
contener un vehiculo farmacoldgicamente aceptable con el anticuerpo o su sal, un diluyente o excipiente. Dicha
composicion se proporciona en forma de preparaciones farmacéuticas adecuadas para administracion oral o
parenteral.

Son ejemplos de la composicién para administracion parenteral preparaciones inyectables, supositorios, etc. Las
preparaciones inyectables pueden incluir formas de dosificacién tales como inyecciones intravenosas, subcutaneas,
intracutdneas e intramusculares, infusiones gota a gota, inyecciones intraarticulares, etc. Estas preparaciones
inyectables pueden prepararse por métodos publicamente conocidos. Por ejemplo, las preparaciones inyectables
pueden prepararse disolviendo, suspendiendo o emulsionando el anticuerpo de la presente invencién o su sal en un
medio acuoso estéril 0 un medio oleoso convencionalmente usado para inyecciones. Como el medio acuoso para
inyecciones estan, por ejemplo, la solucién salina fisiolégica, una solucidn isotdnica que contiene glucosa y otros
agentes adyuvantes, etc., que pueden usarse en combinacién con un agente solubilizante apropiado tal como un
alcohol (por ejemplo, etanol), un polialcohol (por ejemplo, propilenglicol, polietilenglicol), un tensioactivo no iénico
(por ejemplo, polisorbato 80, HCO-50 (aducto de polioxietileno (50 moles) de aceite de ricino hidrogenado)), etc.
Como el medio oleoso se emplean, por ejemplo, aceite de sésamo, aceite de soja, etc., que pueden usarse en
combinacion con un agente solubilizante tal como bencil benzoato, alcohol bencilico, etc. La inyeccion preparada de
este modo se carga habitualmente en una ampolla apropiada. El supositorio usado para administracion rectal puede
prepararse mezclando un anticuerpo de la presente invencion o su sal con bases convencionales para supositorios.
La composicién para administracion oral incluye preparaciones sélidas o liquidas, especificamente, comprimidos
(incluyendo grageas y comprimidos recubiertos con pelicula), pildoras, granulos, preparaciones en polvo, capsulas
(incluyendo cépsulas blandas), jarabe, emulsiones, suspensiones, etc. Dicha composicion se fabrica por métodos
publicamente conocidos y puede contener un vehiculo, un diluyente o excipiente convencionalmente usado en el
campo de las preparaciones farmacéuticas. Son ejemplos del vehiculo o excipiente para comprimidos lactosa,
almidon, sacarosa, estearato de magnesio, etc.

Provechosamente, las composiciones para uso oral o parenteral descritas anteriormente se preparan en
preparaciones farmacéuticas con una dosis unitaria adecuada para encajar una dosis de los principios activos.
Dichas preparaciones de dosis unitaria incluyen, por ejemplo, comprimidos, pildoras, capsulas, inyecciones
(ampollas), supositorios, etc.

La dosis del agente profilactico/terapéutico anteriormente mencionado que comprende el anticuerpo de acuerdo con
los métodos de la presente invencion puede variar dependiendo del sujeto para administrar, enfermedad diana,
condiciones, via de administracion, etc. Por ejemplo, cuando se usa para el fin de tratar/prevenir, por ejemplo,
HNSCC en un adulto, es ventajoso administrar el anticuerpo de la presente invencién por via intravenosa en una
dosis de aproximadamente 0,0001 mg/kg a 200 mg/kg o de 0,0001 mg/kg a 100 mg/kg del peso corporal del
paciente. En otros aspectos, la dosificacion administrada a un paciente esta entre 0,0001 mg/kg y 20 mg/kg, 0,0001
mg/kg y 10 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 5 mg/kg, 0,0001 y 2 mg/kg, 0,0001 y 1 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 0,75 mg/kg, 0,0001
mg/kg y 0,5 mg/kg, de 0,0001 mg/kg a 0,25 mg/kg, de 0,0001 a 0,15 mg/kg, de 0,0001 a 0,10 mg/kg, de 0,001 a 0,5
mg/kg, de 0,01 a 0,25 mg/kg o de 0,01 a 0,10 mg/kg del peso corporal del paciente. En general, los anticuerpos
humanos tienen una semivida mas larga dentro del cuerpo humano que los anticuerpos de otras especies debido a
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la respuesta inmunitaria de los polipéptidos ajenos. Por lo tanto, son con frecuencia posibles dosificaciones menores
de anticuerpos humanos y administracién menos frecuente. Ademas, la dosificacion y frecuencia de administracion
de anticuerpos de la invencion o fragmentos de los mismos puede reducirse potenciado la captacion y penetracion
tisular de los anticuerpos por modificaciones tales como, por ejemplo, lipidacion. En otros aspectos, los anticuerpos
de la invencién se usan en combinacidn con otras composiciones terapéuticas y la dosificacién administrada a un
sujeto es menor que cuando dichos anticuerpos se usan como una terapia de un (inico agente.

Las cantidades de dosificacion y frecuencias de administracion proporcionadas en el presente documento estan
abarcadas por los términos terapéuticamente eficaz y profilacticamente eficaz. La dosificacion y frecuencia variaran
tipicamente ademas de acuerdo con factores especificos para cada paciente dependiendo de los agentes
terapéuticos o profilacticos especificos administrados, la gravedad, la via de administracion, asi como la edad, el
peso corporal, la respuesta y el historial médico anterior del paciente. Pueden seleccionarse regimenes adecuados
por un experto en la materia teniendo en cuenta dichos factores y siguiendo, por ejemplo, las dosificaciones
indicadas en la bibliografia y recomendadas en el Physician’s Desk Reference (562 ed., 2002). La dosificacion diaria
del anticuerpo, fragmento o composicién de la invencion pueden administrarse como una Unica dosis de embolada o
dividida en multiples dosis para suministrar durante un periodo de 24 horas. Como alternativa, la dosificacién diaria
total puede administrarse durante un periodo prolongado de tiempo mediante, por ejemplo, una infusién, de modo
que la dosificacion total se administre durante 12 horas, 6 horas, 4 horas, 2 horas, 1,5 horas, 1,0 horas, 45 minutos,
30 minutos, 25 minutos, 20 minutos, 15 minutos, 10 minutos, 9 minutos, 8 minutos, 7 minutos, 6 minutos, 5 minutos,
4 minutos, 3 minutos, 2 minutos o 1 minuto. Cuando la afeccion es especialmente grave, la dosis puede aumentarse
de acuerdo con la afeccion.

El anticuerpo para su uso de acuerdo con los métodos de la presente invencion puede administrarse tal como esta o
en forma de una composicién apropiada. La composicién usada para la administracién puede contener un vehiculo
farmacoldgicamente aceptable con el anticuerpo anteriormente mencionado o sus sales, un diluyente o excipiente.
Dicha composicion se proporciona en forma de preparaciones farmacéuticas adecuadas para administracion oral o
parenteral (por ejemplo, inyeccion intravascular, inyeccion subcutanea, etc.). Cada composicion descrita
anteriormente puede contener ademas otros principios activos. Ademas, el anticuerpo de la presente invencion
puede usarse en combinacién con otros farmacos, por ejemplo, agentes alquilantes (por ejemplo, ciclofosfamida,
ifosfamida, etc.), antagonistas metabdlicos (por ejemplo, metotrexato, 5-fluorouracilo, etc.), antibiéticos antitumorales
(por ejemplo, mitomicina, adriamicina, etc.), agentes antitumorales derivados de plantas (por ejemplo, vincristina,
vindesina, Taxol, etc.), cisplatino, carboplatino, etopoésido, irinotecan, etc. El anticuerpo de la presente invencion y
los farmacos descritos anteriormente pueden administrarse de forma simultanea o en momentos escalonados al
paciente. Los métodos para administrar un anticuerpo humanizado de la invencién incluyen, pero sin limitacion,
administracion parenteral (por ejemplo, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa y subcutanea),
epidural y mucosa (por ejemplo, vias intranasal y oral). En una realizacion especifica, los anticuerpos de la invencion
se administran por via intramuscular, por via intravenosa o por via subcutdnea. Las composiciones pueden
administrarse por cualquier via conveniente, por ejemplo, por infusiéon o inyeccién de embolada, por absorcion a
través de los revestimientos epitelial 0 mucocutaneo (por ejemplo, mucosa oral, mucosa rectal e intestinal, etc.) y
pueden administrarse junto con otros agentes bioldgicamente activos. La administracién puede ser sistémica o local.
Ademas, también puede emplearse administracion pulmonar, por ejemplo, mediante el uso de un inhalador o
nebulizador, y formulacion con un agente de aerosolizacion.

Los regimenes de agente quimioterapéutico/otro anticuerpo utilizados incluyen cualquier régimen que se crea que es
optimamente adecuado para el tratamiento de la afeccién del paciente. Diferentes tumores malignos pueden requerir
el uso de anticuerpos antitumorales especificos y agentes quimioterapéuticos especificos, que se determinaran
paciente a paciente. En una realizacion preferida de la invencion, se administra quimioterapia simultdneamente con
0, mas preferentemente, después de terapia de anticuerpos. Deberia enfatizarse, sin embargo, que la presente
invencion no se limita a ningiin método o via de administracion particular.

Todas las patentes y publicaciones mencionadas en la presente memoria descriptiva son indicativas de los niveles
de los expertos en la materia a la que pertenece la invencion.

Un experto en la materia apreciara facilmente que la presente invencion esta bien adaptada para llevar a cabo los
objetos y obtener los fines y ventajas mencionados, asi como los inherentes en los mismos. Cualquier
oligonucleétido, péptido, polipéptido, compuesto biolégicamente relacionado, método, procedimiento y técnica
descrito en el presente documento es representativo en la actualidad de las realizaciones preferidas, se pretende
gue sea ejemplar y no se pretende que sea una limitacion del alcance.

También estan abarcados por la divulgacion los siguientes articulos:

Articulo 1: Un método para el tratamiento de un carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC)
en un mamifero, que comprende administrar a dicho mamifero un anticuerpo monoclonal anti CD44 o
un fragmento de union a antigeno del mismo en una cantidad eficaz para dar como resultado una
reduccion de la carga tumoral de dicho mamifero.

Articulo 2: El método del articulo 1 en el que el anticuerpo monoclonal anti CD44 es ARH460-16-2.
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Articulo 3: El método del articulo 2 en el que dicho anticuerpo monoclonal esta conjugado con un resto citotoxico.

Articulo 4: El método del articulo 1 en el que dicho anticuerpo monoclonal es una versién humanizada del
anticuerpo monoclonal producido por el hibridoma depositado en la ATCC con el nimero de referencia
PTA-4621 o un fragmento de unién a antigeno producido a partir de dicho anticuerpo humanizado.

Articulo 5: El método del articulo 1 en el que dicho anticuerpo monoclonal es una version quimérica del
anticuerpo monoclonal producido por el hibridoma depositado en la ATCC con el nimero de referencia
PTA-4621 o un fragmento de unién a antigeno producido a partir de dicho anticuerpo quimérico.

Articulo 6: El uso de un anticuerpo monoclonal anti CD44 u otro fragmento de unién a antigeno del mismo para el
tratamiento de HNSCC en un mamifero, que comprende administrar a dicho mamifero dicho
anticuerpo monoclonal anti CD44 o fragmento de unién a antigeno del mismo en una cantidad eficaz
para dar como resultado una reduccién de la carga tumoral de dicho mamifero.

Articulo 7: El uso del articulo 6 en el que el anticuerpo monoclonal anti CD44 es ARH460-16-2.

Articulo 8: El uso del articulo 7 en el que dicho anticuerpo monoclonal esta conjugado con un resto citotoxico.

Articulo 9: El uso del articulo 6 en el que dicho anticuerpo monoclonal es una versién humanizada del anticuerpo
monoclonal producido por el hibridoma depositado en la ATCC con el numero de referencia PTA-4621.

Articulo 10:  El uso del articulo 6 en el que dicho anticuerpo monoclonal es una version quimérica del anticuerpo
monoclonal producido por el hibridoma depositado en la ATCC con el nUmero de referencia PTA-4621.

Articulo 11 Un método para el tratamiento de HNSCC en un mamifero que comprende administrar a dicho
mamifero un anticuerpo monoclonal anti CD44 o un fragmento de unién a antigeno del mismo; junto
con al menos un agente quimioterapéutico en una cantidad eficaz para dar como resultado una
reduccion de la carga tumoral de dicho mamifero.

Articulo 12:  El método del articulo 13 en el que el anticuerpo monoclonal anti CD44 es ARH460-16-2.

Articulo 13:  El método del articulo 14 en el que dicho anticuerpo monoclonal o CDMAB esta conjugado con dicho
agente quimioterapéutico.

Articulo 14: El método del articulo 15 en el que dicho agente quimioterapéutico es un resto citotéxico.

Articulo 15: El método del articulo 11 en el que dicho anticuerpo monoclonal es una versién humanizada del
anticuerpo monoclonal producido por el hibridoma depositado en la ATCC con el nimero de referencia
PTA-4621.

Articulo 16: El método del articulo 11 en el que dicho anticuerpo monoclonal es una version quimérica del
anticuerpo monoclonal producido por el hibridoma depositado en la ATCC con el nUmero de referencia
PAT-4621.

Articulo 17:  Una composicion eficaz para el tratamiento de HNSCC que comprende en combinacién: un anticuerpo
monoclonal anti CD44 producido por un hibridoma depositado en la ATCC con el nimero de referencia
PTA-4621 o un fragmento de unién a antigeno del mismo; y una cantidad necesaria de un vehiculo
farmacoldgicamente aceptable; en el que dicha composicion es eficaz para tratar dicho HNSCC.

Articulo 18: La composicién del articulo 17, que incluye ademéas un conjugado de dicho anticuerpo monoclonal o
un fragmento de unién a antigeno del mismo con un miembro seleccionado del grupo que consiste en
restos citotoxicos, enzimas, compuestos radiactivos, citocinas, interferones, restos diana o indicadores
y células hematdgenas.

Articulo 19:  Un kit de ensayo para detectar la presencia de HNSCC, en el que dicho HNSCC expresa al menos un
epitopo de un antigeno que se une especificamente con el anticuerpo monoclonal producido por el
hibridoma depositado en la ATCC con el nimero de referencia PTA-4621 o un fragmento de unién a
antigeno del mismo, comprendiendo el kit el anticuerpo monoclonal producido por el hibridoma
depositado en la ATCC con el numero de referencia PTA-4621 o un fragmento de unién a antigeno del
mismo, que se une con un polipéptido cuya presencia, en un nivel de punto de corte particular, es
diagnostico de dicha presencia de dicho HNSCC.

Para que la invencién descrita en el presente documento pueda entenderse mas completamente, se exponen los
siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplos
EJEMPLO 1
Unidén in vitro con lineas celulares de HNSCC.

Se desarrollaron versiones quiméricas y humanizadas de PTA-4621 como se desvelan en el presente documento.
PTA-4621 quimérico (“chPTA-4621") comprende los dominios Vy y Vi que tienen la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N°: 1y SEC ID N°: 2, respectivamente. Se desarrollaron dos versiones humanizadas de PTA-4621 (huPTA-
4621), que tenian diferencias menores en la secuencia de aminoacidos de sus dominios variables de cadena
pesada. huPTA-4621 comprende un dominio V4 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 9 o SEC ID
N°: 10 y un dominio V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 11. La afinidad de unién a antigeno y
avidez de las dos versiones de huPTA-4621 fueron indistinguibles usando ensayos convencionales como se
conocen en la técnica.
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La unién de chPTA-4621 y huPTA-4621 con lineas celulares de HNSCC T.Tn, SCC-15, Detroit-562 y CALL 27 se
evalué por citometria de flujo (FACS). Las células se prepararon para FACS lavando inicialmente la monocapa
celular con DPBS (sin Ca’™" y Mg"). Se us6 después bien el tampén de disociacion celular (INVITROGEN,
Burlington, ON; para T.Tn, SCC-15 y Detroit-562) o bien la soluciéon de separacion celular ACCUTASE™ (SIGMA,
St. Lois, MO, Estados Unidos, para CAL 27) para sacar las células de sus placas de cultivo celular a 37 °C. Después
de centrifugacion y recogida, las células se resuspendieron en DPBS que contenia MgCl,, CaCl; y suero bovino fetal
al 2 por ciento (T.Tn, SCC-15 y Detroit-562) o 3 por ciento (CAL 27) a 4 °C (medio de tincién) y se contaron, se
separaron alicuotas a la densidad celular apropiada, se centrifugaron para sedimentar las células y se
resuspendieron en medio de tinciébn a 4 °C en presencia de anticuerpos de ensayo (PTA-4621 quimérico o
humanizado) o anticuerpos de control (control de isotipo, anti EGFR (C225; T.Tn, SCC-15 y Detroit-562) o anti CD20
(RITUXAN™: CAL27)). Los anticuerpos de ensayo y de control de isotipo se evaluaron a 20 pg/ml en hielo durante
30 minutos. Para la deteccién de anticuerpo unido, se us6 un anticuerpo secundario conjugado con Alexa Fluor 546
para los de células T.Tn, SCC-15 y Detroit-562 y se us6 un anticuerpo secundario conjugado con APC en los
ensayos de CLA 27. Antes de la adicion del anticuerpo secundario, las células se lavaron una vez con medio de
tincion. El anticuerpo secundario en medio de tincién se afiadi6 después de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Las células se lavaron después por Ultima vez y se resuspendieron en medio de fijacién (medio de tincién
que contenia paraformaldehido 1,5 %). Se evalué la adquisicion citométrica de flujo de las células T.Tn, SCC-15y
Detroit-562 procesando muestras en un FACScan usando el software CellQuest (BD Biosciences, Oakville, ON),
mientras que la adquisicién de las células CAL 27 se evalu6 procesando muestras en un LSR-II usando el Software
del sistema Diva 6 (BD Biosciences, Rockville, MD Estados Unidos). La dispersion frontal (FSC) y lateral (SSC) de
las células se preparé ajustando la tension y aumentos de amplitud en los detectores de FSC y SSC. Los detectores
para el canal de fluorescencia (FITC o APC) se ajustaron procesando células no tefiidas (CAL 27) o tefiidas
solamente con anticuerpo secundario conjugado con Alexa Fluor 546 (T.Tn, SCC-15 y Detroit-562) de modo que las
células tuvieron un pico uniforme con una mediana de la intensidad fluorescente de aproximadamente 1-5 unidades.
Para cada muestra, se adquirieron aproximadamente 10.000 células fijadas tefiidas para analisis y los resultados se
presentan en la Figura 1A-B.

En resumen, los datos obtenidos muestran que las versiones quiméricas y humanizadas de PTA-4621 se unen con
las lineas celulares T.Tn, SCC-15 y Detroit-562 (Figura 1A) y CAL 27 (Figura 1B).

EJEMPLO 2
Experimento in vivo con células T.Tn humanas

Para demostrar la eficacia contra una linea celular de cancer HNSCC humana in vivo, se ensay0 PTA-4621
quimérico (chPTA-4621) en un modelo de xenoinjerto de HNSCC T.Tn establecido. Con referencia a las Figuras 2 y
3, se implantaron en ratones SCID hembra de 6 a 8 semanas de edad 10 millones de células T.Tn en 100 microlitros
de solucion de PBS inyectada por via subcutéanea en el flanco derecho. Los ratones se dividieron aleatoriamente en
dos grupos de tratamiento de 10. Cuando el volumen tumoral medio de los ratones alcanzé aproximadamente 264-
268 mm°, se administraron 20 mg/kg del anticuerpo de ensayo chPTA-4621 o control de tampén por via
intraperitoneal a cada cohorte en un volumen de 300 microlitros después de dilucion de la concentracion de reserva
con un diluyente que contenia KCI 2,7 mM, KH,PO4 1 mM, NaCl 137 mM y Na;HPO4 20 mM. Las muestras de
anticuerpo y de control se administraron después 3 veces por semana durante el transcurso del estudio. El
crecimiento tumoral se midié aproximadamente cada 7 dias con calibradores. El estudio se completé después de 10
dosis de anticuerpo. Los pesos corporales de los animales se registraron una vez a la semana durante el transcurso
del estudio. Al final del estudio los animales se sacrificaron de acuerdo con las directrices de CCAC.

chPTA-4621 redujo el crecimiento tumoral en el modelo establecido in vivo de T.Tn de HNSCC humano. El
tratamiento con anticuerpo chPTA-4621 redujo el crecimiento de tumores T.Tn en 54,9 por ciento (p=0,0068, ensayo
de t) en comparacion con el grupo tratado con tampoén, como se determiné el dia 105, el dltimo dia del periodo de
estudio (Figura 2).

No hubo sefiales clinicas de toxicidad a lo largo del estudio. El peso corporal medido a intervalos semanales fue un
sustituto del bienestar e incapacidad para desarrollarse (Figura 3). No hubo diferencias significativas en el peso
corporal medio entre los grupos al final del periodo de tratamiento. Tampoco hubo diferencias significativas en el
peso corporal medio dentro de cada grupo desde el inicio al final del estudio.

En resumen, chPTA-4621 se tolerd bien y redujo significativamente la carga tumoral en este modelo de xenoinjerto
de HNSCC humano.

EJEMPLO 3
Experimento in vivo con células SCC-15 humanas

Para demostrar la eficacia contra una linea celular de cancer HNSCC humana in vivo, se ensay0 PTA-4621
humanizado (huPTA-4621) en un modelo de xenoinjerto de HNSCC SCC-15. Con referencia a las Figuras 4 y 5, se
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implantaron en ratones SCID hembra de 6 a 8 semanas de edad 3 millones de células SCC-15 en 100 microlitros de
solucion de PBS inyectada por via subcutanea en el flanco derecho. Los ratones se dividieron aleatoriamente en dos
grupos de tratamiento de 10. Cuando el volumen tumoral medio de los ratones alcanz6 aproximadamente 233-235
mm?®, se administraron 30 mg/kg del anticuerpo de ensayo huPTA-4621 o control de tampén HNT por via
intraperitoneal a cada cohorte en un volumen de 100 microlitros después de dilucién de la concentracion de reserva
con un diluyente que contenia Histidina HCI 20 mM, NaCl 150 mM y polisorbato 80 0,01 %, pH 6,0. El anticuerpo y
las muestras de control se administraron después 1 vez por semana durante el transcurso del estudio. El crecimiento
tumoral se midié aproximadamente cada 7 dias con calibradores. El estudio se completé después de 4 dosis de
anticuerpo. Los pesos corporales de los animales se registraron una vez a la semana durante el transcurso del
estudio. Al final del estudio todos los animales se sacrificaron de acuerdo con las directrices de CCAC.

huPTA-4621 redujo el crecimiento tumoral en el modelo establecido in vivo de SCC-15 de HNSCC humano. El
tratamiento con anticuerpo huPTA-4621 redujo el crecimiento de tumores SCC-15 en 44,5 por ciento (p=0,0379,
ensayo de t) en comparacion con el grupo tratado con tampén, como se determiné el dia 23, el dltimo dia del periodo
de estudio (Figura 4).

No hubo sefiales clinicas de toxicidad a lo largo del estudio. El peso corporal medido a intervalos semanales fue un
sustituto del bienestar y la incapacidad para desarrollarse (Figura 5). No hubo diferencias significativas en el peso
corporal medio entre los grupos al final del periodo de tratamiento. Tampoco hubo diferencias significativas en el
peso corporal medio dentro de cada grupo desde el inicio al final del estudio.

En resumen, huPTA-4621 se tolerd bien y redujo significativamente la carga tumoral en este modelo de xenoinjerto
de HNSCC humano.

EJEMPLO 4
Experimento in vivo con células Detroit 562 humanas

Para demostrar la eficacia contra una linea celular de cancer HNSCC humana in vivo, se ensay6 huPTA-4621 en un
modelo de xenoinjerto de HNSCC Detroit 562. Con referencia a las Figuras 6 y 7, se implantaron en ratones SCID
hembra de 6 a 8 semanas de edad 3 millones de células Detroit 562 en 100 microlitros de solucion de PBS
inyectada por via subcutédnea en el flanco derecho. Los ratones se dividieron aleatoriamente en dos grupos de
tratamiento de 10. Cuando el volumen tumoral medio de los ratones alcanz6 aproximadamente 188-192 mm?’, se
administraron 30 mg/kg de anticuerpo de ensayo huPTA-4621 o control de tampdn por via intraperitoneal a cada
cohorte en un volumen de 100 microlitros después de dilucién de la concentracion de reserva con un diluyente que
contenia Histidina HCl 20 mM, NaCl 150 mM y polisorbato 80 0,01 %, pH 6,0. Las muestras de anticuerpo y de
control se administraron después 1 vez a la semana durante el transcurso del estudio. El crecimiento tumoral se
midié aproximadamente cada 7 dias con calibradores. El estudio se completd después de 5 dosis de anticuerpo. Los
pesos corporales de los animales se registraron una vez a la semana durante el transcurso del estudio. Al final del
estudio todos los animales se sacrificaron de acuerdo con las directrices de CCAC.

huPTA-4621 redujo el crecimiento tumoral en el modelo establecido in vivo Detroit 562 de HNSCC humano. El
tratamiento con anticuerpo huPTA-4621 redujo el crecimiento de tumores T.Tn en 52,1 por ciento (p=0,0259, ensayo
de t) en comparacion con el grupo tratado con tampon, como se determiné el dia 42, el dltimo dia del periodo de
estudio (Figura 6).

No hubo sefiales clinicas de toxicidad durante el transcurso del estudio. El peso corporal medido a intervalos
semanales fue un sustituto del bienestar y la incapacidad de desarrollarse (Figura 7). No hubo diferencias
significativas en el peso corporal medio entre los grupos al final del periodo de tratamiento. Tampoco hubo
diferencias significativas en el peso corporal medio dentro de cada grupo desde el inicio al final del estudio.

En resumen, huPTA-4621 se tolerd bien y redujo significativamente la carga tumoral en este modelo de xenoinjerto
de HNSCC humano.

EJEMPLO 5
Experimento in vivo con células CAL 27 humanas

Para demostrar la eficacia contra una linea celular de cancer HNSCC humana in vivo, se ensay6 huPTA-4621 en un
modelo de xenoinjerto de HNSCC CAL 27 que comprendia ratones desnudos (NU/J, cepa N° 002019, Jackson
Laboratories) a los que se habian implantado las células CAL27 (ATCC CRL-2095). Las células CAL 27 se cultivaron
en DMEM (ATCC, N° de Catalogo 30-2002) complementado con FBS 10 % (ATCC N° de Catalogo 30-2020) en
matraces de 75 mm? a 37 °C en una atmésfera de CO2 5 % en aire hasta que las células fueron confluyentes. Se
separaron células CAL 27 humanas de los matraces de cultivo usando tripsina 0,25 % (p/v) (Invitrogen, N° de
Catalogo 25200), se contaron, se disolvieron en PBS y se inyectaron por via subcutanea en la region de la espalda
media de ratones desnudos macho de 7 semanas de edad a una dosis de 3 x 10° células/animal con Matrigel™ (BD
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Biosciences, N° de Catalogo 354248) en 0,2 ml de volumen (100 pl de células en PBS + 100 pl de Matrigel).
Después de la inyeccion de las células, transcurre un periodo de dos semanas para permitir la formacién de nédulos
tumorales. Los volumenes tumorales (mm ) se mldleron con un calibrador digital (VWR, N° de Catalogo 36934-152)
y se estimaron por la féormula elipsoide: [rc/6]xaxb en la que ay b son la primera y segunda mediciones ortogonales
mayores del tumor en mm. Cuando el volumen tumoral alcanzé 400-600 mm?®, los animales se seleccionaron
aleatoriamente en dos grupos (n=5). Se administré anticuerpo monoclonal huPTA 4621 e 1gG1 humano (Sigma,
15154) a 3 mg/kg por inyeccion intraperitoneal 3 veces a la semana para un total de 10 dosis. Los nédulos tumorales
se controlaron tres veces por semana usando un calibrador digital. La actividad antitumoral se determiné con
respecto a inhibicion del crecimiento tumoral primario calculando el Volumen Tumoral Relativo (RTV) de acuerdo con
la siguiente férmula: RTV=TV./TV, en la que TV, es el volumen tumoral el dia ny TV, es el volumen tumoral el dia
0. El tamafio del tumor se siguié hasta el dia 27. Después de 27 dias de terapia se determiné el porcentaje de T/C
calculando RTV como % de TC=100x (RTV medio del grupo tratado/(RTV medio del grupo de control). Se descubrid
una inhibicion del crecimiento tumoral del 60 % en el grupo tratado con anticuerpos (Figura 8), lo que indica que el
tratamiento fue eficaz en el alivio de la carga tumoral (P<0,0002).

Estos datos demuestran claramente que huPTA-4621 tiene actividad terapéutica significativa contra tumores de
xenoinjerto de CAL 27 ensayados en este estudio.

EJEMPLO 6
Experimento in vivo con células CAL 27 humanas

Para comparar la eficacia de la terapia con el anticuerpo PTA-4621 con el tratamiento quimioterapéutico
convencional, el sistema modelo descrito en el Ejemplo 5 se usé para comparar la terapia con PTA-4621 con el
tratamiento con cisplatino. Las células CAL27 se cultivaron y recogieron como se ha descrito en el Ejemplo 5. El
modelo de xenoinjerto de CAL 27 se estableci6é inyectando por via subcutdnea ratones desnudos macho de 7
semanas de edad (NU/J, cepa N° 002019, Jackson Laboratories) en la region de la espalda media 5 X 10° células
CAL 27 en 100 pl de D-PBS con 100 pl de Matrigel. A los 18 dias después de la inoculacion, los ratones se
evaluaron con respecto a formacién de tumores y se seleccionaron aleatoriamente en 3 grupos (para cada cohorte,
n=6): tratamiento con huPTA-4621, tratamiento con C|S£Iat|no o control (tratamiento con anticuerpo IgG1 de control
irrelevante). Se midieron los volimenes tumorales (mm®) con un calibrador digital (VWR, N° de Catalogo 36934-152)
y se estimo por la férmula elipsoide: [rc/6]xaxb en la que a y b son la primera y segunda mayores medl(:lones
ortogonales del tumor en mm. En la seleccidn aleatoria, el volumen tumoral medio fue 84 mm?® (intervalo 79-94 mm )

En la seleccion aleatoria se administrd i.p. a los animales anticuerpo de ensayo o de control a una dosis de 3 mg/kg,
o cisplatino a una dosis de 0,75 mg/kg. El volumen de administracion para todos los tratamientos fue de 6,6 ml/kg.
Los tratamientos de anticuerpo y control se administraron a continuacion 3 veces a la semana durante las semanas
primera y tercera, y dos veces a la semana durante la segunda semana, dando como resultado un total de ocho
tratamientos. Una semana después del ultimo tratamiento los animales se sacrificaron de acuerdo con las directrices
de CCAC,; el estudio se completd el dia 46, se midi6 el crecimiento tumoral y peso corporal tres veces a la semana
durante el transcurso del estudio.

La actividad antitumoral se determind con respecto a inhibicion de crecimiento tumoral primario calculando el
Volumen Tumoral Relativo (RTV) de acuerdo con la siguiente formula: RTV=TVn/TVoy, en la que TV, es el volumen
tumoral el dia ny TV, es el volumen tumoral el dia 0. El tamafio tumoral se sigui6 hasta el dia 46. Tras completar el
estudio, se determind el porcentaje de T/C calculando RTV como % de T/C=100x (RTV medio del grupo
tratado/(RTV medio del grupo de control). Se encontré una inhibicion del crecimiento tumoral del 86 % en el grupo
tratado con anticuerpos (Figura 9), lo que indica que el tratamiento fue eficaz en el alivio de la carga tumoral
(p=0,024). No se observo inhibicién del crecimiento significativa en el grupo tratado con cisplatino en comparacion
con el control (Figura 9). En consecuencia, huPTA-4621 redujo el crecimiento tumoral en el modelo establecido in
vivo de CAL 27 de HNSCC humano.

No hubo diferencias significativas en el peso corporal medio entre los grupos al final del periodo de tratamiento. No
hubo tampoco diferencias significativas en el peso corporal medio dentro de cada grupo desde el inicio al final del
estudio (Figura 10). Se sacrifico un animal en el grupo de IgG1 de control el dia 26 debido a que habia alcanzado los
puntos finales de IACUC para la determinacion del estudio.

En resumen, huPTA-4621 se toleré bien y redujo significativamente la carga tumoral en relacién con productos
quimioterapéuticos convencionales (cisplatino) en este modelo de xenoinjerto de HNSCC humanao.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> F. Hoffmann-La Roche AG
Universidad de Miami - Departamento de Medicina

22



10

15

20

25

<120> METODOS PARA EL TRATAMIENTO DE CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE CABEZA

Y CUELLO

<130> 26583 WO

<150> US 61/301.449
<151> 04-02-2010

<160> 12

<170> Patent In versién 3.2

<210>1
<211> 124
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>1

Glu

1

Ser

Irp

Gly

Lys

Thr

Tyr

<210> 2
<211> 107
<212> PRT

Val

Het

=lu

30

Asp

Gln

Trp

Lys

Lys

Ser

35

Val

Gln

Met S

g Pro

Gly
115

<213> Homo sapiens

<400> 2

Leu
20

Trp

Asn

Phe

Asn
100

Gln

L
111}
=

Val

Pro

Ile

Gly

ES 2460945 T3

Zlu

Cys

ATg

Val

Tyr

Thr

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Ser

Gly

Ser

Gly

Thr

Ala

40

Thr

Arg

Ser

Ser

Val
120

23

Gly

ry 0h
o (D
4

Ser

Asp

Arg
18%

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Ile

&sn

Asp

90

Tyvx

YVal

Leu

Phe

Lys

Asn

Ala

75

Thr

His

Ser

Val

Asp

Gly

Tyr

&0

Lys

Ala

Tyr

Ser

Gln

Phe

Len

45

Thr

Asn

Leu

Tyr

Pro

Sexr

30

Glu

Thr

Tyr

Ala
110

Gly
i5

Arg

Irp

Ser

Leu

Tvr

25

et

Tyxr

Ile

Leu

Asp



10

15

20

25

Asp Tle Gln Met

Asp Arg Val Thr

Leu Asn Trp Tyr

35

Tyr Tyr Thr Ser

r Gly Ser Gly

o 40
o @

Glu Asp Val Ala

Thr Phe Gly Ser
100

<210> 3

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

<210>4

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Glu Val Asn Pro Asp Ser Thr Ser Ile Asn Tyr Thr Pro Ser Leu Lys
9

1

Asp

<210>5

<211>15

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400>5

Thr
5

Ile

Gln

Arqg

Thr

Thr

85

Gly

ES 2460945 T3

Gln

Asn

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Thr

Cys

Lys

His

55

Phe

FPhe.

Lys

Thr

Arg

Pro

40

Ser

Ser

Cys

Leu

Arg Tyr

Ser

Leu

Gln

Glu
105

Trp Mat Ser

Ser

10

Sar

Gly

Val

Thr

Gln

50

Ile

Leau

Gln

Thr

Pro

Ile

75

Gly

Lys

5

10

Asp

Val

Ser

60

Ser

Ser

* Val

Ile

Lys
45

JATg

Asn

Thr

Asn
30

Leu
Phe

Leu

Leu

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Fro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Lys

80

Phe

15

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

1

5

24

10

15



10

15

20

25

30

35

<210> 6

<211>11

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 6

ES 2460945 T3

Arg Alz Ser Gln Asp Ile Asn Asn Tyr Leu &sn

<210>7

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

<210> 8

<211>9

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 8

<210>9

<211>124

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>9

5

10

Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser

1

5

Gln Gln Gly Ser Thr Leu Fro Phe Thr

1 5

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1

5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala

35

40

Gly Glu Val Asn Pro Asp Ser Thr

50

55

25

Gly

Ser

“
“

Pro

Ser

Gly Leu

10

Gly Phe

Gly Lys

Ile Asn

val Gln Pro

Asp Phe Ser
30

Gly Leu Val
45

Tyr Thr Pro
60

Gly Gly

15

Arg

Tyr

Trp Val

Ser

Leu



ES 2460945 T3

Lys Asp Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Axg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr Arg Proc Asn Tyr Tyr Gly Ser Arg Tyr His Tyr Tyr Ala Met Asp
100 105 110

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 10

<211> 124

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Glue Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 1¢ 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Asp Phe Ser Arg Tyr
20 25 30

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu VWal Trp Ile
35 an 45

Gly Glu Val Asn Pro Asp Ser Thr Ser Ile Asn Tyr Thr Pro Ser Leu
50 55 a0

Lys Asp Gln Phe Thr Ile Ser Arg Bsp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
&5 . TO 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leun Arg Ala Glu Asp Thr &la Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr Arg Pro Asn Tyr Tvr Gly Ser &rg Tyr His Tyr Tyr Alaz Met Asp
100 105 110

Tyr Txrp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 1290

<210>11

<211> 107

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 11

26



10

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

<210>12

<211>11
<212> PRT

Ile

Arg

Asn

Tyrx

50

Gly

Asp

Phe

Gln

Val

Trp

35

Thr

Ser

Ila

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 12

Met

Ser

Gly

Ala

Gln
100

ES 2 460 945 T3

Thr Gln
5

Ile Thr

Gln Gln

Arg Leu

Thr Asp
70

Thr Tyr
85

Gly Thr

Serxr

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu
105

Ser
10

Sex

Lys

Val

Thr

Gln

20

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Gly

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Ala Phe Asp Gly Pre Ile Thr Ile Thr Ile Val

1

5

27

10

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Phe



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2460945 T3

REIVINDICACIONES

1. Uso de un anticuerpo monoclonal anti CD44, o fragmento de unién a antigeno del mismo, para la fabricacion de
un medicamento para el tratamiento de un carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC) en un
mamifero, en el que dicho HNSCC se caracteriza por la expresion de CD44, en el que dicho anticuerpo comprende

(a) una CDR1 de Vu que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 3, una CDR2 de Vu que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 4, una CDR3 de V4 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID
N°: 5, una CDR1 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 6, una CDR2 de V. que tiene la
secuencia de aminodacidos de SEC ID N°; 7 y una CDRS3 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID
N°: 8; 0

(b) un dominio Vy que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 85 % idéntica al dominio V4 que
tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 9 o SEC ID N°: 10 y un dominio V. que tiene una secuencia de
aminoacidos que es al menos 85 % idéntica al dominio V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
11;

en el que dicho anticuerpo compite por la unién con CD44 con el anticuerpo producido por el hibridoma depositado
en la ATCC con el nimero de Referencia PTA-4621.

2. Un anticuerpo monoclonal anti CD44, o fragmento de unién a antigeno del mismo, para su uso en el tratamiento
de un carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC) en un mamifero, en el que dicho HNSCC se
caracteriza por la expresion de CD44, en el que dicho anticuerpo comprende

(a) una CDR1 de Vy que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 3, una CDR2 de Vy que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 4, una CDR3 de Vy que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID
N°: 5, una CDR1 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 6, una CDR2 de V. que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 7 y una CDR3 de V| que tiene la secuencia de aminoéacidos de SEC ID
N°: 8; o

(b) un dominio Vy que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 85 % idéntica al dominio Vy que
tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 9 o SEC ID N°: 10 y un dominio V| que tiene una secuencia de
aminoéacidos que es al menos 85 % idéntica al dominio V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
11;

en el que dicho anticuerpo compite por la unién con CD44 con el anticuerpo producido por el hibridoma depositado
en la ATCC con el nimero de Referencia PTA-4621.

3. El uso de la reivindicacién 1 o el anticuerpo o fragmento para uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que
dicho anticuerpo anti CD44 es una version quimérica del anticuerpo monoclonal producido por el hibridoma
depositado en la ATCC con el numero de referencia PTA-4621.

4. El uso de la reivindicacion 1 o el anticuerpo o fragmento para uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que
dicho anticuerpo anti CD44 es una version humanizada del anticuerpo monoclonal producido por el hibridoma
depositado en la ATCC con el nimero de referencia PTA-4621.

5. El uso de la reivindicacion 1 o 3, o el anticuerpo o fragmento para uso de acuerdo con la reivindicacion 2 0 3, en el
que dicho anticuerpo anti CD44 comprende un dominio V4 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 1.

6. El uso de la reivindicacion 1, 3 0 5, o el anticuerpo o fragmento para uso de acuerdo con la reivindicacion 2, 3 0 5,
en el que dicho anticuerpo anti CD44 comprende un dominio V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID
Ne: 2.

7. El uso de la reivindicacion 1 o 4, o el anticuerpo o fragmento para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 4, en el
que dicho anticuerpo anti CD44 comprende un dominio V4 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 9 o
SEC ID Ne: 10.

8. El uso de la reivindicacion 1, 4 o 7, o el anticuerpo o fragmento para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, 4 o 7,
en el que dicho anticuerpo anti CD44 comprende un dominio V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID
Ne: 11.

9. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1y 3-8, o el anticuerpo o fragmento para uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 2-8, en el que dicho anticuerpo o fragmento se conjuga con un producto
terapéutico o resto indicador o con células hematégenas.

10. Uso de un anticuerpo humanizado anti CD44, o fragmento de unién a antigeno del mismo, para la fabricacion de

un medicamento para el tratamiento de un carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC) en un ser
humano, en el que dicho HNSCC se caracteriza por la expresion de CD44 y en el que dicho anticuerpo humanizado

28



10

ES 2460945 T3

comprende un dominio V4 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 9 y un dominio V. que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 11, o comprende un dominio Vy que tiene la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N°: 10 y un dominio V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 11.

11. Un anticuerpo anti CD44 humanizado, o fragmento de unién a antigeno del mismo, para uso en el tratamiento de
un carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC) en un ser humano, en el que dicho HNSCC se
caracteriza por la expresion de CD44 y en el que dicho anticuerpo humanizado comprende un dominio Vy que tiene
la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 9 y un dominio V. que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N¢;
11, o comprende un dominio Vy que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 10 y un dominio V| que tiene
la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 11.
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FIGURA 1B

Recuento
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APC-A

Nombre de la muestra | Media, APC-A
——————— CAL 27 n°1 Rituximab.fcs 965,14
~———— | CAL 27 n°1 huCD44.fcs 35283,00
——— | CAL 27 n°2 Rituximab.fcs 886,42
——————— CAL 27 n°2 huCD44.fcs 33030,21
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FIGURA 7
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% de volumen tumoral relativo
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FIGURA 8
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FIGURA 9
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FIGURA 10
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FIGURA 11
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FIGURA 12
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