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Composiciones, métodos y kits relacionados con la escision de HER-2
Descripcion
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a composiciones, usos y kits basados en la escision mediada por ADAM de Her-2.
La presente invencion también se refiere al uso de un inhibidor de ADAM o un anticuerpo anti-Her2 para su uso en el
tratamiento de cancer, y en particular, cancer de mama, modulando la escisién mediada por ADAM de Her-2.
Ademas, la invencién se refiere a composiciones, usos y kits basados en el sorprendente efecto sinérgico entre la
inhibicion de la escision de Her-2 por una ADAM vy ciertos compuestos citostaticos (por ejemplo, Herceptin) y
citotéxicos (por ejemplo, Taxol) en, entre otras cosas, inhibir la proliferacién de células tumorales e inducir muerte
celular. Adicionalmente, la divulgaciéon se refiere a novedosas variantes de ADAM15, designadas variante 1 de
ADAM15 y variante 2 de ADAM15, ahora identificadas y aisladas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El oncogén HER-2/neu (erbB-2) codifica una tirosina cinasa de receptor (RTK) que se ha investigado ampliamente
debido a su funcién en varios carcinomas humanos (Hynes y Stem, 1994, Biochim. et Biophys. Acta 1198:165-184; y
Dougall y col., 1994, Oncogene 9:2109-2123) y en el desarrollo de mamiferos (Lee y col., 1995, Nature 378:394-
398). Her-2 (también denominado “erbB2,” “p185” o “c-neu”) es un miembro de 185 kDa de la familia de tirosina
cinasa de receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF). La secuencia de la proteina Her-2 se determiné a
partir de un ADNc que se cloné por homologia con el ARNm del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) de placenta (Coussens y col., 1985, Science 230:1132-1139) y de una linea de células de carcinoma
gastrico (Yamamoto y col., 1986, Nature 319:230-234). El ARNm de HER-2 de longitud completa codifica una
glucoproteina de transmembrana de 185 kDa en tejidos humanos normales y malignos (p185HER-2) (Hynes y
Steen, 1994, Biochim. et Biophys. Acta 1198:165-184; y Dougall y col., 1994, Oncogene 9:2109-2123).

La funcion del gen HER-2 se ha examinado principalmente expresando el ADNc correspondiente al transcrito de 4,5
kb en células transfectadas y a partir de la estructura y propiedades bioquimicas del producto de proteina de 185
kDa. P185HER-2 consiste en un gran dominio extracelular, un segmento de transmembrana y un dominio
intracelular con actividad de tirosina cinasa (Hynes y Stern, 1994, Biochim. et Biophys. Acta 1198:165-184; y Dougall
y col., 1994, Oncogene 9:2109-2123). La expresion en exceso de p185HER-2 produce transformacion fenotipica de
células cultivadas (DiFiore y col., 1987, Science 237:178-182; y Hudziak y col., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
84:7159-7163) y se ha asociado a progresion clinica agresiva de cancer de mama y de ovario (Slamon y col., 1987,
Science 235:177-182; y Slamon y col., 1989, Science 244:707-712).

p185HER-2 es altamente homdlogo al EGFR. Sin embargo, todavia no se ha identificado un ligando que se una
directamente con alta afinidad a p185HER-2. Ademas, la actividad de sefializacion de HER-2 puede mediarse
mediante la heterodimerizacion con otros miembros de unién a ligando de la familia de EGFR (Carraway y Cantley,
Cell 78:5-8, 1994; Earp y col., 1995, Breast Cancer Res. Treat. 35:115-132; y Qian y col., 1995, Oncogene 10:211-
219).

Se generan proteinas divergentes, que contienen regiones de los dominios extracelulares de las RTK de la familia de
HER, mediante el procesamiento proteolitico de receptores de longitud completa (Lin y Clinton, 1991, Oncogene
6:639-643; Zabrecky y col., 1991, J. Biol. Chem. 266:1716-1720; Pupa y col., 1993, Oncogene 8:2917-2923; Vecchi
y col., 1996, J. Biol. Chem. 271:18989-18995; y Vecchi y Carpenter, 1997, J. Cell Biol. 139:995-1003) y mediante el
procesamiento de ARN alternativo (Petch y col., 1990, Mol. Cell. Biol. 10:2973-2982; Scott y col., 1993, Mol. Cell.
Biol. 13:2247-2257; y Lee y Maihle, 1998, Oncogene 16:3243-3252).

El dominio extracelular de p185HER-2 (denominado en lo sucesivo “ECD”) se elimina proteoliticamente de células
de carcinoma de mama en cultivo (Petch y col., 1990, Mol. Cell. Biol. 10:2973-2982; Scott y col., 1993, Mol. Cell.
Biol. 13:2247-2257; y Lee y Maihle, 1998, Oncogene 16:3243-3252) y se encuentra en el suero de algunos pacientes
con cancer (Leitzel y col., 1992, J. Clin. Oncol. 10:1436-1443) en los que puede ser un marcador de suero de cancer
de mama metastésico (Leitzel y col., 1992, J. Clin. Oncol. 10:1436-1443) y puede permitir el escape de tumores ricos
en HER-2 de control inmunoldgico (Baselga y col., 1997, J. Clin. Oncol. 14:737-744, Brodowicz y col., 1997, Int. J.
Cancer 73:875-879). Mientras que los niveles en suero del ECD de Her-2 eliminado se correlacionan con la masa
tumoral, estudios adicionales han demostrado que los niveles en suero del ECD de Her-2 eliminado representan un
marcador independiente del mal desenlace clinico en pacientes con cancer de mama metastasico que expresa en
exceso Her-2 (Ali y col., 2002, Clin. Chem. 48:1314-1320; Molina y col., 2002, Clin. Cancer Res. 8:347-353).

Un dominio extracelular truncado de HER-2 es también el producto de un transcrito alternativo de 2,3 kb generado
por el uso de una sefal de poliadenilacion dentro de un intrén (Scott y col., 1993, Mol. Cell. Biol. 13:2247-2257). El
transcrito alternativo se identificé primero en la linea de células de carcinoma gastrico MKN7 (Yamamoto y col.,
1986, Nature 319:230-234; y Scott y col., 1993, Mol. Cell. Biol. 13:2247-2257) y el receptor truncado se localizé
dentro del citoplasma perinuclear en vez de secretarse de estas células tumorales (Scott y col., 1993, Mol. Cell. Biol.
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13:2247-2257). Sin embargo, no se ha atribuido utilidad terapéutica, de diagndstico o de investigacion particular a
este polipéptido del dominio extracelular truncado. Se secreta un dominio extracelular truncado de EGFR, generado
por corte y empalme alternativo (Petch y col., 1990, Mol. Cell. Biol. 10:2973-2982), presenta unién al ligando,
ademas de propiedades de dimerizacién (Basu y col., 1989, Mol. Cell. Biol. 9:671-677), y puede tener un efecto
negativo dominante sobre la funcion del receptor (Basu y col., 1989, Mol. Cell. Biol. 9:671-677; y Flickinger y col.,
1992, Mol. Cell. Biol. 12:883-893).

También se ha identificado un producto alternativamente cortado y empalmado adicional de Her-2, designado
herstatina (Doherty y col., 1999, Proc. Natl. Acad. Sci. 96:10869-10874; Azios y col., 2001, Oncogene 20:5199-5209;
Justman y Clinton, 2002, J. Biol. Chem. 277:20618-20624). Esta proteina consiste en los subdominios | y Il del
dominio extracelular, seguido de una secuencia del extremo C unica codificada por el intrén 8. La herstatina es
secretada y se une con afinidad nanomolar a miembros de la familia de EGFR. Parece que funciona de autoinhibidor
rompiendo la dimerizacién del receptor y la fosforilaciéon del receptor, produciendo la inhibicidn de la sefalizacién de
AKT y supresién de la proliferacion en células que expresan en exceso EGFR o Her-2. Se mostré que la herstatina
estaba presente a niveles reducidos en células tumorales que expresan en exceso Her-2, sugiriendo que si la
herstatina desempefia una funciéon en la regulacion del crecimiento celular normal, esto se evita en células
tumorales.

La sefalizacion por la familia de receptores de EGF se inicia por la unién al ligando que desencadena la
dimerizacién del homo- o hetero-receptor, fosforilacion reciproca de tirosina de las colas citoplasmicas y activacion
de las rutas de transduccion de sefales intracelulares. La consecuencia bioldgica de la sefializacion de receptores
de EGF esta frecuentemente asociada a diferenciacion, crecimiento o supervivencia celular.

La expresion en exceso de Her-2 se produce en el 25-30 % de los canceres de mama. Los pacientes con tumores
que expresan en exceso Her-2 tienen una evolucién clinica claramente desfavorable, caracterizada por tiempo
reducido hasta la reaparicion de la enfermedad y supervivencia reducida. No se han establecido los mecanismos
precisos responsables de esta asociacion. A este respecto, se ha sugerido que el receptor de Her-2 expresado en
exceso puede heterodimerizarse mas facilmente con otros miembros de la familia de receptores de EGF que tienen
ligandos unidos, iniciando asi las cascadas de sefalizacion intracelulares que conducen al crecimiento y resistencia
a la apoptosis. Alternativamente, el alto nimero de copias de receptores de Her-2 sobre la superficie de células
tumorales puede promover la homodimerizacion de receptores independiente de ligando, y la sefializacion
intracelular que conduce al crecimiento y supervivencia de células tumorales.

Otro mecanismo que puede explicar el mal desenlace clinico en tumores que expresan en exceso Her-2 se sugiere
por la observacion de que, en algunas células tumorales que expresan en exceso Her-2, el receptor es procesado
por una metaloproteasa desconocida (o metaloproteinasa), dando un receptor asociado a la membrana truncado
(algunas veces denominado una “punta” y también conocido como p95) y un dominio extracelular soluble (también
conocido como ECD, ECD105 o p105).

Al igual que con otros miembros de la familia de receptores de EGF, la pérdida del dominio de unién a ligando
extracelular convierte el dominio asociado a la membrana intracelular de Her-2 en una tirosina cinasa
constitutivamente activa. Por tanto, se ha propuesto que el procesamiento del dominio extracelular de Her-2 crea un
receptor constitutivamente activo que puede emitir directamente sefales de crecimiento y de supervivencia a la
célula cancerosa. A este respecto, se ha mostrado que una versidon manipulada por ingenieria de Her-2, que carece
del dominio extracelular, es 10-100 veces mas eficaz que el receptor de longitud completa en ensayos de
transformacion celular.

Ademas, se ha mostrado que la forma truncada del receptor de Her-2 (p95) interacciona con y activa potentemente
la sefalizacion mediante el receptor de EGF (también denominado “Her-1”). Lo mas convincente, los analisis
inmunohistoquimicos de especimenes clinicos de cancer de mama sugieren fuertemente que el mal desenlace
clinico estda mas estrechamente asociado a la presencia del receptor de Her-2 truncado (p95) en vez de al receptor
intacto (p185) en la célula tumoral como se ha tratado por Clinton (patente de EE.UU. n° 6.541.214).

Se ha demostrado que la familia de ADAM (Una Desintegrina y Metaloproteasa) cataliza la eliminacioén del
ectodominio de la superficie celular de proteinas especificas (Moss y Lambert, 2002, Essays en Biochemistry
38:141-153; Chang y Werb, 2001, Trends in Cell Biology 11:537-543, Seals y Courtneidge, 2003, Genes and
Development 17:7-30). La estructura de dominio de los miembros de la familia de ADAM pone extracelularmente el
dominio catalitico de proteasa de estas proteinas de membrana de tipo I. Desde el extremo amino de la proteina, los
dominios incluyen un pro-dominio, dominio catalitico, dominio de desintegrina, region rica en cisteina y repeticion de
EGF, seguido del dominio transmembrana y la cola citoplasmica. El pro-dominio se procesa para formar la forma
proteoliticamente activa madura. El dominio de desintegrina puede participar en la adhesién o reconocimiento del
sustrato y union.

ADAM10 fue el primer miembro de la familia de ADAM que se mostré que tenia actividad proteolitica. Se ha
demostrado que escinde proteinas tales como APP y Notch, ademas de otras proteinas de la superficie celular. De
interés, los sustratos para ADAM10 incluyen HB-EGF, un miembro de la familia del factor de crecimiento epidérmico,
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que es importante en la transformacién y mitogénesis de la célula. La escision del dominio extracelular de HB-EGF
conduce a la generacion de un fragmento soluble de HB-EGF, que se une a y activa el receptor de EGF. También se
ha demostrado que ADAM 15 es una proteasa activa y se ha mostrado que degrada tanto colageno de tipo IV como
gelatina. Ademas, se ha mostrado que ADAM15 participa activamente en la unién a integrinas, que incluyen
alfabbeta y alfavbeta3, mediante su dominio de desintegrina.

En células que expresan en exceso Her-2, se habia encontrado que Her-2 experimentaba escisién para formar p95
en presencia de acetato 4-aminofenilmercurico (APMA), un activador de metaloproteasas muy conocido (Molina y
col., 2001, Cancer Res. 61:4744-4749). Se encontré que la escisidon mediada por APMA de Her-2 para formar p95 se
inhibia en las mismas células en presencia de batimastat, un inhibidor de metaloproteasas de amplio especitro.
Adicionalmente, se ha mostrado que Herceptin™ (también denominado trastuzumab), un anticuerpo monoclonal
anti-Her-2 que ha mostrado eficacia clinica en cancer de mama que expresa en exceso Her-2, inhibe la escision
enzimatica de Her-2 intacto (p185) en una porcion del ECD y la porcién asociada a membrana de la cinasa
constitutivamente activa p95 in vitro. Se ha sugerido que este efecto inhibidor de la escision de Herceptin™ puede
mediarse por la unién al anticuerpo cerca del sitio de corte enzimatico, interfiriendo asi con la interaccion de escision
enzima-sustrato mediante impedimento estérico. Sin embargo, sigue sin estar claro el mecanismo por el que
Herceptin actia en el cuerpo (por ejemplo, in vivo). Los estudios han mostrado que Herceptin parece tener multiples
funciones celulares que sirven para inhibir la sefalizacion oncogénica de Her-2 mediante diferentes mecanismos
(véase, por ejemplo, Baselga, y col., Seminars in Oncology, 2001, 28(5), supl. 16, pp 4-11 y Baselga y col., Annals of
Oncology, 2001, 12, supl. 1, pp S35-S41). Aunque algunos estudios proponen que al menos uno de los mecanismos
de accion de Herceptin esta relacionado con la inhibicion de la eliminacion de Her-2, otros estudios, en realidad,
muestran que la eliminacién continla produciéndose en pacientes tratados con el anticuerpo (Pegram y col., Journal
of Clinical Oncology, 1998, 16(8), 2659-2671).

A pesar de la prevalencia, morbilidad y mortalidad asociada al cancer de mama, y otros tumores malignos que
expresan en exceso Her-2, hay pocas terapias eficaces, si hay alguna, para estas enfermedades y trastornos. Asi,
hay una necesidad acuciante de tratamientos y agentes terapéuticos para canceres de mama que expresan en
exceso Her-2, y otros, y la presente invencion satisface estas y otras necesidades.

RESUMEN DE LA INVENCION

La invencion proporciona un compuesto que es un inhibidor de ADAM o un anticuerpo anti-Her2 para su uso en un
método para tratar cancer, en el que dicho cancer expresa en exceso Her-2, y en el que el tratamiento comprende
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo anti-Her2 y el inhibidor de ADAM, en el que el
inhibidor de ADAM es un inhibidor de metaloproteinasa que inhibe la escisién de Her-2 in vivo.

La invencion proporciona ademas el uso de un compuesto en la fabricacion de un medicamento para tratar cancer,
en el que dicho cancer expresa en exceso Her-2, en el que el tratamiento comprende administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un inhibidor de ADAM que es un inhibidor de metaloproteinasa que inhibe la escision de
Her-2 in vivo y un anticuerpo anti-Her2, en el que dicho compuesto es el inhibidor de ADAM o el anticuerpo anti-
Her2.

La invencion también proporciona una composicién que comprende una cantidad inhibidora de la escision sinérgica
de Her-2 de un inhibidor de metaloproteinasa, en el que dicho inhibidor de metaloproteinasa inhibe la actividad de
una ADAM, comprendiendo dicha composicién ademas una cantidad inhibidora de la escision sinérgica de Her-2 de
un anticuerpo antagonista de Her-2, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La invencion también proporciona un kit para inhibir la escisién de Her-2, comprendiendo dicho kit una cantidad
inhibidora de la escisidon sinérgica de Her-2 de un inhibidor de metaloproteinasa, en el que dicho inhibidor de
metaloproteinasa inhibe la actividad de una ADAM, comprendiendo dicho kit ademas una cantidad inhibidora de la
escision sinérgica de Her-2 de un anticuerpo antagonista de Her-2, y un aplicador y un material de instrucciones para
el uso del mismo.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Con el fin de ilustrar la invencion, se representan en los dibujos ciertas realizaciones de la invencion. Sin embargo, la
invencion no se limita a las disposiciones e instrumentalidades precisas de las realizaciones representadas en los
dibujos.

La Figura 1 representa un resumen de los 23 genes de la familia de ADAM humana. Aquellos que codifican
proteina funcional se indican con un “+” en la columna 1. ADAM1 y ADAM3 humanos son pseudogenes y no
codifican proteinas funcionales, esto se indica con un “-” en la tabla. ADAM20 carece de intrones en la region
codificante de la proteina ADAMZ20, revelando un analisis de las secuencias genémicas y de ADNc de dominio
publico para ADAM20 que el marco de lectura abierto extiende el extremo N de la metionina de iniciacion
consenso y contiene 50 residuos del extremo N que carecen de un péptido sefial. Basandose en este analisis,
ADAM20 puede codificar una ADAM no funcional y se (indica con “+/-"). Doce miembros de la familia de ADAM
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humana contienen secuencias consenso para los sitios activos de metaloproteasas (HEXGHXXGXXHD) y se
indican con un “+” en la columna tres. De estos, siete se expresaron a algun grado en las cuatro lineas
celulares de eliminacion (indicados con un “+” en la columna cuatro), mientras que cuatro no se expresaron en
al menos una linea celular de eliminacién de HER2 (indicado con un “”). La lista final de candidatos a
convertasa de HER2 se indica con un “+” en la columna cinco. ADAM17 se excluyd como candidato (“-”) ya que
estudios previos sugirieron que no era la convertasa de HER2 (Rio y col., 2002, J. Biol. Chem. 275:10379-
10387). La estructura gendémica de ADAM20 la hizo un candidato menos probable (“+/-").

La Figura 2 expone las secuencias de cebadores y sondas de PCR en tiempo real usados para evaluar niveles
de expresion de los miembros de la familia de ADAM en lineas celulares que eliminan HER-2.

La Figura 3 representa el analisis de la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) de la
expresion de diversas proteinas ADAM en las lineas celulares que eliminan Her-2 BT474, SKOV3, SKBR3,
MDA y T47D. El grado de eliminacion de Her-2 por cada linea celular se indica por una o una serie de mas
marcas “+” encima del nombre de la linea celular, indicando un mayor numero de marcas mas un mayor grado
de eliminacion de Her-2 detectable. La eliminacion de Her-2 se evalué por deteccion del ectodominio (ECD) en
medio acondicionado usando ELISA como que ha descrito méds completamente en cualquier parte. La
expresion de un ARNm de ADAM particular detectado en una linea celular se indica por un “+”, mientras que un
“-” indica ausencia de expresion en una linea celular.

La Figura 4A es una imagen de un gel que representa el nivel de proteina ADAM10 en una célula tras el
silenciamiento usando ARNip. La imagen representa una imagen de una transferencia Western que demuestra
una reduccién en ADAM10 detectada en presencia de un ARNip de ADAM10 en comparacién con el nivel de
ADAM10 en una célula en ausencia de ARNip de ADAM10 (indicado como “Vector vacio” a la izquierda del
gel). Los datos demuestran adicionalmente que el nivel de ADAM9 no se afectd detectablemente por ARNip de
ADAM10, demostrando que el efecto fue especifico para la ADAM elegida como diana por el ARNip particular.
La posicién de una banda de 98 kD y patrones de peso molecular de 64 kD se muestran a la izquierda.

La Figura 4B es una imagen de un gel que representa un analisis de transferencia Western. Los datos
desvelados demuestran que el nivel de ADAM9 disminuy6 aproximadamente el 75 % en comparacion con el
nivel de ADAM9 en ausencia de ARNip de ADAM9. Los datos demuestran adicionalmente que el efecto fue
especifico para el ARNip usado porque la imagen representa que ARNip de ADAM10 no afecto
detectablemente el nivel de ADAMO (tres carriles a la derecha de la figura). La posicion de una banda de 98 KD
y patrones de peso molecular de 64 kD se muestran a la izquierda.

La Figura 4C es una imagen de un gel que representa un andlisis de transferencia Western. La flecha indica la
posicion de ADAM15, representando la banda superior en la transferencia una proteina que reacciona con el
anticuerpo para ADAM15 no especificamente. La imagen representa que el nivel de ADAM15 disminuyd
aproximadamente el 75 % en células tratadas con ARNip de ADAM15 (carriles indicados por “15” en la parte
superior de la figura) en comparacion con el nivel de ADAM15 en ausencia de ARNip (carriles indicados por
“control”). Los datos demuestran adicionalmente que el efecto fue especifico para el ARNip porque la imagen
representa que ARNip de ADAMS8 (carril marcado “8”), ARNip de ADAM9 (carril marcado “9”), ARNip de
ADAM10 (carril marcado “10”), ARNip de ADAMB33 (carril marcado “33”) no afecté detectablemente el nivel de
ADAM15. La posicion de una banda de 98 KD y patrones de peso molecular de 64 kD se indican a lo largo del
lado izquierdo de la imagen.

La Figura 4D es una imagen de un gel que representa un analisis de transferencia Western. La flecha indica la
posicion de ADAM17, representando la banda inferior una proteina que reacciona con el anticuerpo para
ADAM17 no especificamente. Los datos desvelados demuestran que el nivel de ADAM17 se redujo
aproximadamente el 90 % en células tratadas con ARNip de ADAM17 (carriles indicados por “17” en la parte
superior de la figura) en comparacion con el nivel de ADAM17 en ausencia de ARNip (carriles indicados por
“control”’). Los datos demuestran adicionalmente que el efecto fue especifico para el ARNip usado porque la
administracion de ARNip contra ADAM9, 10 y 15 (carriles indicados por “9”, “10” y “15”, respectivamente) a
células no alter6 detectablemente el nivel de ADAM17 en aquellas células.

La Figura 5A es un grafico de barras que representa el efecto de un ARNip para una ADAM en el nivel de
eliminacion de Her-2 como se evalla detectando el ectodominio eliminado en medio de células BT474
acondicionado usando ensayo de deteccidon de ELISA. Se evalud la eliminacion del ectodominio en medio
acondicionado obtenido de células BT474 en presencia de ARNip para ADAM8, ADAM9, ADAM10, ADAM15 y
ADAMS33 y los datos demuestran aproximadamente el 50-70 % de reduccion en la eliminacion de Her-2 en
células en presencia de ARNip de ADAM10 mientras que la eliminacion de Her-2 no se afect6é detectablemente
por los otros ARNip, excepto por ARNip de ADAM15, que disminuyd la eliminacién de Her-2 aproximadamente
el 10 % en comparacion con células de control transfectadas con vector vacio.

La Figura 5B es un grafico de barras que representa el nivel de eliminacién de Her-2 (como se mide por la
liberacion del ectodominio en medio acondicionado) de células SKBR3 en presencia de ARNip para ADAMS,
ADAM9, ADAM10 y ADAM15. Los datos demuestran que el ARNip de ADAM10 disminuyd el nivel de
eliminacion de Her-2 aproximadamente el 50-70 %, mientras que el ARNip de ADAM15 redujo la eliminacién
aproximadamente el 25-30 % en comparacién con la eliminacion de Her-2 por células SKBR3 en ausencia de
ARNip (es decir, células “transfectadas con vector vacio”). Los datos muestran adicionalmente que los ARNip
para ADAM8, ADAM9 y ADAM33 no tuvieron efecto detectable sobre la eliminacion de HER2.

La Figura 6 es una grafica que representa la ausencia de correlacion entre la inhibicion de convertasa y la
inhibicion de MMP2 usando 498 compuestos. La figura expone una representacion logaritmica de los valores
de Clso de diversos compuestos para la inhibicion de MMP2 frente a los valores de Clsp de los mismos
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compuestos para la inhibicién de la actividad de convertasa de Her-2. Los puntos que se encuentran fuera de
de las lineas paralelas superior e inferior son mas de 10 veces divergentes de la curva de correlacién ideal
(linea central).

La Figura 7 es una grafica que representa la ausencia de correlacion entre la inhibicion de convertasa y la
inhibicion de MMP12 usando méas de 500 compuestos. El grafico expone una representacion logaritmica de los
valores de Clso de diversos compuestos para la inhibicion de MMP12 frente a los valores de Clso de los mismos
compuestos para la inhibicién de la actividad de convertasa de Her-2. Los puntos que se encuentran fuera de
las lineas paralelas superior e inferior son mas de 10 veces divergentes de la curva de correlacion ideal (linea
central).

La Figura 8 es una grafica que representa la ausencia de correlacion entre la inhibicion de convertasa y la
inhibicion de TACE (ADAM17) usando mas de 500 compuestos. La figura expone una grafica que representa
una representacion logaritmica de los valores de Clsg de diversos compuestos para la inhibicion de TACE
(ADAM17) frente a los valores de Clsp de los mismos compuestos para la inhibicién de la actividad de
convertasa de Her-2. Los puntos que se encuentran fuera de las lineas paralelas superior e inferior son mas de
10 veces divergentes de la curva de correlacion ideal (linea central).

La Figura 9 es una grafica que representa la ausencia de correlacion entre la inhibicion de convertasa y la
inhibicion de ADAM9 usando 42 compuestos. La figura expone una grafica que representa una representacion
logaritmica de los valores de Clsy de diversos compuestos para la inhibicion de ADAM9 frente a los valores de
Clso de los mismos compuestos para la inhibiciéon de la actividad de convertasa de Her-2. Los puntos que se
encuentran fuera de las lineas paralelas superior e inferior son mas de 10 veces divergentes de la curva de
correlacion ideal (linea central).

La Figura 10 es una grafica que representa la fuerte correlacion entre la inhibicion de convertasa y la inhibicion
de ADAM10 usando mas de 500 compuestos. La figura expone una grafica que representa una representacion
logaritmica de los valores de Clso de diversos compuestos para la inhibicion de ADAM10 frente a los valores de
Clso de los mismos compuestos para la inhibiciéon de la actividad de convertasa de Her-2. Los puntos que se
encuentran fuera de las lineas paralelas superior e inferior son mas de 10 veces divergentes de la curva de
correlacion ideal (linea central).

La Figura 11 es un esquema que representa el corte y empalme alternativo en el gen ADAM15 humano. Los
recuadros indican exones con lineas que muestran la posicion de intrones. El patron de corte y empalme de la
secuencia humana publicada se muestra arriba justo encima de la estructura de exén/intron del genoma. Las
dos variantes alternativamente cortadas y empalmadas se muestran debajo de la estructura genémica con
recuadros sin sombra que delinean exones alternativamente cortados y empalmados.

Las Figuras 12A-1y 12A-2 exponen la secuencia de acidos nucleicos de ADAM10 humana (SEC ID N°: 5).

La Figura 12B expone la secuencia de aminoacidos de ADAM10 humana (SEC ID N°: 6).

Las Figuras 13A-1 y 13A-2 exponen la secuencia de acidos nucleicos de la novedosa variante 1 humana de
ADAM15 (SEC ID N°: 1). Esta variante es la variante de ADAM15 mas abundante detectada en las lineas
celulares examinadas como se describe en cualquier parte.

La Figura 13B expone la secuencia de aminoacidos de la novedosa variante 1 humana de ADAM15 (SEC ID
Ne°: 2).

Las Figuras 14A-1 y 14A-2 exponen la secuencia de acidos nucleicos de la novedosa variante 2 humana de
ADAM15 (SEC ID N°: 3), que es la forma mas larga.

La Figura 14B expone la secuencia de aminoacidos de la novedosa variante 2 humana de ADAM 15 (SEC ID
N°: 4).

La Figura 15 es una grafica que representa la inhibicién de la escisién de Her-2 por un MPI representativo
(compuesto 4) en células BT-474 que expresan en exceso Her-2.

La Figura 16 es una imagen de una transferencia Western que representa la inhibicién de la escisiéon de Her-2
en células BT-474 (panel superior) y en células SK-BR3 (panel inferior) a concentraciones variables del MPI el
compuesto 4. Ambas lineas celulares expresan en exceso Her-2. La transferencia Western evalu6 la presencia
de una proteina de aproximadamente 105 kDa, el tamafio de ECD de Her-2 en sobrenadantes de cultivo y
confirmé los resultados de ELISA indicados a la derecha de cada panel.

La Figura 17 es una grafica que representa la inhibicién de la escisién de Her-2 por un MPI representativo
(compuesto 4) en una linea celular de tumor de mama primario que expresa en exceso Her-2.

La Figura 18 es un diagrama que representa que a las concentraciones indicadas, el inhibidor selectivo de la
convertasa de Her-2 el compuesto 5 potencia sinérgicamente la actividad antiproliferativa de una dosis inferior
a la optima de Herceptin™ en células BT474 que expresan en exceso Her-2 (panel superior), pero no en
células MCF7 que no expresan en exceso Her-2 (panel inferior). Compuesto 5: Clsp de convertasa de Her-2
(198-250 nM), Clso de ADAM10 (98 nM), Clso de MMP12 (584 nM), MMP2 (inactiva) y MMP3 (inactiva).

La Figura 19 es un diagrama que representa que a las concentraciones indicadas, el inhibidor inactivo de
convertasa de Her-2 el compuesto 6 (pero activo para MMP) no potencia la actividad antiproliferativa de una
dosis inferior a la éptima de Herceptin™ en tanto células BT474 que expresan en exceso Her-2 (panel superior)
como MCF7 que no expresan en exceso Her-2 (panel inferior). Compuesto 6: convertasa de Her-2 (inactiva),
Clsg de MMP12 (1,95 nM), Clso de MMP2 (0,65 nM).

La Figura 20 es una imagen de un gel que representa la inhibicion sinérgica de la fosforilacion por ERK (panel
superior) y AKT (panel inferior) en células BT474 que expresan en exceso Her-2 por Herceptin y el MPI el
compuesto 4, a las concentraciones indicadas.

La Figura 21 es una imagen de una transferencia Western que representa la inhibicién de la escision de Her-2
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en células BT-474 a concentraciones variables de un MPI representativo (compuesto 4) solo, Herceptin solo o
MPI en combinacién con Herceptin. La transferencia Western evalué la presencia de una proteina de
aproximadamente 105 kDa, el tamafio del ECD de Her-2 en sobrenadantes de cultivo y demuestra un efecto
aditivo de Herceptin y el MPI en bloquear la escision de Her-2.

La Figura 22 es una gréafica que representa que un inhibidor MP de amplia especificidad, el compuesto 7,
potencia sinérgicamente la actividad antiproliferativa de una dosis inferior a la éptima de Herceptin™ en células
BT474 que expresan en exceso Her-2. Se ha detectado potenciamiento sinérgico cuando las células se tratan
con dosis inferiores a las 6ptimas de Herceptin™ que oscilan de 0,067 a 5 ug/ml y una dosis eficaz (1 uM) del
compuesto 7. Compuesto 7: Clso de convertasa de Her-2 (20-100 nM).

La Figura 23 es una grafica que representa que, a las concentraciones indicadas las combinaciones del
compuesto 7 y Herceptin™ potencian significativamente la actividad antitumoral de Taxol™ en células BT474
que expresan en exceso Her-2. También se detecté potenciamiento significativo en estudios similares en los
que Taxol™ se sustituyd con otros agentes quimioterapéuticos (por ejemplo, Cisplatin™), ademas de en otras
lineas celulares de cancer de mama que expresan en exceso Her-2 (por ejemplo, SKBR3). Compuesto 7: Clsg
de convertasa de Her-2 (20-100 nM).

La Figura 24 es una grafica que representa que, a las concentraciones indicadas, las combinaciones del
compuesto 7 y Herceptin™ no tienen efecto sobre la actividad antitumoral de Taxol™ en células MCF7 que no
expresan en exceso Her-2. Similarmente, no se detectd efecto en estudios similares en los que Taxol™ se
sustituyd con otros agentes quimioterapéuticos (por ejemplo, Cisplatin™) en células MCF7.

La Figura 25 es una grafica que representa que, a las concentraciones indicadas, las combinaciones del
compuesto 7 y Herceptin™ potencian significativamente la apoptosis que induce Taxol™ de células BT474 que
expresan en exceso Her-2. El elevado nivel de apoptosis también se detectd en estudios similares en los que
Taxol™ se sustituyd con otros agentes quimioterapéuticos (por ejemplo, cisplatino) en células BT474, ademas
de en ofras lineas celulares de cancer de mama que expresan en exceso Her-2 (por ejemplo, SKBR3), pero no
en células MCF7, que no expresan en exceso Her-2. Compuesto 7: Clso de convertasa de Her-2 (20-100 nM).
La Figura 26 es una grafica que representa que, a las concentraciones indicadas, las combinaciones del
compuesto 7 y Herceptin™ potencian la actividad antiproliferativa de Iressa™ en células BT474 que expresan
en exceso Her-2. No se ha detectado actividad antiproliferativa potenciada de Iressa™ en células MCF7 que no
expresan en exceso Her-2. Iressa™ es un inhibidor de cinasas de molécula pequeia sintético que inhibe
selectivamente el receptor 1 del factor de crecimiento epidérmico. Compuesto 7: Clsg de convertasa (20-100
nM).

La Figura 27A presenta datos graficos que muestran que el compuesto 2 reduce eficazmente la eliminacion de
Her-2 en ratones que llevan el tumor BT-474-SCA1.

La Figura 27B proporciona una comparacion estadistica de grupos de ratones que llevan el tumor BT-474-SC1
tratados con vehiculo y con el compuesto 2 que muestran que el compuesto 2 redujo los niveles de ECD de
Her-2.

La Figura 28A presenta datos graficos que muestran que el compuesto 2 reduce eficazmente el volumen del
tumor en ratones que llevan el tumor BT-474-SC1.

La Figura 28B proporciona una comparacion estadistica de grupos de ratones que llevan el tumor BT-474-SC1
tratados con vehiculo y con el compuesto 2 que muestran que el compuesto 2 redujo el volumen del tumor.

La Figura 29 muestra la reduccion del volumen del tumor en ratones que llevan el tumor BT-474-SC1 para
Herceptin y el compuesto 3 en comparacion con el control de vehiculo.

La Figura 30A muestra tejido tumoral tefiido con anticuerpos para Ki67 (superior) o Akt fosforilada (inferior),
marcador para proliferacion celular.

La Figura 30B muestra inmunotransferencias para cantidades iguales de Akt fosforilada o Akt total en muestras
de tejido de tumor tratadas con tanto vehiculo como el compuesto 2.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente invencion se refiere al novedoso hallazgo de que los polipéptidos ADAM que incluyen, por ejemplo,
ADAM10 y ADAM15, escinden el receptor de Her-2 para producir p95, liberando simultdneamente un dominio
extracelular soluble, ECD105 (también denominado en el presente documento el “ectodominio”), del receptor de Her-
2. p95 es un receptor asociado a membrana truncado que, tras la produccién, se vuelve constitutivamente activo.

La presente invencion proporciona un avance porque los datos desvelados en el presente documento demuestran
que ADAM10 y ADAM15 median en la escision de Her-2 para producir un ECD y una porciéon de punta de p95.
Ademas, la presente invencion se refiere a métodos para inhibir especificamente la escisiéon de Her-2 usando una
amplia plétora de inhibidores de la escisidn, que incluyen un anticuerpo especifico para Her-2 (10, 15, o ambos), y
un inhibidor de metaloproteinasa (o metaloproteasa) [MPI] especifico o selectivo para ADAM (por ejemplo, ADAM10,
ADAM15, o ambos). Esto es porque, como se apreciaria por el experto basandose en la divulgacion proporcionada
en el presente documento, la identificacion de ADAM10 y ADAM15, como enzimas que participan en la escision de
Her-2 y la produccion asociada de p95, proporciona una plétora de enfoques para el tratamiento de una enfermedad,
trastorno o afeccion mediada por la escision de Her-2 en una célula, un tejido, o un paciente en necesidad de tal
tratamiento.

Ademas, la presente divulgacion se refiere a acidos nucleicos y proteinas relacionadas con ADAM10, ADAM15 y
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Her-2, que incluyen ADN, ARN, vectores, células huésped, péptidos y enzimas. Mas especificamente, la presente
divulgacion se refiere a inhibidores de la escision de Her-2, que incluyen, pero no se limitan a, ARNip, MPI y
similares, ya que estos inhibidores serian utiles en inhibir el crecimiento, inducir la muerte, o ambos, de una célula
que expresa en exceso Her-2 en la que tal célula participaba o mediaba en una enfermedad, trastorno o afeccion en
un ser humano.

La presente invencion se refiere ademas al novedoso hallazgo de que un inhibidor de la metaloproteasa (MPI) que
inhibe la escision de Her-2, cuando se combina con un agente citostatico que antagoniza el crecimiento celular
mediado por Her-2, tal como un anticuerpo para Her-2, como se ejemplifica por Herceptin™, proporciona un efecto
sinérgico que inhibe el crecimiento de una célula tumoral que expresa en exceso Her-2. Ademas, cuando la célula
tumoral que expresa en exceso Her-2 se pone adicionalmente en contacto con un agente citotéxico, tal como, pero
no se limita a, Taxol™, y/o un inhibidor de un miembro de la familia de tirosina cinasa de receptor del factor de
crecimiento epidérmico (tal como, pero no se limita a, Iressa™), el efecto sinérgico potencia la destruccion de la
célula tumoral que expresa en exceso Her-2 o la inhibicién del crecimiento de la célula tumoral, respectivamente.
Asi, la presente invencién proporciona novedosos métodos sinérgicos y composiciones para inhibir el crecimiento de
y/o mediar en la muerte de células tumorales que expresan en exceso Her-2.

Definiciones

Como se usa en el presente documento, cada uno de los siguiente términos tiene el significado asociados a él en
esta seccion.

Los articulos “un” y “una” se usan en el presente documento para referirse a uno o a mas de uno (es decir, al menos
uno) del sujeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, “un elemento” significa un elemento o mas de un
elemento.

Como se usa en el presente documento, para “aliviar” una enfermedad significa reducir la gravedad de uno o mas
sintomas de la enfermedad.

Por el término “anticuerpo antagonista”, como el término usado en el presente documento, se indica un anticuerpo
que se une especificamente a Her-2, mediando asi en la inhibicién detectable del crecimiento de una célula tumoral
que expresa en exceso Her-2. Se entenderia que tal anticuerpo puede considerarse un “agonista” en ciertos
respectos en los que también puede, pero no necesita, mediar en, entre otras cosas, la fosforilacion detectable del
receptor de Her-2 y/o afectar un proceso asociado a tal fosforilacion y/o sefializacién mediante el receptor.

“Inhibidor de ADAM”, como se usa en el presente documento, significa cualquier compuesto o sustancia, tanto una
proteina, acido nucleico, molécula pequefia, como similares, que reduce detectablemente la escision de Her-2 (como
se evallua detectando la produccion de ECD, p95, o ambos, por una amplia plétora de métodos) en comparacion con
la escision de Her-2 en ausencia del compuesto. La evaluacion de la escision de Her-2 puede realizarse por
cualquier método para detectar ECD, p95, o ambos, como se conoce en la técnica, como se desvela en el presente
documento, y/o como se desarrollara en el futuro.

“Antisentido” se refiere particularmente a la secuencia de acidos nucleicos de la hebra no codificante de una
molécula de ADN bicatenaria que codifica una proteina, o a una secuencia que es sustancialmente homologa a la
hebra no codificante. Como se define en el presente documento, una secuencia antisentido es complementaria a la
secuencia de una molécula de ADN bicatenaria que codifica una proteina. Es necesario que la secuencia antisentido
sea complementaria Unicamente a la porcion codificante de la hebra codificante de la molécula de ADN. La
secuencia antisentido puede ser complementaria a las secuencias reguladoras especificadas en la hebra codificante
de una molécula de ADN que codifica una proteina, secuencias reguladoras que controlan la expresion de las
secuencias codificantes.

El término “apoptosis”, como se usa en el presente documento, significa un proceso activo, que implica la activacion
de una ruta celular preexistente, inducida por una sefial extracelular o intracelular, causando la muerte programada
de la célula. En particular, la muerte celular programada implica fragmentacién nuclear, condensacién de cromatina y
similares, en una célula con una membrana intacta.

Por el término “aplicador”, como el término se usa en el presente documento, se indica cualquier dispositivo que
incluye, pero no se limita a, una jeringa hipodérmica, una pipeta y similares, para administrar los compuestos y
composiciones de la invencion.

Un “proceso del ciclo celular”, como se usa en el presente documento, significa cualquier funcion celular o proceso
asociado al ciclo celular y las diversas fases del mismo. Asi, un proceso del ciclo celular es uno asociado a, o que
media en o participa en, la célula que progresa a través de cualquier porcién del ciclo celular.

Una “enfermedad” es un estado de salud de un animal en el que el animal no puede mantener la homeostasis, y en
el que si la enfermedad no mejora, entonces la salud del animal continda deteriorandose. A diferencia, un “trastorno”
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en un animal es un estado de salud en el que el animal puede mantener la homeostasis, pero en el que el estado de
salud del animal es menos favorable de lo que seria en ausencia del trastorno. Si se deja sin tratar, un trastorno no
produce necesariamente una disminucion adicional en el estado de salud del animal.

Por el término “cantidad eficaz de un compuesto citotéxico”, como se usa en el presente documento, se indica una
cantidad que cuando se administran a un célula media en un nivel detectable de muerte celular en comparacién con
la muerte celular detectada en ausencia del compuesto. La muerte celular puede evaluarse facilmente por una
plétora de métodos reconocidos en la técnica tales como, pero no se limitan a, realizar un recuento de células para
evaluar el numero de células viables antes y después de la administracion del compuesto citotéxico, evaluar el nivel
de sintesis biomolecular (por ejemplo, sintesis de proteinas, sintesis de acidos nucleicos y similares), exclusién con
azul de tripano, reduccion con MTT, captacién de yoduro de propidio, exposicion de fosfatidilserina sobre la
superficie celular, fragmentacion de ADN y/o formacion de escalera, y similares, en una célula.

El experto entenderia que la cantidad del compuesto o composicion administrada en el presente documento varia y
puede determinarse facilmente basandose en varios factores tales como la enfermedad o afeccidon que esta
tratandose, la edad y salud y condicion fisica del mamifero que esta tratandose, la gravedad de la enfermedad, el
compuesto particular que se administra, y similares.

“Inducir la muerte celular”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier aumento detectable en la
muerte celular en una célula que se pone en contacto con un compuesto en comparacion con la muerte celular en
una célula por lo demas idéntica que no se pone en contacto con el compuesto. Cualquier aumento detectable en la
muerte celular en las células puestas en contacto con el compuesto indica que el compuesto induce muerte celular.

Como se usa en el presente documento, el término “inhibir’, tal como en relacién con un proceso biolégico o
actividad particular, pretende referirse al bloqueo, contenciéon o reduccién de tal proceso de actividad. Por ejemplo,
inhibir la actividad de un receptor se refiere a disminuir, tanto completa como parcialmente, al menos un efecto
medible de la actividad del receptor. “Inhibir sustancialmente” se refiere al bloqueo total o reduccién significativa de
un proceso bioldgico o actividad. Por ejemplo, si la actividad de un receptor se disminuyé mediblemente
aproximadamente el 75 % o més de la actividad normal, puede decirse que la actividad esta sustancialmente
inhibida.

Como se usa en el presente documento, el término “poner en contacto”, tal como en referencia a la puesta en
contacto de un agente farmacéutico (por ejemplo, un inhibidor de ADAM) con una célula o tejido, pretende referirse a
poner juntos el agente farmacéutico y la célula o tejido de forma que tenga lugar un efecto fisiolégico y/o quimico
como resultado de poner en contacto los agentes. La puesta en contacto puede tener lugar in vitro, ex vivo o in vivo.
Por ejemplo, un agente farmacéutico puede ponerse en contacto con un cultivo celular in vitro para determinar el
efecto del agente farmacéutico sobre las células. En otro ejemplo, la puesta en contacto de un agente farmacéutico
con una célula o tejido incluye la administracion de un agente farmacéutico a un paciente que tiene la célula o tejido
que va a ponerse en contacto. En algunas realizaciones, cuando dos o mas agentes farmacéuticos se ponen en
contacto con una célula o tejido, la puesta en contacto puede producirse simultdaneamente o en sucesion (por
ejemplo, la puesta en contacto de un agente farmacéutico cada vez, en cualquier secuencia). Por ejemplo, cuando la
puesta en contacto se lleva a cabo in vivo, los dos 0 mas agentes farmacéuticos pueden administrarse a un paciente
al mismo tiempo (es decir, simultdneamente), o en sucesion. En el supuesto caso de que se desee la puesta en
contacto de dos o mas agentes con una célula o tejido de forma que se solapen los efectos fisioldgicos de la puesta
en contacto relacionados con cada agente farmacéutico, tal como cuando se desea un efecto sinérgico, entonces la
administracion de los dos o mas agentes farmacéuticos puede llevarse a cabo tanto simultdneamente como en
sucesion dentro de un cierto periodo de tiempo que permitiria que los agentes de contacto actuaran sobre la célula o
tejido del paciente al mismo tiempo.

El término “inhibicion de la proliferacion”, como se usa en el presente documento, pueden calibrarse por una
disminucion detectable en el crecimiento de una célula, como se evalla por, entre otras cosas, contar el niumero de
células puestas en contacto con un compuesto de interés y comparar la proliferacion celular con células por lo
demas idénticas no puestas en contacto con el compuesto. Es decir, el numero de células, ademas del tamafio de
las células, puede evaluarse facilmente usando cualquier método conocido en la técnica (por ejemplo, exclusion con
azul de tripano y recuento de células, midiendo la incorporacion de *H-timidina en ADN naciente en una célula, y
similares), o tales métodos como se desarrollaran en el futuro. La proliferacion de las células puestas en contacto
con un compuesto se compara con la proliferacién de células por lo demas idénticas no puestas en contacto y
cualquier disminucién detectable en la proliferacion indica que el compuesto inhibe la proliferacion.

“Material de instrucciones”, como el término se usa en el presente documento, incluye una publicacién, una
grabacion, un diagrama, o cualquier otro medio de expresion que pueda usarse para comunicar la utilidad de la
composicion y/o compuesto de la invencion en el kit para efectuar el alivio o tratar las diversas enfermedades o
trastornos citados en el presente documento. Opcionalmente, o alternativamente, el material de instrucciones puede
describir uno 0 mas métodos de alivio de las enfermedades o trastornos en una célula o un tejido de un mamifero,
que incluyen afectar una célula que expresa o que expresa en exceso Her-2, como se desvela en cualquier parte en
el presente documento.
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El material de instrucciones del kit puede, por ejemplo, estar fijado a un recipiente que contiene el compuesto y/o
composicion de la invencion o transportarse junto con un recipiente que contiene el compuesto y/o composicion.
Alternativamente, el material de instrucciones puede transportarse por separado del recipiente con la intencién de
que el receptor use el material de instrucciones y el compuesto conjuntamente.

Por “complementario a una porcién o todo el acido nucleico que codifica ADAM” se indica una secuencia de acido
nucleico que no codifica una proteina ADAM. Mas bien, la secuencia que esta siendo expresada en las células es
idéntica a la hebra no codificante del acido nucleico que codifica la proteina ADAM y asi no codifica la proteina
ADAM.

Los términos “complementario” y “antisentido”, como se usan en el presente documento, no son completamente
sindnimos. “Antisentido” se refiere particularmente a la secuencia de acidos nucleicos de la hebra no codificante de
una molécula de ADN bicatenaria que codifica una proteina, o a una secuencia que es sustancialmente homdloga a
la hebra no codificante.

“Complementario”, como se usa en el presente documento, se refiere al amplio concepto de complementariedad de
secuencias de subunidad entre dos acidos nucleicos, por ejemplo, dos moléculas de ADN. Cuando una posicién de
nucleétido en ambas de las moléculas esta ocupada por nucledtidos que normalmente son capaces de
apareamiento de bases entre si, entonces se considera que los acidos nucleicos son complementarios entre si en
esta posicion. Asi, dos acidos nucleicos son complementarios entre si cuando un niumero sustancial (al menos el 50
%) de posiciones correspondientes en cada una de las moléculas esta ocupado por nucledtidos que normalmente
emparejan bases entre si (por ejemplo, pares de nucledtidos de A:T y G:C). Como se define en el presente
documento, una secuencia antisentido es complementaria a la secuencia de una molécula de ADN bicatenaria que
codifica una proteina. Es necesario que la secuencia antisentido sea complementaria Unicamente a la posicién
codificante de la hebra codificante de la molécula de ADN. La secuencia antisentido puede ser complementaria a las
secuencias reguladoras especificadas en la hebra codificante de una molécula de ADN que codifica una proteina,
secuencias reguladoras que controlan la expresion de las secuencias codificantes.

Una “region codificante” de un gen consiste en los residuos de nucleétidos de la hebra codificante del gen y los
nucleotidos de la hebra no codificante del gen que son homdlogos a o complementarios a, respectivamente, la
region codificante de una molécula de ARNm que se produce por transcripcion del gen.

Una “regién codificante” de una molécula de ARNm también consiste en los residuos de nucleétidos de la molécula
de ARNm que se emparejan con una region anti-codéon de una molécula de ARN de transferencia durante la
traduccion de la molécula de ARNm o que codifica un codén de terminacion. La region codificante puede asi incluir
residuos de nucleétidos correspondientes a residuos de aminoacidos que no estan presentes en la proteina madura
codificada por la molécula de ARNm (por ejemplo, residuos de aminoacidos en una secuencia sefial de exportacion
de proteinas).

“Codificar” se refiere a la propiedad inherente de las secuencias especificas de nucleétidos en un polinucleétido, tal
como un gen, un ADNc, o un ARNm, para servir de moldes para la sintesis de otros polimeros y macromoléculas en
procesos biolégicos que tienen tanto una secuencia de nucleétidos definida (es decir, ARNr, ARNt y ARNm) como
una secuencia de aminoacidos definida y las propiedades bioldgicas resultantes de las mismas. Asi, un gen codifica
una proteina si la transcripcion y traduccién de ARNm correspondiente a ese gene produce la proteina en una célula
u otro sistema bioldgico. Tanto la hebra codificante, cuya secuencia de nucleétidos es idéntica a la secuencia de
ARNmM y se proporciona normalmente en el listado de secuencias, como la hebra no codificante, usada como molde
para la transcripcion de un gen o ADNc, puede denominarse en lo sucesivo codificar la proteina u otro producto de
ese gene o ADNc.

A menos que se especifique de otro modo, una “secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de
aminoacidos” incluye todas las secuencias de nucledtidos que son versiones degeneradas entre si y que codifican la
misma secuencia de aminoacidos. Las secuencias de nucledtidos que codifican proteinas y ARN pueden incluir
intrones.

“Vector de expresion” se refiere a un vector que comprende un polinucleétido recombinante que comprende
secuencias de control de la expresion operativamente ligadas a una secuencia de nucleétidos que va a expresarse.
Un vector de expresion comprende suficientes elementos que actian en cis para la expresion; otros elementos para
la expresién pueden suministrarse por la célula huésped o en un sistema de expresion in vitro. Los vectores de
expresion incluyen todos aquellos conocidos en la técnica, tales como césmidos, plasmidos (por ejemplo, desnudos
o contenidos en liposomas) y virus (por ejemplo, retrovirus, adenovirus y virus adeno-asociados) que incorporan el
polinucleétido recombinante.

Una primera region de un oligonucleétido “flanquea” una segunda region del oligonucleétido si las dos regiones

estan adyacentes entre si o si las dos regiones estan separadas no mas de aproximadamente 1000 residuos de
nucleotidos y preferentemente no mas de aproximadamente 100 residuos de nucledtidos.
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Como se usa en el presente documento, el término “fragmento”, como se aplica a un acido nucleico, puede tener
generalmente al menos aproximadamente 20 nucledtidos de longitud, preferentemente al menos aproximadamente
50 nucledtidos, mas normalmente de aproximadamente 50 a aproximadamente 100 nucledtidos, preferentemente al
menos aproximadamente 100 a aproximadamente 200 nucledtidos, incluso mas preferentemente al menos
aproximadamente 200 nucleétidos a aproximadamente 300 nucleétidos, todavia incluso mas preferentemente al
menos aproximadamente 300 a aproximadamente 350, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente
350 nucledtidos a aproximadamente 500 nucledtidos, todavia incluso mas preferentemente al menos
aproximadamente 500 a aproximadamente 600, y lo mas preferentemente el fragmento de acido nucleico tendra
mas de aproximadamente 600 nucledtidos de longitud.

Como se aplica a una proteina, un “fragmento” de una ADAM tiene aproximadamente 20 aminoacidos de longitud.
Mas preferentemente, el fragmento de una ADAM tiene aproximadamente 30 aminoacidos, incluso mas
preferentemente al menos aproximadamente 40, todavia mas preferentemente al menos aproximadamente 60,
incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 80, todavia mas preferentemente al menos
aproximadamente 100, incluso méas preferentemente aproximadamente 100, y mas preferentemente al menos
aproximadamente 150, mas preferentemente al menos aproximadamente 200, todavia mas preferentemente al
menos aproximadamente 250, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 300, y mas
preferentemente al menos aproximadamente 320 aminoacidos de longitud aminoacidos de longitud.

Un “ADN gendémico” es una hebra de ADN que tiene una secuencia de nucleétidos homoéloga a un gen. A modo de
ejemplo, tanto un fragmento de un cromosoma como un ADNc derivado por transcripcion inversa de un ARNm de
mamifero son ADN gendémicos.

“Homologo”, como se usa en el presente documento, se refiere a la similitud de secuencias de subunidad entre dos
moléculas poliméricas, por ejemplo, entre dos moléculas de acidos nucleicos, por ejemplo, dos moléculas de ADN o
dos moléculas de ARN, o entre dos moléculas de polipéptido. Cuando una posicién de subunidad en ambas de las
dos moléculas esta ocupada por la misma subunidad monomérica, por ejemplo, si una posicién en cada una de las
dos moléculas de ADN esta ocupada por adenina, entonces son homaélogas en esa posicion. La homologia entre dos
secuencias es una funcion directa del nUmero de coincidencias o posiciones homélogas, por ejemplo, si la mitad (por
ejemplo, cinco posiciones en un polimero de diez subunidades de longitud) de las posiciones en dos secuencias de
compuesto son homélogas, entonces las dos secuencias son el 50 % homdlogas, si el 90 % de las posiciones, por
ejemplo, 9 de 10, son coincidentes u homologas, las dos secuencias comparten el 90 % de homologia. A modo de
ejemplo, las secuencias de ADN 5-ATTGCC-3' y 5'-TATGGC-3' comparten el 50 % de homologia.

Como se usa en el presente documento, “homologia” se usa sinébnimamente con “identidad”.

Ademas, cuando los términos “homologia” o “identidad” se usan en el presente documento para referirse a los
acidos nucleicos y proteinas, debe interpretarse que se aplica a homologia o identidad a tanto los niveles de
secuencias de acidos nucleicos como de aminoacidos.

Un primer oligonucleétido se hibrida con un segundo oligonucleétido con “alta rigurosidad” o “bajo condiciones de
alta rigurosidad” si los dos oligonucleétidos se hibridan en condiciones por las cuales solo los oligonucleétidos que
son al menos aproximadamente el 60 %, mas preferentemente al menos aproximadamente el 65 %, incluso mas
preferentemente al menos aproximadamente el 70 %, todavia més preferentemente al menos aproximadamente el
80 %, y preferentemente al menos aproximadamente el 90 % o, méas preferentemente al menos aproximadamente el
95 % complementarios, se hibridan entre si. La rigurosidad de condiciones usadas para hibridar dos oligonucleétidos
es una funcién de, entre otros factores, la temperatura, fuerza iénica del medio de hibridacion, el periodo de
incubacién, la longitud de los oligonucledtidos, el contenido de G-C de los oligonucleétidos y el grado esperado de
no homologia entre los dos oligonucleétidos, si se conoce. Se conocen métodos de ajuste de la rigurosidad de las
condiciones de hibridacién (véase, por ejemplo, Sambrook y col., 1989, en: Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, New York).

La determinacion de la identidad en porcentaje entre dos secuencias de nucledtidos o de aminoacidos puede
llevarse a cabo usando un algoritmo matematico. Por ejemplo, un algoritmo matematico util para comparar dos
secuencias es el algoritmo de Karlin y Altschul (1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268), modificado como
en Karlin y Altschul (1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877). Este algoritmo se incorpora en los programas
NBLAST y XBLAST de Altschul, y col. (1990, J. Mol. Biol. 215:403-410) y puede accederse a él, por ejemplo, en el
sitio gubernamental de la malla mundial del Centro Nacional para Informacién Biotecnoldgica (NCBI) de la Biblioteca
Nacional de Medicina como parte de los Institutos Nacionales de Salud. Las busquedas de nucleétidos con BLAST
pueden realizarse con el programa NBLAST (designado “blastn” en el sitio web de NCBI), usando los siguientes
parametros: penalizacion por hueco = 5; penalizacion por extension de hueco = 2; penalizacion por desapareamiento
= 3; recompensa por apareamiento = 1; valor de esperanza 10,0; y tamafio de palabra = 11 para obtener secuencias
de nucleétidos homdlogas a un acido nucleico descrito en el presente documento. Las busquedas de proteinas con
BLAST pueden realizarse con el programa XBLAST (designado “blastn” en el sitio web de NCBI) o el programa
“blastp” de NCBI, usando los siguientes parametros: valor de esperanza 10,0, matriz de puntuacion BLOSUMG62 para
obtener secuencias de aminoacidos homodlogas a una molécula de proteina descrita en el presente documento.
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Para obtener alineamientos con huecos para fines de comparacién, puede utilizarse Gapped BLAST como se
describe en Altschul y col. (1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402). Alternativamente, pueden usarse PSI-Blast o
PHI-Blast para realizar una busqueda iterada que detecta relaciones distantes entre moléculas (idem) y relaciones
entre moléculas que comparten un patron comun. Si se utilizan los programas BLAST, Gapped BLAST, PSI-Blast y
PHI-Blast, pueden usarse los parametros por defecto de los programas respectivos (por ejemplo, XBLAST y
NBLAST). Véase el sitio web gubernamental publicamente disponible del Centro Nacional para Informacion
Biotecnolégica (NCBI) de la Biblioteca Nacional de Medicina en los Institutos Nacionales de Salud.

La identidad en porcentaje entre dos secuencias puede determinarse usando técnicas similares a aquellas descritas
anteriormente, con o sin permitir huecos. En el calculo de la identidad en porcentaje, normalmente se cuentan
coincidencias exactas.

Un “acido nucleico aislado” se refiere a un segmento de acido nucleico o fragmento que se ha separado de
secuencias que lo flanquean en un estado que se produce naturalmente, por ejemplo, un fragmento de ADN que se
ha eliminado de las secuencias que normalmente son adyacentes al fragmento, por ejemplo, las secuencias
adyacentes al fragmento en un genoma en el que se produce naturalmente. El término también se aplica a acidos
nucleicos que se han purificado sustancialmente a partir de otros componentes que acompafnan naturalmente al
acido nucleico, por ejemplo, ARN o ADN o proteinas, que naturalmente lo acompafan en la célula. Por tanto, el
término incluye, por ejemplo, un ADN recombinante que se incorpora en un vector, en un plasmido o virus que se
replica autbnomamente, o en el ADN gendmico de un procariota o eucariota, o que existe como molécula separada
(por ejemplo, como un ADNc o un fragmento gendmico o de ADNc producido por PCR o digestién con enzima de
restriccion) independiente de otras secuencias. También incluye un ADN recombinante que es parte de un gen
hibrido que codifica la secuencia de polipéptidos adicional.

En el contexto de la presente invencidn se usan las siguientes abreviaturas para las bases de acidos nucleicos que
comunmente se producen. “A” se refiere a adenosina, “C” se refiere a citidina, “G” se refiere a guanosina, “T” se
refiere a timidina y “U” se refiere a uridina.

Describiendo dos polinucleétidos como “operativamente ligados” se indica que un resto de acido nucleico
monocatenario o bicatenario comprende los dos polinucleétidos dispuestos dentro del resto de acido nucleico en una
manera tal que al menos uno de los dos polinucleétidos pueda ejercer un efecto fisiolégico por el cual se caracteriza
el otro. A modo de ejemplo, un promotor operativamente ligado a la region codificante de un gen puede promover la
transcripcion de la region codificante.

Preferentemente, cuando el acido nucleico que codifica la proteina deseada comprende ademas una secuencia
promotora/ reguladora, un promotor/regulador estéd ubicado en el extremo &' de la secuencia codificante de la
proteina deseada de forma que conduzca la expresion de la proteina deseada en una célula. Juntos, el acido
nucleico que codifica la proteina deseada y su secuencia promotora/ reguladora comprenden un “transgén”.

Como se usa en el presente documento, el término “secuencia promotora/reguladora” significa una secuencia de
acidos nucleicos que se requiere para la expresion de un producto génico operativamente ligado a una secuencia
promotora/reguladora. En algunos casos, esta secuencia puede ser la secuencia promotora central y en otros casos
esta secuencia también puede incluir una secuencia potenciadora y otros elementos reguladores que se requieren
para la expresion del producto génico. Una secuencia promotora/reguladora puede ser, por ejemplo, una que
expresa el producto génico de una manera especifica de tejido.

Un promotor “constitutivo” es una secuencia de nucleétidos que, cuando se liga operativamente a un polinucleétido
que codifica o especifica un producto génico, hace que el producto génico se produzca en una célula humana viva
bajo la mayoria o todas las condiciones fisioldgicas de la célula.

Un promotor “inducible” es una secuencia de nucleétidos que, cuando se liga operativamente a un polinucleétido que
codifica o especifica un producto génico, hace que el producto génico se produzca en una célula humana viva
sustancialmente solo cuando un inductor que se corresponde con un promotor esta presente en la célula.

Un promotor “especifico de tejido” es una secuencia de nucledtidos que, cuando se liga operativamente a un
polinucleétido que codifica o especifica un producto génico, hace que el producto génico se produzca en una célula
humana viva sustancialmente solo si la célula es una célula del tipo de tejido correspondiente a un promotor.

Una “secuencia de poliadenilacion” es una secuencia de polinucleétidos que dirige la adicion de una cola de poli A
sobre una secuencia de ARN mensajero transcrita.

Un “polinucledtido” significa una hebra Unica o hebras paralelas o antiparalelas de un acido nucleico. Asi, un
polinucleétido puede ser tanto un acido nucleico monocatenario como bicatenario.

El término “acido nucleico” normalmente se refiere a polinucleétidos grandes.
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El término “oligonucleétido” normalmente se refiere a polinucledtidos cortos, generalmente, no mas de
aproximadamente 50 nucleétidos. Se entendera que cuando una secuencia de nucleétidos se representa por una
secuencia de ADN (es decir, A, T, G, C), ésta también incluye una secuencia de ARN (es decir, A, U, G, C) en la que
“U” sustituye a “T.”

Se usa notacion convencional en el presente documento para describir secuencias de polinucledtidos: el extremo
izquierdo de una secuencia de polinucleétidos monocatenaria es el extremo 5'; la direccidon a mano izquierda de una
secuencia de polinucleétidos bicatenaria se denomina la direccién 5'.

La direccion de adicion 5' a 3' de nucledtidos a transcritos de ARN nacientes se denomina la direccion de
transcripcion. La hebra de ADN que tiene la misma secuencia que un ARNm se denomina la “hebra codificante”;
secuencias en la hebra de ADN que se localizan 5' con respecto a un punto de referencia en el ADN se denominan
“secuencias en la direccion 5"; secuencias en la hebra de ADN que estan 3' con respecto a un punto de referencia
en el ADN se denominan “secuencias en la direccién 3".

Una “porcion” de un polinucleétido significa al menos al menos aproximadamente veinte residuos de nucleétidos
secuenciales del polinucledtido. Se entiende que una porciéon de un polinucleétido puede incluir cada residuo de
nucleotido del polinucledtido.

“Cebador” se refiere a un polinucledtido que puede hibridarse especificamente con un molde de polinucleétidos
designado y proporcionar un punto de iniciacién para la sintesis de un polinucleétido complementario. Tales sintesis
se producen cuando el cebador de polinucleétido se pone en condiciones en las que se induce la sintesis, es decir,
en presencia de nucledtidos, un molde de polinucledtidos complementario y un agente para la polimerizacion tal
como ADN polimerasa. Un cebador es normalmente monocatenario, pero puede ser bicatenario. Los cebadores son
normalmente acidos desoxirribonucleicos, pero para muchas aplicaciones son utiles una amplia variedad de
cebadores sintéticos y que se producen naturalmente. Un cebador es complementario al molde para el que se
disefia para hibridarse para servir como sitio para la iniciacién de la sintesis, pero no necesita reflejar la secuencia
exacta del molde. En tal caso, la hibridacién especifica del cebador con el molde depende de la rigurosidad de las
condiciones de hibridacion. Los cebadores pueden marcarse con, por ejemplo, restos cromogénicos, radiactivos o
fluorescentes y usarse como restos detectables.

“Sonda” se refiere a un polinucledtido que puede hibridarse especificamente con una secuencia designada de otro
polinucleétido. Una sonda se hibrida especificamente con un polinucleétido complementario diana, pero no necesita
reflejar la secuencia complementaria exacta del molde. En tal caso, la hibridacion especifica de la sonda con la diana
depende de la rigurosidad de las condiciones de hibridacién. Las sondas pueden marcarse con, por ejemplo, restos
cromogeénicos, radiactivos o fluorescentes y usarse como restos detectables.

“Polinucledtido recombinante” se refiere a un polinucleétido que tiene secuencias que no se unen juntas
naturalmente. Un polinucledtido recombinante amplificado o ensamblado puede incluirse en un vector adecuado, y el
vector puede usarse para transformar una célula huésped adecuada.

Un polinucleétido recombinante también puede cumplir una funcién no codificante (por ejemplo, promotor, origen de
replicacion, sitio de union al ribosoma, etc.).

Un “polipéptido recombinante” es uno que se produce tras la expresion de un polinucleétido recombinante.

“Polipéptido” se refiere a un polimero compuesto de residuos de aminoacidos, variantes estructurales relacionadas
que se producen naturalmente y analogos sintéticos que no se producen naturalmente de los mismos unidos
mediante enlaces peptidicos, variantes estructurales relacionadas que se producen naturalmente y analogos
sintéticos que no se producen naturalmente de los mismos. Los polipéptidos sintéticos pueden sintetizarse, por
ejemplo, usando un sintetizador de polipéptidos automatizado.

El término “proteina” normalmente se refiere a polipéptidos grandes.
El término “péptido” normalmente se refiere a polipéptidos cortos.

Se usa notacién convencional en el presente documento para representar secuencias de polipéptidos: el extremo
izquierdo de una secuencia de polipéptidos es el extremo amino; el extremo derecho de una secuencia de
polipéptidos es el extremo carboxilo.

Como se usa en el presente documento, el término “gen indicador” significa un gen cuya expresion puede detectarse
usando un método conocido. A modo de ejemplo, el gen lacZ de Escherichia coli puede usarse como gen indicador
en un medio debido a que la expresion del gen lacZ puede detectarse usando métodos conocidos afiadiendo el
sustrato cromogénico o-nitrofenil-B-galactésido al medio (Gerhardt y col., eds., 1994, Methods for General and
Molecular Bacteriology, American Society for Microbiology, Washington, DC, p. 574).
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Un “sitio de restriccidn” es una porcién de un acido nucleico bicatenario que es reconocida por una endonucleasa de
restriccion.

Una porcién de un &acido nucleico bicatenario es “reconocida” por una endonucleasa de restriccion si la
endonucleasa puede escindir ambas hebras del acido nucleico en la porciéon cuando el acido nucleico y la
endonucleasa se ponen en contacto.

Por el término “se une especificamente a”, como se usa en el presente documento, se indica un compuesto, por
ejemplo, una proteina, un acido nucleico, un anticuerpo, y similares, que reconoce y se une a una molécula
especifica, pero no reconoce o se une sustancialmente a otras moléculas en una muestra.

Un primer oligonucleétido se hibrida con un segundo oligonucleétido “con alta rigurosidad” si los dos oligonucleétidos
se hibridan en condiciones por las cuales solo los oligonucleétidos que son al menos aproximadamente el 73 %, mas
preferentemente al menos aproximadamente el 75 %, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente el
80 %, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente el 85 %, todavia mas preferentemente al menos
aproximadamente el 90 % y lo mas preferentemente al menos aproximadamente el 95 %, complementarios se
hibridan entre si. La rigurosidad de las condiciones usada para hibridar dos oligonucleétidos es una funcion de, entre
otros factores, la temperatura, fuerza iénica del medio de hibridacién, el periodo de incubacién, la longitud de los
oligonucledtidos, el contenido de G-C de los oligonucledtidos y el grado esperado de no homologia entre los dos
oligonucledtidos, si se conoce. Se conocen métodos de ajuste de la rigurosidad de las condiciones de hibridacion
(véase, por ejemplo, Sambrook y col., 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, New York).

Como se usa en el presente documento, el término “transgén” significa una secuencia de acidos nucleicos exégenos
cuyo acido nucleico exdgeno esta codificado por una célula transgénica o mamifero.

Una “célula recombinante” es una célula que comprende un transgén. Una célula tal puede ser una célula eucariota
0 una célula procariota. Es decir, la célula transgénica engloba, pero no se limita a, un citoblasto embrionario que
comprende el transgén, una célula obtenida de un mamifero quimérico derivado de una célula ES transgénica en la
que la célula comprende el transgén, una célula obtenida de un mamifero transgénico, o tejido fetal o placentario del
mismo, y una célula procariota que comprende el transgén.

Por el término “acido nucleico exégeno” se indica que el acido nucleico se ha introducido en una célula o un animal
usando tecnologia que ha sido desarrollada con el fin de facilitar la introduccién de un acido nucleico en una célula o
un animal.

Por polipéptido de “marca” se indica cualquier proteina que, cuando se liga por un enlace peptidico a una proteina
de interés, puede usarse para localizar la proteina, para purificarla de un extracto de células, para inmovilizarla para
Su uso en ensayos de union, o para estudiar de otro modo sus propiedades bioldgicas y/o funcion.

Como se usa en el presente documento, el término “mamifero transgénico” significa un mamifero cuyas células
germinativas comprenden un acido nucleico exégeno.

Como se usa en el presente documento, “tratar” significa reducir la frecuencia con la que los sintomas de
reestenosis arterial, fibrosis adventicia, respuestas de cicatrizacion excesivas o insuficientes, cicatrizacion,
queloides, formacion de hueso, curacion de fracturas, y similares, son experimentados por un paciente.

Por el término “vector”’, como se usa en el presente documento, se indica cualquier plasmido o virus que codifica un
acido nucleico exégeno. También debe interpretarse que el término incluye compuestos de no plasmido y no virales
que facilitan la transferencia de acido nucleico en viriones o células, tales como, por ejemplo, compuestos de
polilisina y similares. El vector puede ser un vector viral que es adecuado como vehiculo de administracion para la
administracion de un acido nucleico que inhibe la expresion de un ADAM que escinde Her-2, al paciente, o el vector
puede ser un vector no viral que es adecuado para el mismo fin.

Ejemplos de vectores virales y no virales para la administracién de ADN a células y tejidos son muy conocidos en la
técnica y se describen, por ejemplo, en Ma y col. (1997, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94:12744-12746). Ejemplos de
vectores virales incluyen, pero no se limitan a, un virus recombinante de la variolovacuna, un adenovirus
recombinante, un retrovirus recombinante, un virus adeno-asociado recombinante, un virus de la viruela aviar
recombinante y similares (Cranage y col.,, 1986, EMBO J. 5:3057-3063; solicitud de patente internacional n°
WQ094/17810 publicada el 18 de agosto de 1994; solicitud de patente internacional n® W094/23744 publicada el 27
de octubre de 1994). Ejemplos de vectores no virales incluyen, pero no se limitan a, liposomas, derivados de
poliamina de ADN vy similares.

Una “cantidad sinérgica de Her-2” es una cantidad de un compuesto (por ejemplo, un anticuerpo antagonista de Her-

2, un MPI que inhibe la escision de Her-2 y similares) que cuando se administra conjuntamente con otro compuesto
tal, reduce el nivel de crecimiento mediado por Her-2 en una célula (como se evalua, por ejemplo, midiendo la
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proliferacién por la célula) a un grado detectablemente mayor que cualquier compuesto administrado a la célula en
ausencia del otro compuesto 0 a un grado detectablemente mayor que la suma del efecto observado con cualquier
compuesto solo.

“Escision de Her-2”, como el término se usa en el presente documento, se refiere al proceso por el cual el polipéptido
Her-2 de longitud completa (p185) se escinde para producir un ectodominio (ECD) de p105 y una punta de p95. Si
Her-2 esta asociado a una célula, la escision normalmente produce una porcion de p95 del polipéptido de Her-2 que
sigue asociada a la célula mientras que se libera el ECD (es decir, elimina) al medio extracelular. La enzima que
escinde p185 para liberar un ECD, producir p95, o ambos, se denomina en el presente documento “convertasa”. La
escision de Her-2 puede ser in vitro o in vivo.

Por el término “que expresa en exceso Her-2”, como el término se usa en el presente documento, se indica que una
célula asociada a una enfermedad, trastorno o afeccion comprende un nivel detectablemente mayor de Her-2 que
una célula por lo demas idéntica que no esta asociada a una enfermedad, trastorno o afeccion.

Un tratamiento “terapéutico” es un tratamiento administrado a un sujeto que presenta signos de patologia con el fin
de disminuir o eliminar aquellos signos y/o reducir o disminuir la frecuencia, duracion e intensidad de los signos.

Una “cantidad eficaz” de un compuesto es aquella cantidad de compuesto que es suficiente para proporcionar un
efecto detectable a una célula a la que el compuesto se administra cuando se compara con una célula por lo demas
idéntica a la que no se administra el compuesto.

Por el término “un inhibidor de un miembro de la familia de tirosina cinasa de receptor del factor de crecimiento
epidérmico”, como se usa en el presente documento, se indica cualquier compuesto o molécula que inhiba
detectablemente la sefializacion mediante un miembro de la familia de tirosina cinasa de EGFR. Tales compuestos
incluyen un antagonista, un agonista inverso y similares, que incluyen, pero no se limitan a, un anticuerpo
antagonista de Her-2 (por ejemplo, Herceptin™), un inhibidor de molécula pequefa (por ejemplo, Iressa™), un acido
nucleico (por ejemplo, antisentido) que inhibe la funcion, expresion, y similares, de un miembro de la familia de
tirosina cinasa de EGFR, entre otras cosas.

Un “miembro de la familia de tirosina cinasa de receptor del factor de crecimiento epidérmico” significa cualquier
receptor que puede clasificarse como un miembro de la familia basandose en su homologia, funciéon y/o
especificidad de un ligando que se une con el mismo, con un miembro conocido de la familia de EGFR, incluyendo
tal miembro de la familia, pero que no se limita a, EGFR-1 (es decir, Her-1), Her-2, Her-3 y Her-4, entre otros.

Por el término “se une especificamente a”, como se usa en el presente documento, se indica un anticuerpo que
reconoce y se une a una proteina de la familia de tirosina cinasa de EGFR presente en una muestra, pero cuyo
anticuerpo no reconoce sustancialmente o se une a otras moléculas en la muestra.

Una “concentracion inferior a la 6ptima” de compuesto es aquella cantidad de compuesto que es suficiente para
proporcionar un efecto detectable a una célula a la que se administra el compuesto cuando se compara con una
célula por lo demas idéntica a la que no se administra el compuesto. Este efecto es inferior al que puede lograrse
maximamente con el mismo compuesto bajo condiciones idénticas, pero en el que la concentracién del compuesto
administrada es mayor que aquella que media en el efecto detectable, pero menor.

Un “receptor” es una proteina que se une especificamente a un ligando.

“Tratar” una enfermedad, como el término se usa en el presente documento, significa reducir la frecuencia de la
enfermedad o trastorno, reduciendo la frecuencia con la que un sintoma del uno o mas sintomas de enfermedad o
trastorno es experimentado por un animal.

Por el término “convertasa”’, como se usa en el presente documento, se indica una proteina que escinde
especificamente una Her-2 para producir una porcion de ectodominio que se elimina de la célula y, lo que es mas
importante, una porcién de “punta” de p95 que sigue asociada a la célula. Como se demuestra en el presente
documento, ADAM10 y ADAM15 son convertasas como se define en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, el término “cancer”, también llamado médicamente “neoplasia maligna”,
pretende referirse a una enfermedad caracterizada por la proliferacion celular no controlada en la que las células
cancerosas han perdido sus controles reguladores normales que de otro modo gobernarian la tasa de crecimiento
celular. Estas células en divisién no reguladas pueden extenderse a través del cuerpo e invadir tejidos normales en
un proceso denominado “metastasis”.

Como se usa en el presente documento, el término “tumor”, también llamado médicamente “neoplasia”, se refiere a

una masa de células incontrolablemente en division. En algunas realizaciones, un tumor pueden ser benigno (no
invasivo) o maligno (invasivo). Un tumor maligno es frecuentemente, pero no siempre, caracteristico de cancer.
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I. Acidos nucleicos aislados

La presente divulgacion incluye un acido nucleico aislado que codifica una variante de ADAM15 de mamifero, o un
fragmento de la misma, en el que el &cido nucleico codifica una variante de ADAM15 de mamifero, y en el que el
acido nucleico comparte al menos aproximadamente el 90 % de identidad con al menos un &cido nucleico que tiene
la secuencia de SEC ID N°: 1 (variante 1 humana de ADAM15) y SEC ID N°: 3 (variante 2 humana de ADAM15).
Preferentemente, el &acido nucleico es aproximadamente el 95 % homodlogo, y lo mas preferentemente
aproximadamente el 99 % homologo, a al menos una de SEC ID N°: 1y SEC ID N° 3, desveladas en el presente
documento. Incluso mas preferentemente, el acido nucleico es al menos uno de SEC ID N°: 1y SEC ID N°: 3.

La presente divulgacion incluye un acido nucleico aislado que codifica una variante de ADAM15 de mamifero, o un
fragmento de la misma, en el que el acido nucleico comparte mas de aproximadamente el 90 % de homologia con
SEC ID N°: 1. Preferentemente, el 4cido nucleico es aproximadamente el 95 % homadlogo, y lo mas preferentemente
aproximadamente el 99 % homologo, a la variante 1 humana de ADAM15 desvelada en el presente documento, SEC
ID N°: 1. Incluso mas preferentemente, el &cido nucleico es SEC ID N°: 1.

La presente divulgacion incluye un acido nucleico aislado que codifica una variante de ADAM15 de mamifero, o un
fragmento de la misma, en el que el acido nucleico comparte mas de aproximadamente el 90 % de homologia con
SEC ID N°: 3 (variante 2 humana de ADAM15). Preferentemente, el acido nucleico es aproximadamente el 95 %
homdlogo, y lo més preferentemente aproximadamente el 99 % homdlogo a la variante 2 humana de ADAM15
desvelada en el presente documento, SEC ID N°: 3. Incluso mas preferentemente, el acido nucleico es SEC ID N°: 3.

En otro aspecto, la presente divulgacion incluye un acido nucleico aislado que codifica una variante de ADAM15 de
mamifero, o un fragmento de la misma, en el que la proteina codificada por el acido nucleico comparte mas de
aproximadamente el 90 % de homologia con la secuencia de aminoacidos de al menos una de SEC ID N°: 2 y SEC
ID N° 4. Preferentemente, el acido nucleico es aproximadamente el 95 % homdlogo, lo mas preferentemente
aproximadamente el 99 % homdlogo a al menos una de SEC ID N°: 2 y SEC ID N°: 4. Incluso mas preferentemente,
la proteina de variante de ADAM15 de mamifero codificada por el acido nucleico es al menos una de SEC ID N°: 2y
SEC ID N°: 4.

En otro aspecto, la presente divulgacion incluye un acido nucleico aislado que codifica una variante de ADAM15 de
mamifero, o un fragmento de la misma, en el que la proteina codificada por el acido nucleico comparte mas de
aproximadamente el 90 % de homologia con la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 2 (variante 1 humana de
ADAM15). Preferentemente, la proteina codificada por el acido nucleico es aproximadamente el 95 % homdloga, y lo
mas preferentemente aproximadamente el 99 % homologa, a la variante 1 humana de ADAM15 desvelada en el
presente documento, SEC ID N° 2. Incluso mas preferentemente, la proteina de variante 1 humana de ADAM15
codificada por el acido nucleico es SEC ID N°: 2.

En otro aspecto, la presente divulgacion incluye un acido nucleico aislado que codifica una variante de ADAM15 de
mamifero, o un fragmento de la misma, en el que la proteina codificada por el acido nucleico comparte mas de
aproximadamente el 90 % de homologia con la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 4. Preferentemente, la
proteina codificada por el acido nucleico es aproximadamente el 95 % homdloga, y lo mas preferentemente
aproximadamente el 99 % homologa, a la variante 2 humana de ADAM15 desvelada en el presente documento, SEC
ID N° 4. Incluso mas preferentemente, la proteina de variante 2 humana de ADAM15 codificada por el acido
nucleico es SEC ID N°: 4.

Un experto en la materia apreciaria, basandose en la divulgacidon proporcionada en el presente documento, que
otros homdlogos de la variante de ADAM15 existen probablemente en otras especies y pueden identificarse y
aislarse facilmente usando los métodos descritos en el presente documento usando los datos de secuencia
desvelados en el presente documento con respecto a las dos variantes de corte y empalme humanas. Asi, la
presente divulgacion engloba variantes de ADAM15 adicionales que pueden identificarse facilmente basandose en la
divulgacion proporcionada en el presente documento, pero que no incluyen ninguna variante de ratén conocida
previamente en la materia.

Debe interpretarse que el acido nucleico aislado de la divulgacién incluye una secuencia de ARN o de ADN que
codifica una proteina de variante de ADAM15 humana de la divulgacion, y cualquier forma modificada de la misma,
que incluye modificaciones quimicas del ADN o ARN que convierten la secuencia de nucleétidos en mas estable
cuando esta libre de células o cuando esta asociada a una célula. También pueden usarse modificaciones quimicas
de nucledtidos para potenciar la eficiencia con la que una secuencia de nucleétidos es captada por una célula o la
eficiencia con la que se expresa en una célula. Todas y cada una de las combinaciones de modificaciones de las
secuencias de nucleétidos se contemplan en la presente invencion.

No debe interpretarse que la presente divulgacion esté limitada Unicamente a las secuencias de acidos nucleicos y
de aminoacidos desveladas en el presente documento. Una vez provisto de la presente divulgacion, es faciimente
evidente para un experto en la materia que puedan obtenerse otros acidos nucleicos que codifican proteinas de
variante de ADAM15, tales como aquellos presentes en otras especies de mamiferos (por ejemplo, simio superior,
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gibén, bovino, ovino, equino, porcino, canino, felino, y similares, pero que no incluye ratén), usando la informacion de
secuencias desvelada en el presente documento para los acidos nucleicos de variante de ADAM15 humana que
codifican polipéptidos de variante de ADAM15 humana como se desvela en el presente documento como se
entenderia por un experto en la materia. Métodos para aislar un acido nucleico basado en una secuencia conocida
son muy conocidos en la técnica (por ejemplo, cribado de bibliotecas genémicas o de ADNc), y no se describen en el
presente documento.

Ademas, puede usarse cualquier numero de procedimientos para la generacion de formas mutantes, derivadas o
variantes de una variante de ADAM15 humana usando metodologia de ADN recombinante muy conocida en la
técnica. Esta disponible una amplia plétora de técnicas para el experto para producir muteinas de interés y para
seleccionar aquellas con propiedades deseadas.

Técnicas para introducir mutaciones aleatorias en secuencias de ADN son muy conocidas en la técnica, e incluyen
mutagénesis por PCR, mutagénesis de saturacién y enfoques de oligonucleétidos degenerados. Véanse Sambrook y
Russell (2001, Molecular Cloning, A Laboratory Approach, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY) y
Ausubel y col. (2002, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY).

La divulgacion incluye un acido nucleico que codifica una variante de ADAM15 humana en el que el acido nucleico
que codifica un polipéptido de marca esta covalentemente unido al mismo. Es decir, la divulgaciéon engloba un acido
nucleico quimérico en el que las secuencias de acidos nucleicos que codifican un polipéptido de marca estan
covalentemente ligadas al acido nucleico que codifica al menos una de variante 1 humana de ADAM15 y variante 2
humana de ADAM15. Tales polipéptidos de marca son muy conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, proteina
verde fluorescente (GFP), myc, myc-piruvato cinasa (myc-PK), Hiss, proteina de uniéon a maltosa (MBP), un
polipéptido de marca de la hemaglutinina del virus de la gripe, un polipéptido de marca flag (FLAG) y un polipéptido
de marca de glutation-S-transferasa (GST). Sin embargo, no debe interpretarse de ninguna forma que la divulgacion
se limita a los acidos nucleicos que codifican los polipéptidos de marca enumerados anteriormente. Mas bien, debe
interpretarse que se incluye en la presente divulgacion cualquier secuencia de acidos nucleicos que codifique un
polipéptido que puede funcionar de modo sustancialmente similar a estos polipéptidos de marca.

El acido nucleico que comprende un acido nucleico que codifica un polipéptido de marca puede usarse para localizar
una variante de ADAM15 humana dentro de una célula, un tejido y/o un organismo completo (por ejemplo, un
embrién de mamifero) y para estudiar la(s) funcion (funciones) de una variante de ADAM15 humana en una célula o
animal. Ademas, la adicién de un polipéptido de marca facilita el aislamiento y la purificacién de la proteina
“marcada” tal que las proteinas de la invencién puedan producirse y purificarse facilmente.

Il Polipéptidos aislados

La divulgacion también incluye un polipéptido aislado que comprende una molécula de variante de ADAM15
humana. Preferentemente, el polipéptido aislado que comprende una molécula de variante de ADAM15 humana es
mas de aproximadamente el 90 % homdlogo a un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de al menos
una de SEC ID N° 2 y SEC ID N° 4. El experto entenderia, basandose en la divulgacién proporcionada en el
presente documento, que el polipéptido de la divulgacién no incluye ninguna variante de ADAM15 de ratén descrita
previamente. Preferentemente, el polipéptido aislado es aproximadamente el 90 % homdlogo, mas preferentemente
aproximadamente el 95 % homdlogo, y lo mas preferentemente aproximadamente el 99 % homdlogo, a al menos
una de SEC ID N° 2 y SEC ID N° 4. Mas preferentemente, el polipéptido aislado que comprende una variante de
ADAM15 humana es al menos una de variante 1 humana de ADAM15 y variante 2 humana de ADAM15. Lo mas
preferentemente, el polipéptido aislado que comprende una variante de ADAM15 de mamifero es al menos una de
SEC ID N°: 2y SEC ID N°: 4.

La divulgacién también incluye un polipéptido aislado que comprende una molécula de variante de ADAM15
humana. Preferentemente, el polipéptido aislado que comprende una variante de ADAM15 humana es mas de
aproximadamente el 90 % homologo a un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 2. Mas
preferentemente, el polipéptido aislado que comprende una variante de ADAM15 humana es al menos
aproximadamente el 95 % homdloga, y mas preferentemente al menos aproximadamente el 99 % homdéloga, a la
variante 1 humana de ADAM15. Mas preferentemente, el polipéptido aislado que comprende una molécula de
variante de ADAM15 humana es la variante 1 humana de ADAM15. Lo mas preferentemente, el polipéptido aislado
que comprende una molécula de variante de ADAM15 humana es SEC ID N°: 2.

La divulgacion también incluye un polipéptido aislado que comprende una variante de ADAM15 humana en la que,
preferentemente, el polipéptido aislado que comprende una variante de ADAM15 humana es mas de
aproximadamente el 90 % homodloga a un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 4. Mas
preferentemente, el polipéptido aislado que comprende una variante de ADAM15 humana es al menos
aproximadamente el 95 % homdloga, y mas preferentemente al menos aproximadamente el 99 % homdéloga, a la
variante 2 humana de ADAM15. Méas preferentemente, el polipéptido aislado que comprende una variante de
ADAM15 humana es la variante 2 humana de ADAM15. Lo mas preferentemente, el polipéptido aislado que
comprende una molécula de variante de ADAM14 humana es SEC ID N°: 4.
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La presente divulgacion también proporciona analogos de proteinas o péptidos que comprenden una molécula de
variante de ADAM15 de mamifero como se desvela en el presente documento. Los analogos pueden diferenciarse
de proteinas o péptidos que se producen naturalmente por diferencias conservativas de secuencias de aminoacidos
o por modificaciones que no afectan la secuencia, o por ambas. Por ejemplo, pueden hacerse cambios
conservativos de aminoacidos, que aunque alteran la secuencia primaria de la proteina o péptido, normalmente no
alteran su funcién. Las sustituciones de aminoacidos conservativas normalmente incluyen sustituciones dentro de los
siguientes grupos:

glicina, alanina;

valina, isoleucina, leucina;

acido aspartico, acido glutamico;
asparagina, glutamina;

serina, treonina;

lisina, arginina;

fenilalanina, tirosina.

Las modificaciones (que normalmente no alteran la secuencia primaria) incluyen derivatizacién quimica in vivo, o in
vitro, de polipéptidos, por ejemplo, acetilacién, o carboxilacién. También se incluyen modificaciones de glucosilacion,
por ejemplo, aquellas hechas modificando los patrones de glucosilacion de un polipéptido durante su sintesis y
procesamiento o en etapas de procesamiento adicionales; por ejemplo, exponiendo el polipéptido a enzimas que
afectan la glucosilacion, por ejemplo, enzimas glucosilantes o desglucosilantes de mamifero. También estan
englobadas secuencias que tienen residuos de aminoacidos fosforilados, por ejemplo, fosfotirosina, fosfoserina o
fosfotreonina.

También se incluyen polipéptidos que se han modificado usando técnicas de biologia molecular habituales de
manera que se mejore su resistencia a la degradacion proteolitica o para optimizar las propiedades de solubilidad o
para hacerlos mas adecuados como agente terapéutico. Andlogos de tales polipéptidos incluyen aquellos que
contienen residuos distintos de L-aminoacidos que se producen naturalmente, por ejemplo, D-aminoacidos o
aminoacidos sintéticos que no se producen naturalmente. Los péptidos de la divulgaciéon no se limitan a productos
de cualquiera de los procesos a modo de ejemplo especificos enumerados en el presente documento.

También debe interpretarse que la presente divulgacion engloba “mutantes”, “derivados” y “variantes” de los péptidos
de la invencioén (o del ADN que los codifica), cuyos mutantes, derivados y variantes son péptidos ADAM15 que estan
alterados en uno o mas aminoacidos (o, cuando se refiere a la secuencia de nucledtidos que codifica los mismos,
estan alterados en uno o mas pares de bases) de forma que el péptido resultante (0 ADN) no sea idéntico a las
secuencias citadas en el presente documento, pero tenga la misma propiedad bioldgica que los péptidos de variante
de ADAM15 desvelados en el presente documento, porque el péptido tiene propiedades bioldgicas/bioquimicas del
péptido de variante de ADAM15 de la presente invencién (por ejemplo, puede escindir especificamente Her-2 para
producir, entre otros, una porciéon de Her-2 p95).

El experto entenderia, basandose en la divulgacion proporcionada en el presente documento, que la actividad
biolégica de ADAM15 engloba, pero no se limita a, la capacidad de una molécula para escindir especificamente Her-
2 para producir una porcion de ectodominio (p105) y una punta de la porcion de p95, y similares.

Ademas, debe interpretarse que la divulgacidon incluye variantes que se producen naturalmente o mutantes
recombinantemente derivados de secuencias de variantes de ADAM15, variantes o mutantes que convierten la
proteina asi codificada tanto en mas, menos como precisamente tan biolégicamente activa como los clones de
longitud completa de la invencion.

Los acidos nucleicos, y péptidos asi codificados, son herramientas Utiles para elucidar la(s) funcién (funciones) de la
molécula de ADAM15 en una célula. Ademas, acidos nucleicos y aminoacidos que comprenden una molécula de
variante de ADAM15 de mamifero son diagndsticos Utiles que pueden usarse, por ejemplo, para identificar un
compuesto que afecta la funcién o expresion de variantes de ADAM15, compuesto que es un posible candidato a
farmaco para una enfermedad, trastorno o afeccion asociada a, o mediada por, la escisiéon de Her-2 para producir
una porcion p95 de Her-2. Los acidos nucleicos, las proteinas codificadas por éstos, o ambos, pueden administrarse
a una célula, tejido o mamifero para aumentar o disminuir la expresion o funcion de ADAM15, o una variante de la
misma, que incluye, pero no se limita a, la variante 1 y 2 como se ha desvelado en el presente documento, en la
célula, tejido o mamifero a la que se administra. Esto puede ser beneficioso para la célula, tejido y/o mamifero en
situaciones en las que la expresion por defecto o en exceso de ADAM15, o variante de la misma, en la célula, tejido
o mamifero media en una enfermedad o afeccién asociada a la escisién de Her-2 para producir p95.

Es decir, los datos desvelados en el presente documento demuestran que la escision de Her-2 por p95 esta
asociada a ciertas enfermedades, trastornos o afecciones. Incluso mas importante, los datos desvelados en el
presente documento demuestran que la inhibicion de tal escision puede proporcionar un beneficio terapéutico. Por
tanto, los datos desvelados en el presente documento demuestran por primera vez que ADAM10 y ADAM15 son
responsables, al menos en parte, de la escisién de Her-2 para liberar el ectodominio de p105 y para producir p95
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asociado a célula. Asi, estas moléculas de ADAM son dianas importantes para la producciéon de posibles agentes
terapéuticos. Ademas, los datos sugieren que una variante de ADAM15, la variante 1, esta preferencialmente
asociada a la escision de Her-2 en células que eliminan p105 y producen p95. Asi, ADAM15, y variantes de la
misma, incluso mas preferentemente las variantes 1 y 2 desveladas en el presente documento, son posibles dianas
terapéuticas importantes.

Adicionalmente, los acidos nucleicos y aminoacidos de la divulgacién pueden usarse para producir células
recombinantes y mamiferos no humanos transgénicos que son herramientas Utiles para el estudio de la accion de
ADAM15, y el estudio de la accidn de las diversas variantes de la misma (por ejemplo, la variante 1 y la variante 2, y
similares), la identificacion de novedosos diagnésticos y agentes terapéuticos para el tratamiento de enfermedades,
trastornos o afecciones asociadas a, o mediadas por, la escision de Her-2, que incluyen, pero no se limitan a, ciertos
canceres, entre otras cosas. Ademas, los acidos nucleicos y aminoacidos de la divulgacién pueden usarse
diagnosticamente, tanto evaluando el nivel de expresion génica como la expresion de proteinas, para evaluar la
gravedad, metastasis y prondstico de ciertos canceres. Los acidos nucleicos y las proteinas de la divulgacion
también son utiles en el desarrollo de ensayos para evaluar la eficacia de un tratamiento para enfermedades o
trastornos asociados a, o caracterizados por, la escision de Her-2. Es decir, los acidos nucleicos y polipéptidos de la
divulgacion pueden usarse para detectar el efecto de diversas terapias sobre la molécula de ADAM15, o variante de
la misma, expresion, determinando asi la eficacia de las terapias. Asi, los acidos nucleicos y proteinas de la presente
divulgacioén pueden proporcionar herramientas de diagndstico utiles para, entre otras cosas, cancer.

Ill. Vectores

En otros aspectos relacionados, la divulgacion incluye un acido nucleico aislado que codifica una variante de
ADAM15 de mamifero operativamente ligada a un Aacido nucleico que comprende una secuencia
promotora/reguladora de forma que el acido nucleico sea preferentemente capaz de dirigir la expresion de la
proteina codificada por el acido nucleico. Asi, la divulgacion engloba vectores de expresién y métodos para la
introduccion de ADN exdgeno en células con expresion concomitante del ADN exdgeno en las células tales como
aquellas descritas, por ejemplo, en Sambrook y col. (1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, New York) y en Ausubel y col. (1997, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons,
New York).

La expresiéon de una variante de ADAM15, tanto sola como fusionada con un polipéptido de marca detectable, en
células que tanto no expresan normalmente la variante de ADAM15 como que no expresan la variante de ADAM15
fusionada con un polipéptido de marca, puede llevarse a cabo generando un plasmido, vector viral, u otro tipo de
vector que comprende el acido nucleico deseado operativamente ligado a una secuencia promotora/reguladora que
sirve para conducir la expresién de la proteina, con o sin marca, en células en las que el vector se introduce. Estan
disponibles muchas secuencias promotoras/reguladoras uUtiles para conducir la expresion constitutiva de un gen en
la materia e incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, una secuencia potenciadora del promotor temprano
inmediato del citomegalovirus, el promotor temprano del SV40, ademas del promotor del virus del sarcoma de Rous,
y similares.

Ademas, la expresion inducible y especifica de tejido del acido nucleico que codifica WNK puede llevarse a cabo
poniendo el acido nucleico que codifica WNK, con o sin una marca, bajo el control de una secuencia
promotora/reguladora inducible o especifica de tejido. Ejemplos de secuencias promotoras/reguladoras especificas
de tejido o inducibles que son utiles para este fin incluyen, pero no se limitan a, el promotor inducible LTR del MMTYV,
y el potenciador/promotor tardio del SV40. Ademas, también se contemplan en la invencién promotores que son muy
conocidos en la técnica que se inducen en respuesta a inducir agentes tales como metales, glucocorticoides y
similares. Asi, se apreciara que la divulgacion incluye el uso de cualquier secuencia promotora/reguladora, que es
tanto conocida como desconocida, y que puede conducir la expresion de la proteina deseada operativamente ligada
a la misma.

El expresar la variante de ADAM15 usando un vector permite el aislamiento de grandes cantidades de proteina
recombinantemente producida. Ademas, si una disminucién en el nivel de expresion o funcién de la variante de
ADAM15 produce una enfermedad, trastorno o afeccidon asociada a tal expresion, la expresion de la variante de
ADAM15 conducida por una secuencia promotora/reguladora puede proporcionar agentes terapéuticos utiles que
incluyen, pero no se limitan a, terapia génica por la cual se proporciona la variante de ADAM15. Es decir, basandose
en la divulgacion proporcionada en el presente documento, el experto apreciaria que hay situaciones y/o condiciones
en las que se desea aumentar la expresion y/o funcion de ADAM15, y los vectores de acido nucleico de la presente
invencién proporcionan un método para asi proporcionar la expresion y/o funcién de la variante de ADAM15 a una
célula, tejido o mamifero en necesidad de la misma en el que proporcionaria un beneficio terapéutico entendido por
un experto en la materia basandose en la ensefianza proporcionada en el presente documento.

Por tanto, la divulgacién incluye no solo métodos para inhibir la expresion, traduccién y/o actividad de la variante de
ADAM15, sino que también incluye métodos relacionados con aumentar la expresion de la variante de ADAM15,
nivel de proteina y/o actividad, ya que tanto disminuir como aumentar la expresion y/o actividad de la variante de
ADAM15 pueden ser util en proporcionar agentes terapéuticos eficaces.
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La seleccién de cualquier vector plasmidico particular u otro vector de ADN no es un factor limitante en la presente
divulgacién y una amplia variedad de vectores es muy conocida en la técnica. Ademas, esta perfectamente dentro
de la experiencia del experto elegir secuencias promotoras/reguladoras particulares y ligar operativamente aquellas
secuencias promotoras/reguladoras a una secuencia de ADN que codifica un polipéptido deseado. Tal tecnologia es
muy conocida en la técnica y se describe, por ejemplo, en Sambrook y col. (1989, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York) y en Ausubel y col. (1997, Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, New York).

La divulgacion incluye asi un vector que comprende un acido nucleico aislado que codifica una variante de ADAM15
de mamifero. La incorporacion de un acido nucleico deseado en un vector y la eleccion de vectores es muy conocido
en la técnica como se describe en, por ejemplo, Sambrook y col. (1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, New York) y en Ausubel y col. (1997, Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley & Sons, New York).

La divulgacion también incluye células, virus, provirus y similares, que contienen tales vectores. Métodos para
producir células que comprenden vectores y/o acidos nucleicos exdgenos son muy conocidos en la técnica y se
detallan en, por ejemplo, Sambrook y col. (1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, New York) y en Ausubel y col. (1997, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New
York).

Los acidos nucleicos que codifican la variante de ADAM15 pueden clonarse en diversos vectores plasmidicos. Sin
embargo, no debe interpretarse que la presente invencién se limita a plasmidos o a cualquier vector particular. En su
lugar, debe interpretarse que la presente divulgacién engloba una amplia plétora de vectores que estan facilmente
disponibles y/o son muy conocidos en la técnica.

IV. Célula recombinante

La divulgacion incluye una célula recombinante que comprende, entre otros, un acido nucleico aislado que codifica
variante de ADAM15, un &cido nucleico antisentido complementario a la misma, un acido nucleico que codifica un
anticuerpo que se une especificamente a la variante de ADAM15, y similares. En un aspecto, la célula recombinante
puede transfectarse transitoriamente con un plasmido que codifica una porcion del acido nucleico que codifica la
variante de ADAM15. El acido nucleico no necesita integrarse en el genoma de la célula ni necesita expresarse en la
célula. Ademas, la célula puede ser una célula procariota o eucariota y no debe interpretarse que la invencién se
limita a cualquier linea celular o tipo de célula particular. Tales células incluyen, pero no se limitan a, células de rifién
y similares.

Debe interpretarse que la divulgacion incluye cualquier tipo de célula en el que se introduce un &cido nucleico que
codifica una variante de ADAM15 de mamifero (un transgén), que incluye, sin limitacién, una célula procariota y una
célula eucariota que comprende un &cido nucleico aislado que codifica la variante de ADAM15 de mamifero.

La divulgacién también engloba una célula recombinante en la que una variante de ADAM15 de acido nucleico diana
enddgeno se activa por introduccion de un acido nucleico activante exdégeno en la célula tal que se exprese el acido
nucleico diana enddgeno y/o se produzca la proteina de variante de ADAM15. Tales técnicas de activacion de genes
son muy conocidas en la técnica y se describen, por ejemplo, en la patente de EE.UU. n° 6.270.989, entre muchas
otras.

Si la célula es una célula eucariota, la célula puede ser cualquier célula eucariota que, cuando el transgén de la
invencion se introduce en su interior, y la proteina codificada por el gen deseado ya no se expresa en ella, se obtiene
un beneficio. Un beneficio tal puede incluir el hecho de que se haya proporcionado un sistema en el que la ausencia
de expresion del gen deseado pueda estudiarse in vitro en el laboratorio o en un mamifero en el que la célula reside,
un sistema en el que las células que comprenden la delecidn del gen introducida puedan usarse como herramientas
de investigacion, diagndstico y terapéutico, y un sistema en el que se generen modelos animales que son Utiles para
el desarrollo de nuevas herramientas de diagndstico y terapéuticas para estados de enfermedad seleccionados en
un mamifero que incluyen, por ejemplo, cancer, o cualquier otra enfermedad, trastorno o afeccién mediada por la
escision por ADAM 15 de Her-2, y similares.

Alternativamente, la divulgacion incluye una célula eucariota que, cuando el transgén de la divulgacion se introduce
en su interior, y la proteina codificada por el gen deseado se expresa en ella, en la que no estaba previamente
presente o expresada en la célula o en la que se expresa ahora a un nivel o bajo circunstancias diferentes a aquellas
antes de introducir el transgén, se obtiene un beneficio. Un beneficio tal puede incluir el hecho de que se haya
proporcionado un sistema en el que la expresion del gen deseado pueda estudiarse in vitro en el laboratorio o en un
mamifero en el que la célula reside, un sistema en el que las células que comprenden el gen introducido puedan
usarse como herramientas de investigacion, diagndstico y terapéutico, y un sistema en el que se generen modelos
animales que son utiles para el desarrollo de nuevas herramientas de diagndstico y terapéuticas para estados de
enfermedad seleccionados en un mamifero.
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Tal célula que expresa un acido nucleico aislado que codifica la variante de ADAM15 puede usarse para
proporcionar la variante de ADAM15 a una célula, tejido o animal completo en el que un mayor nivel de variante de
ADAM15 puede ser util para tratar o aliviar una enfermedad, trastorno o afecciéon asociada a un bajo nivel de
expresion y/o actividad de la variante de ADAM 15. Por tanto, la divulgacion incluye una célula que expresa variante
de ADAM15 (variante 1, variante 2, o ambas) para aumentar o inducir la expresién, traduccién y/o actividad de la
variante de ADAM15, en la que aumentar la expresion de la variante de ADAM15, nivel de proteina y/o actividad
pueden ser Utiles para tratar o aliviar una enfermedad, trastorno o afeccién, ya que el aumentar la variante de
ADAM15 también aumenta la escision de Her-2 para producir p95.

Un experto habitual apreciaria, basandose en la divulgacion proporcionada en el presente documento, que un vector
“activado” o “inactivado” de la invencion comprende al menos dos secuencias homélogas a dos porciones del acido
nucleico que va a sustituirse o delecionarse, respectivamente. Las dos secuencias son homologas a secuencias que
flanquean el gen; es decir, una secuencia es homdloga a una region en o cerca de la porcion 5' de la secuencia
codificante del acido nucleico que codifica WNK y la otra secuencia esta adicionalmente en la direccién 3' de la
primera. Un experto en la materia apreciaria, basandose en la divulgacion proporcionada en el presente documento,
que la presente divulgacion no se limita a ninguna secuencia de acidos nucleicos flanqueante especifica. En su
lugar, el vector que elige diana puede comprender dos secuencias que eliminan algo o todo de (es decir, un vector
“inactivado”) o que insertan (es decir, un vector “activado”) un acido nucleico que codifica la variante de ADAM15, o
un fragmento de la misma, de o en un genoma de mamifero, respectivamente. La caracteristica crucial del vector
que elige diana es que comprende porciones suficientes de las dos secuencias localizadas hacia extremos opuestos,
es decir, 5' y 3', de los marcos de lectura abiertos (ORF) de la variante de ADAM15 en el caso de un vector
“‘inactivado”, para permitir que se produzca la delecion/insercion por recombinacién homéloga de forma que todo o
una porcién del acido nucleico que codifica la variante de ADAM15 se delecione de o se inserte en una localizacion
en un cromosoma de mamifero.

El disefio de transgenes y vectores que eligen diana activados e inactivados es muy conocido en la técnica y se
describe en tratados convencionales tales como Sambrook y col. (1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, New York) y en Ausubel y col. (1997, Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley & Sons, New York), y similares. Las porciones en la direcciéon 5'y en la direccién 3' flanqueantes o dentro de la
region codificante de la variante de ADAM15 que va a usarse en el vector que elige diana pueden seleccionarse
facilmente basandose en métodos conocidos y siguiendo las ensefianzas desveladas en el presente documento
basadas en la divulgacion proporcionada en el presente documento que incluye las secuencias de acidos nucleicos y
de aminoacidos de ambas variantes de la variante 1 y la variante 2 de ADAM15 humana. Provisto de estas
secuencias, un experto habitual en la materia seria capaz de construir los transgenes y vectores inactivados de la
invencion.

La divulgacion incluye adicionalmente un vector que elige diana inactivado que comprende un acido nucleico que
codifica un marcador de seleccion tal como, por ejemplo, un &cido nucleico que codifica el gen neo”, permitiendo asi
la seleccidn de una célula transgénica en la que el acido nucleico que codifica la variante de ADAM15, o una porcidn
de la misma, se ha delecionado y sustituido con el gen de resistencia a neomicina por la capacidad de la célula para
crecer en presencia de G418. Sin embargo, no debe interpretarse que la presente invencion se limite a resistencia a
neomicina como marcador de seleccion. Mas bien, pueden usarse otros marcadores de seleccién muy conocidos en
la técnica en el vector que elige diana inactivado para permitir la seleccién de células recombinantes en los que el
gen de variante de ADAM15 se ha delecionado y/o inactivado y sustituido con el acido nucleico que codifica el
marcador de seleccion de eleccién. Métodos de seleccion e incorporacion de un marcador de selecciéon en un vector
son muy conocidos en la técnica y se describen en, por ejemplo, Sambrook y col. (1989, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York) y en Ausubel y col. (1997, Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York).

Un experto en la materia apreciaria, basandose en la presente divulgacion, que las células que comprenden niveles
disminuidos de la proteina de variante de ADAM15, nivel reducido de la actividad de la variante de ADAM15, o
ambos, incluyen, pero no se limitan a, células que expresan inhibidores de la expresion de la variante de ADAM15
(por ejemplo, moléculas antisentido o de ribozima).

Métodos y composiciones utiles para mantener las células de mamifero en cultivo son muy conocidos en la técnica,
obteniéndose las células de mamifero de un mamifero que incluye, pero no se limita a, una rata y un ser humano.

La célula recombinante de la divulgacion puede usarse para estudiar el efecto de alteraciones cualitativas y
cuantitativas en los niveles de variante de ADAM15 en una célula, que incluyen el efecto de escision reducida de
Her-2 en una célula que expresa Her-2. Esto es debido al hecho de que se ha demostrado ahora que ADAM15, y
variantes de la misma, median en la escision de Her-2 para producir p95, en el que p95 esta asociado a, o media, en
el crecimiento y/o proliferacion celular alterados y esté correlacionado con, entre otras cosas, metéstasis de ciertos
canceres. Ademas, la célula recombinante puede usarse para producir variante de ADAM15 para su uso para fines
terapéuticos y/o de diagndstico. Es decir, una célula recombinante que expresa la variante de ADAM15 puede
usarse para producir grandes cantidades de variante de ADAM15 purificada y aislada que pueden administrarse
para tratar o aliviar una enfermedad, trastorno o afeccién asociada a o producida por un nivel elevado o inapropiado
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de variante de ADAM15.

Alternativamente, pueden administrarse células recombinantes que expresan la variante de ADAM15 en terapias ex
Vivo e in vivo en las que administrando las células recombinantes se administra asi la proteina a una célula, un tejido
y/o un animal. Adicionalmente, las células recombinantes son utiles para el descubrimiento de procesos afectados
y/o mediados por las variantes de ADAM15. Asi, la célula recombinante de la divulgacion puede usarse para estudiar
los efectos de niveles de la variante de ADAM15 elevados o reducidos en una célula, y similares.

También puede usarse la célula recombinante de la divulgacion, en la que la célula se ha manipulado por ingenieria
de forma que no exprese la variante de ADAM15, o exprese la variante de ADAM15 reducida o alterada que carece
de actividad bioldgica, en terapias de células ex vivo e in vivo en las que tanto las propias células de un animal (por
ejemplo, células de rifion, y similares) como aquellas de un donante de correspondencia singénica se manipulan
recombinantemente por ingenieria como se ha descrito en cualquier parte en el presente documento (por ejemplo,
por insercion de un acido nucleico antisentido, un ARNip, o un vector inactivado de forma que la expresion de la
variante de ADAM15 y/o niveles de proteina se reduzcan asi en la célula recombinante), y la célula recombinante se
administra al animal receptor. De esta forma, células recombinantes que expresan la variante de ADAM15 a un nivel
reducido pueden administrarse a un animal cuyas células propias expresan elevados niveles de variante de
ADAM15, tratando o aliviando asi una enfermedad, trastorno o afeccién asociada a o mediada por la elevada
expresion de la variante de ADAM15 como se ha desvelado en cualquier parte en el presente documento, que
incluye, pero no se limita a, una enfermedad, trastorno o afeccién asociada a, o mediada por, escisién de Her-2 para
producir p95 por ADAM15, o una variante de la misma (por ejemplo, variante 1 y variante 2 de ADAM15, entre otras).

V. Anticuerpos

La divulgaciéon también incluye un anticuerpo que se une especificamente a la variante de ADAM15, o un fragmento
de la misma.

Un experto en la materia entenderia, basandose en la divulgacion proporcionada en el presente documento, que un
anticuerpo que se une especificamente a la variante de ADAM15, se une a una proteina de la invencion, tal como,
pero no se limita a, la variante 1 humana de ADAM15, variante 2, o una porciéon inmunogénica de las mismas. En
una realizacion, el anticuerpo se refiere a: variante 1 humana de ADAM15, que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 2, y variante 2 humana de ADAM15, que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N°: 4.

Se generan anticuerpos policlonales inmunizando conejos segun técnicas inmunolégicas estandar muy conocidas en
la técnica (véanse, por ejemplo, Harlow y col., 1988, en: Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY; y
Wilson y col., 2001, Science 293: 1107-1112). Tales técnicas incluyen inmunizar un animal con una proteina
quimérica que comprende una porcién de otra proteina tal como una proteina de union a maltosa o porciéon de
polipéptido de marca de glutatién (GSH), y/o un resto de forma que la porcién de la variante de ADAM15 se vuelva
inmunogénica (por ejemplo, variante de ADAM15 conjugada con hemocianina de lapa californiana, KLH) y una
porciéon que comprende los residuos de aminoacidos de la variante de ADAM15 respectivos. Las proteinas
quiméricas se producen clonando los acidos nucleicos apropiados que codifican la variante de ADAM15 (por
ejemplo, SEC ID N° 1y SEC ID N°: 2) en un vector plasmidico adecuado para este fin, tal como, pero no se limita a,
pMAL-2 o pCMX.

Sin embargo, no debe interpretarse que la divulgacién esté limitada unicamente a estos anticuerpos o a estas
porciones de los antigenos de proteina. Mas bien, debe interpretarse que la invencién incluye otros anticuerpos, ya
que ese término se define en cualquier parte en el presente documento, para la variante de ADAM15 humana, o
porciones de la misma. Ademas, debe interpretarse que la presente divulgacion engloba anticuerpos, entre otras
cosas, que se unen a la variante de ADAM15 y pueden unirse a la variante de ADAM15 presente en transferencias
Western, en tinciéon inmunohistoquimica de tejidos, localizando asi la variante de ADAM15 en los tejidos, y en
microscopia de inmunofluorescencia de una célula transfectada transitoriamente con un acido nucleico que codifica
al menos una porcién de la variante de ADAM15.

Un experto en la materia apreciaria, basandose en la divulgacion proporcionada en el presente documento, que el
anticuerpo puede unirse especificamente a cualquier porcidn de la proteina y la proteina de longitud completa puede
usarse para generar anticuerpos especificos para ella. Sin embargo, la presente divulgaciéon no se limita a usar la
proteina de longitud completa como inmunogén. Mas bien, la presente divulgacion incluye usar una porcion
inmunogénica de la proteina para producir un anticuerpo que se une especificamente a la variante de ADAM15 de
mamifero. Es decir, la divulgacion incluye inmunizar un animal usando una porcién inmunogénica, o determinante
antigénico, de la proteina de variante de ADAM15.

Los anticuerpos pueden producirse inmunizando un animal tal como, pero no se limita a, un conejo o un ratén, con
una proteina de la invencién, o una porcién de la misma, o inmunizando un animal usando una proteina que
comprende al menos una porcidon de proteina de variante de ADAM15, o una proteina de fusién que incluye una
porcién de polipéptido de marca que comprende, por ejemplo, una porcién de polipéptido de marca de proteina de
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unién a maltosa, covalentemente unida a una porcién que comprende los residuos de aminoacidos de la variante de
ADAM15 apropiados. Un experto en la materia apreciaria, basandose en la divulgaciéon proporcionada en el presente
documento, que también pueden usarse fragmentos mas pequefos de estas proteinas para producir anticuerpos
que se unen especificamente a una variante de ADAM15.

Un experto en la materia apreciaria, basandose en la divulgaciéon proporcionada en el presente documento, que
pueden usarse diversas porciones de un polipéptido de variante de ADAM15 aislado para generar anticuerpos para
tanto regiones de variante de ADAM15 conservadas como para regiones del polipéptido no conservadas. Como se
ha desvelado en cualquier parte en el presente documento, ADAM15 comprende diversos dominios conservados.

Una vez provisto de la secuencia de WNK y el andlisis detallado que localiza los diversos dominios conservados y no
conservados de la proteina, el experto entenderia, basandose en la divulgacion proporcionada en el presente
documento, cédmo obtener anticuerpos especificos para las diversas porciones de un polipéptido ADAM15 de
mamifero usando métodos muy conocidos en la técnica o que van a desarrollarse.

Ademas, el experto, basandose en la divulgacidon proporcionada en el presente documento, apreciaria que las
regiones no conservadas de una proteina de interés pueden ser mas inmunogénicas que las regiones altamente
conservadas que se conservan entre diversos organismos. Ademas, la inmunizacién usando una porcidon
inmunogénica no conservada puede producir anticuerpos especificos para la regién no conservada, produciendo asi
anticuerpos que no reaccionan de forma cruzada con otras proteinas que pueden compartir una o mas porciones
conservadas. Asi, un experto en la materia apreciaria, basandose en la divulgacion proporcionada en el presente
documento, que las regiones no conservadas de cada molécula de ADAM15 pueden usarse para producir
anticuerpos que son especificos solo para esa ADAM15 y no reaccionan de forma cruzada no especificamente con
otras ADAM15 o con otras proteinas. Mas especificamente, el experto, una vez provisto de las ensefianzas
proporcionadas en el presente documento, apreciaria facilmente que pueden producirse anticuerpos que reaccionan
con la variante 1 de ADAM15, pero no con la variante 2, y viceversa.

Alternativamente, el experto también entenderia, basandose en la divulgacién proporcionada en el presente
documento, que los anticuerpos desarrollados usando una regidon que se conserva entre una o mas moléculas de
ADAM15 pueden usarse para producir anticuerpos que reaccionan especificamente con una o mas moléculas de
ADAM15. Es decir, una vez provisto de las secuencias desveladas en el presente documento, un experto en la
materia podria preparar facilmente, usando métodos muy conocidos en la técnica, anticuerpos que se unen
especificamente a la variante 1 de ADAM15 y a la variante 2 de ADAM15. Los métodos para producir anticuerpos
que se unen especificamente a un dominio de proteina conservada, que puede ser por lo demas menos
inmunogénicos que otras porciones de la proteina, son muy conocidos en la técnica y se han tratado previamente, e
incluyen, pero no se limitan a, conjugar el fragmento de proteina de interés con una molécula (por ejemplo,
hemocianina de lapa californiana, y similares), convirtiendo asi el dominio de proteina en inmunogénico, o por el uso
de adyuvantes (por ejemplo, adyuvante completo y/o incompleto de Freund, y similares), o ambos. Asi, la invencién
engloba anticuerpos que reconocen al menos una variante de ADAM15 y anticuerpos que se unen especificamente
con mas de una variante de ADAM15, que incluyen anticuerpos que se unen especificamente a todas las variantes
de ADAM15 de la invencion.

Un experto en la materia apreciaria, basandose en la divulgacién proporcionada en el presente documento, que las
porciones de la variante de ADAM15 son menos homélogas a otros proteinas que comparten dominios conservados.
Sin embargo, la presente divulgacion no se limita a ningun dominio particular; en su lugar, el experto entenderia que
pueden usarse otras regiones no conservadas de las proteinas de variante de ADAM15 de la divulgacién para
producir los anticuerpos de la invencién como se ha desvelado en el presente documento.

Por tanto, el experto apreciaria, basandose en la divulgacién proporcionada en el presente documento, que la
presente divulgacion engloba anticuerpos que neutralizan y/o inhiben la actividad de la variante de ADAM15 (por
ejemplo, inhibiendo las interacciones de variante de ADAM15/proteina Her-2/proteina necesarias) cuyos anticuerpos
pueden reconocer una o mas variantes de ADAM15, que incluyen, pero no se limitan a, la variante 1 humana de
ADAM15, la variante 2 de ADAM15, ademas de ADAM15 de diversas especies (por ejemplo, ratéon, primates no
humanos).

Un experto en la materia también entenderia, basandose en la divulgacion proporcionada en el presente documento,
que puede ser ventajoso inhibir la actividad y/o expresién de un tipo de molécula de variante de ADAM15 sin afectar
la actividad y/o expresion de otras variantes de ADAM15 u otras moléculas de ADAM15. Por ejemplo, puede ser
beneficioso inhibir la expresién de la variante 1 de ADAM15, mientras que no se inhibe la expresién y/o actividad de
la variante 2 de ADAM15, u otra ADAM15, en otros tejidos en los que el nivel existente de variante 2 de ADAM15, u
otras ADAM15, en estos otros tejidos es necesaria para el apropiado funcionamiento continuado de los procesos
celulares en ese tejido. Asi, si la inhibicion de la expresién y/o actividad de ADAM15 se logra usando anticuerpos,
acidos nucleicos antisentido y similares, un experto en la materia apreciaria, basandose en la divulgacion
proporcionada en el presente documento, que la presente invencion engloba selectivamente afectar una o mas
moléculas de ADAM15 vy, en ciertos casos, la invencién engloba inhibir la expresién o actividad de todas las
moléculas de ADAM15. Si una o mas moléculas de ADAM15 deben afectarse, puede determinarse facilmente por el
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experto basandose en esa enfermedad, trastorno o afeccion que esta tratandose, y la célula y/o tejido especifico que
se elige como diana.

La divulgacién no debe interpretarse como que esta limitada unicamente a los anticuerpos desvelados en el presente
documento o a cualquier porcidon inmunogénica particular de las proteinas de la invenciéon. Mas bien, debe
interpretarse que la invencion incluye otros anticuerpos, ya que ese término se define en cualquier parte en el
presente documento, para la variante de ADAM15, o porciones de la misma, o para proteinas que comparten mas
del 70 % de homologia con un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de al menos una de SEC ID N°: 2
y SEC ID N° 4. Preferentemente, el polipéptido es aproximadamente el 80 % homodlogo, mas preferentemente
aproximadamente el 90 % homdlogo, incluso mas preferentemente aproximadamente el 95 % homdlogo, y lo mas
preferentemente aproximadamente el 99 % homélogo a al menos una de la variante 1 humana de ADAM15 (SEC ID
N°: 2) y la variante 2 humana de ADAM15 (SEC ID N° 4). Mas preferentemente, el polipéptido que se une
especificamente a un anticuerpo especifico para la variante de ADAM15 de mamifero es al menos uno de la variante
1 humana de ADAM15 y la variante 2 humana de ADAM15. Lo mas preferentemente, el polipéptido que se une
especificamente a un anticuerpo que se une especificamente a una variante de ADAM15 de mamifero es al menos
uno de SEC ID N°: 2 y SEC ID N°: 4.

La divulgacién engloba anticuerpos policlonales, monoclonales, sintéticos y similares. Un experto en la materia
entenderia, basandose en la divulgacion proporcionada en el presente documento, que la caracteristica crucial del
anticuerpo de la divulgaciéon es que el anticuerpo se una especificamente a la variante de ADAM15. Es decir, el
anticuerpo de la divulgacién reconoce la variante de ADAM15, o un fragmento de la misma (por ejemplo, una porcién
inmunogénica o determinante antigénico de la misma), en transferencias Western, en inmunotinciéon de células e
inmunoprecipita la variante de ADAM15 usando métodos convencionales muy conocidos en la técnica.

Un experto en la materia apreciaria, basandose en la divulgacién proporcionada en el presente documento, que los
anticuerpos pueden usarse para localizar la proteina relevante en una célula y para estudiar la(s) funcion (funciones)
del antigeno asi reconocido en procesos celulares. Ademas, los anticuerpos pueden usarse para detectar y o medir
la cantidad de proteina presente en una muestra biolégica usando métodos muy conocidos tales como, pero no se
limitan a, transferencia Western y enzimoinmunoanalisis de adsorciéon (ELISA). Ademas, los anticuerpos pueden
usarse para inmunoprecipitar y/o purificar por inmunoafinidad su antigeno relacionado usando métodos muy
conocidos en la técnica. Ademas, el anticuerpo puede usarse para reducir el nivel de variante de ADAM15 en una
célula, inhibiendo asi el (los) efecto(s) de la variante de ADAM15 en una célula. Asi, administrando el anticuerpo a
una célula o a los tejidos de un animal o al mismo animal, las interacciones de la variante de ADAM15/proteina Her-
2/proteina requeridas son, por tanto, inhibidas, de forma que también se inhibe el efecto de la actividad mediada por
la variante de ADAM15. Un experto en la materia entenderia, basandose en la divulgaciéon proporcionada en el
presente documento, que los efectos detectables tras inhibir la interacciéon y/o actividad de la variante de
ADAM15/proteina Her-2/proteina usando un anticuerpo anti-variante de ADAM15 pueden incluir, pero no se limitan
a, escision reducida de Her-2, eliminacién reducida del ectodominio de Her-2, nivel reducido de p95, nivel reducido
de procesos mediados por p95 y similares.

Un experto en la materia apreciaria, basandose en la divulgaciéon proporcionada en el presente documento, que la
invencién engloba administrar un anticuerpo que se une especificamente a la variante de ADAM15 por via oral,
parenteralmente, o ambas, para inhibir la funcion de la variante de ADAM15 en escindir Her-2.

La generacién de anticuerpos policlonales se lleva a cabo inoculando el animal deseado con el antigeno y aislando
los anticuerpos que se unen especificamente al antigeno del mismo usando métodos de produccion de anticuerpos
estandar tales como aquellos descritos en, por ejemplo, Harlow y col. (1988, en: Antibodies, A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor, NY).

Pueden prepararse anticuerpos monoclonales dirigidos contra los fragmentos de longitud completa o de péptidos de
una proteina o péptido usando cualquier procedimiento de preparacién de anticuerpos monoclonales muy conocido,
tales como aquellos descritos, por ejemplo, en Harlow y col. (1988, en: Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor, NY) y en Tuszynski y col. (1988, Blood, 72:109-115). También pueden sintetizarse cantidades del péptido
deseado usando tecnologia de sintesis quimica. Alternativamente, el ADN que codifica el péptido deseado puede
clonarse y expresarse a partir de una secuencia promotora apropiada en células adecuadas para la generacién de
grandes cantidades de péptido. Se generan anticuerpos monoclonales dirigidos contra el péptido a partir de ratones
inmunizados con el péptido usando procedimientos convencionales como se enumera en el presente documento.

El acido nucleico que codifica el anticuerpo monoclonal obtenido usando los procedimientos descritos en el presente
documento puede clonarse y secuenciarse usando tecnologia que esta disponible en la materia, y se describe, por
ejemplo, en Wright y col. (1992, Critical Rev. Immunol. 12:125-168), y las referencias citadas en su interior.

Ademas, el anticuerpo de la divulgaciéon puede “humanizarse” usando la tecnologia descrita en, por ejemplo, Wright
y col. (1992, Critical Rev. Immunol. 12:125-168), y en las referencias citadas en su interior, y en Gu y col. (1997,
Thrombosis and Hematocyst 77:755-759), y otros métodos de humanizar anticuerpos muy conocidos en la técnica o
que van a desarrollarse.
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Para generar una biblioteca de anticuerpos en fago, primero se obtiene una biblioteca de ADNc a partir del ARNm
que se aisla de células, por ejemplo, el hibridoma, que expresa la proteina deseada que va a expresarse en la
superficie del fago, por ejemplo, el anticuerpo deseado. Se producen copias de ADNc del ARNm usando
transcriptasa inversa. Se obtiene ADNc que especifica fragmentos de inmunoglobulina por PCR y el ADN resultante
se clona en un vector de bacteriéfago adecuado para generar una biblioteca de ADN de bacteriéfago que comprende
ADN que especifica genes de inmunoglobulina. Los procedimientos para preparar una biblioteca de bacteriéfagos
que comprenden ADN heterélogo son muy conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en Sambrook y col.,
(1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York).

El bacteriéfago que codifica el anticuerpo deseado puede manipularse de forma que la proteina se exprese en la
superficie del mismo de tal manera que esté disponible para unirse a su proteina de union correspondiente, por
ejemplo, el antigeno contra el que se dirige el anticuerpo. Asi, cuando el bacteriéfago que expresa un anticuerpo
especifico se incuba en presencia de una célula que expresa el antigeno correspondiente, el bacteriéfago se unira a
la célula. El bacteriéfago que no expresa el anticuerpo no se unira a la célula. Tales técnicas de inmunopurificacién
son muy conocidas en la técnica y se describen, por ejemplo, en Wright y col. (1992, Critical Rev. Immunol. 12:125-
168).

Se han desarrollado procesos tales como aquellos descritos anteriormente para la produccién de anticuerpos
humanos usando expresion en bacteriéfago M13 (Burton y col., 1994, Adv. Immunol. 57:191-280). Esencialmente, se
genera una biblioteca de ADNc a partir de ARNm obtenido de una poblacién de células productoras de anticuerpo. El
ARNm codifica genes de inmunoglobulina reordenados y asi el ADNc codifica los mismos. EI ADNc amplificado se
clona en vectores de expresiéon M13 que crean una biblioteca de fago que expresa fragmentos Fab humanos sobre
su superficie. Los fagos que expresan el anticuerpo de interés se seleccionan por la unién a antigeno y se propagan
en bacterias para producir inmunoglobulina Fab humana soluble. Asi, a diferencia de la sintesis de anticuerpos
monoclonales convencional, este procedimiento inmortaliza ADN que codifica inmunoglobulina humana en vez de
células que expresan inmunoglobulina humana.

Los procedimientos que se acaban de presentar describen la generacion de fago que codifica la porcion Fab de una
molécula de anticuerpo. Sin embargo, no debe interpretarse que la invencion se limite Unicamente a la generacion
de fago que codifica anticuerpos Fab. Mas bien, el fago que codifica anticuerpos monocatenarios (bibliotecas de
scFv/anticuerpo de fago) también esta incluido en la invencion. Las moléculas de Fab comprenden la cadena ligera
de Ig entera, es decir, comprenden tanto la regién variable como constante de la cadena ligera, pero solo incluyen la
regién variable y el primer dominio de la regién constante (CH1) de la cadena pesada. Las moléculas de anticuerpo
monocatenario comprenden una Unica cadena de proteina que comprende el fragmento Fv de Ig. Un fragmento Fv
de Ig incluye solo las regiones variables de las cadenas pesadas vy ligeras del anticuerpo, que no tienen regién
constante contenida en él. Pueden generarse bibliotecas de fagos que comprenden ADN de scFv siguiendo los
procedimientos descritos en Marks y col. (1991, J. Mol. Biol. 222:581-597). La inmunopurificacién de fago asi
generado para el aislamiento de un anticuerpo deseado se realiza de un modo similar al descrito para las bibliotecas
de fagos que comprenden ADN de Fab.

También debe interpretarse que la divulgacion incluye bibliotecas de expresién en fago sintéticas en las que las
regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras pueden sintetizarse de forma que incluyan casi todas las
posibles especificidades (Barbas, 1995, Nature Medicine 1:837-839; de Kruif y col. 1995, J. Mol. Biol. 248:97-105).

Ademas de administrar un anticuerpo a una célula para inhibir la actividad y/o expresion de la variante de ADAM15
de mamifero, la divulgacidon engloba administrar un anticuerpo que se une especificamente a un variante de
ADAM15 de mamifero, o un acido nucleico que codifica el anticuerpo, en el que la molécula comprende ademas una
secuencia de retencion intracelular de forma que el anticuerpo se una a la variante de ADAM15 y prevenga su
expresion en la superficie celular, o en otras localizaciones en todo el medio subcelular. Tales anticuerpos,
frecuentemente denominados “intracuerpos”, son muy conocidos en la técnica y se describen en, por ejemplo,
Marasco y col. (patente de EE.UU. n° 6.004.490) y Beerli y col. (1996, Breast Cancer Research and Treatment
38:11-17). Asi, la invencion engloba métodos que comprenden inhibir la unién de la variante de ADAM15 a una
molécula de Her-2, previniéndose asi la escision de Her-2 por la variante de ADAM15 usando métodos que
comprenden, entre otras cosas, anticuerpos, compuestos quimicos, moléculas pequefias, peptidomiméticos,
farmacos y similares, ademas de métodos para inhibir la escision inhibiendo la expresion o el trafico intracelular de la
variante de ADAM15 usando, entre otras cosas, inhibir la variante de ADAM15 que esta presente sobre la superficie
celular (por ejemplo, métodos que comprenden ribozimas, moléculas antisentido, intracuerpos y similares), y tales
métodos como se conoceran en el futuro para inhibir la interaccion proteina/proteina sobre la superficie celular entre
variante de ADAM15 y Her-2.

VI. Métodos y composiciones relacionadas con la identificacién de la funcién de ADAM en la escision de Her-2
Ahora se trata la importancia del descubrimiento de los solicitantes de la escision de Her-2 por ADAM, tal como

ADAM10 o ADAM15, y ahora se describen métodos, composiciones y kits relacionados con este logro crucial del
siguiente modo.
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Métodos relacionados con la inhibicidn de la escision por ADAM10/15 de Her-2

Como se trata en detalle en cualquier parte en el presente documento, se ha encontrado que Her-2 desempefa una
funcion en varios carcinomas humanos. Sin desear cefiirse a teoria particular alguna, un mecanismo propuesto por
el que Her-2 puede desempeiar una funcién en el cancer puede ser por escision del receptor de Her-2 para formar
el receptor constitutivamente activo asociado a la membrana p95. La presencia de p95 se ha correlacionado con
formas agresivas de cancer de mama, ademas de formas de cancer de mama que es mas probable que se vuelvan
a repetir. Por tanto, métodos y composiciones que pueden inhibir la produccion de p95 in vivo pueden ser utiles en el
tratamiento y/o prevencién de ciertos tipos de cancer. Se ha sugerido que la escision de Her-2 produce una punta de
p95 constitutivamente activa de Her-2 y que la elevada sefalizacion asociada o mediada por la punta desempefia
una funcién en la metastasis de células tumorales y estd asociada a un mal desenlace clinico en canceres
relacionados con tumores que expresan en exceso Her-2. Sin embargo, no se sabia, hasta la presente invencién,
qué proteina, o proteinas, mediaban en la escisién de Her-2 para producir un ECD, y, lo que es mas importante, para
producir la punta de p95 asociada a la célula. Esto fue un obstaculo para el desarrollo de posibles tratamientos y
modalidades terapéuticas, ya que la “diana” para la terapia no se habia identificado y, por tanto, la terapia no podia
limitarse a ninguna diana particular de manera que se limitara cualquier efecto no deseado sobre procesos no
relacionados.

La presente invencién proporciona, por primera vez, la identificacion de una proteina que media en la escision de
Her-2 para producir p95 (ademas de ECD), denominada en el presente documento “convertasa”. Las proteinas
identificadas pertenecen a la familia de ADAM. Los miembros de la familia de ADAM de proteinas son conocidos por
desempefiar diversas funciones en una célula. Ademas, se ha mostrado que varias ADAM conocidas tienen
actividad de metaloproteasa y tienen secuencias consenso para dominios de metaloproteasa activos. Sin embargo,
hasta la presente invencién, no se habia demostrado que una ADAM, mas especificamente ADAM10 y ADAM15,
mediara en la eliminacién de Her-2 asociada a, entre otras cosas, cancer.

La divulgacién proporciona un método para prevenir la escision de Her-2 en la que Her-2 esta asociada a una célula.
Esto es debido a que los datos desvelados en el presente documento demuestran que varias proteinas ADAM se
expresan en diversas lineas celulares que contienen Her-2. Tales lineas celulares incluyen, pero no se limitan a, las
lineas celulares que eliminan Her-2 BT474, SKOV3, SKBR3, MDA, MCF7 y T47D. Ventajosamente, la presente
invencion proporciona métodos para la inhibicion de la escision de Her-2 mediada por ADAM en lineas celulares que
contienen Her-2. Los datos desvelados en el presente documento demuestran, por primera vez, que la inhibicién o
abolicion de ADAM10 y/o ADAM15 reduce inesperadamente la eliminacion de Her-2 en células. Es decir, se ha
encontrado que poner en contacto una célula que expresa en exceso Her-2 que contiene ADAM10, ADAM15, o
ambas, con un inhibidor de tal ADAM reduce detectablemente la eliminaciéon del ectodominio de Her-2 ECD-105, y
por tanto, se inhibe detectablemente la produccion de Her-2 de p95.

La invencién proporciona ademas usos para prevenir la escisiéon de Her-2 in vivo. Los datos proporcionados en el
presente documento muestran que la inhibicion de la escision de Her-2 in vivo esta asociada a la inhibicion del
crecimiento tumoral. Los datos proporcionan adicionalmente que los inhibidores de ADAM solo median en la
inhibicion de la escisidon de Her-2 in vivo, inhibicion del crecimiento tumoral e inhibicién in vivo de rutas de
sefializacidn de cinasas. Por consiguiente, la inhibicion de la escision de Her-2 in vivo puede ser util en el tratamiento
del cancer.

Por tanto, es una caracteristica de la presente invencién proporcionar usos para prevenir la escision de Her-2 para
formar p95 en una célula, in vitro o in vivo. Como se trata en cualquier parte en el presente documento, la prevencion
de la formacién de p95 puede ser util en controlar el crecimiento celular y en el tratamiento del cancer. Los datos
desvelados en el presente documento demuestran, entre otras cosas, que la eliminaciéon de Her-2, la proliferacion
celular y el crecimiento tumoral se inhiben cuando una célula se pone en contacto con una cantidad inhibidora de la
escision de Her-2 de un inhibidor de ADAM10, ADAM15, o0 ambas. Como entendera un experto en la materia, una
“cantidad inhibidora de la escision de Her-2” de un inhibidor de ADAM es una cantidad de un inhibidor tal que reduce
detectablemente la escision de Her-2 como se demuestra disminuyendo detectablemente el nivel de p95, ECD de
p105, o ambos. Como se describe en mayor detalle en cualquier parte en el presente documento, prevenir la
escision de Her-2 para formar p95 es util cuando los efectos de la “punta” de p95 constitutivamente activa no se
desean, o se busca eliminarlos.

Un experto en la materia apreciaria, basandose en la divulgacion proporcionada en el presente documento, que
cuando una célula o tejido produce tanto ADAM10 como ADAM15, y/o cuando la produccion de p95 esta mediada
por ambas ADAM, que un inhibidor de cada una puede administrarse, tanto simultdneamente como por separado, a
la célula o tejido. Alternativamente, el experto entenderia que cuando un inhibidor inhibe tanto ADAM10 como
ADAM15, un inhibidor tal puede usarse para inhibir la escision de Her-2 para producir p95. Ademas, el experto
apreciaria, basandose en las ensefianzas proporcionadas en el presente documento, que pueden administrarse
diversas combinaciones de inhibidores para inhibir la actividad de convertasa, y la presente invencion no esta
limitada de ningin modo con respecto a la administracion de uno o cualquier nimero y combinacién de inhibidores
de ADAM.
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Un inhibidor de la escisiéon de Her-2 por ADAM es un inhibidor del polipéptido ADAM. Un inhibidor de un polipéptido
ADAM10 o ADAM15, o ambos, pueden ser un acido nucleico, un polipéptido, o cualquier otra molécula o0 compuesto
conocido por un experto en la materia relevante por ser util para la inhibicidon de la actividad mediada por proteina.
Ademas, un inhibidor de ADAM pueden ser un acido nucleico antisentido, una ribozima, un anticuerpo o un inhibidor
de molécula pequefia. Aunque la presente divulgacion se ejemplifica por inhibicion de la actividad de ADAM usando
una molécula de ARNip, la invencion no se limita a esto, o cualquier otro inhibidor de la escision de Her-2. De hecho,
también se han desvelado novedosos MPI en cualquier parte en el presente documento, que pueden usarse para
inhibir la escisién por convertasa de Her-2. Asi, un experto en la materia apreciaria, basandose en la divulgacion
proporcionada en el presente documento, que la invencidon no se limita de ninguna forma a estos, o cualquier otro
inhibidor de convertasa. Mas bien, la invencion incluye cualquier inhibidor de ADAM, como se define en las
reivindicaciones, que disminuye detectablemente la escisidon de Her-2 para producir p95, que incluye cualquiera que
vaya a desarrollarse en el futuro como se entenderia basandose en las ensefianzas proporcionadas en el presente
documento. Mas especificamente, la invencion incluye cualquier inhibidor MPl de ADAM10, ADAM15, o un inhibidor
que inhibe ambas.

Como se describe en cualquier parte en el presente documento, ADAM comprende un dominio de metaloproteasa, y
se ha demostrado en el presente documento que tiene actividad de metaloproteasa. Los miembros de la familia de
ADAM son proteasas de cinc que comprenden péptido sefial de NHz, pro-dominio, dominio catalitico, dominio de
desintegrina, regidn rica en cisteina, repeticion de EGF, regidon transmembrana, cola citoplasmica. ADAM10 y
ADAM15 son ambas proteinas membrana de tipo | y su dominio de proteasa cataliticamente activo esta localizado
extracelularmente. Este dominio catalitico extracelular pone la actividad de proteasa en yuxtaposicion con la region
de Her-2 escindida durante la eliminacion del ectodominio. Por tanto, un inhibidor de ADAM util en la presente
invencion es un inhibidor de la actividad biolégica de ADAM (por ejemplo, ADAM10 y ADAM15) en el que tal
“actividad bioldgica” incluye, pero no se limita a, escisién de Her-2, y mas particularmente, la escisiéon de Her-2 para
formar p95, ECD, o ambos. Debido a que la escision de Her-2 para formar p95 participa en el presente documento
desempefiando una funcién en la progresién del cancer en células que expresan en exceso Her-2, la actividad
biolégica de ADAM10 o ADAM15, como se usa en el presente documento, también engloba el potencial de inhibir el
crecimiento celular, inducir muerte celular y otro efecto anticarcinogénico.

La presente invencion caracteriza métodos para inhibir la escision de Her-2 en una célula que comprende Her-2, in
vitro o in vivo. Como se expone en detalle en cualquier parte en el presente documento, la escisién de Her-2 produce
p95 y ECD105 y, basandose en los datos desvelados por primera vez en el presente documento, p95 participa
desempefiando posteriormente una funcién en el desarrollo y la progresion del cancer. Por tanto, un experto en la
materia entenderia, basandose en la divulgacion en el presente documento, que la inhibicién de la escisiéon de Her-2
reprimira la produccién de p95 y procesos carcinogénicos concomitantes. La reduccién de la produccion de p95 es
util para la prevencién de cualquier afeccion o trastorno asociado a elevada sefializacién de Her-2/p95. Por ejemplo,
como se desvela en detalle en cualquier parte en el presente documento, la expresion en exceso de Her-2 se
produce en el 25-30 % de los canceres de mama. Los pacientes con tumores que expresan en exceso Her-2 tienen
una evolucién clinica claramente desfavorable, caracterizada por tiempo acortado hasta la reaparicion de la
enfermedad y supervivencia reducida. Por tanto, la represion de la produccién de p95 puede inhibir y/o disminuir la
sefializacion basada en Her-2/p95, minimizando posteriormente la evolucion clinica desfavorable de la enfermedad
mediada por Her-2/p95.

En una realizacion de la presente divulgacion, una célula que contiene Her-2 se pone en contacto con un inhibidor
de ADAM (por ejemplo, ADAM10, ADAM15, o ambas) que puede inhibir la escision de Her-2. Como entendera un
experto en la materia, un inhibidor de ADAM que presenta la capacidad para inhibir la escisidon de Her-2, es decir, un
inhibidor de la produccion de p95, puede identificarse usando métodos muy conocidos en la técnica, que incluyen
aquellos descritos en cualquier parte en el presente documento. A modo de un ejemplo no limitante, un inhibidor de
la escision de Her-2 puede identificarse monitorizando la escision de Her-2 en un primer sistema en el que se
proporciona ADAM10, o ADAM15, o ambas, en presencia de un supuesto inhibidor de ADAM inhibidor de la escisién
de Her-2, y comparando los resultados obtenidos en el primer sistema con los resultados obtenidos de un segundo
sistema en el que se proporciona la misma ADAM en ausencia de cualquier inhibidor de ADAM inhibidor de la
escision de Her-2. La inhibicién de la escision de Her-2 en el primer sistema puede identificarse usando numerosos
métodos de andlisis, que incluyen aquellos métodos de identificacion de la escisién de Her-2/produccion de p95-
ECD105 expuestos en detalle en cualquier parte en el presente documento, seguido de una comparacion diferencial
de los resultados obtenidos en el primer y segundo sistemas experimentales descritos inmediatamente
anteriormente. La presencia de una menor cantidad de p95 (o ECD105) en el supuesto sistema que contiene el
inhibidor de ADAM que en el sistema que carece de cualquier supuesto inhibidor de ADAM es una indicacion de que
el supuesto inhibidor de ADAM funciona inhibiendo la escision de Her-2 y la produccion de p95 mediante la inhibicidn
de ADAM10, 15, o ambas. Evaluando la capacidad del inhibidor para inhibir ADAM10 y ADAM15 por separado,
puede determinarse adicionalmente que ADAM se inhibe por el inhibidor y si el inhibidor inhibe o no la escision de
Her-2 por ambas ADAM.

Una realizacion de la divulgaciéon proporciona un método para inhibir la escision de Her-2, en el que ADAM10 es el

agente que escinde Her-2. La inhibicidn de la escisién de Her-2 mediada por ADAM10 se confirma usando cualquier
método expuesto en el presente documento para el analisis de la inhibicién de la escisién de Her-2. Sin desear
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cefiirse a teoria particular alguna, la inhibicién de la escision de Her-2 mediada por ADAM10 puede producirse de
varias formas. En un aspecto de la divulgacion, la escisién por ADAM10 de Her-2 puede inhibirse por un inhibidor de
ADAM10 que se une a ADAM10, previniéndose asi la interaccion de ADAM10 con Her-2 previniéndose el contacto
necesario de ADAM10 con Her-2. Alternativamente, la escision por ADAM10 de Her-2 puede inhibirse por un
inhibidor de ADAM10 que se une a ADAM10 y altera la estructura de ADAM10, inhibiéndose o reduciéndose asi la
interaccion de ADAM10 con Her-2. Adicionalmente, la escision por ADAM10 de Her-2 puede inhibirse por un
inhibidor de ADAM10 que se une a ADAM10 e inhibe la actividad proteolitica de ADAM10, previniéndose asi la
accion proteolitica de ADAM10 en Her-2.

Similarmente, otra realizacién de la divulgacion proporciona un método para inhibir la escisién de Her-2, en el que
ADAM15 es el agente que escinde Her-2. La inhibicion de la escision de Her-2 mediada por ADAM15 se confirma
usando cualquier método expuesto en el presente documento para el analisis de la inhibicion de la escisién de Her-
2. Sin desear cefiirse a teoria particular alguna, la inhibicién de la escision de Her-2 mediada por ADAM15 puede
producirse de varias formas. En un aspecto de la divulgacion, la escision de Her-2 por ADAM15 puede inhibirse por
un inhibidor de ADAM15 que se une a ADAM15, previniéndose asi la interacciéon de ADAM15 con Her-2
previniéndose el contacto necesario de ADAM15 con Her-2. Alternativamente, la escisiéon de Her-2 por ADAM15
puede inhibirse por un inhibidor de ADAM15 que se une a ADAM15 y altera la estructura de ADAM15, inhibiéndose o
reduciéndose asi la interaccion de ADAM15 con Her-2. Adicionalmente, la escision de Her-2 por ADAM15 puede
inhibirse por un inhibidor de ADAM15 que se une a ADAM15 e inhibe la actividad proteolitica de ADAM15,
previniéndose asi la accion proteolitica de ADAM15 en Her-2.

La divulgacién no se limita a un inhibidor que afecta ADAM para inhibir la escision de Her-2. En su lugar, la invencion
incluye un inhibidor que se une a Her-2 para inhibir la escisién de Her-2 por la ADAM, inhibiéndose asi la produccién
de p95, ECD de p105, o ambos. Por consiguiente, otra realizaciéon de la divulgaciéon proporciona un método para
inhibir la escision de Her-2 mediada por ADAM10 o ADAM15, en la que la interaccion de ADAM10, ADAM15, o
ambas, y Her-2 se previene mediante un inhibidor de ADAM que se une a Her-2. En otro aspecto mas de la
invencion, la escisién de Her-2 por ADAM10 o ADAM15 puede inhibirse por un inhibidor de ADAM10 o ADAM15 que
se une a Her-2, previniéndose asi la interaccién de ADAM10 o ADAM15 con Her-2 previniéndose el contacto directo
de ADAM10 o ADAM15 con Her-2. En otro aspecto de la divulgacion, la escision de Her-2 por ADAM10 o ADAM15
puede inhibirse por un inhibidor de ADAM que se une a Her-2 y altera la estructura de Her-2, previniéndose asi la
interaccion de ADAM10, ADAM15, o ambas, con Her-2.

En una realizacién de la divulgacion, la ADAM es una ADAM10 de mamifero. Como entendera un experto en la
materia, una ADAM10 de mamifero puede estar presente en una célula de mamifero. Adicionalmente, una ADAM10
de mamifero puede estar presente en una célula de no mamifero. Por ejemplo, un método de la presente divulgacion
incluye un acido nucleico que codifica una ADAM10 de mamifero transformada o transfectada en cualquier célula de
no mamifero conocida para un experto en la materia por ser util para la expresion de proteinas no nativas o
exogenas.

En una realizacién de la divulgacion, la ADAM es una ADAM15 de mamifero. Como entendera un experto en la
materia, una ADAM15 de mamifero puede estar presente en una célula de mamifero. Adicionalmente, una ADAM15
de mamifero puede estar presente en una célula de no mamifero. Por ejemplo, un método de la presente divulgacion
incluye un acido nucleico que codifica una ADAM15 de mamifero transformada o transfectada en cualquier célula de
no mamifero conocida para un experto en la materia por ser util para la expresion de proteinas no nativas o
exogenas.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la ADAM es una ADAM10 de mamifero o una ADAM15 de mamifero.
Como entenderd un experto en la materia, tanto ADAM10 como ADAM15 de mamifero pueden estar presentes en
una célula de mamifero. Adicionalmente, tanto ADAM10 como ADAM15 de mamifero pueden estar presentes en una
célula de no mamifero. Por ejemplo, un método de la presente invencion incluye introducir (por ejemplo, co-
transformar, co-transfectar, co-transducir, activaciéon génica y similares) un acido nucleico que codifica una ADAM10
de mamifero y un acido nucleico que codifica una ADAM15 de mamifero en cualquier célula de no mamifero
conocida para un experto en la materia por ser util para la expresion de proteinas no nativas o exégenas de forma
que ambas ADAM estén presentes y se expresen en la misma célula en la que no estuvieron previamente presentes
y/o se expresaron.

La presente divulgacion también caracteriza un método para inhibir la producciéon de p95 por una célula. En una
realizacién de la invencidn, una célula se pone en contacto con una cantidad inhibidora de la escisién de un inhibidor
de ADAM, inhibiéndose asi la escision de Her-2 para producir p95. Una “cantidad inhibidora de la escisiéon” de un
inhibidor se define en el presente documento como una cantidad del inhibidor suficiente para producir un nivel
detectablemente menor de p95 en la célula que expresa Her-2 cuando se compara con la produccion de p95 por una
célula por lo demas idéntica no puesta en contacto con el compuesto o con la misma célula antes de que la célula se
ponga en contacto con el compuesto.

La presente divulgacion también caracteriza un método para inhibir la produccién de p95 en la que Her-2 no esta
asociada a una célula. Los métodos de aislamiento, purificacidn, estabilizacién y solubilizacion de proteinas
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asociadas a célula que existen sin asociar a una célula son muy conocidos en la técnica, y no se trataran
adicionalmente. Por tanto, un experto en la materia relevante sabra cémo preparar y usar proteinas Her-2 y
ADAM10, ADAM15, o ambas, cuando las proteinas no estan asociadas a una célula intacta (por ejemplo,
solubilizada, entre otras cosas) segun los métodos de la presente invencion.

En una realizacion de la divulgacién, una molécula de Her-2 se pone en contacto con una cantidad inhibidora de la
escision de un inhibidor en una mezcla que comprende una convertasa (por ejemplo, ADAM10, ADAM15, o ambas),
inhibiéndose asi la escision de Her-2 para producir p95. Una “cantidad inhibidora de la escisién” de un inhibidor se
define en el presente documento como una cantidad del inhibidor suficiente para producir un menor nivel de p95 en
una mezcla de reaccién que contiene convertasa de ADAM (ADAM 10, 15, o ambas), Her-2 y el inhibidor, en
comparacion con el nivel de p95 en una mezcla de reaccién por lo demas idéntica que no contiene el inhibidor.

En un aspecto de la divulgacién, el inhibidor es un inhibidor de ADAM10, ADAM15, o ambas, que se une a ADAM,
previniéndose asi la interaccion de ADAM10, 15, o ambas, previniendo Her-2 el contacto directo de ADAM10,
ADAM15, o ambas, con Her-2. En otro aspecto de la divulgacion, el inhibidor de la escisién es una ADAM10,
ADAM15, o ambas, inhibidor que se une a ADAM10, ADAM15, o ambas, y altera la estructura de ADAM10,
ADAM15, o ambas, previniéndose asi la interaccion de ADAM10, ADAM15, o ambas, con Her-2. En otro aspecto
mas de la divulgacion, el inhibidor de la escision es una ADAM10, ADAM15, o ambas, inhibidor que se une a
ADAM10, ADAM15, o ambas, e inhibe la actividad proteolitica de ADAM10, ADAM15, o ambas, previniéndose asi la
accion proteolitica de ADAM10, ADAM15, o ambas, sobre Her-2. En otro aspecto mas de la divulgacion, el inhibidor
de la escisién es una ADAM10, ADAM15, o ambas, inhibidor que se une a Her-2, previniéndose asi la interaccion de
ADAM10, ADAM15, o ambas, previniendo Her-2 el contacto directo de ADAM10, ADAM15, o ambas, con Her-2. En
otro aspecto adicional de la divulgacién, el inhibidor de la escision es una ADAM10, ADAM15, o ambas, inhibidor que
se une a Her-2 y altera la estructura de Her-2, previniéndose asi la interaccion de ADAM10, ADAM15, o ambas, con
Her-2.

La presente divulgacion también caracteriza un inhibidor de la escisidon que es un inhibidor de la actividad proteolitica
de ADAM10, ADAM15, o ambas. Los compuestos que tienen la capacidad para inhibir la actividad de proteasa, es
decir, inhibidores de la proteasa, son muy conocidos en la técnica, y por consiguiente, un experto en la materia
reconoceria y sabria cémo producir y usar un compuesto que es un inhibidor de la proteasa que es especifico para
una ADAM de interés, por ejemplo, ADAM10, ADAM15, y similares.

Métodos basados en acidos nucleicos relacionados con la inhibicién de la escision de Her-2 por ADAM10 y ADAM15

El experto apreciaria, basandose en la divulgacion proporcionada en el presente documento, que la presente
divulgacion engloba la inhibicion de una sefial mediada por Her-2 de otro modo transmitida mediante un receptor de
Her-2 que se escindi6 por una ADAM previniendo la escision del receptor de Her-2 por la ADAM. Es decir, los datos
desvelados en el presente documento demuestran que ADAM (por ejemplo, ADAM10, ADAM15, o ambas) escinden
Her-2 para producir p95 y el p95 asi producido, a su vez, transmite una sefial. Los datos demuestran adicionalmente
que la inhibiciéon de la produccion de p95, y asi, la inhibiciéon de la transmisidon de una sefial mediante el p95
constitutivamente activo, media en varios efectos, que incluyen, pero no se limitan a, disminucién de la fosforilacion
de ciertas proteinas, disminucion de la proliferacion celular, induccion de muerte celular, y similares. Asi, cuando se
desean estos efectos, puede usarse una amplia plétora de métodos para inhibir la sefializacién mediante la punta de
p95 para mediar en el efecto deseado, especialmente cuando la célula media en una enfermedad, trastorno o
afeccion, tal como, pero no se limita a, cancer.

El experto entenderia adicionalmente, una vez provisto de las ensefianzas proporcionadas en el presente
documento, que la presente divulgacién incluye administrar una ribozima o una molécula de &cido nucleico
antisentido a una célula, inhibiéndose asi la expresion de ADAM10, 15, o ambas, en la célula, cuando el disefio y
uso de tales moléculas para inhibir la expresion de una proteina de interés en una célula son muy conocidos en la
técnica como sigue brevemente. Es decir, los datos desvelados en el presente documento demuestran que la
inhibicion de la expresion de un ARNm que codifica una ADAM que escinde Her-2 para producir ECD, p95, o ambos,
disminuye la escision de Her-2. Ademas, cualquier método que disminuya el nivel de una ADAM que escinde Her-2
media en un efecto tal como seria facilmente apreciado por el experto basandose en la divulgacion proporcionada en
el presente documento y tal método esta englobado por la invencion.

Moléculas antisentido y su uso para inhibir la expresién génica son muy conocidas en la técnica (véase, por ejemplo,
Cohen, 1989, en: Oligodeoxyribonucleotides, Antisense Inhibitors of Gene Expression, CRC Press). Acidos nucleicos
antisentido son moléculas de ADN o de ARN que son complementarias a al menos una porcién de una molécula de
ARNm especifica (Weintraub, 1990, Scientific American 262:40). En la célula, los acidos nucleicos antisentido se
hibridan con el ARNm correspondiente, formando una molécula bicatenaria, inhibiéndose asi la traduccién de genes.

El uso de métodos antisentido para inhibir la traduccién de genes se conoce en la técnica, y se describe, por
ejemplo, en Marcus-Sakura (1988, Anal. Biochem. 172:289). Tales moléculas antisentido pueden proporcionarse a la
célula mediante expresion genética usando ADN que codifica la molécula antisentido como se ensefia por Inoue
(1993, patente de EE.UU. n® 5.190.931).
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Alternativamente, pueden producirse moléculas antisentido sintéticamente y a continuaciéon proporcionarse a la
célula. Se prefieren oligdbmeros antisentido de entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100, y mas
preferentemente aproximadamente 15 a aproximadamente 50 nucleétidos, ya que se sintetizan facilmente y se
introducen en una célula diana. Moléculas antisentido sintéticas contempladas por la invencion incluyen derivados de
oligonucledtidos conocidos en la técnica que tienen actividad bioldgica mejorada en comparacion con
oligonucledtidos sin modificar (véase Cohen, arriba; Tullis, 1991, patente de EE.UU. n° 5.023.243, incorporada por
referencia en el presente documento en su totalidad).

Las ribozimas y su uso para inhibir la expresion génica también son muy conocidas en la técnica (véase, por
ejemplo, Cech y col., 1992, J. Biol. Chem. 267:17479-17482; Hampel y col., 1989, Biochemistry 28:4929-4933;
Eckstein y col., publicacién internacional n® WO 92/07065; Altman y col., patente de EE.UU. n° 5.168.053). Las
ribozimas son moléculas de ARN que poseen la capacidad para escindir especificamente otro ARN monocatenario
de un modo analogo a las endonucleasas de restriccion de ADN. Mediante la modificacion de secuencias de
nucleotidos que codifican estos ARN, pueden manipularse moléculas para reconocer secuencias de nucleétidos
especificas en una molécula de ARN y escindirla (Cech, 1988, J. Amer. Med. Assn. 260:3030). Una ventaja
importante de este enfoque es que, debido a que son especificas de secuencia, solo se inactivan ARNm con
secuencias particulares.

Hay dos tipos basicos de ribozimas, concretamente, tipo Tetrahymena (Hasselhoff, 1988, Nature 334:585) y tipo
cabeza de martillo. Las ribozimas tipo Tetrahymena reconocen secuencias que tienen cuatro bases de longitud,
mientras que las ribozimas tipo cabeza de martillo reconocen secuencias de bases de 11-18 bases de longitud.
Cuanto mas larga sea la secuencia, mayor sera la probabilidad de que la secuencia se produzca exclusivamente en
la especie de ARNm diana. Por consiguiente, se prefieren las ribozimas tipo cabeza de martillo a las ribozimas tipo
Tetrahymena para inactivar especies de ARNm especificas, y se prefieren secuencias de reconocimiento de 18
bases a las secuencias de reconocimiento mas cortas que pueden producirse aleatoriamente dentro de diversas
moléculas de ARNm sin relacionar.

En ciertas situaciones, puede desearse inhibir la expresion de ADAM10, ADAM15, o ambas, y la divulgacion, por
tanto, incluye composiciones utiles para la inhibicién de la expresion de ADAM10, ADAM15, o ambas. Asi, la
divulgacion caracteriza un acido nucleico aislado complementario a una porcién o todo un acido nucleico que
codifica una ADAM10, 15, de mamifero, o ambas, acido nucleico que estd en una orientacion antisentido con
respecto a la transcripcion. Preferentemente, el acido nucleico antisentido es complementario a un acido nucleico
que tiene al menos aproximadamente el 90 % de homologia con ADAM10, 15, o ambas. Preferentemente, el acido
nucleico es aproximadamente el 95 % homédlogo, mas preferentemente aproximadamente el 96 % homdlogo, mas
preferentemente aproximadamente el 98 % homdlogo, y lo mas preferentemente aproximadamente el 99 %
homélogo a un acido nucleico complementario a una porcion o todo de un acido nucleico que codifica una ADAM10,
15, de mamifero, o ambas, o un fragmento de la misma, que esta en una orientacion antisentido con respecto a la
transcripcion. Lo mas preferentemente, el acido nucleico es complementario a una porciéon o todo de un acido
nucleico que tiene la secuencia, o un fragmento de la misma, de una secuencia conocida por codificar ADAM10,
ADAM15, o ambas. Tal acido nucleico antisentido sirve para inhibir la expresion, funcion, o ambas, de ADAM10,
ADAM15, o ambas.

En una realizacion, la presente divulgacion caracteriza un método para inhibir la escision de Her-2, por el cual la
escisiéon mediada por ADAM de Her-2 se inhibe poniendo en contacto una célula con una cantidad inhibidora de la
escision de Her-2 de un &cido nucleico antisentido dirigido a ADAM. Un experto en la materia apreciaria, basandose
en la divulgacion proporcionada en el presente documento, que un inhibidor de ADAM antisentido de la invencion
incluye moléculas y compuestos que previenen o inhiben que ADAM10, ADAM15, o ambas, sean accesibles a Her-2
sobre la superficie celular. Es decir, la divulgacion contempla que un antisentido y/o molécula antisentido que
previene la expresiéon de ADAM10, ADAM15, o ambas, de forma que Her-2 no se escinda para formar p95, pueda
ser un inhibidor de la invencion.

En un aspecto de la divulgacion, un inhibidor de ADAM es un ARNip. Los ARN interferentes pequefios (ARNip)
median en un proceso de silenciamiento de genes postranscripcional llamado interferencia por ARN (iARN) en el que
los ARNip dirigen la escision y degradacion especifica de secuencia de dianas de ARNm celulares a las que el
ARNip tiene identidad de secuencias (Tuschl, 2002 Nature Biotech. 20:446-448; Sharp, 2001, Genes Dev. 15:485-
490). Los ARNip pueden ser ARN sintéticos bicatenarios de 19 a 21 nucleétidos con nucleétidos protuberantes de 3'
de 2 a 3 nucledtidos o pueden expresarse como ARN de horquilla corta (ARNhc), en los que las hebras codificantes
y no codificantes individuales se unen por un bucle muy estructurado, a partir de plasmidos o vectores virales que
alojan tanto secuencias promotoras como terminadoras de ARN polimerasa Ill (Elbashir y col., 2001, Nature
411:494-498; Paul y col., 2002, Nature Biotech. 20:505-508; Paddison y col., 2002, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
99:1443-1448). Como se describe en detalle en Tuschl y col. y Sharp, y como se ha entendido por un experto en la
materia, los ARNip pueden usarse para silenciar la expresion de una ADAM que escinde Her-2 (es decir, ADAM10,
15, o ambas) en una célula. Por tanto, la presente divulgacidon engloba administrar a una célula que expresa Her-2
una cantidad inhibidora de la escision de Her-2 de un inhibidor de ADAM cuando el inhibidor es un ARNip. En una
realizacién de la divulgacion, el ARNip se refiere a ARNm de ADAM10, ARNm de ADAM15, o ambos. En un aspecto,
el ARNip dirigido a ADAM comprende un ARN bicatenario, del cual una Unica hebra es complementaria al ARN de
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ADAM10, ARN de ADAM15, o ambos. La presente divulgacion no se limita a ningin ARNip particular; mas bien, la
divulgaciéon engloba una amplia plétora de ARNip que tienen la capacidad de inhibir la escision de Her-2 por
ADAM10, ADAM15, o ambas. De hecho, los ARNip desvelados en el presente documento estuvieron
comercialmente disponibles, demostrando que la produccion de tales ARNip se realiza rutinariamente en esta
materia en el que el nivel de experiencia es alto.

La presente divulgacion incluye un acido nucleico util en inhibir la escision de Her-2 por una ADAM10, una ADAM15,
0 ambas. Es decir, los datos desvelados en el presente documento demuestran que la expresion de una ADAM que
escinde Her-2, por ejemplo, ADAM10, ADAM15, y similares, puede silenciarse, o disminuirse, usando un ARNip
complementario al ARNm que codifica la ADAM pertinente. La inhibicion de ARNm de ADAM usando un ARNip
especifico para esa ADAM medid, a su vez, en una disminucion en la escision de Her-2 e, incluso mas importante,
también medié en una disminucién en la eliminaciéon de Her-2. Debido a que los datos desvelados en el presente
documento demuestran adicionalmente que la inhibicion de la eliminacion de Her-2 inhibe la proliferacién celular,
induce muerte celular y puede mediar en un efecto beneficioso en un paciente afectado con un tumor que expresa
en exceso Her-2, la inhibicion de la expresién de ADAM usando un ARNip puede proporcionar un posible agente
terapéutico importante para una enfermedad, trastorno o afeccién asociada a, o mediada por, la escision de Her-2,
que incluye tal enfermedad, trastorno o afeccidon que esta mediada por o asociada a la produccion de p95 en una
célula.

Como se ha sefalado en cualquier parte en el presente documento, estos acidos nucleicos son utiles porque pueden
inhibir la actividad de ADAM en una célula. Muchas metaloproteasas se expresan altamente en células tumorales.
Como la actividad de proteasa de ADAM regula la eliminacion de factores de crecimiento autocrinos o sus
receptores, estas proteinas median en el crecimiento, adhesién o motilidad de células tumorales. ADAM10 se
expresa en exceso en feocromocitoma y neuroblastomas (Yavari y col., 1998 Hum. Mol. Genet 7:1161-67). Ademas,
se ha demostrado mediante tanto experimentos genéticos como bioquimicos que ADAM10 participa en la
eliminacion de tanto el receptor de Notch como su ligando Delta. Los andlisis genéticos de ratones inactivados en
ADAM10 o moscas que alojan mutaciones de pérdida de funcién en el ortdlogo de Drosophila Kuzbanian, muestran
fenotipos sorprendentemente similares como mutaciones de pérdida de funcion en notch y delta. Y, lo que es mas
importante, la expresion del gen diana de Notch hes-5 en el tubo neural de ratones inactivados en ADAM10 se
redujo significativamente con una regulacion por incremento concomitante del ligando de notch dll-1, un gen que
esta negativamente regulado por la sefalizacion de Notch por retroalimentacién (Seals y Courtneidge, 2003, Genes
Dev. 17:7-30; Hartmann y col., 2002, Hum. Mol. Genet. 11:2615-24).

Notch puede funcionar como oncogén en ratén y seres humanos. En linfocitos T, por ejemplo, la relocalizacién
cromosoémica o integraciones virales que conducen a la expresion de un dominio citoplasmico constitutivamente
activo de Notchl producen leucemia linfoblastica aguda de linfocitos T (Radtke y Raj, 2003, Nat. Rev. Cancer. 3:756-
67). Los receptores de Notch y ligandos de Notch también se expresan altamente en adenocarcinomas de colon y
canceres de mama en los que la sefalizacién de Notch puede contribuir a la expresiéon en exceso de Her-2. Notch es
también importante en la angiogénesis, y los ratones inactivados en ADAM10 presentan vasculogénesis defectuosa
similar a los ratones inactivados en notch (Hartmann y col., 2002, Hum. Mol. Genet. 11:2615-24). Otro ligando que
participa en muchos tipos de tumores es el factor de crecimiento epidérmico; pruebas evidentes indican que se
requieren ADAM10 y su actividad de metaloproteasa para la escision de EGF que se une a heparina y la
transactivacion de la sefalizacion de EGFR en respuesta a la activacion del receptor acoplado a proteina G (Yan y
col., 2002. J Cell Biol. 2002. 158:221-6). Por tanto, la actividad biolégica de ADAM10 es crucial en varios procesos
celulares y el experto apreciaria que la inhibicién de su(s) funcion (funciones) puede tener efecto(s) util(es).

Entre los muchos usos que ilustran la posible utilidad de inhibir la actividad de ADAM15 esta el hecho de que la
actividad de ADAM15 es importante para la migracién de células mesangiales (MC) del nucleo del glomérulo renal.
La migracién de estas células del nucleo al espacio pericapilar es una caracteristica de varias enfermedades renales
que incluyen glomerulonefritis mesangiocapilar. En un modelo de herida de MC, la expresiéon de ADAM15 aumento y
se correlaciond con la movilidad de estas células. Los inhibidores de MMP, u oligonucleétidos antisentido, para
ADAM15 redujeron esta migracion, que indica que la inhibicién de la actividad de ADAM15 puede tener efectos
beneficiosos en enfermedad caracterizada por motilidad de MC (Martin y col., 2002, J. Biol Chem. 277:33683-
33689). Ademés, los ratones inactivados en ADAM15 implantados con células de melanoma mostraron tamafio
reducido del tumor (Horiuchi y col., Mol. Cell. Biol. 2003, 5614).

El acido nucleico, cuando se administra a una célula que expresa Her-2, inhibe detectablemente la actividad de
ADAM. Mas preferentemente, el acido nucleico inhibe detectablemente la expresion de ADAM, incluso mas
preferentemente, inhibe la escisidon de Her-2, todavia mas preferentemente, el acido nucleico inhibe la produccién de
p95 en la célula, cuando se compara con el nivel de produccién de p95 en una célula por lo demas idéntica a la que
no se administra el acido nucleico, y/o con el nivel de p95 en la célula antes de la administracion del &cido nucleico.
Adicionalmente, el acido nucleico puede, pero no necesita, inducir muerte celular, inhibir la proliferacién celular,
inhibir la sefalizacion mediante el receptor de Her-2, y similares.

También pueden usarse acidos nucleicos antisentido que inhiben la expresiéon de ADAM10, 15, o ambas, para la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad, trastorno o afeccion mediada por la elevada
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expresion del receptor de Her-2 cuando se compara con la expresion del receptor de Her-2 en una célula y/o un
paciente no afectado con la enfermedad, trastorno o afeccion.

Las técnicas para inhibir la expresién de un acido nucleico en una célula son muy conocidas en la técnica y engloban
métodos tales como se desvelan en el presente documento (por ejemplo, inhibicién usando un anticuerpo, un acido
nucleico antisentido, un ARNip, una ribozima y similares). Otras técnicas utiles para inhibir la expresion de un acido
nucleico que codifica ADAM10, 15, o ambas, incluyen, pero no se limitan a, usar reactivos de nucleétido que se
dirigen a secuencias especificas del promotor de receptor, y similares.

El experto entenderia, basandose en la divulgacién proporcionada en el presente documento, que la escisiéon de un
receptor de Her-2 presente en una célula puede inhibirse o abolirse usando un acido nucleico que previene la
expresion de ADAM10, ADAM15, o ambas, en la célula. Como se expone mas completamente en cualquier parte en
el presente documento, una vez se conocen las secuencias de acidos nucleicos y de aminoacidos de una ADAM que
escinde Her-2, pueden usarse diversos métodos muy conocidos en la técnica para inhibir la escisién de Her-2 para
formar p95. Tales métodos incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos, ARNip, ribozimas y moléculas antisentido. El
disefio y uso de tales compuestos estda muy establecido una vez el experto se provee de la secuencia del acido
nucleico que codifica ADAM10, ADAM15, o ambas, tal como se desvela en el presente documento en el que los
datos demuestran que las ADAM median en la escision de Her-2 (por ejemplo, ADAM10, y ADAM15), y tales
métodos, por tanto, no se citan en el presente documento ya que son muy conocidos en la técnica. Por ejemplo, el
disefiar moléculas antisentido y ribozimas puede inhibir eficazmente la progresion del cancer de mama inhibiendo la
expresion de ADAM10, ADAM15, o ambas, que, a su vez, inhibe la escisidon de Her-2 y la produccién de p95, sin
afectar la expresion de otros miembros de la familia de ADAM, que pueden requerirse para la apropiada funcion
celular. Asi, el direccionamiento selectivo de las ADAM que escinden Her-2, mientras que no afectan la funcién de
otras ADAM, pueden evitar efectos perjudiciales de no inhibir especificamente el crecimiento celular, y otros
procesos celulares.

Cuando un acido nucleico antisentido dirigido a ADAM10, ADAM15, o ambas, se administra a una célula para reducir
el nivel de ADAM10, ADAM15, o ambas, presente en la célula, un experto en la materia entenderia, basandose en la
divulgacion proporcionada en el presente documento, que la cantidad del acido nucleico que va a administrarse a la
célula puede valorarse evaluando el nivel de expresion del &cido nucleico que codifica ADAM10, ADAM15, o ambas,
presente en la célula.

Métodos para evaluar el nivel de expresion de ADAM10, ADAM15, o ambas (por ejemplo, usando anticuerpos anti-
receptor en transferencia Western u otros analisis basados en inmunitarios tales como ELISA) y/o métodos para
evaluar el nivel de expresion de ADAM10, ADAM15, o ambas, en una célula y/o tejidos (por ejemplo, usando analisis
de transferencia Northern, gPCR y similares) se desvelan en el presente documento o son muy conocidos para
aquellos expertos en la materia. Tales ensayos pueden usarse para determinar la “cantidad eficaz” de ADAM10,
ADAM15, o ambas, acido nucleico antisentido, ribozima y similares, que va a administrarse a la célula con el fin de
reducir o aumentar el nivel de expresiéon de ADAM10, ADAM15, o ambas. La cantidad de acido nucleico
administrada puede calcularse facilmente y ajustarse como se ejemplifica en el presente documento para ARNip que
redujo la expresién de ADAM10 y ADAM15, y redujo concomitantemente la escision de Her-2 y eliminacion mediada
por convertasa de ECD. Sin embargo, la presente divulgaciéon no se limita a estos, o cualquier otro, ensayo en
particular para determinar una cantidad eficaz de un inhibidor, que incluye un inhibidor basado en acido nucleico tal
como, pero no se limita a, ARNip.

Similarmente, un anticuerpo, o un acido nucleico, que se une especificamente a una ADAM que escinde Her-2
(ADAM10, ADAM15, o ambas) puede administrarse a una célula inhibiéndose asi la escision de Her-2 por esa
ADAM. La produccién y uso de ‘“intracuerpos”, como tales anticuerpos se denominan en la materia, es muy
conocida, y, por tanto, no se trata adicionalmente en el presente documento. El experto, provisto de las ensefianzas
proporcionadas en el presente documento, especialmente que ciertas ADAM median en la escisién de Her-2 para
producir p95, apreciaria facilmente que los intracuerpos, entre muchas otras moléculas, pueden usarse para inhibir
la escision por ADAM de Her-2.

Inhibidores de metaloproteasa (MPI)

Los inhibidores de ADAM de la presente invencion incluyen moléculas pequefias denominadas en el presente
documento inhibidores de metaloproteasa (MPI). Un MPI segun la invenciéon es capaz de inhibir (por ejemplo,
antagonizar) la actividad de una ADAM. En algunas realizaciones, el MPI inhibe la actividad de ADAM10, ADAM15, o
ambas. En otras realizaciones, la actividad de ADAM que se inhibe por el MPI es la escisién de un receptor de
cinasa tal como, por ejemplo, Her-2. EI MPI también puede modular la actividad de otros receptores biolégicos que
incluyen, por ejemplo, metaloproteasas de la matriz (MMP). En algunas realizaciones, el MPI inhibe la actividad de
una o mas MMP que incluyen, por ejemplo, MMP1, MMP2, MMP3, MMP7, MMP8, MMP9, MMP10, MMP12, MMP13,
MMP14 y/u otra MMP. El MPI puede ser adicionalmente selectivo para ADAM. Por “selectivo para ADAM” se indica
que el MPI es un inhibidor mas eficaz (por ejemplo, tiene una menor Clss) de una ADAM que de otras
metaloproteasas (por ejemplo, MMP). En algunas realizaciones, el MPI es adicionalmente selectivo para ADAM10 o
ADAM15; es decir, el MPI es un inhibidor mas eficaz de ADAM10 o ADAM15 que de otras metaloproteasas que
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incluyen otras ADAM. En algunas otras realizaciones, un MPI selectivo para una ADAM es aproximadamente 100
veces, aproximadamente 50 veces, aproximadamente 20 veces, aproximadamente 10 veces, aproximadamente 6
veces, aproximadamente 5 veces, aproximadamente 3 veces, o aproximadamente 2 veces mas activo para la
inhibicion de la ADAM que para cualquier MMP (por ejemplo, como se mide por Clsp). En todavia otras realizaciones,
el MPI es al menos aproximadamente 2 veces selectivo para una ADAM con respecto a cualquier MMP.

Se han preparado numerosos compuestos que son inhibidores de metaloproteasa y pueden ser MPI utiles en los
métodos de la invencién. Las siguientes patentes describen algunos MPI de ejemplo que pueden ser Utiles segun los
métodos de la presente invencién: las patentes de EE.UU. n° 6.706.723; 6.703.415; 6.703.379; 6.696.456;
6.696.449; 6.689.794; 6.689.771; 6.686.348; 6.683.155; 6.683.093; 6.683.060; 6.677.355; 6.677.321; 6.667.388;
6.667.316; 6.660.738; 6.656.954; 6.656.448; 6.642.255; 6.638.952; 6.624.196; 6.624.177; 6.624.144; 6.620.835;
6.620.823; 6.620.813; 6.608.104; 6.605.742; 6.583.299; 6.579.982; 6.579.890; 6.576.628; 6.569.899; 6.569.855;
6.566.381; 6.566.116; 6.563.002; 6.559.142; 6.555.535; 6.548.667; 6.548.524; 6.545.038; 6.544.980; 6.541.638;
6.541.521; 6.541.489; 6.534.491; 6.511.993; 6.506.764; 6.500.948; 6.500.847; 6.495.699; 6.495.578; 6.495.565;
6.492.422; y 6.492.367. El listado precedente representa solo algunos de los numerosos posibles MPI conocidos en
la técnica, y un experto en la materia entenderia facilmente que los métodos de la invenciéon no se limitan a los
compuestos explicitamente citados en el presente documento.

En algunas realizaciones, el MPI es un compuesto que tiene al menos un resto acido hidroxamico. Compuestos de
hidroxamato, su preparaciéon y su uso como inhibidores de metaloproteasa estan bien establecidos en la materia
como se ilustra por las numerosas referencias de patente enumeradas anteriormente y, por ejemplo, Muri, y col.
“Hydroxamic acids as pharmacological agents”, Curr. Med. Chem. 2002 Sep; 9(17):1631-53, que se incorpora en el
presente documento por referencia en su totalidad.

Compuestos de hidroxamato adicionales adecuados como MPI incluyen cualquiera de aquellos citados
anteriormente, ademas de aquellos descritos en, por ejemplo, los documentos WO 03/051825; WO 03/106381;
documento de EE.UU. n° de serie 60/534.501; documento de EE.UU. n° de serie 60/512.016; y documento de
EE.UU. n° de serie 60/515.352, cada uno de los cuales se incorpora en el presente documento por referencia en su
totalidad.

Compuestos de hidroxamato adicionales adecuados como MPI incluyen los siguientes: Compuestos 1, 2, 3,4,5,7y
8 (véase Ejemplos para identidades de compuestos); ademas de (6S,7S)-N-hidroxi-5-metil-6-[(4-fenilpiperidin-1-
ilYcarbonil]-5-azaespiro[2.5]octano-7-carboxamida, (6S,7S)-N-hidroxi-5-metil-6-[(4-fenil-3,6-dihidropiridin-1(2H)-
ilYcarbonil]-5-azaespiro[2.5]octano-7-carboxamida, (6S,7S)-N-hidroxi-6-{[(3-fenilpirrolidin-1-ilJcarbonil}-5-
azaespiro[2.5]octano-7-carboxamida, (6S,7S)-N-hidroxi-6-((4-(metilsulfonil)fenil)-3,6-dihidropiridin-1(2H)-il)carbonil)-
5-azaespiro(2,5)octano-carboxamida, (2S,3S)-N-hidroxil-1-metil-2-((10aS)-3,4,10,10a-tetrahidropirazino(1,2-a)indol-
2(1H)-il-carbonil)piperidin-3-carboxamida, (6S,7S)-N-hidroxi-6-((10aS)-3,4,10,10a-tetrahidropirazino(1,2-a)-indol-
2(1H)-il-carbonil-5-azaespiro(2,5)octano-7-carboxamida, (6S,7S)-N-hidroxi-6-((4-(3-(metilsulfonil )fenil)-3,6-
dihidropiridin-1(2H)-il)carbonil)-5-azaespiro(2,5)octano-7-carboxamida, (6S,7S)-7-[(hidroxiamino)carbonil]-6-[(4-fenil-
3,6-dihidropiridin-1(2H)-il)carbonil]-5-azaespiro[2.5]octano-5-carboxilato de metilo, (6S,7S)-7-[(hidroxiamino)carbonil]-
6-[(4-fenil-3,6-dihidropiridin-1(2H)-il)carbonil]-5-azaespiro[2.5]octano-5-carboxilato de bencilo, (6S,7S)-N-hidroxi-5-
(metilsulfonil)-6-[(4-fenil-3,6-dihidropiridin-1(2H)-il)carbonil]-5-azaespiro[2.5]octano-7-carboxamida y  (6S,7S)-N-
hidroxi-6-{[4-(3-metoxifenil)piperidin-1-ilJcarbonil}-5-metil-5-azaespiro[2.5]octano-7-carboxamida, cada uno de los
cuales puede prepararse segun los métodos descritos en el documento de EE.UU. n° de serie 60/534.501, que se
incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad.

MPI adicionales utiles segin los métodos de la presente invencion incluyen TAPI, prinomastat, batimastat,
marimastat, tanomastat, BMS-275291 y CGS27023A, cada uno de los cuales son conocidos como o han estado en
desarrollo clinico como inhibidor de la metaloproteasa.

MPI adecuados para su uso segun los métodos de la presente invencion pueden identificarse por cualquiera de los
numerosos ensayos conocidos que prueban la actividad inhibidora de una ADAM. Ensayos de ejemplo utiles para
identificar inhibidores de ADAM10 y ADAM15 se proporcionan mas adelante.

Ensayo de ADAM10

Se preparé disolucion madre del compuesto 5 mM en DMSO. La placa del compuesto se preparé por dilucion doble
para una curva de 11 puntos, con la mayor concentracion de 500 uM. Se transfirié 1 ul de la placa de compuesto en
DMSO a la placa de ensayo. Se preparé disolucidon de enzima en tampdn de ensayo con una concentracion de 100
ng/50 ul. Se preparé disolucion de sustrato ((7-metoxicumarin-4-il)-acetil-Pro-Leu-Ala-Gln-Ala-Val-(3-[2,4-dinitrofenil]-
L-2,3-diaminopropionil)-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-NHz) en tampdn de ensayo con una concentracion de 20 yM. Se
anadieron 50 pl de disolucion de enzima a la placa de ensayo. La placa de ensayo se incubd durante 5 minutos. A
continuacién se afiadieron 50 pl de disolucion de sustrato a la placa de ensayo. La placa se protegié de la luz y se
incubd a 37 °C durante 4 horas. La reaccion se detuvo afiadiendo 10 pl de disolucion 500 mM de EDTA. La placa se
leyé en un lector de placas con excitacion de 320 nm y emisién de 405 nm.
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Ensayo de ADAM15

Puede ensayarse ADAM15 de un modo similar a ADAM10 (véase, por ejemplo, Fourie y col., J Biol Chem. 2003,
278(33), 30469-77). En resumen, se prepara un sustrato de péptido de fluorescencia extinguida marcando un
extremo con un colorante fluorescente y el otro extremo con un colorante extintor. La escision del péptido por
ADAM15 puede medirse por el aumento en la intensidad de fluorescencia como resultado de la disminucién en la
proximidad del colorante extintor al colorante fluorescente.

Métodos en una célula

La presente divulgacion proporciona numerosos métodos para inhibir la escisién de Her-2 en una célula que
comprende Her-2, por los cuales un inhibidor de ADAM (por ejemplo, inhibidor de ADAM10 y/o ADAM 15) se
administra a una célula. Como se expone en detalle en cualquier parte en el presente documento, la escision de Her-
2 produce p95 y ECD105, y basandose en los datos desvelados por primera vez en el presente documento, p95
participa posteriormente desempefiando una funcién en el desarrollo y progresion del cancer. Por tanto, un experto
en la materia entenderia, basandose en la divulgacion en el presente documento, que la inhibiciéon de la escision de
Her-2 reprimira la produccion de p-95. La represion de la produccion de p95 es util para la prevencion de cualquier
afeccion o trastorno asociado a la elevada sefializacion de Her-2/p95. Por ejemplo, como se desvela en detalle en
cualquier parte en el presente documento, la expresién en exceso de Her-2 se produce en el 25-30 % de los
canceres de mama. Pacientes con tumores que expresan en exceso Her-2 tienen una evolucion clinica claramente
desfavorable, caracterizada por tiempo acortado hasta la reaparicion de la enfermedad y supervivencia reducida. Por
tanto, la represién de la produccion de p95 inhibird y/o disminuira la sefalizacion basada en Her-2/p95, minimizando
posteriormente la evolucion clinica desfavorable de la enfermedad mediada por Her-2/p95.

En algunas realizaciones de la invencion, se afecta el crecimiento de una célula tumoral que expresa en exceso Her-
2. En el método, una célula que expresa en exceso Her-2 se pone en contacto con una cantidad inhibidora de la
escision de Her-2 de un inhibidor de ADAM que es un inhibidor de la metaloproteasa, inhibiéndose la escision de y
asi inhibiéndose el crecimiento de una célula que expresa en exceso Her-2. Los inhibidores de ADAM se tratan en
mayor detalle en cualquier parte en el presente documento. En algunas realizaciones de la invencion, se inhibe el
crecimiento de una célula tumoral.

La presente divulgacién también proporciona métodos para afectar cualquier célula que expresa Her-2. Tales
métodos afectan una célula que expresa Her-2 por ADAM por los cuales la interaccion entre la ADAM y Her-2 se
potencia o inhibe, afectandose asi la escisién mediada por ADAM de Her-2. Debido a que la escisién de Her-2 por
ADAM produce p95, que se cree que desempefia una funcién en el crecimiento y diferenciacién celular, los métodos
que afectan una célula que expresa Her-2 por ADAM por los cuales la interaccion entre ADAM y Her-2 se potencia o
inhibe, son utiles para estimular o inhibir el crecimiento y/o diferenciacion celular. Este efecto es especialmente util
en una célula en la que hay expresion por defecto de Her-2, y/o en la que se desea mayor expresion de Her-2,
elevado nivel de p95 o mayor expresion o funcion de ADAM como se entenderia por el experto basandose en la
divulgacion proporcionada en el presente documento.

La divulgaciéon también incluye métodos de afectar el crecimiento de una célula que expresa en exceso Her-2. En el
método, una célula que expresa en exceso Her-2 se pone en contacto con una cantidad inhibidora de la escision de
Her-2 de un inhibidor de ADAM, inhibiendo la produccion de p95, e inhibiéndose asi el crecimiento de una célula que
expresa en exceso Her-2. Los inhibidores de ADAM se tratan en mayor detalle en cualquier parte en el presente
documento, y basandose en la divulgacion en el presente documento, un experto en la materia entendera que un
inhibidor de ADAM de la invencion puede inhibir la escision mediada por ADAM de Her-2 que interacciona con
ADAM, Her-2, o ambas.

En otra realizacién de la divulgacion, se afecta la proliferaciéon de una célula que expresa en exceso Her-2. En el
método, una célula que expresa en exceso Her-2 se pone en contacto con una cantidad inhibidora de la escision de
Her-2 de un inhibidor de ADAM, inhibiendo la escisién de Her-2 por ADAM e inhibiéndose asi la proliferacion de una
célula que expresa en exceso Her-2. Tal método es util para la inhibicion de la proliferacion de células tumorales
debido a que estas células pueden expresar en exceso Her-2, pero normalmente no expresan células no tumorales
normales. De esta forma, la divulgacion proporciona un método selectivo para inhibir el crecimiento de células
tumorales mientras que no se afectan células normales que de otro modo se afectarian por métodos antitumorales.

La presente divulgacion también proporciona un método de inducir la muerte de una célula que expresa en exceso
Her-2. En el método, una célula que expresa en exceso Her-2 se pone en contacto con una cantidad inhibidora de la
escision de Her-2 de un inhibidor de ADAM, inhibiendo la escisidon de Her-2 por ADAM e induciendo asi la muerte de
una célula que expresa en exceso Her-2. Tales métodos serian utiles cuando no solo se deseara la inhibicion de la
proliferacién, sino cuando fueran a destruirse células que estan presentes, pero que ya no pueden proliferar.

La divulgacién también proporciona un método para inhibir la transduccion de sefiales en una célula, en el que la

transduccién de sefales esta mediada por un receptor de Her-2 sobre una célula que expresa en exceso Her-2. El
método de la invencién comprende poner en contacto una célula que expresa en exceso Her-2 con una cantidad
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inhibidora de la escisiéon de Her-2 de un inhibidor de ADAM. La inhibicién de la escision mediada por ADAM de Her-2
inhibe una ruta de transduccién de sefiales que estd mediada por el receptor de Her-2. Esto es debido a que se
inhibe la produccion de p95, que es una cinasa constitutivamente activa que transmite constitutivamente la sefial de
otro modo no constitutivamente regulada por el receptor de Her-2. En algunas realizaciones, se inhibe una ruta de
proteina cinasa activada por mitégeno (MAP). En algunas realizaciones, se inhibe una ruta de proteina cinasa B
(AKT).

En otro aspecto mas de la divulgacién, se inhibe la fosforilacion de una cinasa regulada por sefial extracelular (ERK),
que conduce a la inhibicién de una ruta de transduccion de sefiales mediada por el receptor de Her-2. En otro
aspecto de la divulgacion se inhibe la fosforilacion de una proteina cinasa B (AKT), conduciendo a la inhibiciéon de
una ruta de transduccion de sefiales mediada por el receptor de Her-2. Esto es debido a que los datos desvelados
en el presente documento demuestran que estas diversas rutas esta reguladas por la transduccion de una sefial
mediante el receptor de Her-2. Asi, inhibiendo la transduccién de una sefial mediante un receptor de Her-2 que
inhibe la produccién de la sefal constitutiva que transduce la porcién de Her-2, es decir, p95, puede efectuarse la
inhibicion de las rutas en la direccion 3'. Como p95 regula por incremento estas rutas, el inhibir p95 las regulara por
disminucion de tal forma que la presente invencion proporcione métodos eficaces para hacerlo.

La presente invenciéon también proporciona un método para inhibir el crecimiento tumoral de un tumor que expresa
en exceso Her-2. En el método, un tumor que expresa en exceso Her-2 se pone en contacto con una cantidad eficaz
de un inhibidor de ADAM. Tales métodos serian utiles en el tratamiento de cancer.

Métodos de tratamiento

La presente invencion proporciona el uso de un inhibidor de ADAM que es un inhibidor de la metaloproteasa que
inhibe la escision de Her-2 in vivo, o un anticuerpo anti-Her-2, para el tratamiento de cancer administrando a un
paciente afectado con el cancer, o probablemente que va a afectarse con el cancer, una cantidad terapéuticamente
eficaz del inhibidor de ADAM. Adicionalmente, en el presente documento se proporcionan usos para tratar cancer en
un paciente inhibiendo la escisién de Her-2 expresada en el cancer. Adicionalmente, en el presente documento se
proporcionan usos para tratar cancer en un paciente inhibiendo la formaciéon de p95 en el cancer. La presente
invencion proporciona ademas usos para tratar cancer en un paciente inhibiendo la actividad de escisiéon de Her-2 de
una ADAM expresada en el cancer.

La presente divulgacién proporciona ademas un método para inhibir metastasis del cancer administrando a un
paciente afectado con el cancer una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de ADAM. Adicionalmente, en
el presente documento se proporcionan métodos para inhibir metastasis del cancer en un paciente inhibiendo la
escision de Her-2 expresada en el cancer. Adicionalmente, en el presente documento se proporcionan métodos para
inhibir metastasis del cancer en un paciente inhibiendo la formacién de p95 en el cancer. La presente divulgacion
proporciona ademas métodos para inhibir metastasis del cancer en un paciente inhibiendo la actividad de escisiéon
de Her-2 de una ADAM expresada en el cancer.

La presente divulgaciéon proporciona ademas un método para inhibir el crecimiento tumoral administrando a un
paciente afectado con el tumor una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de ADAM. Adicionalmente, en
el presente documento se proporcionan métodos para inhibir el crecimiento tumoral en un paciente inhibiendo la
escision de Her-2 expresada en el tumor. Adicionalmente, en el presente documento se proporcionan métodos para
inhibir el crecimiento tumoral en un paciente inhibiendo la formacion de p95 en el tumor. La presente divulgacion
proporciona ademas métodos para inhibir el crecimiento tumoral en un paciente inhibiendo la actividad de escisién
de Her-2 de una ADAM expresada en el tumor.

En algunas realizaciones, el inhibidor de ADAM es un inhibidor de ADAM10 o ADAM15. En otras realizaciones, el
inhibidor de ADAM es un MPI. En todavia otras realizaciones, el inhibidor de ADAM es un MPI que es selectivo para
una ADAM. En todavia otras realizaciones, el inhibidor de ADAM es un MPI que es selectivo para ADAM10 o
ADAM15.

En algunas realizaciones, el inhibidor de ADAM inhibe la escisién de Her-2 in vivo.

En algunas realizaciones, el inhibidor de ADAM se administra en combinacion con otro agente farmacéutico tal como
un anticuerpo, agente antiproliferativo o citoxina. Ejemplo anticuerpos incluyen anticuerpos anti-Her-2 tales como
Herceptin™ (Trastuzumab), 2C4, 4D5, HER-50, HER-66, HER-70 (disponibles de Genentech o UT Southwestern
Medical School) y similares. Anticuerpos de ejemplo incluyen adicionalmente anticuerpos anti-EGFR-1 que incluyen,
por ejemplo, IMC-C225 (Imclone), ABX-EGF (Abgenix) y similares. Otros anticuerpos de ejemplo incluyen
anticuerpos anti-VEGF. Agentes antiproliferativos de ejemplo incluyen inhibidores del factor de crecimiento
epidérmico (por ejemplo, OSI-774 (OSl/Genentech), PKI-116 (Novartis) o EKB-569 (Wyeth)), inhibidores de Her-2
(por ejemplo, CP-6545777 (Pfizer) o GW572016 (GlaxoSmithKline)), inhibidores duales de EGFR-1/Her-2 (GW2016
(GlaxoSmithKline) o C1-1033 (Pfizer)), inhibidores de Met cinasas, inhibidores de MEK-1 cinasas, inhibidores de
MAPK cinasas, inhibidores de P13, inhibidores de Src cinasas, inhibidores de PDGF, inhibidores de la senalizacion
de integrina e inhibidores de los receptores del factor de crecimiento similar a la insulina, y moléculas pequefias tales
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como ZD6474 y SU6668. Citotoxinas de ejemplo incluyen quimioterapéuticos tales como Taxol™, Cisplatin™ y
similares. Otros anticuerpos, agentes antiproliferativos y citotoxinas adecuados se proporcionan en cualquier parte
en el presente documento.

Canceres tratables por este método incluyen aquellos que expresan en exceso Her-2. En algunas realizaciones,
canceres tratables incluyen aquellos que expresan en exceso Her-2 y presentan escision de Her-2 para formar p95 y
dominio extracelular (ECD) libre. Ejemplos no limitantes de canceres incluyen cancer de mama, cancer de ovario,
cancer pancreatico, cancer de pulmoén de células no pequefas, cancer de colon, cancer de prostata, cancer gastrico,
glioma y similares. En algunas realizaciones, el cancer es cancer de mama.

Como se usa en el presente documento, el término “individuo” o “paciente”, usados indistintamente, se refiere a
cualquier animal, que incluye mamiferos, preferentemente ratones, ratas, otros roedores, conejos, perros, gatos,
cerdos, ganado vacuno, ovejas, caballos o primates, y lo mas preferentemente seres humanos.

Como se usa en el presente documento, la expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a la cantidad de
compuesto activo (por ejemplo, MPI) que provoca la respuesta biolégica o medicinal en un tejido, sistema, animal,
individuo o ser humano que esta siendo buscada por un investigador, veterinario, doctor médico u otro profesional
clinico, que incluye uno o mas de los siguientes:

(1) prevenir la enfermedad; por ejemplo, prevenir una enfermedad, afeccidn o trastorno en un individuo que
puede estar predispuesto a la enfermedad, afeccion o trastorno, pero que todavia no experimenta o
muestra la patologia o sintomatologia de la enfermedad;

(2) inhibir la enfermedad; por ejemplo, inhibir una enfermedad, afeccién o trastorno en un individuo que esta
experimentando o mostrando la patologia o sintomatologia de la enfermedad, afeccién o trastorno (es decir,
detener adicionalmente el desarrollo de la patologia y/o sintomatologia); y

(3) mejorar la enfermedad; por ejemplo, mejorar una enfermedad, afeccién o trastorno en un individuo que
esta experimentando o mostrando la patologia o sintomatologia de la enfermedad, afeccién o trastorno (es
decir, invertir la patologia y/o sintomatologia).

Como se usa en el presente documento, la expresién “en combinacion con” significa que los dos o mas agentes
farmacéuticos se administran tanto al mismo tiempo como dentro de al menos aproximadamente 24 horas,
preferentemente al menos aproximadamente 12 horas, mas preferentemente al menos aproximadamente 6 horas,
incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 3 horas, todavia mas preferentemente aproximadamente 1
hora, e incluso mas preferentemente menos de aproximadamente 1 hora.

Formulaciones farmacéuticas y formas de dosificacion

Cuando se emplean como productos farmacéuticos, los MPIl pueden administrarse en forma de composiciones
farmacéuticas. Estas composiciones pueden administrarse mediante una variedad de vias que incluyen oral, rectal,
transdérmica, subcutanea, intravenosa, intramuscular e intranasal, y pueden prepararse de un modo muy conocido
en la ciencia farmacéutica.

La presente invencion también incluye composiciones farmacéuticas que contienen, como principio activo, uno o
mas MPI| en combinaciéon con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables. En la preparacion de las
composiciones de la invencién, el principio activo se mezcla normalmente con un excipiente, se diluye con un
excipiente o se encierra dentro de un vehiculo tal en forma de, por ejemplo, una capsula, sobre, papel u otro
recipiente. Cuando el excipiente sirve de diluyente, puede ser un material sélido, semisélido o liquido, que actua de
vehiculo, excipiente o medio para el principio activo. Asi, las composiciones pueden estar en forma de comprimidos,
pildoras, polvos, pastillas para chupar, sobres, sellos, elixires, suspensiones, emulsiones, disoluciones, jarabes,
aerosoles (como un solido o en un medio liquido), pomadas que contienen, por ejemplo, hasta el 10 % en peso del
compuesto activo, capsulas de gelatina blanda y dura, supositorios, disoluciones inyectables estériles y polvos
envasados estériles.

En la preparacién de una formulacion, el compuesto activo puede molerse para proporcionar el tamafo de particula
apropiado antes de combinarlo con los otros componentes. Si el compuesto activo es sustancialmente insoluble,
puede molerse a un tamafio de particula inferior a 200 de malla. Si el compuesto activo es sustancialmente soluble
en agua, el tamafo de particula puede ajustarse moliendo para proporcionar una distribucién sustancialmente
uniforme en la formulacién, por ejemplo, aproximadamente 40 de malla.

Algunos ejemplos de excipientes adecuados incluyen lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidones, goma
arabiga, fosfato de calcio, alginatos, tragacanto, gelatina, silicato de calcio, celulosa microcristalina,
polivinilpirrolidona, celulosa, agua, jarabe y metilcelulosa. Las formulaciones pueden incluir adicionalmente: agentes
lubricantes tales como talco, estearato de magnesio y aceite mineral; agentes humectantes; emulsionantes y
agentes de suspension; agentes conservantes tales hidroxi-benzoatos de como metilo y propilo; edulcorantes; y
aromatizantes. Las composiciones de la invencién pueden formularse de manera que se proporcione liberacion
rapida, sostenida o retardada del principio activo después de la administracién al paciente empleando
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procedimientos conocidos en la técnica.

Las composiciones pueden formularse en una forma de dosificacion unitaria, conteniendo cada dosificacién de
aproximadamente 5 a aproximadamente 100 mg, més normalmente aproximadamente 10 a aproximadamente 30
mg, del principio activo. El término “formas de dosificacion unitaria” se refiere a unidades fisicamente discretas
adecuadas como dosificaciones unitarias para sujetos humanos y otros mamiferos, conteniendo cada unidad una
cantidad predeterminada de material activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado, en asociacién con
un excipiente farmacéutico adecuado.

El compuesto activo puede ser eficaz en un amplio intervalo de dosificacion y se administra generalmente en una
cantidad farmacéuticamente eficaz. Se entendera, sin embargo, que la cantidad del compuesto en realidad
administrada se determinara normalmente por un médico, segun las circunstancias relevantes, que incluyen la
condicion que va a tratarse, la via de administracion elegida, el compuesto real administrado, la edad, peso y
respuesta del paciente individual, la gravedad de los sintomas del paciente y similares.

Para preparar composiciones sdlidas tales como comprimidos, el principio activo principal se mezcla con un
excipiente farmacéutico para formar una composicién de preformulacién sélida que contiene una mezcla homogénea
de un compuesto de la presente invencion. Cuando se refiere a estas composiciones de preformulacion como
homogéneas, el principio activo esta normalmente uniformemente disperso en toda la composicién de manera que la
composicion pueda subdividirse facilmente en formas de dosificacion unitaria igualmente eficaces tales como
comprimidos, pildoras y capsulas. Esta preformulacion solida se subdivide entonces en formas de dosificacion
unitaria del tipo descrito anteriormente que contienen de, por ejemplo, 0,1 a aproximadamente 500 mg del principio
activo de la presente invencion.

Los comprimidos o pildoras de la presente invencion pueden recubrirse o combinarse de otro modo para
proporcionar una forma de dosificacién que da la ventaja de accién prolongada. Por ejemplo, el comprimido o pildora
puede comprender un componente de dosificacién interna y uno de dosificacion externa, estando el ultimo en forma
de una envoltura sobre el primero. Los dos componentes pueden separarse por una capa entérica que sirve para
resistir a la disgregacién en el estomago y permitir que el componente interno pase intacto al duodeno o sea de
liberacion retardada. Puede usarse una variedad de materiales para tales capas entéricas o recubrimientos,
incluyendo tales materiales varios acidos poliméricos y mezclas de acidos poliméricos con materiales tales como
Shellac, alcohol cetilico y acetato de celulosa.

Las formas liquidas en las que los compuestos y composiciones de la presente invenciéon pueden incorporarse para
administracion por via oral o mediante inyeccién incluyen disoluciones acuosas, jarabes adecuadamente
aromatizados, suspensiones acuosas o de aceite, y emulsiones aromatizadas con aceites comestibles tales como
aceite de semilla de algodon, aceite de sésamo, aceite de coco o aceite de cacahuete, ademas de elixires y
vehiculos farmacéuticos similares.

Composiciones para inhalaciéon o insuflacion incluyen disoluciones y suspensiones en disolventes acuosos u
organicos farmacéuticamente aceptables, o mezclas de los mismos, y polvos. Las composiciones liquidas o sélidas
pueden contener excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados como se describen arriba. En algunas
realizaciones, las composiciones se administran por via oral o respiratoria nasal para efecto local o sistémico. Las
composiciones pueden nebulizarse por el uso de gases inertes. Las disoluciones nebulizadas pueden respirarse
directamente del dispositivo nebulizador o el dispositivo nebulizador puede unirse a una tienda facial o respirador de
presion positiva intermitente. Pueden administrarse composiciones en disolucion, suspension o en polvo por via oral
o nasalmente de dispositivos que administran la formulacién de un modo apropiado.

La cantidad de compuesto o composicion administrada a un paciente variara dependiendo de lo que se esté
administrando, el fin de la administracion, tal como profilaxis o terapia, el estado del paciente, el modo de
administracion y similares. En aplicaciones terapéuticas, las composiciones pueden administrarse a un paciente que
ya padece una enfermedad en una cantidad suficiente para curar o al menos detener parcialmente los sintomas de
la enfermedad y sus complicaciones. Dosis eficaces dependeran de la afecciéon de enfermedad que esté tratdndose,
ademas del criterio del profesional clinico que atiende, dependiendo de factores tales como la gravedad de la
enfermedad, la edad, peso y condicién general del paciente, y similares.

Las composiciones administradas a un paciente pueden estar en forma de composiciones farmacéuticas descritas
anteriormente. Estas composiciones pueden esterilizarse por técnicas de esterilizaciéon convencionales, o pueden
esterilizarse por filtracion. Las disoluciones acuosas pueden envasarse para su uso como tales, o liofilizarse, siendo
la preparacion liofilizada combinada con un vehiculo acuoso estéril antes de la administracion. El pH de las
preparaciones de compuestos normalmente estara entre 3 y 11, mas preferentemente de 5 a 9, y lo mas
preferentemente de 7 a 8. Se entendera que el uso de ciertos de los excipientes, vehiculos o estabilizadores
anteriores producira la formacién de sales farmacéuticas.

La dosificacion terapéutica de los compuestos de la presente invencion puede variar segun, por ejemplo, el uso
particular para el que se hace el tratamiento, el modo de administracion del compuesto, la salud y condicion del
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paciente y el criterio del médico que receta. La proporcién o concentracion de un compuesto de la invencidn en una
composicion farmacéutica puede variar dependiendo de varios factores que incluyen dosificacién, caracteristicas
quimicas (por ejemplo, hidrofobia) y la via de administracion. Por ejemplo, los compuestos de la invencion pueden
proporcionarse en una disolucién de tampoén fisioldgica acuosa que contiene de aproximadamente el 0,1 a
aproximadamente el 10 % en peso/volumen del compuesto para administracion parenteral. Algunos intervalos de
dosis tipicos son de aproximadamente 1 pg/kg a aproximadamente 1 g/kg de peso corporal por dia. En algunas
realizaciones, el intervalo de dosis es de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg de peso
corporal por dia. Es probable que la dosificacién dependa de variables tales como el tipo y grado de progresion de la
enfermedad o trastorno, el estado de salud global del paciente particular, la eficacia biolégica relativa del compuesto
seleccionado, la formulaciéon del excipiente y su via de administracion. Dosis eficaces pueden extrapolarse de las
curvas de dosis-respuesta derivadas de sistemas de prueba de modelos in vitro o en animales.

Métodos de identificacidn de un compuesto util relacionados con la inhibicién de la escisidon de Her-2 por ADAM10 y
ADAM15

La presente divulgacion también incluye un método de identificaciéon de un compuesto que puede afectar la
interaccion de ADAM10, 15, o ambas, con Her-2. EI método comprende poner en contacto una primera mezcla de
reaccion que contiene Her-2 y una ADAM10, 15, o ambas, con un compuesto de prueba, luego ensayar la primera
mezcla de reaccion para la aparicion de p95. Un menor nivel de p95 en la primera mezcla de reaccién, cuando se
compara con una segunda mezcla de reaccién que contiene Her-2 y ADAM10, 15, o ambas, sin el compuesto de
prueba, es indicativo de un compuesto que puede afectar la interaccion de ADAM10, 15, o ambas, con Her-2. Un
compuesto tal se define en el presente documento como que inhibe la interacciéon de ADAM10, 15, o ambas, con
Her-2, y que el menor nivel de p95 es indicativo de una disminucion de la protedlisis de Her-2 por ADAM. La
divulgacion incluye cualquier compuesto identificado por los métodos desvelados en el presente documento.

La divulgacion engloba un método de identificacion de un compuesto que inhibe la escision de Her-2. EI método
comprende poner en contacto una ADAM con un compuesto de prueba en una mezcla que comprende un sustrato
de ADAM conocido. Tales sustratos son muy conocidos en la técnica e incluyen diversos péptidos conocidos por ser
escindidos por ADAM bajo condiciones de reaccion conocidas. Asi, un experto en la materia, basandose en la
divulgacion proporcionada en el presente documento, apreciaria que, desde que se sabe ahora, por primera vez,
que ADAM10 y ADAM15 escinden especificamente Her-2, la capacidad de un compuesto de prueba para inhibir la
escision de Her-2 puede ensayarse evaluando la capacidad del compuesto para inhibir la escisidon de un sustrato
conocido por tanto una, como ambas, de estas ADAM. Por tanto, puede usarse una amplia plétora de ensayos
reconocidos en la técnica para evaluar la actividad de ADAM10, ADAM15, o ambas, para identificar un compuesto
util que pueda inhibir la escisién de Her-2 por aquellas enzimas. Mas especificamente, la escision de una ADAM
conocida (10, 15 o ambas) puede evaluarse en ausencia de un compuesto de prueba. La escision del mismo
sustrato puede evaluarse, bajo condiciones idénticas, en ausencia del compuesto de prueba. Entonces puede
compararse la escision del sustrato en presencia o ausencia del compuesto. Un experto en la materia entenderia
que cuando hay detectablemente menos escision del sustrato en presencia del compuesto en comparacion con el
nivel de escision del sustrato en ausencia del compuesto, el compuesto inhibe la escision por ADAM de su sustrato.
Por consiguiente, el experto apreciaria, provisto de las ensefianzas proporcionadas en el presente documento, que
debido a que los datos desvelados en el presente documento demuestran que ADAM, mas especificamente,
ADAM10 y ADAM15, median en la escision de Her-2, una sustancia que inhibe la escision de un sustrato por
ADAM10, ADAM15, o ambas, también inhibira la escision de Her-2 por ADAM10, ADAM15, o ambas. Asi, la
divulgacion engloba un ensayo util para identificar inhibidores utiles de la escision de Her-2. Estos compuestos son
utiles porque se sabe que la escision de Her-2 por ADAM media en un efecto perjudicial, lo mas probablemente
mediado por la produccion de la porcion p95 de Her-2. Sin desear cefiirse a teoria particular alguna,
independientemente del mecanismo por el cual la inhibicion de la escision de Her-2 medie en diversos efectos sobre
procesos celulares, como se demuestra por los datos desvelados en el presente documento, la utilidad de un
compuesto que inhibe la escisidon de Her-2 mediada por ADAM10, ADAM 15, o ambas, se demuestra ampliamente
por los datos desvelados en el presente documento. La divulgacion engloba un compuesto identificado usando este
método.

La presente divulgacion también incluye un método de identificacién de un compuesto que puede afectar la
interaccion de ADAM10, 15, o ambas, con Her-2. El método comprende poner en contacto una primera mezcla de
reaccion que contiene Her-2 y ADAM con un compuesto de prueba, luego ensayar la primera mezcla de reaccién
para la aparicion de ECD105. Un menor nivel de ECD105 en la primera mezcla de reaccién, cuando se compara con
una segunda mezcla de reaccion que contiene Her-2 y ADAM10, 15, o ambas, sin el compuesto de prueba, es
indicativo de un compuesto que puede afectar la interacciéon de ADAM10, 15, o ambas, con Her-2. Un compuesto tal
se define en el presente documento como que inhibe la interaccion de ADAM10, 15, o ambas, con Her-2, ya que el
menor nivel de ECD105 es indicativo de una disminucion de la protedlisis de Her-2 por ADAM10, 15, o ambas. La
divulgacion incluye cualquier compuesto identificado por los métodos desvelados en el presente documento.

En una realizacion de la divulgacion se identifican los compuestos que pueden inhibir la escision mediada por

ADAM10, 15, o ambas, de Her-2 para formar p95 y ECD105. Un experto en la materia sabra, basandose en la
divulgacioén proporcionada en el presente documento, que ADAM10 o ADAM15 de longitud completa purificada,
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formas truncadas de ADAM10 o ADAM15 que retienen el dominio de metaloproteasa, o medio acondicionado que
contiene formas solubles de ADAM10 o ADAM15 recombinante que retienen los dominios de metaloproteinasa,
pueden ensayarse usando cualquiera de una variedad de ensayos de proteasa. ADAM10 o ADAM15 pueden
ensayarse mediante el uso de sustratos de péptido que engloban el sitio de escisién natural de Her-2 u otros
sustratos conocidos para convertasas, que incluyen, pero no se limitan a: APP, Notch, delta, TNF-alfa, TGF-alfa, HB-
EGF, CSF-1, receptor del factor de crecimiento nervioso, receptor del factor de crecimiento de hepatocitos Met,
neuregulina, fractalquina, colageno y gelatina. Los formatos de los ensayos para detectar la escisiéon de un sustrato
por ADAM10 o ADAM15, o ambas, podrian incluir, pero no se limitan a, marcar el sustrato con un grupo fluorescente
sobre un lado del sitio de escisién y con un grupo extintor de la fluorescencia sobre el lado opuesto del sitio de
escision. Tras la escisidon, estos sustratos de péptido fluorogénicos proporcionan una sefial detectable. La
generacién de un producto escindido podria ensayarse usando anticuerpos para neo-epitope que reconocieron los
extremos N o C recientemente generados. En este ultimo caso, los formatos de los ensayos podrian incluir
polarizacion por fluorescencia (Levine y col., 1997, Anal. Biochem. 247:83-88) o HTRF (Preaudator y col., 2002, J.
Biomol. Screen. 7:267-274). Alternativamente, el sustrato puede marcarse con un grupo saliente colorimétrico que se
absorbe mas fuertemente tras la escision.

En un aspecto de la divulgacién, un compuesto identificado por un método de la presente divulgacién, compuesto
que es capaz de inhibir la escisién mediada por ADAM de Her-2 para p95 y ECD105, se cita en las Figuras 6 a 10.
En otro aspecto de la presente invencion, un compuesto identificado por un método de la presente invencion,
compuesto que es capaz de inhibir la escision mediada por ADAM de Her-2 para p95 y ECD105, incluye (6S,7S)-N-
hidroxi-5-metil-6-[(4-fenilpiperidin-1-il)carbonil]-5-azaespiro[2.5]octano-7-carboxamida,  (6S,7S)-N-hidroxi-5-metil-6-
[(4-fenil-3,6-dihidropiridin-1(2H)-il)carbonil]-5-azaespiro[2.5]octano-7-carboxamida, (6S,7S)-N-hidroxi-6-{[(3-
fenilpirrolidin-1-iljcarbonil}-5-azaespiro[2.5]octano-7-carboxamida, (6S,7S)-N-hidroxi-6-((4-(metilsulfonil)fenil)-3,6-
dihidropiridin-1(2H)-il)carbonil)-5-azaespiro(2,5)octano-carboxamida, (2S,3S)-N-hidroxil-1-metil-2-((10aS)-3,4,10,10a-
tetrahidropirazino(1,2-a)indol-2(1H)-il-carbonil)piperidin-3-carboxamida, (6S,7S)-N-hidroxi-6-((10aS)-3,4,10,10a-
tetrahidropirazino(1,2-a)-indol-2(1H)-il-carbonil)-5-azaespiro(2,5)octano-7-carboxamida,  (6S,7S)-N-hidroxi-6-((4-(3-
(metilsulfonil)fenil)-3,6-dihidropiridin-1(2H)-il)carbonil)-5-azaespiro(2,5)octano-7-carboxamida, (6S,7S)-7-
[(hidroxiamino)carbonil]-6-[(4-fenil-3,6-dihidropiridin-1(2H)-il)carbonil]-5-azaespiro[2.5]octano-5-carboxilato de metilo,
(6S,7S)-7-[(hidroxiamino)carbonil]-6-[(4-fenil-3,6-dihidropiridin-1(2H)-il)carbonil]-5-azaespiro[2.5]octano-5-carboxilato

de bencilo, (6S,7S)-N-hidroxi-5-(metilsulfonil)-6-[(4-fenil-3,6-dihidropiridin-1(2H)-il)carbonil]-5-azaespiro[2.5]octano-7-
carboxamida y (6S,7S)-N-hidroxi-6-{[4-(3-metoxifenil)piperidin-1-iljcarbonil}-5-metil-5-azaespiro[2.5]octano-7-
carboxamida, cada uno de los cuales puede prepararse segun los métodos descritos en documento de EE.UU. n° de
serie 60/534.501.

Por tanto, la presente divulgacion también incluye un método de identificacién de un compuesto que puede potenciar
la interaccion de ADAM con Her-2. El método comprende poner en contacto una primera mezcla de reaccion que
contiene Her-2 y ADAM10, 15, o ambas, con un compuesto de prueba, luego ensayar la primera mezcla de reaccién
para la aparicién de p95. Un mayor nivel de p95 en la primera mezcla de reaccion, cuando se compara con una
segunda mezcla de reaccién que contiene Her-2 y ADAM sin el compuesto de prueba, es indicativo de un
compuesto que puede potenciar la interaccion de ADAM con Her-2. Un compuesto tal se define en el presente
documento como que potencia la interaccion de ADAM con Her-2, ya que el mayor nivel de p95 es indicativo de un
aumento de la escision de Her-2 por ADAM. La invencion incluye cualquier compuesto identificado por este método.

Sinergia de MPI con otros agentes farmacéuticos

Método de afectar sinérgicamente una célula tumoral

Ventajosamente, la presente invencién proporciona usos para el tratamiento sinérgico de cancer en el que los datos
desvelados en el presente documento demuestran, por primera vez, un novedoso método sinérgico para inhibir el
crecimiento y/o para inducir la muerte de una célula tumoral que expresa en exceso Her-2, tal como la encontrada en
muchos canceres, que incluyen canceres de mama, ovario, préstata, de pulmén de células no pequefias, colon,
glioma, pancreatico y similares. Los métodos desvelados en el presente documento comprenden administrar una
cantidad inhibidora de Her-2 sinérgicamente eficaz de al menos un MPI que inhibe la escision de Her-2, y al menos
uno de los siguientes agentes sinérgicos: (1) un anticuerpo que antagoniza el crecimiento de células mediado por
Her-2, y, opcionalmente, (2) un agente citotoxico, y/o (3) un inhibidor de un miembro de la familia de tirosina cinasa
de EGFR. Por el término “agente sinérgico” se indica cualquier compuesto o sustancia que incluye, por ejemplo,
proteinas, acidos nucleicos y moléculas pequefas, que muestran sinergia con un MPI. En algunas realizaciones, los
métodos implican administrar una cantidad sinérgicamente eficaz de al menos un MPI que inhibe la escisiéon de Her-
2 y uno o mas de un agente sinérgico seleccionado de un anticuerpo, citotoxina e inhibidor de tirosina cinasa de
EGFR. En otras realizaciones, los usos implican administrar una cantidad sinérgicamente eficaz de al menos un MPI
que inhibe la escision de Her-2 y al menos un anticuerpo. En otras realizaciones, los usos implican administrar una
cantidad sinérgicamente eficaz de al menos un MPI que inhibe la escision de Her-2, al menos un anticuerpo y al
menos un agente antiproliferativo. En otras realizaciones, los usos implican administrar una cantidad sinérgicamente
eficaz de al menos un MPI que inhibe la escision de Her-2, al menos un anticuerpo y al menos un inhibidor de
molécula pequefia de EGFR-1. En otras realizaciones, los usos implican administrar una cantidad sinérgicamente
eficaz de al menos un MPI que inhibe la escision de Her-2 y al menos un agente antiproliferativo. En otras
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realizaciones, los usos implican administrar una cantidad sinérgicamente eficaz de al menos un MPI que inhibe la
escision de Her-2 y al menos una citotoxina. En otras realizaciones, los usos implican administrar una cantidad
sinérgicamente eficaz de al menos un MPI que inhibe la escision de Her-2, al menos una citotoxina y al menos un
agente antiproliferativo.

Inesperadamente, se ha encontrado que el uso de: (1) al menos un MPI que inhibe la escisién de Her-2, en el que tal
escision medio en la liberacion de ECD produciendo asi una “punta” de p95 que sigue asociada a la célula, y (2) un
anticuerpo que antagoniza el crecimiento celular mediado por Her-2, tal como Herceptin™, proporciona un efecto
sinérgico que produce la inhibicion del crecimiento de la célula de forma que pueda administrarse menos anticuerpo
para mediar en el mismo efecto inhibidor del crecimiento que una mayor cantidad del mismo anticuerpo. Ademas, la
adicion de al menos un inhibidor de un miembro de la familia de tirosina cinasa de EGFR potencia adicionalmente el
efecto citostatico de Herceptin™, y/o el inhibidor, de forma que, entre otras cosas, la inhibiciéon del crecimiento y
proliferacién celular se induzca usando cantidades mucho menores, es decir, uno a dos logaritmos, del anticuerpo
que cuando el anticuerpo se usa en ausencia del MPI. Similarmente, cuando el MPI se administra a una célula en
presencia del anticuerpo antagonista y en presencia adicional de un agente citotoxico (por ejemplo, Taxol™), se
induce muerte celular usando una cantidad mucho menor del anticuerpo y/o el agente citotdxico que cuando el
anticuerpo o el agente citotdxico se usan en ausencia del MPI. Por ejemplo, los datos demuestran
sorprendentemente que se requirié aproximadamente 10-100 veces menos anticuerpo antagonista en presencia del
MPI que cuando el anticuerpo se uso6 sin el MPI para mediar en el mismo efecto. Similarmente, los datos demuestran
que se requiri6 menos agente citotdxico (por ejemplo, Taxol) cuando se administré con el anticuerpo y el MPI que
cuando se administré a una célula en ausencia de la combinacién de un anticuerpo y un MPI.

Ademas, la invencion se refiere al novedoso descubrimiento de que la proteasa que escinde Her-2 para producir la
punta de p95 es un polipéptido ADAM tal como, por ejemplo, ADAM10 o ADAM15, de forma que la invencion se
refiere a usar un MPI que inhibe ADAM (por ejemplo, ADAM10, ADAM15, o ambas) en los métodos sinérgicos
expuestos en el presente documento. Aunque la invencion no se limita a ningin MPI particular, algunas
realizaciones de la invencion implican MPI que inhiben ADAM10, ADAM15, o0 ambas.

Con o sin el compuesto citotéxico o un inhibidor de un miembro de la familia de tirosina cinasa de EGFR, la co-
administracion de un MPI inhibidor de la escision y un anticuerpo antagonista de Her-2 proporciona un sorprendente
efecto sinérgico tal que una cantidad mucho menor del anticuerpo media en un efecto citostatico inhibidor del
crecimiento en una célula que expresa en exceso Her-2 que cuando el anticuerpo se administra en ausencia del
MPI. Por tanto, la divulgacion proporcionada en el presente documento proporciona una mejora significativa en los
agentes terapéuticos basandose en la administracion de un anticuerpo antagonista de Her-2. Esto es debido a que
es muy sabido en la técnica que los métodos relacionados con la administracion de, por ejemplo, Herceptin™, estan
enormemente impedidos por la pequefia cantidad de anticuerpo que llega a la célula tumoral, reduciendo asi
enormemente el beneficio terapéutico derivado de tal terapia basada en anticuerpos. Asi, los métodos desvelados en
el presente documento vencen un antiguo obstaculo en la materia de la terapia tumoral basada en anticuerpos.

Asi, el experto apreciaria, basandose en la divulgacién proporcionada en el presente documento, que la terapia
celular basada en anticuerpos, en la que se desea un efecto citostatico (es decir, inhibicién del crecimiento),
citotdxico (es decir, muerte celular), 0 ambos, mejora enormemente administrando un MPI inhibidor de la escision de
Her-2 conjuntamente con un anticuerpo antagonista de Her-2. Adicionalmente, cuando se desea un efecto citotdxico
(es decir, destruccion de células), el efecto citotoxico de un agente se potencia sinérgicamente administrando el
agente citotéxico (que engloba una amplia plétora de compuestos que incluyen, pero no se limitan a, Taxol)
conjuntamente con un MPI inhibidor de la escisién de Her-2 y un anticuerpo antagonista de Her-2. Asi, el
sorprendente efecto sinérgico proporcionado co-administrando un anticuerpo antagonista de Her-2 y un MPI
inhibidor de la escisiéon de Her-2 proporciona terapia celular citotoxica enormemente mejorada cuando se desea
muerte celular usando un compuesto citotéxico conjuntamente con el anticuerpo y el MPI.

Ademas, los datos desvelados en el presente documento demuestran que el efecto antitumoral sinérgico también se
observa cuando un MPI y un anticuerpo se administran conjuntamente con un inhibidor de un miembro de la familia
de tirosina cinasa de EGFR (por ejemplo, Iressa). Asi, el efecto antitumoral sinérgico estd sorprendentemente
mediado incluso cuando no se sabe que el inhibidor afecte directamente Her-2 y/o su procesamiento.

Asi, un inhibidor de molécula pequefia especifico para un miembro de la familia de tirosina cinasa de EGFR,
ejemplificado por EGFR-1, también media en un efecto inhibidor del crecimiento celular citostatico sinérgico cuando
se administra con Herceptin™ y un MPI, y un experto en la materia entenderia, basandose en estos sorprendentes
datos, que los compuestos que pueden administrarse con el MPI y el anticuerpo incluyen, pero no se limitan a,
moléculas y compuestos que, en cualquier forma o estado actian antagonizando la formacion, progresion y
mantenimiento de tumores, o cualquier proceso biolégico relacionado. Ejemplos de estos agentes incluyen, pero no
se limitan a, agentes antiproliferativos tales como otros inhibidores del factor de crecimiento epidérmico, inhibidores
de Her-2, inhibidores de Met cinasas, inhibidores de MEK-1 cinasas, inhibidores de MAPK cinasas, inhibidores de
P13, inhibidores de Src cinasas, inhibidores de PDGF, inhibidores de la sefializaciéon de integrinas e inhibidores de
los receptores del factor de crecimiento similar a la insulina y cualquier anticuerpo poli- y monoclonal que antagonice
las anteriores cinasas/receptores/rutas de sefializacion; agentes antiangiogénesis tales como otros inhibidores de la
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metaloproteinasa y anticuerpos anti-VEGF y moléculas pequefias tales como ZD6474 y SU6668.

Los agentes antiproliferativos también incluyen agentes que se usan como tratamiento hormonal. Ejemplos de tales
agentes incluyen, pero no se limitan a, Casodex™ (también denominado bicalutamida, AstraZeneca), que convierte
los carcinomas dependientes de andrégenos en no proliferativos y el antiestrégeno tamoxifeno, que inhibe la
proliferacién o crecimiento de cancer de mama dependiente de estrégenos. Ejemplos también incluyen, pero no se
limitan a, sustancias naturales, vacunas, oligonucledétidos antisentido, ribozimas, interferencias por ARN vy terapias
génicas que se conocen en la técnica y como se desarrollaran en el futuro para tratar tumores malignos que
expresan en exceso Her-2 y otros.

El experto apreciaria que la presente invencién engloba el uso de mas de un MPI inhibidor de la escisiéon de Her-2
y/o anticuerpo antagonista, y no se limita a ningin MPI o anticuerpo particular. Ademas, la invencion engloba el uso
de cualquier agente citotdxico, cualquier inhibidor expuesto en cualquier parte en el presente documento (por
ejemplo, un inhibidor de un miembro de la familia de tirosina cinasas de EGFR, entre otros), y similares, en cualquier
combinacién o permutacion de los mismos.

Un experto en la materia podria establecer facilmente, basandose en las ensefianzas proporcionadas en el presente
documento, si un anticuerpo, un MPI, o cualquier otro inhibidor o sustancia de interés, o cualquier combinacién de
los mismos, cuando se administra a una célula que expresa en exceso Her-2, media en el efecto sinérgico deseado
desvelado en el presente documento. Esto es debido a que, como se ejemplifica en el presente documento, los
métodos para evaluar si (1) una célula expresa en exceso Her-2, (2) un MPI inhibe la escision de Her-2, (3) un
anticuerpo antagoniza el crecimiento celular en la célula que expresa en exceso Her-2, y (4) la combinacion del
anticuerpo antagonista con el MPI reduce la cantidad de anticuerpo que debe administrarse para lograr el mismo
nivel de inhibiciéon de la escisién de Her-2, que, a su vez, media en el efecto deseado (por ejemplo, inhibicién del
crecimiento y division celular y/o promocién de muerte celular) se desvelan en el presente documento y/o son muy
conocidos en la técnica. Por consiguiente, siguiendo las ensefianzas proporcionadas en el presente documento, el
rutinario puede mediar en la inhibicién del crecimiento celular deseado y/o citotoxicidad usando una amplia plétora
de combinaciones que comprenden al menos un anticuerpo que se une especificamente a Her-2 y al menos un MPI,
con o sin un compuesto adicional, y cualquier permutacién de las mismas.

La presente invencidn proporciona usos para el tratamiento sinérgico de una variedad de enfermedades o trastornos
mediados por un célula que expresa en exceso Her-2, que incluyen, pero no se limitan a, cancer tal como cancer de
mama, cancer de ovario, cancer de préstata, glioma, cancer pancreatico, cancer de colon, cancer de pulmoén de
células no pequefias y similares. Esto es debido a que, ventajosamente, el uso sinérgico de la presente invencion
reduce el crecimiento y/o viabilidad de una célula tumoral que expresa en exceso Her-2, reduciendo asi la carga
tumoral, produciendo la regresion tumoral, o ambas.

En general, pueden administrarse numerosos agentes sinérgicos en una combinacion con un MPI que incluyen, por
ejemplo, agentes antineoplasicos. Como se usa en el presente documento, el término “agente antineoplésico” es
sinénimo de “agente quimioterapéutico” y se refiere a compuestos que previenen que las células cancerosas se
multipliquen (es decir, agentes antiproliferativos). En general, el (los) agente(s) antineoplasico(s) de la presente
invencion se clasifica(n) en dos clases, agentes citotoxicos y citostaticos. Sin desear ceiirse a teoria particular
alguna, los agentes citotoxicos previenen que las células cancerosas se multipliquen: (1) interfiriendo con la
capacidad de la célula para replicar el ADN y (2) induciendo la muerte celular y/o apoptosis en las células
cancerosas. Los agentes citostaticos o quiescentes actian modulando, interfiriendo o inhibiendo los procesos de
transduccién de sefiales celulares que regulan la proliferacion celular.

Clases de compuestos que pueden usarse como agentes citotéxicos incluyen las siguientes:

Agentes alquilantes (incluyendo, sin limitacion, mostazas de nitrégeno, derivados de etilenimina, sulfonatos de
alquilo, nitrosoureas y triazenos): Mostaza de uracilo, clormetina, ciclofosfamida (Cytoxan™), ifosfamida,
melfalan, clorambucilo, pipobromano, ftrietilen-melamina, trietilentiofosforamina, busulfano, carmustina,
lomustina, estreptozocina, dacarbazina y temozolomida.

Antimetabolitos (incluyendo, sin limitacion, antagonistas de acido félico, analogos de pirimidina, analogos de purina e
inhibidores de adenosina desaminasa): Metotrexato, 5-fluorouracilo, floxuridina, citarabina, 6-mercaptopurina, 6-
tioguanina, fosfato de fludarabina, pentostatina y gemcitabina.

Productos naturales y sus derivados (por ejemplo, alcaloides de la vinca, antibidticos antitumorales, enzimas,
linfocinas y epipodofilotoxinas): Vinblastina, vincristina, vindesina, bleomicina, dactinomicina, daunorubicina,
doxorubicina, epirubicina, idarubicina, Ara-C, paclitaxel (el paclitaxel esta comercialmente disponible como Taxol™),
mitramicina, desoxico-formicina, mitomicina-C, L-asparaginasa, interferones (especialmente IFN-a), etopodsido y
tenipésido.

Otros agentes citotoxicos son navelbeno, CPT-11, anastrazol, letrazol, capecitabina, reloxafina, ciclofosfamida,
ifosamida y droloxafina.
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Los agentes que afectan los microtubulos interfieren con la mitosis celular y son muy conocidos en la técnica por su
actividad citotoxica. Agentes que afectan los microtubulos utiles en la invencién incluyen, pero no se limitan a,
alocolchicina (NSC 406042), halicondrina B (NSC 609395), colchicina (NSC 757), derivados de colchicina (por
ejemplo, NSC 33410), dolastatina 10 (NSC 376128), maitansina (NSC 153858), rizoxina (NSC 332598), paclitaxel
(Taxol™, NSC 125973), derivados de Taxol™ (por ejemplo, derivados NSC 608832), tiocolchicina (NSC 361792),
tritilcisteina (NSC 83265), sulfato de vinblastina (NSC 49842), sulfato de vincristina (NSC 67574), epotilonas
naturales y sintéticas que incluyen, pero no se limitan a, epotilona A, epotilona B y discodermolida (véase Service,
1996, Science 274:2009), estramustina, nocodazol, MAP4 y similares. Ejemplos de tales agentes también se
describen en la bibliografia cientifica y de patentes, véanse, por ejemplo, Bulinski, 1997, J. Cell Sci. 110:3055-3064;
Panda, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:10560-10564; Muhlradt, 1997, Cancer Res. 57:3344-3346; Nicolaou,
1997, Nature 387:268-272; Vasquez, 1997, Mol. Biol. Cell. 8:973-985; Panda, 1996, J. Biol. Chem 271:29807-29812.

El término “paclitaxel”’, como se usa en el presente documento, se refiere al farmaco comercialmente disponible
como Taxol™ (numero NSC: 125973). Taxol™ inhibe la replicacion de células eucariotas potenciando la
polimerizacién de restos de tubulina en haces de microtubulos estabilizados que son incapaces de reorganizarse en
las estructuras apropiadas para la mitosis. De los muchos farmacos quimioterapéuticos disponibles, el paclitaxel ha
generado interés debido a su eficacia en ensayos clinicos contra tumores resistentes a farmacos, que incluyen
tumores de ovario y de glandulas mamarias (Hawkins (1992) Oncology, 6: 17-23,Horwitz, 1992, Trends Pharmacol.
Sci. 13: 134-146, Rowinsky, 1990, J. Natl. Canc. Inst. 82:1247-1259).

Otros agentes citotdéxicos de ejemplo son compuestos con actividad similar a paclitaxel. Estos incluyen, pero no se
limitan a, paclitaxel y derivados de paclitaxel (compuestos similares a paclitaxel) y analogos. El paclitaxel y sus
derivados estan comercialmente disponibles. Ademas, los métodos de preparacion de paclitaxel y derivados y
analogos de paclitaxel son muy conocidos para aquellos expertos en la materia (véanse, por ejemplo, las patentes
de EE.UU. n°® 5.569.729; 5.565.478; 5.530.020; 5.527.924; 5.508.447; 5.489.589; 5.488.116; 5.484.809; 5.478.854;
5.478.736; 5.475.120; 5.468.769; 5.461.169; 5.440.057; 5.422.364; 5.411.984; 5.405.972; y 5.296.506).

Asi, agentes citotdxicos que son adecuados para su uso en los métodos y composiciones de la presente invencion
incluyen, pero no se limitan a, agentes estabilizantes de microtubulos tales como paclitaxel (también conocido como
Taxol™), docetaxel (también conocido como Taxotere™), 7-O-metiltiometilpaclitaxel (desvelado en la patente de
EE.UU. n° 5.646.176), 4-desacetil-4-metilcarbonatopaclitaxel, 3'-terc-butil-3'-N-terc-butiloxicarbonil-4-desacetil-3'-
desfenil-3'-N-desbenzoil-4-O-metoxicarbonil-paclitaxel (desvelado en la patente de EE.UU. n°® 6.537.988), carbonato
de metilo C-4 de paclitaxel (desvelado en documento WO 94/14787), epotilona A, epotilona B, epotilona C, epotilona
D, desoxiepotilona A, desoxiepotilona B, [1S-[1R*,3R*(E),7R*,10S*,11R*,12R*,16S*]]-7-11-dihidroxi-8,8,10,12,16-
pentametil-3-[1-metil-2-(2-metil-4-tiazolil)ethenil]-4-aza-17-oxabiciclo[14.1.0]heptadecano-5,9-diona (desvelada en el
documento WO 99/02514), [1S-[1R*,3R*(E),7R*,10S*,11R*,12R*,16S*]]-3-[2-[2-(aminometil)-4-tiazolil]-1-metiletenil]-
7,11-dihidroxi-8,8,10,12,16-pentametil-4-17-dioxabiciclo[14.1.0]-heptadecano-5,9-diona (desvelada en las patentes
de EE.UU. n° 6.262.094 y 6.537.988), y derivados de los mismos; y agentes disruptores de microtubulos.

También son adecuados agentes citotdxicos tales como epidofilotoxina; una enzima antineoplasica; un inhibidor de
la topoisomerasa; procarbazina; mitoxantrona; complejos de coordinacion con platino tales como cis-platino y
carboplatino; modificadores de la respuesta biolégica; inhibidores del crecimiento; agentes terapéuticos
antihormonales; leucovorina; tegafur; y factores de crecimiento hematopoyéticos.

Agente(s) citostatico(s), tales como Herceptin™, son agentes que hacen que las células se vuelvan “no
proliferativas” o “quiescentes”. El agente citostatico antiproliferativo de la invencién es un anticuerpo antagonista de
Her-2, como se ejemplifica por Herceptin™. Un experto en la materia entenderia, basandose en la divulgacion
proporcionada en el presente documento, que un anticuerpo antagonista de Her-2 engloba Herceptin™, pero no se
limita a tal anticuerpo. Mas bien, la presente invencion incluye otros anticuerpos antagonistas de Her-2, tal como se
conocen presentemente, que incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos anti-Her-2 (por ejemplo, 2C4, 4D5,
Trastuzumab-DM1; todos disponibles de Genentech, Inc.) y anticuerpos anti-EGFR-1 (por ejemplo, IMC-C225
(ImClone Systems, Inc.) y ABX-EGF (Abgenix, Inc.)), o tales anticuerpos antagonistas como pueden desarrollarse en
el futuro.

Como se usa en el presente documento, “agente citostatico” es sinénimo de “agente quiescente” y se refiere a
cualquier medio de ralentizamiento de la tasa de la division celular o crecimiento tumoral de manera que las células
se conviertan en no proliferativas o de manera que su comportamiento se aproxime al de células no proliferativas.
Agentes citostaticos o “quiescentes” antiproliferativos a modo de ejemplo de la invencion incluyen, sin limitacion,
Herceptin™ (también denominado trastuzumab).

Los métodos para la administracion segura y eficaz de la mayoria de estos agentes quimioterapéuticos son
conocidos para aquellos expertos en la materia. Ademas, su administracion se describe en la bibliografia estandar.
Por ejemplo, la administracién de muchos de los agentes quimioterapéuticos se describe en “Medical' Desk
Reference” (PDR, por ejemplo, edicion de 1996, Medical Economics Company, Montvale, NJ), cuya divulgacion se
incorpora en el presente documento por referencia como si se expusiera en su totalidad.
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El experto entenderia, basandose en la divulgacion proporcionada en el presente documento, que la cantidad de
MPI inhibidor de la escisién de Her-2 es normalmente tal que una cantidad detectable de la escision de Her-2 se
inhiba cuando se compara con el nivel de escisién de Her-2 en la célula antes de la administracién del MPI o cuando
se compara con el nivel de la escisiéon de Her-2 en una célula por lo demas idéntica a la cual no se administra el
MPI. Preferentemente, el nivel detectable de la escision de Her-2 disminuye aproximadamente al menos el 30 %,
mas preferentemente aproximadamente al menos el 40 %, incluso mas preferentemente aproximadamente al menos
el 50 %, todavia mas preferentemente al menos aproximadamente el 60 %, preferentemente al menos
aproximadamente el 70 %, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente el 80 %, lo mas
preferentemente al menos aproximadamente el 90 %. Incluso mas preferentemente, el nivel detectable de la escision
de Her-2 se inhibe al menos aproximadamente el 95 %, todavia mas preferentemente al menos aproximadamente el
99 %, y lo mas preferentemente se inhibe aproximadamente el 100 %. Por consiguiente, aunque se requiere un nivel
umbral de inhibicién de convertasa, la inhibiciobn no necesita ser, aunque puede ser, completa, de forma que,
preferentemente, se desea que al menos el 90 % de la inhibicion de la escision de Her-2 proporcione el efecto
sinérgico cuando se afiada un agente citostatico y/o citotoxico.

Asi, un experto en la materia entenderia, basandose en la divulgacion proporcionada en el presente documento, que
la cantidad de MPI media en una disminucion detectable en el nivel de la escision de Her-2 con el fin de mediar en
un efecto sinérgico cuando un anticuerpo antagonista de Her-2 se administra con el MPI. La cantidad del anticuerpo
antagonista requerida sera entonces mucho menor al nivel del anticuerpo requerido para mediar en el mismo efecto
citostatico en ausencia del MPI. La cantidad sinérgica del MPI y el anticuerpo antagonista puede determinarse
facilmente para cada célula tumoral que expresa en exceso Her-2 de interés, y variara por, entre otras cosas, el nivel
de Her-2 expresada en la célula, y otros parametros como se evaluan rutinariamente por aquellos expertos en la
materia.

En resumen, el efecto sinérgico logrado usando los novedosos métodos y composiciones de la presente invencion
es mayor que la suma de los efectos que resultan de los métodos y composiciones que comprenden usar el agente
citotéxico (por ejemplo, Taxol™) o citostatico (es decir, un anticuerpo antagonista de Her-2 tal como, pero no se
limitan a, Herceptin™), o un inhibidor de una familia de tirosina cinasa de EGFR (por ejemplo, el inhibidor de
molécula pequefia de EGFR-1, Iressa™), tanto individualmente como en ausencia de un MPI inhibidor de la escision
de Her-2. Ventajosamente, tal sinergia entre compuestos permite el uso de dosis mas pequefias de al menos un
compuesto, proporciona mayor eficacia a las mismas dosis y/o previene o retrasa la formacion de resistencia a
multiples farmacos.

Ventajas adicionales frente a los métodos previamente desvelados incluyen la capacidad de la presente combinacion
de un MPI y al menos un agente seleccionado del grupo que consiste en un agente citostatico (es decir, un
anticuerpo antagonista de Her-2), un inhibidor de una familia de tirosina cinasa de EGFR (por ejemplo, Iressa™) y/o
un agente citotoxico (por ejemplo, Taxol™, Cisplatin™ y similares), de variarse individualmente dependiendo de la
naturaleza de la célula que expresa en exceso Her-2 que va a tratarse. Los datos desvelados en cualquier parte en
el presente documento indican que el efecto terapéutico de las presentes composiciones puede lograrse con
cantidad inferior a la 6ptima del (de los) agente(s) citotdxico(s) o citostatico(s) y MPI que la que se requeriria si tales
agentes y compuestos se administraran individualmente. El novedoso enfoque desvelado en el presente documento
de combinar, entre otras cosas, Herceptin y MPI evita cualquier efecto de toxicidad adversa no basada en el
mecanismo que podria resultar de la administracion de una cantidad de agente(s) citotdxico(s) o citostatico(s) y
compuestos MPI solo suficiente para lograr el mismo efecto terapéutico.

Las presentes composiciones logran un efecto terapéutico sinérgico y presentan ventaja terapéutica inesperada con
respecto al efecto de cualquiera de los compuestos de componentes o métodos cuando se administran
individualmente. Ademas, tales combinaciones pueden dirigirse eficazmente a células proliferativas, proporcionando
un efecto sinérgico cuando un MPI inhibidor de la escisidon de Her-2 se combina con un inhibidor de Her-2 citostatico
(es decir, un anticuerpo antagonista tal como, por ejemplo, Herceptin™) y/o con un agente citotdxico tal como, pero
no se limita a, Taxol™, y/o con un inhibidor de un miembro de la familia de tirosina cinasa de EGFR.

El (Los) agente(s) citostatico(s) antiproliferativo(s) (es decir, un anticuerpo antagonista tal como, por ejemplo,
Herceptin™, un inhibidor de un miembro de la familia de tirosina cinasa de EGFR y similares) puede(n)
administrarse, preferentemente, tras la administracion de un MPI inhibidor de la escisién de Her-2; sin embargo, el
anticuerpo antagonista puede administrarse a una célula simultineamente y/o contemporaneamente con el MPI. Por
tanto, puede afiadirse un agente adicional (por ejemplo, un agente citotdxico, un inhibidor de un miembro de la
familia de tirosina cinasa de EGFR vy similares) antes, después o simultdneamente con el anticuerpo antagonista,
para producir una inhibicién sinérgica del crecimiento celular (para agentes citostaticos) o aumentar la muerte celular
(para agentes citotoxicos).

En una realizacion preferida de la presente invencion, el anticuerpo antagonista inhibidor de la escision de Her-2 y el
MPI inhibidor de la escision de Her-2 se administran contemporaneamente. Sin embargo, el experto apreciaria,
basandose en las ensefianzas proporcionadas en el presente documento, que el MPI puede administrarse antes de
la administracion del anticuerpo u otro agente.
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Como se usa en el presente documento, el término “simultanea” o “simultdneamente” significa que el MPI y el
anticuerpo se administran dentro de al menos aproximadamente 24 horas, preferentemente al menos
aproximadamente 12 horas, mas preferentemente al menos aproximadamente 6 horas, incluso mas preferentemente
al menos aproximadamente 3 horas, todavia méas preferentemente aproximadamente 1 hora, e incluso mas
preferentemente menos de aproximadamente 1 hora.

Métodos de identificacion de un compuesto sinérgico Util

El experto apreciaria, una vez provisto de las ensefianzas proporcionadas en el presente documento, que agentes
sinérgicos adicionales tales como, por ejemplo, anticuerpos antagonistas para Her-2, Utiles para poner en practica
los métodos de la divulgacién, pueden identificarse y aislarse facilmente usando métodos reconocidos en la materia
para identificar agentes que tienen las propiedades deseadas de inhibir detectablemente el crecimiento celular
mediado por Her-2 y que presentan adicionalmente un efecto sinérgico con un MPI inhibidor de la escision de Her-2
de forma que una menor cantidad del agente sinérgico pueda inhibir el mismo nivel de crecimiento celular en
presencia del MPI en comparacion con la cantidad de agente sinérgico requerida para inhibir el mismo nivel de
crecimiento celular en ausencia del MPI.

Similarmente, la presente divulgacion engloba métodos de identificacién de novedosos MPI sinérgicos que inhiben la
escision de Her-2, y MPI identificados usando tales métodos. El experto apreciaria que los métodos comprenden
poner en contacto una célula que expresa en exceso Her-2 con un compuesto de prueba, en presencia o ausencia
de un anticuerpo antagonista de Her-2, tal como, por ejemplo, Herceptin. El nivel de inhibicién de la escisién de Her-
2 se evalla en una célula puesta en contacto con tanto el compuesto de prueba como el anticuerpo y también en
una célula por lo demas idéntica puesta en contacto solo con el compuesto de prueba, y en otra célula mas por lo
demas idéntica puesta en contacto con solo el anticuerpo. El nivel del crecimiento celular mediado por Her-2 en las
tres células se compara cuando un nivel de crecimiento celular que es inferior en la célula puesta en contacto con
tanto el anticuerpo como el compuesto de prueba en comparacién con el nivel en tanto la célula puesta en contacto
con el anticuerpo solo como en la célula puesta en contacto con el compuesto de prueba solo, o cuando el nivel de
crecimiento celular de la célula puesta en contacto con el anticuerpo y el compuesto de prueba es inferior a la suma
del nivel de crecimiento de la célula puesta en contacto con el anticuerpo y el nivel de crecimiento de la célula puesta
en contacto con el compuesto de prueba combinado, es una indicacion de que el compuesto de prueba inhibe
sinérgicamente el crecimiento celular mediado por Her-2 en una célula cuando se administra con el anticuerpo. La
invenciéon engloba compuestos identificados usando este método, tales compuestos incluyen, pero no se limitan a,
aquellos ejemplificados en el presente documento, por ejemplo, el compuesto 5 y AG3340 (Prinomastat).

La presente divulgacién engloba métodos de identificacion de un agente sinérgico novedoso que inhibe la
proliferacién de una célula que expresa en exceso Her-2 y cualquier agente identificado usando tales métodos. Es
decir, los métodos comprenden poner en contacto una célula que expresa en exceso Her-2 con un compuesto de
prueba, en presencia de un anticuerpo antagonista de Her-2, tal como, por ejemplo, Herceptin, y un MPI (por
ejemplo, el compuesto 5 y AG3340 (Prinomastat)). El nivel de inhibiciéon de la proliferacion se evalta en una célula
puesta en contacto con tanto el compuesto de prueba como el anticuerpo y MPI, en una célula por lo demas idéntica
puesta en contacto solo con el compuesto de prueba, y en otra célula mas por lo demas idéntica puesta en contacto
con solo el anticuerpo y MPI. El nivel de crecimiento celular en las tres células se compara cuando un menor nivel de
crecimiento celular en la célula puesta en contacto con el compuesto de prueba, el anticuerpo y el MPI, en
comparacion con el nivel en tanto la célula puesta en contacto con el anticuerpo y MPI como en la célula puesta en
contacto con el compuesto de prueba solo, o cuando el nivel de crecimiento celular en la célula puesta en contacto
con el compuesto de prueba, el anticuerpo y el MPI es inferior a la suma del nivel de crecimiento celular en la célula
puesta en contacto con el anticuerpo y el MPI combinados con el nivel de crecimiento celular en la célula puesta en
contacto con el compuesto de prueba, es una indicacion de que el compuesto de prueba inhibe sinérgicamente el
crecimiento celular mediado por Her-2 en una célula cuando se administra con el anticuerpo y el MPI. La invencion
engloba compuestos identificados usando este método, tales compuestos incluyen, pero no se limitan a, aquellos
ejemplificados en el presente documento, por ejemplo, Iressa™.

Kits

La invencion engloba adicionalmente kits para la practica de los métodos desvelados en el presente documento,
como se define en las reivindicaciones. Es decir, la divulgacion incluye diversos kits que comprenden un compuesto,
tal como un acido nucleico que codifica un acido nucleico complementario a un acido nucleico que codifica una
ADAM que escinde Her-2, pero en una orientacion antisentido con respecto a la transcripcidon, un ARNip especifico
para una ADAM que escinde Her-2 (por ejemplo, ADAM10, ADAM15, o variante de las mismas), y/o composiciones
de la invencién, un aplicador y materiales de instrucciones que describen el uso del compuesto para realizar los
métodos de la invencion. Los kits se refieren al novedoso descubrimiento de que ADAM10, y ADAM15, escinden
Her-2 para producir una punta de p95 que sigue asociada a una célula y media en y/o estd asociada a diversas
afecciones, enfermedades o trastornos tal que inhibir la escisién proporciona un beneficio.

Los kits también se refieren al sorprendente descubrimiento de que hay variantes de corte y empalme de ADAM15
detectada en una célula que expresa Her-2 y de la que se elimina Her-2. De hecho, los datos desvelados en el
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presente documento demuestran, por primera vez, dos novedosas variantes de ADAM15, es decir, la variante 1 y la
variante 2 incluso mas larga, cuando la variante 1 aparece preferencialmente detectable en células que eliminan
Her-2, produciendo una punta de p95 que sigue asociada a la célula.

Los kits también se refieren al novedoso descubrimiento de que la administracion de ciertos MPI a una célula,
cuando se combinan con diversos compuestos desvelados en el presente documento, proporciona un novedoso
efecto sinérgico relacionado con la inhibicidn de la escisién de Her-2 para producir la punta de p95.

Aunque mas adelante se describen kits a modo de ejemplo, el contenido de otros kits Utiles sera evidente para el
experto en vista de la presente divulgacion. Cada uno de estos kits se incluye dentro de la invencion.

En un aspecto, la invencién incluye un kit para aliviar una enfermedad mediada por la expresién en exceso de un
receptor de Her-2, como se define en las reivindicaciones. El kit se usa de acuerdo con los usos desvelados en la
invencion. Brevemente, el kit puede usarse para poner en contacto una célula con un acido nucleico complementario
a un acido nucleico que codifica un receptor de Her-2 cuando el acido nucleico esta en una orientacién antisentido
con respecto a la transcripcion para reducir la expresion del receptor, o con un anticuerpo que se une
especificamente a tal receptor o un acido nucleico que codifica el anticuerpo, en el que la inhibicién o reduccion en la
escision de Her-2 media en un efecto beneficioso, o con un compuesto que inhibe la escision de Her-2 por la ADAM,
o combinaciones de los mismos. Ademas, el kit comprende un aplicador y un material de instrucciones para el uso
del kit. Estas instrucciones simplemente forman parte de los ejemplos proporcionados en el presente documento.

El kit pueden incluir adicionalmente una cantidad sinérgica de un anticuerpo que afecta la escision de Her-2, tal
como, pero no se limita a, Herceptin. Adicionalmente, el kit puede comprender ademas una cantidad sinérgica de un
agente citotdxico, tal como, entre otros, Taxol.

En otro aspecto, la invencién incluye un kit para aliviar una enfermedad mediada por la expresion en exceso de un
receptor de Her-2. El kit se usa de acuerdo con los métodos desvelados en la invencidén. Brevemente, el kit puede
usarse para poner en contacto una célula con un compuesto que puede inhibir la escision mediada por ADAM de
Her-2. Como se trata en cualquier parte en el presente documento, un compuesto tal puede interaccionar con una
ADAM, con Her-2, o con ambas, inhibiendo por consiguiente la escision de Her-2 por una ADAM para formar p95 y
ECD105. La inhibicion de la escision de Her-2 media asi en un efecto beneficioso.

La invencién incluye un kit que comprende una cantidad sinérgica de un anticuerpo antagonista de Her-2, un
inhibidor de ADAM, un aplicador, un patréon y un material de instrucciones que describe administrar la composicién a
una célula o un animal. Esto debe interpretarse que incluye otras realizaciones de kits que son conocidas para
aquellos expertos en la materia, tales como un kit que comprende un patrén y un disolvente (preferentemente estéril)
adecuado para disolver o suspender la composicion de la invencion antes de administrar el compuesto a una célula
o un animal. Preferentemente, el animal es un mamifero. Mas preferentemente, el mamifero es un ser humano.

La invencién engloba un kit para inhibir la proliferacion de una célula que expresa en exceso Her-2. El kit comprende
una cantidad sinérgica de un anticuerpo que es un antagonista de Her-2, y un inhibidor de ADAM. El kit puede
comprender ademas una cantidad sinérgica de un agente citotoxico, que incluye, pero no se limita a, Taxol,
cisplatino y similares.

El experto apreciaria facilmente, basandose en la divulgacion proporcionada en el presente documento, que la
presente invencion incluye una amplia variedad de kits para poner en practica los diversos métodos de la invencion.

En un aspecto de la invencidn, un kit de la presente invencion incluye un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La
composicion se proporciona en una cantidad apropiada como se expone en cualquier parte en el presente
documento. Ademas, la via de administracion y la frecuencia de administracién son como se han expuesto
previamente en cualquier parte en el presente documento.

La invencion se describe adicionalmente en detalle por referencia a los siguientes ejemplos experimentales.
EJEMPLOS

Ejemplo 1: Identificacion de ADAM10 y ADAM15 como agentes que escinden especificamente Her-2

Los datos desvelados en el presente documento demuestran, por primera vez, que la escisiéon de Her-2 para
producir un ectodominio que es liberado de una célula y una punta de p95 que sigue asociada a la célula esta
especificamente mediada por ADAM10 y por ADAM15. Estos datos facilitan el desarrollo de posibles agentes

terapéuticos relacionados con la inhibicion de la escision de Her-2. Los materiales y métodos se describen a
continuacion.
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Reactivos celulares

Se obtuvieron lineas celulares de cancer de mama humano BT474 (HTB-20), SKBR3 (HTB-30), SKOV3 (HTB-77),
MDA-MB-231 (HTB-26) y T47D (HTB-133) de la Coleccion Americana de Cultivos de Tejido Tipo (ATCC, Manassas,
VA). Las células se mantuvieron rutinariamente en los medios recomendados por la ATCC con ligeras
modificaciones. Las células se mantuvieron a 37 °C en una estufa de incubaciéon humidificada suministrada con 5 %
de COso. Las células BT-474 se cultivaron en RPMI 1640 (Invitrogen) complementado con 10 % de suero bovino fetal
(FBS), 0,01 mg/ml de insulina bovina y aminoacidos no esenciales 0,1 mM. Las células SKBR-3 se cultivaron en
McCoy's 5a (Invitrogen) complementado con 10 % de FBS. Las células T47D se cultivaron en RPMI 1640
(Invitrogen) complementado con 10 % de FBS y 10 ug/ml de insulina bovina. Las células MDA-MB-231 (HTB-26) se
cultivaron en DMEM (Invitrogen) complementado con 10 % de FBS. Las células SKOV3 se cultivaron en McCoy's 5a
(Invitrogen) complementado con 10 % de FBS. Tanto las células BT-474 como SKBR-3 expresan en exceso Her-2
sobre la superficie y tienen alto nivel de escision de Her-2.

Los resultados de los experimentos descritos en el presente documento son los siguientes.
Identificacion de proteasas responsables de escindir Her-2

Los datos desvelados en el presente documento demuestran que ADAM10 y ADAM15 son responsables de la
escision de Her-2 para producir p95, un receptor asociado a la membrana constitutivamente activo, y ECD105, un
dominio extracelular soluble derivado del receptor de Her-2. Los datos desvelados en el presente documento
demuestran que diversas ADAM se expresan en células que eliminan Her-2. Ademas, los datos demuestran que los
ARNip de ADAM10 inhibieron la eliminacién de Her-2 en células que eliminan Her-2. Mas especificamente, la
eliminacion de Her-2 en las lineas celulares BT474 y SKBr3 que eliminan Her-2 se inhibié aproximadamente el 50-70
% por ARNip de ADAM10 en comparacion con células en ausencia de ARNip.

Similarmente, los datos desvelados demuestran que ADAM15 también escinde Her-2 porque el ARNip de ADAM15
redujo la eliminacion de Her-2 aproximadamente el 25-30 % en células SKBr3 y aproximadamente el 10 % en
células BT474 en comparacién con células por lo demas idénticas en ausencia de ARNip de ADAM15.

Adicionalmente, los datos desvelados en el presente documento demuestran que hay una correlacion significativa
entre la inhibiciéon de la “convertasa” de Her-2 y la inhibicién de ciertas ADAM como se evalla determinando la Clsg
para numerosos compuestos para la inhibicion basada en enzimas bioquimicas y la inhibicién de la eliminacion de
Her-2.

Hay veintitrés (23) miembros anotados de la familia de ADAM en seres humanos (Figura 1). ADAM1 y ADAM3 estan
anotados como pseudogenes y se excluyeron del analisis adicional ya que no codifican miembros de la familia de
ADAM funcionales. Doce de los miembros humanos restantes de la familia de ADAM contienen las secuencias
HEXGHXXGXXHD (SEC ID N°: 45) para sitios activos de metaloproteasa (ADAM 8, 9, 10, 12, 15, 17, 19, 20, 21, 28,
30 y 33). Con la excepcién de ADAM20 y ADAM21, los miembros de la familia cataliticamente activos humanos
tienen estructuras génicas de intrén/exén complejas. La ausencia de intrones en la regidén codificante de las
proteinas ADAM20 y ADAM21 eleva la posibilidad de que también puedan ser pseudogenes (Poindexter y col.,
1999, Gene 237:61-70). Adicionalmente, un analisis de las secuencias gendmicas y de ADNc de dominio publico
para ADAM20 revela que el marco de lectura abierto extiende el extremo N de la metionina de iniciacion consenso y
contiene 50 residuos del extremo N que carecen de un péptido sefial. Basandose en este ultimo analisis, ADAM20
puede codificar una ADAM no funcional.

Andlisis de gPCR de lineas celulares de cancer de mama

Se evalué el patrén de expresion de ADAM cataliticamente activas en lineas celulares de eliminacion de HER2 con
el fin de estrechar la lista de candidatos a convertasa de HER2. Se aisl6 ARN total de lineas celulares usando el
sistema de aislamiento total de ARN RNeasy y ADNsa segun las instrucciones del fabricante (Qiagen, Valencia, CA).
Se determind la pureza y concentracion del ARN espectrofotométricamente (260 nm/280 nm); se evalud la integridad
del ARN por analisis en Agilent Bioanalyzer. Las relaciones de ARNr fueron > 2,0 para todas las muestras
ensayadas en este estudio, que indica ARN intacto de alta calidad. Se realiz6 PCR en tiempo real basada en
fluorescencia esencialmente como se ha descrito (Gibson y col., 1996, Genome Research 6:995-1001). Se
disefiaron cebadores y sondas para detectar y discriminar ARNm de 12 genes de la familia de ADAM diferentes:
ADAMS8, ADAM9, ADAM10, ADAM12, ADAM15, ADAM17, ADAM19, ADAM20, ADAM21, ADAM28, ADAM30 y
ADAM33. Se sintetizaron oligonucleétidos por Applied Biosystems (Foster City, CA). Todas las secuencias de los
cebadores/sondas se muestran en la Figura 2.

Las secuencias de las sondas se modificaron en el extremo 5' con el colorante indicador 6-FAM y en el extremo 3'
con el colorante extintor TAMRA. Las sondas que detectan ARNr 18s humano se modificaron en el extremo 5' con
VIC y en el extremo 3' con TAMRA (Applied Biosystems, Foster City, CA). Se generé ADNc de molde usando el kit
de RT-PCR Advantage segun las instrucciones del fabricante (Clontech, Palo Alto, CA) usando hexameros aleatorios
y 1 ug de ARN total tratado con ADNsal. Se realizé perfilado de la expresién por PCR en tiempo real basada en
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Tagman usando 25 ng de cada ADNc segun las instrucciones del fabricante (Applied Biosystems, Foster City, CA)
monitorizandose la fluorescencia en tiempo real con un ABI Prism 7900 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los
niveles de expresion relativa se determinaron esencialmente como se ha descrito (Gibson, 1996) usando curvas
patron para cada transcrito. Los valores de abundancia relativa para cada tipo de célula se corrigieron para la
amplificacion del ruido de fondo restando los niveles de abundancia de ARNm obtenidos de reacciones de control
realizadas en ausencia de transcriptasa inversa. La normalizacion entre tipos de células se realiz6 usando ensayos
especificos para ARNr 18s, una especie de ARN de control invariante presente en todas las muestras. Todas las
mediciones de expresion se realizaron por triplicado.

El analisis de gqPCR demostré que diversas lineas celulares que eliminan Her-2 a diversos niveles expresan ciertas
ADAM. Es decir, se evalud la eliminacién de Her-2 usando un ensayo de ELISA para detectar el ECD en medio
acondicionado obtenido de diversos cultivos celulares. El nivel relativo de eliminacion de Her-2 se indic6 por uno a
cuatro signos “+”, siendo “+” bajos niveles de eliminacion y siendo “++++” altos niveles de eliminacion (Figura 3). Se
determind la expresién de ADAM 8, 9, 10, 12, 15, 17, 19, 20, 21, 28, 30 y 33 en cada linea celular. Dos de las
mayores lineas de eliminacién de Her-2, que tienen cuatro signos mas (“++++”) cada una, BT474 y SKBR3, no
expresaron niveles detectables de ADAM28 o ADAM30, eliminandose asi estas ADAM como posibles convertasas.
Ademas, estudios previos sugirieron que ADAM17 (TACE) no fue un candidato a convertasa de HER2 (Rio y col.,
2002, J. Biol. Chem. 275:10379-103870). Los datos demostraron que ocho de las ADAM cataliticamente activas se
expresaron en todas las lineas celulares de eliminacidon examinadas. Los datos no demostraron una correlacion
entre el nivel de eliminacién de Her-2 y la expresion de cualquier ADAM particular. Sin desear cefirse a teoria
particular alguna, la ausencia de correlacion entre ARN y el nivel de eliminacion sugiere que la convertasa de HER-2
no es limitante de la velocidad a los niveles de expresion observados en estas lineas celulares.

Silenciamiento especifico mediado por ARNip de ADAM

Basandose en los datos del perfilado transcripcional obtenidos usando qPCR, se disefiaron ARNip y produjeron
aquella expresion especificamente reducida de ADAMS, 9, 10, 15, 21 y 33. Los ARNip para ADAM17 también se
desarrollaron para su uso como controles negativos en experimentos de eliminacidon. Los ARNips estan
comercialmente disponibles.

La transfeccién de ARNip en células se realizd usando Oligofectamine (Elbashir y col., 2001, Nature 411:494-498) y
se evaluo el silenciamiento por analisis Western. Brevemente, se sembraron células en placas de multiples pocillos
de manera que la densidad no fuera superior al 50 % de confluencia en el momento de la transfeccion. Las células
se recogieron 48 a 96 horas tras la transfeccion lavando una vez con PBS y recogiendo en PBS raspando. Se lisaron
los sedimentos de células en tampén que contenia HEPES 25 mM, pH 7,5; NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, 5 % de
glicerol, 1 % de Triton X-100 y una mezcla de inhibidores de proteinasa (Roche). Después de la incubacién sobre
hielo durante 30 minutos, el residuo celular se elimind por centrifugacién a 14.000 rpm a 4 °C. La concentracion total
de proteina se midié6 usando el método del &cido bicinconinico (Pierce), y cantidades equivalentes de extractos
celulares se resolvieron por SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa.

Las proteinas ADAM se detectaron por inmunotransferencia usando anticuerpos comercialmente disponibles
especificos para cada proteina (anti-ADAM9, Ab-1 Oncogene Research; anti-ADAM10, Ab-1 Oncogene Research;
anti-ADAMS8, RP1 Triple Point Biologics; anti-ADAM15, RP1 Triple Point Biologics; anti-ADAM17, Ab-1 Oncogene
Research; anti-ADAM21, Chemicon International; y anti-ADAM33, antisuero de conejo policlonal producido
internamente contra un péptido inmunizante correspondiente a los aminoacidos 777 a 790). Los filtros se lavaron con
PBS-Tween 20 y a continuacion se incubaron con el anticuerpo secundario apropiado conjugado con peroxidasa de
rdbano picante (Pierce), se lavaron de nuevo y los inmunoconjugados se revelaron usando reactivos
quimioluminiscentes potenciados (Pierce) y se visualizaron por exposicidon a pelicula de rayos X. En muchos
experimentos, el mismo filtro se traté con reactivo Restore (Pierce) y se volvié a sondar con un anticuerpo anti-
ADAM diferente o con anti-gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (RDI) para la normalizacién de la carga de
proteina.

Inicialmente se usaron conjuntos de 4 oligonucleétidos de ARNip contra cada diana (“Smart Pool Technology”,
Dharmacon). Para los conjuntos de ARNip que redujeron eficazmente la eliminacién de Her2 (ADAM10 y ADAM15),
se obtuvieron los oligos de ARNip individuales que comprenden cada Smart Pool junto con su informacion de
secuencia correspondiente. Entonces, los ARNip individuales se transfectaron por separado y se evalu6 su
capacidad para reducir la eliminacién de Her-2 como se ha descrito con el fin de identificar los oligonucleétidos de
ARNip eficaces. La secuencia de los ARNip que redujo eficazmente la proteina ADAM10 llamada ADAM10-3 es 5'-
GGACAAACTTAACAACAAT (SEC ID Ne°: 7) que se corresponde con los nucleétidos 1272 a 1300 (con respecto a
ATG) de la secuencia de longitud completa de ADAM10 (SEC ID N°: 5). La secuencia del ARNip de ADAM15 que
fue la ADAM15-2 mas eficaz es 5'-GCCCAACCCTGGTGTGGTA (SEC ID N°: 8) correspondiente a los nucledtidos
281-299 (con respecto a ATG) de la secuencia de longitud completa de ADAM15.

Se evalud la eficacia de cada ARNip para inhibir especificamente la expresion de la ADAM para la que se disefié.

Los datos desvelados en el presente documento demuestran que cada ARNip fue especifico para su ADAM
respectiva e inhibié aquella ADAM, pero no inhibié detectablemente la expresion de otras ADAM (Figuras 4A-4D).
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Mas especificamente, el ARNip de ADAM10 inhibi6 ADAM10, pero no afectd el nivel de ADAM9 como se ha
determinado usando analisis de transferencia Western (Figura 4A). Similarmente, el ARNip de ADAM9 no afecté
detectablemente la expresién de ADAM10, pero inhibié espectacularmente la expresion de ADAM9 (Figura 4B).
Ademas, el ARNip de ADAM15 inhibi6 especificamente la expresion de ADAM15, pero no inhibié detectablemente la
expresion de ADAM17 (Figura 4C y 4D). También se mostré que el ARNip de ADAM17 inhibié la expresién de
ADAM17 (Figura 4D).

Ademas, los datos demostraron que ADAM8 y ADAM21 tuvieron efecto minimo sobre los niveles de proteina.
Ademas, la proteina ADAM33 no fue detectable en extractos de células BT474 o SKBr3 de control sin tratar y no se
investigd adicionalmente.

Por tanto, los datos desvelados en el presente documento demuestran el disefio satisfactorio y la produccién de
ARNip que inhiben especificamente una ADAM, pero no las otras ADAM cuando se expresan en una célula que
elimina Her-2. Ademés, los ARNips redujeron cada uno el nivel de su ADAM especifica aproximadamente el 75 % en
comparacion con una célula idéntica en ausencia del ARNip.

Inhibicién por ARNip de la eliminacién de Her-2

A continuacion, los diversos ARNips se examinaron para ver qué efecto, si lo hay, de la inhibicién de las diversas
ADAM tenian sobre la eliminacién de Her-2. Para detectar el ECD de Her2 escindido, las células se sembraron en
placas de 24 pocillos a aproximadamente el 50 % de confluencia. Después de una incubacién durante la noche para
permitir la union de las células, las células se transfectaron con ARNip usando Oligofectamine (Elbashir y col., 2001,
Nature 411:494-498). Veinte cuatro horas después, las células se alimentaron de nuevo con medio fresco. Después
de una incubacién de 24 horas adicional, el medio se elimind, las células se lavaron una vez con solucion salina
tamponada con fosfato y se afiadi6 medio fresco a cada pocillo. Después de 48 horas de incubacion, el medio
acondicionado se recogio, se centrifugé a 5000 rpm durante 5 minutos, y el sobrenadante se retiré para el analisis
inmediato por ELISA o se congeld a -20 °C hasta que tal analisis pudo realizarse. La deteccién del ECD de Her2 se
realizé usando un kit de ELISA comercial para c-erbB2/c-neu (Oncogene Research Products, catdlogo n°® QIA10)
segun el protocolo del fabricante.

Los datos desvelados en el presente documento demuestran que el ARNip de ADAM10 redujo la eliminacién de Her-
2 aproximadamente el 50-70 % en tanto células BT474 como SKBr3 (Figuras 5A y 5B, respectivamente). Los ARNip
para ADAMS, 9, 17 y 33 no afectaron detectablemente la eliminacién de Her-2 en ninguna linea celular (Figuras 5A y
5B). Sin embargo, el ARNip de ADAM15 redujo la eliminacion de Her-2 en células BT474 aproximadamente el 10 %.
Mas sorprendentemente, el mismo ARNip redujo la eliminacion de Her-2 aproximadamente el 25-30 % en célula
SKBr3, demostrando que los efectos del ARNip de ADAM15 eran dependientes de la célula.

Los datos desvelados en el presente documento demuestran que ADAM10 y ADAM15 median en la eliminacién de
Her-2 tal que la inhibicién de ADAM en una célula produce una disminucion detectable en la eliminacién de Her-2 por
la célula.

Correlacion de la inhibicién de la convertasa de Her-2 e inhibicion de ADAM

Fuente de enzimas for ensayos bioquimicos: Excepto para ADAM17 y MT1-MMP, todas las MMP y ADAM humanas
recombinantes se obtuvieron de R&D Systems (Mineépolis, MN). Sus numeros de catilogo son los siguientes:
MMP1 (901-MP), MMP2 (902-MP), MMP3 (513-MP), MMP7 (907-MP), MMP8 (908-MP), MMP9 (911-MP), MMP10
(910-MP), MMP12 (919-MP), MMP13 (511-MM), ADAM9 (939-AD) y ADAM10 (936-AD). MT1-MMP se obtuvo de US
Biological (Swampscott, MA) con un numero de catalogo de M2429. Se purific6 ADAM17 porcina internamente a
partir de bazo porcino.

Sustratos para ensayos bioquimicos: Se obtuvo sustrato de péptido fluorogénico (7-metoxicumarin-4-il)acetil-Pro-
Leu-Gly-Leu-(3-[2,4-dinitrofenil]-L-2,3-diaminopropionil)-Ala-Arg-NH, (SEC ID N°: 46) de R&D Systems (Mineapolis,
MN) con un numero de catalogo de ES001. Se usé como sustrato para MMP1, MMP2, MMP7, MMP8, MMP9,
MMP12, MMP13 y MT1-MMP. Se obtuvo sustrato de péptido fluorogénico (7-metoxicumarin-4-il)acetil-Arg-Pro-Lys-
Pro-Val-Glu-Nva-Trp-Arg-Lys(2, 4-dinitrofenil)-NH2 (SEC ID N°: 47) de R&D Systems con un numero de catalogo de
ES002. Se usé como sustrato para MMP3 y MMP10. Se obtuvo sustrato de péptido fluorogénico (7-metoxicumarin-4-
il)-acetil-Pro-Leu-Ala-GIn-Ala-Val-(3-[2,4-dinitrofenil]-L-2,3-diaminopropionil)-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-NH, (SEC ID N°¢:
48) de R&D Systems con un numero de catalogo de ES003. Se usé como sustrato para ADAM10 y ADAM17.

Ensayos bioquimicos: En general, se eligieron condiciones de tampoén de ensayo basadas en obtener actividades
enzimaticas Optimas. Las condiciones de tampoén de ensayo especificas se resumen a continuacion. Para MMP1,
MMP2, MMP3, MMP7 y MMP12, el tampdn de ensayo contiene tricina 50 mM, NaCl 10 mM, CaCl; 10 mM, ZnCl, 1,0
mM, pH 7,4.

Para MMP8 y MMP13, el tampdn de ensayo contiene tricina 50 mM, NaCl 10 mM, CaClz 10 mM, ZnClz 1,0 mM,
0,001 % de Brij35, pH 7,4. Para MMP9 y MMP10, el tampoén de ensayo contiene Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM,
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CaClz 10 mM, 0,001 % de Brij35, pH 7,5. Para MT1-MMP, el tampon de ensayo contiene Tris-HCI 100 mM, NaCl 100
mM, CaCl; 10 mM, 0,001 % de Brij35, pH 7,5.

Para ADAMO9, el tampén de ensayo contiene Tris 25 mM, ZnCl; 2,5 uM y ,001 % de Brij35, 01 mg/ml de BSA, pH 9,0.
Para ADAM10, el tampodn de ensayo contiene Tris 25 mM, ZnCl; 2,5 uM y 0,005 % de Brij35, pH 9,0. Para ADAM17,
el tampdn de ensayo contiene Tris 25 mM, ZnCl2 2,5 yM y 0,001 % de Brij35, pH 9,0.

Para activar enzimas MMP, se disuelven 10 6 20 ug de Pro-MMP liofilizadas en 100 ul de agua. Se afiade disolucion
madre 100 mM de acetato p-aminofenilmercurico (APMA) en DMSO a Pro-MMP dando la concentracién final 1,0
mM. Incubar la enzima con APMA a 37 °C durante un periodo tiempo especificado mas adelante. Para MMP1,
MMP7 y MMP8, el tiempo de incubacién es 1 hora. Para MMP10 y MMP13, el tiempo de incubacion es 2 horas. Para
MMP3 y MMP9, el tiempo de incubacién es 24 horas.

En general, se preparé disolucion madre 5 mM del compuesto en DMSO. Se realizé dilucién sucesiva doble
empezando con una concentraciéon especifica para dar la placa de compuesto. Se transfirié 1,0 yl de compuesto en
DMSO de la placa de compuesto a la placa de ensayo. Se preparé disolucidon de enzima en tampdn de ensayo con
una concentracién especificada mas adelante. Se preparé disolucion de sustrato en tampoén de ensayo con una
concentracion de 20 uM. Se afnadieron 50 pl de disolucidon de enzima a la placa de ensayo. La placa de ensayo se
incub6 durante 5 minutos. A continuacién se afnadieron 50 pl de disolucion de sustrato a la placa de ensayo. La
placa se protegi6é de la luz y la reaccion se incubd a temperatura ambiente o 37 °C durante un periodo de tiempo
especificado més adelante. La reaccion se detuvo afiadiendo 10 pl de disolucion 500 mM de EDTA. La placa se leyo
en un lector de placas con excitacion de 320 nm y emisién de 405 nm. El porcentaje de inhibicion se calcul6 para
cada concentracion y el valor de Clso se genero a partir del ajuste de la curva.

Condiciones especificas para cada ensayo are as siguiente: concentracion de la enzima MMP1 1000 ng/ml,
temperatura ambiente, 1 hora de incubacién; concentracion de la enzima MMP2 200 ng/ml, temperatura ambiente, 1
hora de incubacion; concentracién de la enzima MMP3 1000 ng/ml, temperatura ambiente 1 hora de incubacion;
concentracion de la enzima MMP7 100 ng/ml, temperatura ambiente, 1 hora de incubacion; concentracién de la
enzima MMP8 500 ng/ml, temperatura ambiente, 2 horas de incubacion; concentracién de la enzima MMP9 100
ng/ml, temperatura ambiente, 1 hora de incubacion; concentracion de la enzima MMP10 1000 ng/ml, temperatura
ambiente, 2 horas de incubacién; concentracion de la enzima MMP12 200 ng/ml, temperatura ambiente, 1 hora de
incubacién; concentracion de la enzima MMP13 200 ng/ml, temperatura ambiente, 1,5 horas de incubacion;
concentracion de la enzima MT1-MMP 200 ng/ml, temperatura ambiente, 1 hora de incubacién; concentracion de la
enzima ADAMS9 4000 ng/ml, incubada a 37 °C 6 horas; concentracién de la enzima ADAM10 700 ng/ml, incubada a
37 °C 6 horas; concentracién de la enzima ADAM17 600 ng/ml, incubada a 37 °C 1 hora.

Estudios de correlacion entre ensayos de eliminacién y bioquimicos

Debido a que la eliminacion de Her-2 se produce en la superficie celular, se esperé una buena correlacion entre la
inhibicion de la convertasa de Her-2 basada en células y la inhibicion basada en enzimas bioquimicas. Por
consiguiente, se ensayaron aproximadamente 500 compuestos contra ADAM10 y ADAM17 (también denominados
TACE), ademas de diez (10) metaloproteinasas de la matriz (MMP), por ejemplo, MMP1, MMP2, MMP3, MMP7,
MMP8, MMP9, MMP10, MMP12, MMP13 y MT1-MMP.

Para cada posible convertasa ensayada, se produjo una representacion del logaritmo de Clsg que representa la Clso
para la inhibicion de la posible convertasa frente a la inhibicién de la eliminacion de Her-2. Los datos desvelados en
el presente documento, mostrados en las Figuras 6-10, demuestran que no hubo correlacidon entre la inhibicién de
enzima y la inhibicion de la eliminacién de Her-2 con respecto a MMP2 (Figura 6), MMP12 (Figura 7), ADAM17
(Figura 8), ADAM9 (Figura 9), demostrando que estas enzimas no fueron posibles convertasas. Los puntos que se
encuentran fuera de las lineas paralelas superior e inferior son mas de 10 veces divergentes de la curva de
correlacion ideal (linea central).

Los datos desvelados demuestran una fuerte correlacion entre la Clsp de compuestos que inhibieron ADAM10 vy la
Clso de los mismos compuestos para la inhibicion de la eliminacion de Her-2 (Figura 10). Estos datos demuestran
que ADAM10 es una convertasa.

En resumen, la expresion de diversas ADAM podria inhibirse selectivamente usando diversos ARNip. Ademas, en
lineas celulares que eliminaron Her-2, ADAM10 y ADAM15 redujeron la eliminacion de Her-2. Ademas, los datos de
inhibicion bioquimica demostraron que ADAM10 es una convertasa ya que los compuestos que inhiben la
eliminacion de Her-2 también inhibieron ADAM10 al mismo grado. Estos datos demuestran ampliamente, por
primera vez, que ADAM10 media en la escision de Her-2 para producir ECD y p95 en una célula. Asi, ADAM10 es
una posible diana terapéutica para el tratamiento de enfermedades, trastornos o afecciones mediadas por la escision
de Her-2 para producir ECD, p95, o ambos.
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Identificacion de novedosas variantes de corte y empalme de ADAM15

Los datos desvelados en el presente documento demuestran el corte y empalme alternativo en la region codificante
de ADAM15 (Figuras 13A, 13B, 14A y 14B). La secuencia publicada de ADAM15 representa una forma mas corta
que la secuencia desvelada en el presente documento. Se clonaron dos versiones de ADAM15, la primera tuvo un
exon adicional (Figuras 13A y 13B) frente a la secuencia publicada previamente conocida y la segunda tuvo dos
exones adicionales (Figuras 14A 'y 14B).

Se us6 RT-PCR para demostrar que la versién con un exén adicional (variante 1) es la mas abundante en las lineas
celulares de eliminacion y de no eliminacion de HER2. La secuencia de acidos nucleicos de la variante 1 humana de
ADAM15 se representa en la Figura 13A-1 y 13A-2 (SEC ID N°: 1), mientras que la secuencia de aminoacidos de la
variante (SEC ID N°: 2) se expone en la Figura 13B. La secuencia de acidos nucleicos de la variante mas larga de la
variante 2 humana de ADAM15 se expone en la Figura 14A (SEC ID N°: 3) y la secuencia de aminoacidos de la
variante 2 (SEC ID N°: 4) se proporciona en la Figura 14B.

La comparacién de los dos exones alternativamente cortados y empalmados con las secuencias gendmicas de rata
y de ratén indicaron que los exones se conservan a través de especies. Las formas de corte y empalme alternativas
alteran la cola citoplasmica de ADAM15. Las secuencias codificadas por los exones alternativamente cortados y
empalmados contienen dominios ricos en prolina con multiples secuencias de unién al dominio de homologia 3 a Src
consenso (SH3) (Mayer y Eck, 1995, Current Biology 5:364-367). Estas secuencias alternativamente cortadas y
empalmadas proporcionan sitios para las interacciones proteina-proteina entre ADAM15 y las proteinas que
contienen el dominio SH3. De hecho, una reciente descripcion de variantes de corte y empalme similares en ratén
(Shimizu y col., 2003, Biochem. Biophys. Res. Commun. 309: 779-785) indica que las secuencias alternativamente
cortadas y empalmadas alteran la afinidad de unién de ADAM15 murina para proteinas de la familia Src Lck y Src.
Sin desear cefiirse a teoria particular alguna, las diversas variantes de corte y empalme novedosas de ADAM15
pueden relacionarse con la escision de Her-2 y proporcionar posibles dianas para el desarrollo de terapéuticos utiles
relacionados con la inhibicion de la escision de Her-2. Esto es especialmente cierto cuando una de las variantes, la
variante 1 humana de ADAM15, parece estar correlacionada con la eliminacion de Her-2.

Ejemplo 2: Efecto antitumoral sinérgico entre MPI y un anticuerpo antagonista de Her-2

Los datos desvelados en el presente documento demuestran la inhibicion satisfactoria del crecimiento de células
tumorales usando inhibidores recientemente identificados, por ejemplo, MPI, del procesamiento enzimatico de Her-2
(p185). Estos inhibidores pueden ser posibles terapéuticos para el desarrollo de terapia para canceres que expresan
en exceso Her-2 y/o que eliminan ECD. Brevemente, se estudiaron lineas celulares en las que Herceptin™ induce la
detencion de la detencién del crecimiento de células malignas. La inhibicién del procesamiento del receptor de Her-2
por inhibidores de metaloproteasa solos, o en combinacién con concentraciones inferiores a la optima de
Herceptin™, puede detener el crecimiento y afectar la susceptibilidad a la apoptosis en células de la linea celular de
cancer de mama que expresa en exceso Her-2. Ademas, los datos desvelados en el presente documento
demuestran la sorprendente sinergia de Herceptin™ y MPI en la detenciéon del crecimiento celular de células
malignas que expresan en exceso Her-2.

Los materiales y métodos se describen a continuacion.
Células, compuestos, farmacos y otros reactivos

Se obtuvieron lineas celulares de cdncer de mama humano BT-474 (n° HTB-20), SKBR-3 (n°® HTB-30) y MCF-7 (n°
HTB-22) de la Coleccién Americana de Cultivos de Tejido Tipo (ATCC, Manassas, VA). Las células se mantuvieron
rutinariamente en los medios recomendados por la ATCC con ligeras modificaciones. Las células se mantuvieron a
37 °C en una estufa de incubacion humidificada suministrada con 5 % de CO,. Las células BT-474 se cultivaron en
RPMI 1640 (Invitrogen) complementado con 10 % de suero bovino fetal (FBS), 0,01 mg/ml de insulina bovina,
HEPES 10 mM y aminoacidos no esenciales 0,1 mM. Las células SKBR-3 se cultivaron en McCoy's 5a (Invitrogen)
complementado con 10 % de FBS. Las células MCF-7 se mantuvieron en medio esencial minimo de Eagle (ATCC)
complementado con 10 % de FBS y 0,01 mg/ml de insulina bovina. Tanto las células BT-474 como SKBR-3
expresan en exceso Her-2 sobre la superficie y tienen alto nivel de escision de Her-2, pero las células MCF-7 no
expresan en exceso Her-2. Se compraron Herceptin™, Paclitaxel™ (Taxol™) y Cisplatin™ de Hanna
Pharmaceuticals (Wilmington, DE). Herceptin™ se prepardé como una disolucién madre (1 mg/ml) en agua estéril una
vez cada cuatro semanas para mantener su actividad.

Los compuestos (MPI) usados en los siguientes experimentos incluyeron el compuesto 5 ((6S,7S)-N-hidroxi-5-metil-
6-{[4-(2-metil-4-nitrofenil)piperazin-1-iljcarbonil}-5-azaespiro[2.5]octano-7-carboxamida), el compuesto 6 ((6S,7S)-N-
hidroxi-5-metil-6-({4-[5-(trifluorometil)piridin-2-il]piperazin-1-il}carbonil)-5-azaespiro[2.5]octano-7-carboxamida), el
compuesto 8 ((1S,2S)-2-((4-(4-fluorofenil)piperazin-1-il)carbonil)-N-hidroxiciclohexanocarboxamida), el compuesto 4
((8R)-N-hidroxi-2-((4-metoxifenil)sulfonil)-1,2,3,4-tetrahidroisoquinoline-3-carboxamida) 'y el  compuesto 7
(Prinomastat), cada uno de los cuales puede obtenerse comercialmente, prepararse segun la bibliografia, o
prepararse segun los métodos descritos en el documento de EE.UU. n° de serie 60/543.501, cuya divulgacion se
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incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad. Todos los compuestos usados en estos estudios
se prepararon rutinariamente como disoluciones madre 5 mM en 100 % de DMSO (Sigma).

Se obtuvieron especimenes de tumor por Oncotech (Tustin, CA) segun su protocolo autorizado por la IRB usando
procedimientos convencionales conocidos en la técnica. Los cultivos celulares se mantuvieron en matraces de
cultivo de tejido. Las células previstas para el tratamiento experimental se recogieron en fase logaritmica con EDTA
y se sembraron a una densidad de 1 x 10° células/pocillo en placas de poliestireno de 24 pocillos en 0,5 ml de RPMI
con 10 % de FCS. Los experimentos para determinar los efectos de MPI sobre el receptor de Her-2 eliminado se
realizaron como se describe mas adelante para las células BT-474.

Ensayos de proliferacion celular

Se realizaron rutinariamente ensayos de proliferacion con dos protocolos: recuento de células y ensayo de
incorporacion de BrdU. Para el recuento de células, se sembraron células (1 x 10° ) en cada pocillo de placas de 12
pocillos y se cultivaron durante la noche. Entonces, células se trataron durante 6 dias con farmacos y compuestos
como se indica en experimentos individuales. Los medios de cultivo se sustituyeron con medios nuevos que
contenian las mismas concentraciones de farmacos y compuestos después de los 3 primeros dias de tratamiento.
Se contaron las células viables con hemocitémetros inmediatamente después de la tinciéon con azul de tripano.

El ensayo de incorporacion de BrdU se realizé6 usando un kit de ELISA de proliferacion celular colorimétrica por
instrucciones del fabricante (n°® 1647229, Roche Molecular Biochemicals), midiendo la sintesis de ADN en células
proliferantes. Brevemente, se sembraron células (5-10 x 10° ) en cada pocillo de placas de 96 pocillos y se cultivaron
durante la noche. Al dia siguiente, los medios de cultivo se sustituyeron con medios nuevos que contenian farmacos
y compuestos como se indica para los experimentos individuales. Después de 2-6 dias de tratamiento, se afhadio
disolucién de marcado BrdU 10 uM (concentracién final) al medio y las células se incubaron durante 4-5 horas
adicionales a 37 °C. Se retiré el medio de marcado y se afiadié 200 pl/pocillo de FixDenat a las células y se
incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. La disolucién FixDenat se elimind minuciosamente, y se
anadié 100 pl/pocillo de disolucion de trabajo de conjugado de anticuerpo anti-BrdU-POD y se incub6 durante 90
minutos a temperatura ambiente. Entonces, el conjugado de anticuerpo se eliminé y las células se aclararon tres
veces con 200 pl/pocillo de disolucion de lavado. Finalmente, se afiadieron 100 pl/pocillo de disolucién de sustrato y
los resultados se obtuvieron usando un lector de microplacas (Spectra Max PLUS, Molecular Devices) durante el
revelado del color. Se obtuvieron multiples lecturas en diversos momentos de tiempo y se obtuvieron resultados en
el intervalo lineal del ensayo. Los datos desvelados en el presente documento representan nimeros promedio y se
presentan desviaciones estandar de experimentos duplicados representativos. Se incluyeron controles apropiados
para los ensayos.

Ensayos de apoptosis

Se realizaron ensayos de apoptosis con un kit de ELISA™"S de deteccion de muerte celular (cat. n® 1774425, Roche
Molecular Blochemlcals) que media la fragmentacién de ADN en células apoptdsicas. Brevemente, se sembraron
células (1 x 10* ) en cada pocillo de placas de 96 pocillos y se cultivaron durante la noche. Al dia siguiente, los
medios de cultivo se sustituyeron con medios nuevos que contenian farmacos y compuestos como se indica en
experimentos individuales. Después de 3 dias de tratamiento, las células se centrifugaron a 200 x g durante 10
minutos y el sobrenadante se elimin6 cuidadosamente. El sedimento de células se resuspendi6 en 200 pl de tampdn
de lisis y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente. El lisado se centrifugd a 200 x g durante 10 minutos.
Se transfirieron 20 pl del sobrenadante a otra microplaca. Se afiadieron 80 pl del inmunoreactivo apropiado a cada
pocillo. La microplaca se cubri6 con una lamina protectora adhesiva y se agitd6 suavemente durante
aproximadamente 2 horas a temperatura ambiente. La disolucién se elimind y la placa se aclaré 3 veces con 250
ul/pocillo de tampdn de incubaciéon. Finalmente, se afiadieron 100 pl/pocillo de disolucion de ABTS y los resultados
se leyeron con un lector de microplacas Spectra Max PLUS (Molecular Devices) durante el revelado del color. Se
obtuvieron multiples lecturas en diversos momentos de tiempo y se obtuvieron resultados en el intervalo lineal del
ensayo. Se presentan nimeros promedio y desviaciones estandar de experimentos duplicados representativos. Se
incluyeron controles apropiados en los ensayos.

ELISA de Her-2

Se sembraron células BT474 en 100 pl de medio RPMI que contenia 10 % de FCS + 10 pyg/ml de insulina en placas
de 96 pocillos a 2 x 10* células/pocillo. Las células se incubaron durante la noche a 37 °C. A la mafiana siguiente, se
eliminé el medio y se afiadieron de nuevo 100 pl de medio nuevo con o sin compuesto. Las células se incubaron
durante aproximadamente 72 horas a 37 °C. Después de aproximadamente 72 horas, los sobrenadantes se
eliminaron. Las muestras se diluyeron 1:10 y se analizaron usando un kit de ELISA de Her-2 comercialmente
disponible por instrucciones del fabricante (Oncogene Research, catalogo n°® QIA10).

Transferencia Western

Se sembraron células BT474 en 1 ml de medio RPMI que contenia 10 % de FCS + 10 ug/ml de insulina en placas de
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12 pocillos a 1 x 10° células/pocillo. Las células se incubaron durante la noche a 37 °C. A la mafiana siguiente, se
elimind el medio y se afiadié de nuevo 1 ml de medio RPMI sin suero nuevo +/- compuesto. Las células se incubaron
durante 5 dias a 37 °C. Después de 5 dias, los sobrenadantes se eliminaron. Se afiadieron 15 pl de sobrenadante a
15 yl de tampdn de muestra (Novex, catalogo n°® LC2676) y las muestras se cargaron sobre un gel en gradiente de
Tris-Glicina al 4-12 % (Novex, EC6035). Las muestras se separaron durante 2 horas a 125 voltios. A continuacion,
los geles se transfirieron sobre membrana de PVDF (NEN, catalogo n°® NEF-100) a 30 voltios durante la noche en
frio. A la mafiana siguiente, las transferencias se bloquearon en 5 % de leche/PBS/0,05 % de Tween-20 durante 1
hora a temperatura ambiente. Se diluyd anticuerpo para Her-2 (NeoMarkers, catalogo n°® MS-1350-P1) 1:200 en 5 %
de leche/PBS/0,05 % de Tween-20 y se incubd con las transferencias durante 2 horas a temperatura ambiente. Las
transferencias se lavaron 5 veces (10 minutos cada lavado) en PBS/0,05 % de Tween-20. Se diluyé un anticuerpo de
cabra anti-IgG de raton conjugado con HRP 1:2000 y se afiadi6 a las transferencias durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las transferencias se lavaron 5 veces (10 minutos cada lavado) en PBS/0,05 % de Tween-20. A
continuacion, las transferencias se incubaron durante 5 minutos con sustrato quimioluminiscente SuperSignal West
Pico (Pierce, catalogo n° 34080) y se expusieron a la pelicula.

En experimentos para determinar los efectos del tratamiento de MPI sobre la sefializacion de células, células BT474
se sembraron a 1x10° células/ml en 2 ml de medio (RPMI + 10 % de FCS + 10 pg/ml de insulina) en placas de 12
pocillos. A la mafiana siguiente, el medio se sustituyd y las células se trataron con MPI o Herceptin durante 5 dias,
cambiando el medio y sustituyendo el MPI en el dia 3. Después de 5 dias, las células se recogieron, se lisaron en
200 pl de tampodn de lisis frio en hielo que contenia Tris 10 mM, pH 7,2, NaCl 150 mM, 1 % de Triton X-100, 1 % de
acido desoxicdlico, 0,1 % de SDS, 50 pg/ml de leupeptina, 50 pg/ml de aprotinina, vanadato de sodio 1 mM, fluoruro
de sodio 50 mM, PMSF 1 mM. Después de 10 minutos sobre hielo, las muestras se centrifugaron en microcentrifuga
a 13.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C y se recogieron los sobrenadantes. Para el analisis, se afiadieron 15 pl de
2X tampon de muestra Laemmli (BioRad, cat n® 161-0737) a 15 ul de extracto, las muestras se hirvieron durante 5
minutos y se cargaron sobre geles de Tris-Glicina al 12 % de 12 pocillos (Novex, cat n° EC60052). Los geles
migraron en 1X tampodn Tris-Glicina-SDS (Gibco BRL) usando el aparato de minigel Novex durante
aproximadamente 1,5 horas. Tras la electroforesis, las proteinas se transfirieron sobre membrana de PVDF (NEN,
cat n® NEF1000) en 1X tampodn Tris-Glicina (Biorad, cat n® 161-0734) que contenia 20 % de MeOH durante 2-3 horas
usando el sistema de transferencia BioRad miniblot. Después de la transferencia, las membranas se bloquearon en
PBS + 5 % de leche + 0,1 % de Tween-20 durante 1 h a TA. Se afiadi6 anticuerpo primario (anti-pERK, 1:1000,
NEB, cat n° 9101 o anti-fosfo-AKT, 1:1000, NEB, cat n°® 9271) en 15 ml de PBS + 5 % de leche + 0,1 % de Tween-20
y se incub6 durante la noche en frio. Las transferencias se lavaron 3X, 15 minutos cada una en PBS + 0,1 % de
Tween-20. Se diluyé anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante (de cabra anti-IgG de
conejo, 1:2000, NEB, cat n°® 7074) en 15 ml de PBS + 5 % de leche + 0,1 % de Tween-20 y se incubd con la
transferencia durante 1 hora a TA. Las transferencias se lavaron 3X, 15 minutos cada una en PBS + 0,1 % de
Tween-20. Se afadio reactivo de deteccion quimioluminiscente (Pierce, cat n® 34080) a la transferencia y se incub6
5 minutos a TA antes de exponer a la pelicula.

Identificacién de los inhibidores de convertasa de Her-2

Se probaron una serie de inhibidores de metaloproteasa basados en acido hidroxamico (MPI), que incluyen, pero no
se limitan a, TAPI, compuesto 5, compuesto 6, compuesto 8, compuesto 4 y compuesto 7. Estos inhibidores se
afiadieron, a concentraciones variables, a los cultivos de células BT474, una linea celular de cancer de mama que
expresa en exceso Her-2 conocida por procesar enzimaticamente Her-2 de la superficie celular (p185) y liberar el
dominio extracelular (ECD) en el sobrenadante de cultivo, es decir, la eliminaciéon de ECD. Después de 72 horas, se
recogieron los sobrenadantes de cultivo celular y se ensayaron para el contenido de ECD de Her-2 usando un
ensayo de ELISA.

Los MPI probados variaron ampliamente en eficacia, de casi sin inhibicién a 10 yM a aproximadamente el 50 % de
inhibicion del procesamiento de ECD a 10-50 nM. Los resultados obtenidos usando un compuesto representativo se
representan en la Figura 15. Los resultados de ELISA se confirmaron por transferencia Western. La transferencia
Western de sobrenadantes de cultivo identificd la presencia de una proteina de aproximadamente 105 kDa, el
tamafio del ECD de Her-2, que es reconocida por un anticuerpo monoclonal reactivo anti-ECD de Her-2. La
presencia de esta banda se reduce o abole por aquellos MPI que puntian como inhibidores eficaces en el ELISA de
ECD de Her-2 (Figura 16). Los MPI que inhibieron detectablemente la escisién de Her-2 para producir un nivel de
ECD, que fue inferior al nivel de ECD producido en ausencia del inhibidor, se llaman inhibidores activos de
“convertasa” porque inhiben la eliminacion del ECD tras la escision de Her-2 (p185). EI compuesto también fue
eficaz en bloquear el procesamiento de ECD en una célula de tumor de mama primario que expresa en exceso Her-
2 (Figura 17).

Para examinar las consecuencias bioldgicas del procesamiento de Her-2, se afiadieron concentraciones variables de
un inhibidor de convertasa de Her-2 activo (compuesto 5), o uno estructuralmente relacionado, pero inactivo
(compuesto 6), a cultivos de células BT474. En algunos casos, estos cultivos también se complementaron con
concentraciones variables de Herceptin™. Después de variar los periodos de cultivo celular (2-6 dias), los cultivos
celulares se recogieron y se evalué el crecimiento celular por recuento de células e incorporacion de BRdU usando
protocolos convencionales.
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Como se demuestra por los datos desvelados en el presente documento, a concentraciones inferiores a 5 uM, MPI
solo no afectd detectablemente el crecimiento de la linea celular de cancer. A mayores concentraciones de cada
compuesto, se detectaron efectos no especificos que probablemente reflejan toxicidad quimica.

La administracion de Herceptin™ a las células condujo a la inhibicién del crecimiento de un modo dependiente de la
concentracién, con un efecto maximo de aproximadamente el 50 % de la inhibicién a concentraciones superiores a 1
pg/ml. A 0,2 ug/ml, Herceptin™ no tuvo efecto significativo sobre el crecimiento de células BT474.

Sorprendentemente, la combinacién de dosis inferiores a las 6ptimas de Herceptin™ y un inhibidor de la convertasa
de Her-2 activo, pero no el inhibidor de la convertasa de Her-2 estructuralmente relacionado, pero inactivo, redujo el
crecimiento de células BT474 mas eficazmente que las concentraciones 6ptimas de Herceptin™ solo o el inhibidor
de convertasa solo (Figuras 18 y 19). Este patron sinérgico también se observé con SKBR3, otra linea celular de
cancer de mama que expresa en exceso Her-2 que elimina ECD de Her-2.

A diferencia, el crecimiento de la linea celular de cancer de mama MCF7, que expresa niveles basales de Her-2 y no
elimina ECD in vitro, no se afecto significativamente por Herceptin™, el inhibidor de la convertasa de Her-2 activo, o
la combinacion del anticuerpo Herceptin™ y el inhibidor de la convertasa activo (Figuras 18 y 19). Estos resultados
demuestran que la inhibicion mediada por MPI de la eliminacion de ECD de Her-2 puede sinergizar con
concentraciones inferiores a la 6ptima de Herceptin™ para inducir la detencién del crecimiento de células de la linea
celular de cancer de mama que expresa en exceso Her-2. Ademas, los datos desvelados en el presente documento
demuestran que el efecto sinérgico esta mediado por, o esta asociado a, la inhibicién del procesamiento de Her-2 de
longitud completa (p185) en un dominio ECD que puede eliminarse y una porcién de cinasa constitutivamente activa
asociada a célula (p95) ya que, a diferencia de las células que expresan en exceso p185 y eliminan ECD, las células
que no expresan en exceso Her-2 o eliminan ECD no son inhibidas en el crecimiento por el tratamiento con
Herceptin™ y/o un MPI activo de convertasa.

En un estudio separado, se mostré que un inhibidor de convertasa de amplia especificidad (compuesto 7) potenciaba
sinérgicamente la actividad antiproliferativa de dosis inferiores a las 6ptimas de Herceptin™ en células BT474 que
expresan en exceso Her-2. El potenciamiento sinérgico del efecto antiproliferativo se detectdé cuando las células se
trataron con dosis inferiores a las optimas de Herceptin™ que oscilaban de 0,067 a 5 pg/ml y una dosis eficaz (1 pM)
del compuesto 7 (Figura 22).

Estudios de sefializacién en la direccion 3' de Her-2

Se ha mostrado por estudios previos que la expresion en exceso de Her-2 conduce a la fosforilacién y activacion de
las rutas de transduccion de sefiales de MAP cinasa y AKT, y que este evento es critico para la proliferacion y
supervivencia celular. Ademas, se ha mostrado que el tratamiento de células cancerosas usando concentraciones
Optimas de Herceptin™ bloquea la activacion de ambas rutas, produciendo supuestamente la detenciéon del
crecimiento observada. Como el inhibidor de convertasa en combinacién con bajas dosis de Herceptin™ condujo a
la inhibicién del crecimiento de células que expresan en exceso Her-2 a un nivel sorprendente que indica sinergia, se
examino el efecto de este tratamiento sobre las rutas de sefializacion de MAP cinasa y AKT.

Se monitorizé la fosforilacién de AKT y la MAP cinasa ERK por analisis de transferencia Western usando anticuerpos
especificos de fosfo. Se trataron cultivos de células BT474 durante 6 dias con concentraciones variables del
inhibidor de convertasa solo o en combinacién con Herceptin™. Similar a los resultados observados sobre el
crecimiento celular, el tratamiento de células BT474 con 0,2 pg/ml de Herceptin™ en combinacién con el inhibidor de
convertasa (compuesto 4) condujo a una reduccion detectable en la fosforilacion de tanto AKT como ERK. El
tratamiento de células con tanto el inhibidor de convertasa a concentraciones inferiores a 5 yM como 0,2 pg/ml de
Herceptin™ solo no demostré un efecto detectable sobre la fosforilacion de AKT o ERK (Figura 20). Ademas, estas
rutas no fueron alteradas en las células MCF7 que no expresan en exceso Her-2 tras el tratamiento con Herceptin™,
el inhibidor de convertasa o la combinacion sinérgica de estos compuestos.

Sin desear cefiirse a teoria particular alguna, los datos desvelados en el presente documento demuestran que la
sinergia observada con Herceptin™ y el inhibidor de convertasa sobre el crecimiento celular tiene una base
bioquimica, evidentemente resultante, al menos en parte, de la inhibicion de la(s) ruta(s) de AKT y/o MAP cinasa.

De acuerdo con informes publicados, las cantidades de saturacion de Herceptin previenen la escision de Her-2 in
vitro (Figura 21). Sin embargo, a dosis inferiores a las 6ptimas de Herceptin, esto no se produce. El MPI junto con
bajas dosis de Herceptin son al menos aditivos en prevenir la escision de Her-2. Esto se produce a las mismas dosis
cuando se observan efectos sinérgicos de Herceptin y MPI sobre el crecimiento celular.

Los estudios desvelados en el presente documento demuestran, por primera vez, que un inhibidor de la convertasa
de Her-2 potencia los efectos de Herceptin™ en bloquear el crecimiento de lineas celulares de mama que expresan
en exceso Her-2 in vitro, y parece que inhibe la(s) ruta(s) de AKT y/o MAP cinasa. Estos datos demuestran que un
inhibidor del procesamiento de Her-2 puede ser un agente terapéutico util en pacientes con cancer de mama que
expresan en exceso Her-2 como parte de una pauta de tratamiento con multiples farmacos, tratamiento que puede
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incluir Herceptin™.

Combinaciones de inhibidores de convertasa y Herceptin™ potencian la actividad antitumoral de agentes
quimioterapéuticos en células de cancer de mama que expresan en exceso Her-2

Para explorar adicionalmente las posibles aplicaciones clinicas del sinergismo desvelado en el presente documento
entre inhibidores de convertasa y Herceptin™, se evalud la actividad antitumoral de agentes quimioterapéuticos
estandar (por ejemplo, Taxol™ vy Cisplatin™) en combinacién con inhibidores de convertasa (por ejemplo,
compuesto 7) y Herceptin™ en las lineas celulares de cancer de mama las células BT474, SKBR3 y MCF7. Los
resultados muestran que las combinaciones del compuesto 7 y Herceptin™ potencian significativamente la actividad
antitumoral de Taxol™ y Cisplatin™ en células BT474 y SKBR3 que expresan en exceso Her-2, pero no en células
MCF7 que no expresan en exceso Her-2 (Figuras 23 y 24).

Sin desear cefirse a teoria particular alguna, los resultados sugieren que la potenciada actividad antitumoral
sinérgica por combinaciones de Herceptin™ e inhibidores de convertasa (por ejemplo, compuesto 7) estda mediada
por un efecto especifico (por ejemplo, inhibicion de la escisién de Her-2) sobre Her-2 por el inhibidor de convertasa
en células que expresan en exceso Her-2. Los resultados demuestran adicionalmente que combinaciones triples de
agente(s) citotoxico(s) (por ejemplo, Taxol™ o Cisplatin™), Herceptin™ e inhibidores de convertasa (por ejemplo, el
compuesto 7) tienen actividad antitumoral superior en comparacion con cualquier agente usado individualmente, o
combinaciones de dos cualesquiera de los tres agentes.

Se ha informado previamente que los agentes quimioterapéuticos (por ejemplo, Taxol™ y Cisplatin™) pueden
inducir muerte celular programada o apoptosis en células de cancer de mama. Por consiguiente, se realizaron
estudios para determinar si la sinergia entre inhibidor(es) de convertasa y Herceptin™ podria afectar la apoptosis
inducida por Taxol™ o Cisplatin™ en células de cancer de mama. Sorprendentemente, las combinaciones del
inhibidor de convertasa el compuesto 7 y Herceptin™ potenciaron sinérgicamente la apoptosis inducida por Taxol™
o Cisplatin™ en células BT474 y SKBR3 que expresan en exceso Her-2, pero no en células MCF7 que no expresan
en exceso Her-2.

Estos resultados indican que la potenciada apoptosis inducida por combinaciones de un agente citotoxico (por
ejemplo, Taxol™), un anticuerpo antagonista (por ejemplo, Herceptin™) y un inhibidor de convertasa (por ejemplo, el
compuesto 7) esta mediada por un efecto especifico (por ejemplo, inhibicion de la escisidon de Her-2) sobre Her-2 por
el inhibidor de convertasa en células que expresan en exceso Her-2. Los resultados demuestran adicionalmente que
combinaciones triples de agente(s) citotdxico(s) (por ejemplo, Taxol™ o Cisplatin™), anticuerpo antagonista
(ejemplificado por Herceptin™) y un inhibidor de convertasa (por ejemplo, el compuesto 7) inducen el mayor nivel de
apoptosis con respecto a cualquier agente individual de los tres o combinaciones de dos cualesquiera de los tres
agentes. Posiblemente, este efecto sinérgico combinado de los tres agentes sobre la induccion de apoptosis puede
contribuir parcialmente a actividad antitumoral potenciada global.

Ejemplo 3: Efecto sinérgico de MPI e inhibidores de miembros de la familia de tirosina cinasa de EGFR

Los datos desvelados en el presente documento demuestran, por primera vez, que combinaciones de inhibidores de
convertasa y Herceptin™ potencian la actividad antiproliferativa de Iressa™ (un inhibidor selectivo de cinasa de
EGFR1) en células de cdncer de mama que expresan en exceso Her-2.

Desde un punto de vista de la genética, el cancer es un tipo de enfermedad resultante de acciones anormales y
complicadas de multiples genes (o sus proteinas codificadas) que desempefian funciones importantes en la
formacion, progresion y mantenimiento de la enfermedad (Ponder, 2001, Nature 411:336-341). Aquellos genes se
clasifican comunmente en, pero no se limitan a, proto-oncogenes, oncogenes y genes supresores de tumores. Las
acciones de los genes o sus proteinas codificadas incluyen, pero no se limitan a, alteraciones de sus cédigos
genéticos o en el nivel de su expresidn y/o actividad en células cancerosas. Muchas tirosina cinasas de receptor (por
ejemplo, cinasas de la familia EGFR) pertenecen a la clase de proto-oncogenes (Blume-Jensen. y col., 2001, Nature
411:355-365). Cuando se mutan o activan solos o con otros genes relacionados con el cancer, pueden producir la
transformacion de células normales en células cancerosas. Las alteraciones y activaciéon de estos genes causantes
del cancer se detectan frecuentemente en lineas celulares y tejidos primarios aislados de pacientes con cancer. Por
consiguiente, estos tipos de genes son frecuentemente elegidos como diana para la prevencion e intervencion del
cancer. Sin embargo, hasta la fecha no se ha conseguido la eficaz terapia del cancer basada en el control de genes
del cancer, y sigue existiendo una gran necesidad sin satisfacer de tales terapias. Ademas, hay una necesidad que
se sentia desde hace tiempo de herramientas para el desarrollo de tales terapias.

Para explorar la posible utilidad de sinergia detectada entre inhibidores de convertasa y Herceptin™, se realizaron
estudios para determinar si combinaciones de inhibidores de convertasa y Herceptin™ podrian potenciar la actividad
antiproliferativa de Iressa™, un inhibidor de cinasas de molécula pequefa sintético selectivamente activo contra el
receptor 1 de EGF. Iressa™, desarrollado por AstraZeneca, ha demostrado actividad antitumoral contra una
variedad de células cancerosas que incluyen, pero no se limitan a, células de cancer de mama. Iressa™ actua
antagonizando el crecimiento de células cancerosas inhibiendo la sefializacion y mitogénesis mediada por EGFR1.
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Recientemente, Iressa™ fue autorizado para el tratamiento de pacientes con cancer de pulmén de células no
pequefas en Japon, Australia y los Estados Unidos.

Los resultados del ensayo de proliferacién (Figura 26) demuestran que las combinaciones de inhibidor de convertasa
(por ejemplo, el compuesto 7) y Herceptin™ potenciaron sinérgicamente la actividad antiproliferativa de Iressa™ en
células BT474 de cancer de mama que expresan en exceso Her-2, pero no en células MCF7 que no expresan en
exceso Her-2. El resultado presenta una estrategia terapéutica diferente a la que combina agente(s) citotdxico(s)
(por ejemplo, Taxol y Cisplastin), Herceptin™ e inhibidor(es) de convertasa.

Los datos desvelados en el presente documento demuestran que en un tumor que expresa en exceso Her-2, la
combinacién de inhibidores de convertasa (por ejemplo, el compuesto 7), un anticuerpo antagonista de Her-2 (por
ejemplo, Herceptin™) y un tercer agente terapéutico (citotdxico o citostatico, basado en gen/diana de proteina, que
incluye, pero no se limitan a, Iressa™), que por si mismo también posee al menos actividad antitumoral detectable,
se logr6é mayor actividad antitumoral sinérgica.

Ejemplo 4
Actividad in vivo de MPI

Este ejemplo describe estudios in vivo llevados a cabo con inhibidores selectivos de la eliminacion de Her-2 que
incluyen el compuesto 1 ((6S,7S)-7-[(hidroxiamino)carbonil]-6-[(4-fenil-3,6-dihidropiridin-1(2H)-il)carbonil]-5-
azaespiro[2.5]octano-5-carboxilato de metilo) y el compuesto 2 ((6S,7S)-7-[(hidroxiamino)carbonil]-6-[(4-
fenilpiperazin-1-il)carbonil]-5-azaespiro[2.5]octano-5-carboxilato de metilo), en un modelo de xenoinjerto de cancer
de mama con una linea celular que expresa en exceso Her-2. Estos resultados, que indican una fuerte correlaciéon
entre la inhibicién de la eliminacion de Her-2 y la actividad antitumoral, soportan que la inhibicion de la eliminacién de
Her-2 ofrece un novedoso enfoque al tratamiento de canceres que expresan en exceso Her-2. El término “selectivo”
indica que los compuestos probados fueron inhibidores mas eficaces de uno o0 mas miembros de la familia ADAM de
metaloproteasas que de miembros de las metaloproteasas de la matriz (MMP).

Los inhibidores de convertasa probados a continuacién pueden prepararse por cualquiera de numerosos métodos
conocidos en la técnica y se describen en el documento de EE.UU. n° de serie 60/534.501, cuya divulgaciéon se
incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad.

Estudios de xenoinjerto

Para el modelo de tumor BT-474-SC1 (véase Resultados mas adelante), pellas de estrégeno de liberacion lenta
(Innovative Research of America) se insertaron subcutdneamente (s.c.) en el flanco de cada ratén 24 horas antes de
la inoculacion de células tumorales. Se obtuvieron ratones desnudos Balb/C y SCID-bg de Charles River
Laboratories. Las células se recogieron de sus placas de cultivo de tejido, se contaron, se centrifugaron y se
resuspendieron en medio de crecimiento sin suero y BD Matrigel™ a una relacion 1:1 inmediatamente antes de la
implantaciéon. En o bien una o bien dos localizaciones, 1-2x10° células BT-474-SC1 viables se inyectaron s.c. en el
flanco superior de cada ratén. Para todos los modelos, los tumores se midieron semanalmente y se calcularon sus
volumenes usando la féormula [volumen = (longitud x anchuraz) + 2]. Una vez el volumen medio del tumor del nimero
requerido de ratones alcanz6 el tamafio deseado (normalmente > 150 mm3), se aleatorizaron en grupos de
tratamiento que normalmente contenian entre 6 y 12 ratones. A continuacion, los animales se trataron con
compuesto o vehiculo (10 % de DMAC, 30 % de propilenglicol) por bomba mini-osmética (Alzet, Cupertino, CA)
implantada i.p. o s.c. durante 7 a 28 dias para lograr la exposicién del compuesto deseado - controlado alterando la
velocidad de flujo de la bomba y/o la concentracién de compuesto dentro de las bombas. Se monitorizaron
semanalmente el tamafio del tumor y los pesos corporales (una medida de la salud del animal). También se
extrajeron muestras de sangre (retro-orbitales) mientras que las bombas osméticas fueron funcionales y el plasma
se separo por centrifugacion y se guardo a -80 °C para los posteriores analisis farmacocinéticos y/o de ELISA, para
determinar los niveles de ECD de Her-2 circulante (descritos anteriormente). Obsérvese que en experimentos
disefiados para evaluar los efectos del tratamiento del compuesto sobre niveles de ECD de Her-2 circulante, se
extrajeron muestras de sangre en el dia en el que se implantaron las bombas osméticas (dia 0) y a continuacion de
nuevo seis dias después (dia 6).

Medicion de niveles de ECD en plasma

Para medir los niveles de ECD de Her-2 circulante en ratones, se aislaron plasmas de las muestras de sangre
descrita anteriormente y se analizaron brevemente después de recogerse o se guardaron congeladas a -80 °C hasta
el analisis. Para evaluar los niveles de ECD de Her-2, se diluyeron muestras de plasma 1:5 y se analizaron usando
un kit de ELISA de Her-2 comercialmente disponible por instrucciones del fabricante (Oncogene Research, catalogo
n° QIA10).
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Inmunohistoquimica y transferencia Western

Para los analisis Western/ de inmunotransferencia, muestras tumorales congeladas rapidamente se pulverizaron y
se lisaron en tampon RIPA estandar usando un homogeneizador Dounce y/o una maquina Polytron. Las muestras se
incubaron sobre hielo durante 15 minutos y se centrifugaron a 10.000 x g durante 15 min en una sala fria. Se
retiraron los sobrenadantes, se determinaron las concentraciones de proteina y 20 microgramos de proteina se
sometieron a procedimientos de inmunotransferencia patron (descritos anteriormente). Los anticuerpos primarios
usados se compraron de Cell Signaling Technologies (Beverly, MA). Se usaron anticuerpos para ERK1/2 total (n°
9102) y fosforilado (n° 9102) a una dilucion 1:1000 ya que fueron anticuerpos para Akt/PKB total (n° 9272) y
fosforilado (n° 9271). Para IHC, los tejidos se deshidrataron mediante una serie de alcoholes y 100 % de xileno (Poly
Scientific), en un procesador modelo Thermo-Shandon Excelsior. Posteriormente, los tejidos se colocaron en moldes
base (Tissue-Tek) y se incorporaron en cera de parafina con la ayuda de un Histocentre2 (Thermo-Shandon,
Pittsburgh, PA). Se enfrentaron los bloques y se cortaron secciones de 5 uM con un microtomo convencional (por
ejemplo, Leica RM2155), se flotaron en un bafio de agua caliente y se adhirieron a microportaobjetos previamente
limpios (Superfrost, VWR, West Chester, PA). Antes de la tincién, los portaobjetos se calentaron a 55-60 °C durante
1 hora, y a continuacién se enfriaron a temperatura ambiente. Se desparafinaron por tres pases de 5 minutos cada
uno a través de xileno, y se rehidrataron por pase a través de 100 % y 95 % de etanol (3 pases, 1 minuto cada uno,
seguido de lavados de 5-1 minutos en agua destilada.

Se inactivd peroxidasa enddgena por incubacién a temperatura ambiente en 1 % de H20. durante 15 minutos,
seguido de dos lavados en H,O destilada/desionizada (ddH20). La recuperacion del antigeno se logré con tampén
citrato pre-calentado (disolucion de desenmascaramiento de antigeno, Vector Laboratories, Burlingame, CA) en un
protocolo de desenmascaramiento en microondas estandar - 10 minutos a plena potencia. Los portaobjetos se
enfriaron durante 1 hora, se aclararon en ddH>O y se dispusieron en solucion salina tamponada con fosfato (PBS)
(Mediatech, Herndon, VA). Las secciones de tejido se rodearon con un rotulador de barrera hidréfoba (Vector Labs)
y avidina enddgena y se bloquearon (avidina y biotina) siguiendo el protocolo de los fabricantes (Blocking Kit, Vector
Labs). Los portaobjetos se lavaron con PBS, seguido de la adicion de 10 % de suero de cabra (Vector Labs) en PBS
durante 30 minutos. Los anticuerpos se diluyeron en 0,5 % de BSA (Vector Labs)/PBS, del siguiente modo:

Anti-Ki67 de conejo (Novocastra Laboratories, Newcastle upon Tyne, RU) 1:3000
Anti-fosfo-AKT de conejo: Ser473 (Cell Signaling, Beverly, MA) 1:200.

Se afiadié anticuerpo y los portaobjetos se incubaron en una camara humidificada a 4 °C durante la noche. A
continuacion, el anticuerpo se aspird y los portaobjetos se lavaron con PBS. El anticuerpo secundario biotinilado (de
cabra anti-conejo, Vector Labs) se diluyd 1:500 en 0,5 % de BSA/PBS, y se afadié a cada seccién durante 30
minutos a temperatura ambiente. Los portaobjetos se lavaron de nuevo con PBS y se cubrieron con una disolucién
de peroxidasa de rabano picante conjugada con avidina-biotina (reactivo R.T.U. Vectastain Elite ABC, Vector Labs)
durante 30 minutos y se lavaron un tiempo final en PBS. Los portaobjetos se revelaron usando sustrato de
peroxidasa artificial, normalmente NovaRed (Vector Labs) siguiendo los protocolos del fabricante. Los portaobjetos
se contratifieron con hematoxilina de Mayer (Sigma St. Louis, MO) y los portaobjetos se sometieron a un
procedimiento de deshidratacién estandar y se cubrieron con cubreobjetos con (Cytoseal 60, Richard Allen) y se
observaron usando un Nikon Eclipse E800. Se capturaron imagenes con el software ACT-1 (Nikon Corporation,
Melville, NY).

Resultados
A. Modelo de xenoinjerto

Con el fin de llevar a cabo los estudios in vivo, se identificd y caracteriz6 un modelo adecuado que expres6 en
exceso Her-2 y eliminé niveles significativos de ECD de Her-2. Adicionalmente, mientras que Her-2 puede regularse
por incremento en una variedad de lineas celulares de cancer por multiples mecanismos, se eligié una linea celular
en la que la expresion en exceso de Her-2 resultaba de la amplificacion genémica del gen que codifica Her-2 debido
a que se cree que este tipo de mutacién genética soporta mas fuertemente una funcioén para Her-2 en el fenotipo
transformado del tipo de célula. Aunque la bibliografia describe varias lineas celulares que poseen este fenotipo de
‘eliminacion’, se eligi6 el modelo de BT-474 basandose en su capacidad para formar tumores en ratones
inmunodeprimidos (van Slooten, H.J., y col., 1995, British J Cancer 72:22-30).

Se derivé un subclon de BT-474, denominado en el presente documento BT474-SC1, que tuvo tanto captura tumoral
mejorada como elevada cinética de crecimiento, segin métodos rutinarios. Usando plasma obtenido de ratén que
lleva tumores BT474-SC1, se establecié que este subclon eliminaba Her-2 similar a la linea celular parental. Esta
linea celular se usé para los experimentos descritos mas adelante.

B. Inhibicién de la eliminacién de Her-2 in vivo

Se probd primero la capacidad de los inhibidores de la eliminacion de Her-2, el compuesto 1 y el compuesto 2, para
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reducir los niveles circulantes de ECD de Her-2 en el plasma de ratones que llevan xenoinjertos de tumor de cancer
de mama humano BT-474-SC1. Se inyectaron ratones inmunodeprimidos con células BT-474-SC1 mezcladas con
Matrigel™ subcutdneamente en los flancos superiores de los ratones. De los experimentos previos se determiné que
cuando la carga tumoral superé aproximadamente 200 mm?, los niveles de ECD de Her-2 circulantes fueron
detectables (en muestras de plasma usando el ensayo de ELISA citado previamente) y suficientemente significativos
tal que existié una ventana para la posible inhibicion cuantificable (datos no mostrados). Como tales, los tumores se
midieron semanalmente y cuando el nimero deseado de ratones tuvo tumores del tamafio requerido, se asignaron
aleatoriamente a uno de los dos grupos de tratamiento, vehiculo o compuesto. Entonces, todos los ratones se
sangraron antes de la implantaciéon de las bombas osméticas en miniatura para determinar un nivel inicial de ECD
circulante (dia 0). Seis dias después de iniciarse el tratamiento (dia 6), los ratones se sacrificaron y se recogieron
tejidos de interés, que incluyen sangre y tumores. Las muestras de plasma de los dias 0 y 6 se analizaron por ELISA
para determinar los niveles de ECD de Her-2 (Figura 27). Usando este método, cada ratén fue capaz de servir de su
propio control. La mayoria de los animales tratados con vehiculo mostré un modesto aumento en sus niveles de
ECD eliminados con respecto al periodo de tiempo de seis dias; sin embargo, los ratones tratados con un inhibidor
de convertasa selectivo (compuesto 2) tuvieron un nivel significativamente menor de ECD circulante en el dia 6 en
comparacién con los animales tratados con vehiculo (p<0,0001), ademas de basandose en los individuos
(comparando dias 0 y 6).

C. Inhibicién del crecimiento tumoral

Para determinar el efecto de la inhibicion de la eliminacién de Her-2 sobre el crecimiento tumoral, los presentes
inventores evaluaron el efecto del tratamiento con el compuesto 2 sobre el tamafio del tumor en el modelo de
xenoinjerto BT474-SC1. Como se muestra en la Figura 28, los tumores tratados con el compuesto 2 fueron
significativamente mas pequefios en el dia 6 que los tumores con vehiculo (p=0,0001) y, mdultiples tumores
demostraron una remision parcial (superior a una reduccion del 25 % en el volumen del tumor). Una comparacion de
la magnitud de cambio en ECD (56 %) y el volumen del tumor (27 %) indicé que la disminucion de los niveles de
ECD no fue una reflexion de la disminucion del volumen del tumor.

Los estudios in vivo descritos anteriormente demuestran la capacidad de la inhibicién de convertasa, que incluye
inhibicion selectiva de convertasa, para reducir la eliminacién de Her-2 de células tumorales y afectar la carga
tumoral de una manera aguda. Con el fin de caracterizar la eficacia terapéutica de inhibidores selectivos de
convertasa, se realizaron experimentos en el mismo sistema de modelo que expone los ratones a tratamiento
prolongado. En un experimento tal, otro inhibidor selectivo de convertasa, el compuesto 3 ((6S,7S)-6-{[4-fenil-3,6-
dihidropiridin-1(2H)-ilJcarbonil}-N-hidroxi-5-azaespiro[2.5]octano-7-carboxamida), se evalud en el mismo modelo de
BT474-SC1 con respecto a un periodo de 28 dias. Aunque los tumores en ratones tratados con vehiculo se
triplicaron en tamafo del periodo experimental, se observé una supresién completa del crecimiento tumoral en los
ratones tratados con el compuesto 3 (Figura 29). Para comparacion, se traté otro grupo de ratones con
Trastuzumab/Herceptin™, un anticuerpo humanizado que se une a Her-2 directamente. Obsérvese que ambos
tratamientos produjeron cambios similares a la cinética de crecimiento de los tumores BT-474-SC1 y la ausencia de
solapamiento en la curva de crecimiento simplemente refleja un mayor volumen del tumor medio para los animales
tratados con el compuesto 3 al inicio de los experimentos. Tomados conjuntamente, los datos indican que la
administracion de inhibidores de convertasa, que incluyen inhibidores selectivos de convertasa, disminuye los
niveles circulantes de ECD de Her-2 eliminado, reduce agudamente la carga tumoral y previene eficazmente el
crecimiento tumoral durante, e incluso (por ejemplo, al menos dos semanas) después de cesar la administracion.

D. Inhibicién de rutas de sefializacion de Her-2

Los tumores eliminados de grupos tratados con el compuesto 2 y vehiculo se sometieron a analisis
inmunohistoquimico y transferencia Western. La sefalizaciéon de Her-2 normalmente conduce a la activacion de
rutas que controlan la proliferacion y supervivencia celular. Para determinar primero si los inhibidores de convertasa
fueron capaces de afectar el indice proliferativo de xenoinjertos de cancer de mama humano, los ratones que
llevaban tumores BT-474-SC1 se trataron con inhibidores selectivos de convertasa durante 14 dias, momento en el
que se sacrificaron y se extrajeron sus tumores y se dividieron en porciones para congelacién y fijacion (para
incorporaciéon en parafina e inmunohistoquimica). Las secciones de tumor incorporadas en parafina se montaron
sobre portaobjetos y se usaron para inmunohistoquimica (IHC) para tefiir para Ki-67, un marcador del ciclo celular
activo (Figura 30A, panel superior). Los tumores tratados con inhibidores de convertasa tuvieron significativamente
menos tincion de células positivas para Ki-67, indicando disminucién de la proliferacion celular.

Ademas, se ha mostrado que el sefalizar Her-2 activa la ruta de Akt/PKB, se cree indirectamente, mediante la
fosforilacion de residuos especificos. Se ha mostrado que la activacion de esta ruta afecta las rutas de supervivencia
y proliferacion de células tumorales (véase, por ejemplo, Datta, S.R., y col., 1999, Genes and Development 13:2905-
2927) y parece que células que expresan altos niveles de Her-2 son sensibles a perturbaciones en esta ruta
(Hermanto, U., y col., 2001, Oncogene, 20:7551-7562). Asi, se cree que inhibir la actividad de Akt disminuira
potencialmente la proliferacion de células tumorales, mientras que al mismo aumentara la sensibilidad de células a
estreses que inducen apoptosis (por ejemplo, agentes quimioterapéuticos para el cancer).
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Para analizar los efectos de la inhibicidon de convertasa sobre la actividad de Akt, se realizd IHC especifica para Akt
fosforilada sobre muestras tumorales de control o tratadas (descritas anteriormente) (Figura 30A, panel inferior).
Ademas, para examinar los efectos de la inhibicion de convertasa sobre la fosforilacién de Akt en el tumor completo,
los niveles de Akt total y fosfo-Akt también se examinaron por andlisis de inmunotransferencia usando anticuerpos
especificos (Figura 30B). Tanto la IHC como la inmunotransferencia indicaron que el tratamiento con inhibidores
selectivos de la eliminacién disminuye la cantidad de Akt fosforilada en tumores.

Resumen

En resumen, el tratamiento de ratones que llevan xenoinjertos de tumor BT-474-SC1, un modelo de cancer de mama
humano con alta expresion de Her-2, con inhibidores de convertasa disminuy6 los niveles de eliminacién de ECD de
Her-2 en circulacién. Se muestra que tal inhibicion de la eliminaciéon de Her-2 estd asociada a una inhibicion del
crecimiento tumoral. Efectos moleculares de la inhibicidon de la eliminacion incluyeron disminuciones en el indice
proliferativo de tumores tratados, como se evalta por tinciéon con Ki67, y disminuciones en la ruta de supervivencia
que sefializa en células tumorales, como se ejemplificé por la disminucidn de niveles de Akt fosforilada. Este ultimo
efecto permite que estas moléculas sean sinérgicas con otros tratamientos terapéuticos cuando se administran
conjuntamente.

Los resultados anteriores indican que los inhibidores selectivos de convertasa disminuyen los niveles de ECD de
Her-2 circulantes en un modelo animal de cancer de mama humano. Esta disminucién esta asociada a la supresion
de la supervivencia y sefializacion del ciclo celular y un efecto inhibidor del crecimiento tumoral.

Aunque la presente invencion se ha desvelado con referencia a realizaciones especificas, es evidente que otras
realizaciones y variaciones de la presente invencion pueden idearse por otros expertos en la materia sin apartarse
del verdadero alcance de la invencién. Las reivindicaciones adjuntas pretenden interpretarse para incluir todas
aquellas realizaciones y variaciones equivalentes.
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<210> 1
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<213> Homo sapiens

<400> 1
ccgaggcgac ctggccgccg gecgctoctc cgocgcgetgt tocgcacttg ctgocctcge 60
ccggeccgga gecgecgetge catgeggetg gcgetgetct gggecctggg getoctggygc 120
gcgggcagcec ctctgecttc ctggccgetc ccaaatatag gtggcactga ggagcagcag 180
gcagagtcag agaaggcccc gagggagccc ttggagcccc aggtccttca ggacgatctc 240
ccaattagcc tcaaaaaggt gcttcagacc agtctgectg agcccctgag gatcaagttg 300
gagctggacg gtgacagtca tatcctggag ctgctacaga atagggagtt ggtcccaggc 360
cgcccaacce tggtgtggta ccagcccgat ggcactcggg tggtcagtga gggacacact 420
ttggagaact gctgctacca gggaagagtg cggggatatg caggctcctg ggtgtccatc 480
tgcacctgct ctgggctcag aggcttggtg gtcctgaccc cagagagaag ctataccctg 540
gagcaggggc ctggggacct tcagggtcct cccattattt cgcgaatcca agatctccac 600
ctgccaggec acacctgtgc cctgagcetgg cgggaatctg tacacactca gacgccacca 660
gagcaccccc tgggacagcg ccacattcgc cggaggcggg atgtggtaac agagaccaag 720
actgtggagt tggtgattgt ggctgatcac tcggaggccc agaaataccg ggacttccag 780
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cacctgctaa
aatgtacgag
agcccaaacc
cctcgattgc
gtgggcatgg
gaccactcca
ctgggectgg
aagacctgca
agccgacggg
ctgcctagec
cagtgtgact
cagctgaggc
cgcccgtetg
ccaggagaca
ggcgggcaag
ctttggggac
ggaaatgctt
agagatgcca
tccatccgyg
tgggtgcacc
gcctgtggcec
gcacaggaat
tactgtgagg
ctgaccacag
agctactggt
cagtacaggqg
ctggcacgag
ccgecctgacc
aggaagccac
ggggctggaa
tcctegetet
tcaagaggcg

ggtgtcttaa gactccggge accgccacgc gctgtcaagc aacactctgc ggacctgcocg
gcgtagttgc agcgggggct tggggagggg ctgggggttg gacgggattg aggaaggtec

accgcacact
tggcactagt
cagctgtcac
cccatgacag
ccattcagaa
ccagcatcct
accatgattt
tcatggaggc
ccctggagaa
taccccctat
gtggcttect
caggtgcaca
gctggcagtg
gctcecagtg
ctgtgtgcat
ctggagccca
ttgggagctg
tttgtgggca
atctactctg
tggacctggg
ctggcctggt
gtcgaagcaa
agggctgggc
ggctgctect
accgtgceccg
cagcccaatce
gcactaaggc
ctgtgtccaa
tgcctgccga
tcccgeecoct
acctctgacc
ggcgtgcect
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ggaagtggcc
gggcctggag
cctcgaaaac
tgcccagcetg
ctccatctgt
gggagtcgcc
gcctgggaat
ctccacagac
agccctectg
ggctgctttc
ggatgactgc
gtgtgcatct
tcgtcctacc
tccccctgat
gcacgggcgt
gcececgetgeg
tgggcgcaac
gctccagtgce
ggagacaata
cagtgatgtg
gtgtatagac
atgccatgga
accccctgac
cagcctectg
cctgcaccag
tggtccctct
tagtgctctc
gagactccag
cceeccaggge
agtggtaccc
tctccggagg
ctggagtccce

ctcttgctgg
gcctggaccce
ttcctccact
gtgactggta
tctectgact
tcctccatag
agctgeccect
ttcctaccag
gatggaatgg
tgcggaaata
gtcgatccct
gacggaccct
agaggggatt
gtcagcctag
tgtgcctect
ccactttgcc
cccagtggca
cagacaggta
gatgtgaatg
gcecagcece
catcgatgcc
catggggtct
tgcaccactc
gtcttattgg
cgactctgcc
gaacggccag
agcttcccgg
tctcaggggc
cggtgceccat
tccagaccag
ttccgetgec

ctaccatgac

acacattctt
agcgtgacct
ggcgcagggc
cttcattctc
tctcaggagg
cccatgagtt
gtccaggtcc
gcctgaactt
gcagctgect
tgtttotgga
gctgtgattc
gttgtcaaaa
gtgacttgcc
gggatggcga
atgcccagca
tccagacagce
gttatgtgtc
ggacccagcc
ggactgagct
tcctgactct
agcgtgtgga
gtgacagcaa
agctcaaagc
tcctggtgat
agctcaaggg
gacctccgcea
cccececttce
cagccaagcc
cgggtgacct
cgccaccgec
tccaagecgg
tgaaggcgcec

gcacagcctg tctctgctca gttgcaataa acgtgacatc ttgg

60

ccggececty
ggtggagatc
acatttgctg
tgggcctacg
tgtgaacatg
gggccacage

agccccagec

cagcaactgc
cttcgaacgg
gccgggcgag
tttgacctgc
ttgccagetg
tgaattctgc
gcecctgeget
gtgccagtca
taatactcgg
ctgcacccct
tctgctgggce
gaactgcagc
gcctggeaca
tctcctggag
caggcactgc
aaccagctcc
gcttggtgce
acccacctgc
gagggccctg
caggccgcetg
cccaccccca
gcccggecca
tccgacagtg
acttagggct
agagactggc

840

%00

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580 -
2640
2700

2760
2820
2864
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<210> 2
<211> 838
<212= PRT

=213= Homo sapiens

=400= 2

Met

Pro

GIn

Leu

Leu

65

Ile

Leu

Thr

Ser

Leu

145

Gln

Pro

Arg

Leu

Ala

Gln

50

Pro

Leu

val

Leu

Trp

130

Thr

Gly

Thr

Glu

Leu

Pro

Glu

35

Asp

Glu

Glu

Trp

Glu

115

val

Pro

Pro

Cys

His

Ala

Ser

20

ser

Asp

Pro

Leu

TYyr

100

Asn

Ser

Glu

Pro

Ala

180

Pro

Leu

Trp

Glu

Leu

Leu

Leu

85

Gln

Cys

Ile

Arg

Ile

165

Leu

Leu

ES 2537514713

Leu

Pro

Lys

Pro

Arg

70

GlIn

Pro

Cys
Ser
150
Ile

Ser

Gly

Trp

Leu

Ala

Ile

33

Ile

AsSn

Asp

Thr

135

Ser

Trp

GlIn

Ala

Pro

Pro

40

ser

Lys

Arg

Gly

GIn

120

cys

Thr

Arg

Arg

Arg

61

Leu

Asn

25

Arg

Leu

Leu

Glu

Thr

105

Gly

Ser

Leu

Ile

Glu

185

His

Gly

10

Ile

Glu

Lys

Glu

Leu

90

Arg

Arg

Gly

Glu

Gin

170

ser

Ile

Leu

Gly

Fro

Lys

Leu

75

val

val

val

Leu

Asp

val

Leu

Gly

Leu

val

60

Asp

Pro

val

Arg

Ar

14

Gly

Leu

His

Gly Ala

Thr Glu
30

Glu Pro
45

Leu GIn
Gly Asp
Gly Arg
ser Glu

110
Gly Tyr
12 Y
Gly Leu
Pro Gly

His Leu

Thr Gln
190

Arg Arg Arg Arg

Gl

15y
Glu
Gln
Thr
Ser
Pro
95

Gly
Ala
val
Asp
Pro
175
Thr

Asp

Ser

Gln

val

Ser

His

80

Thr

His

Gly

val

Leu

160

Gly

Pro

val
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val

Glu

225

Glu

val

Ile

Arg

Thr

305

Ser

Thr

ser

Gly

Leu

385

Ala

Leu

Glu

Asp

Thr

210

Ala

val

Ala

ser

Ala

290

Gly

Ile

ser

Leu

Pro

370

Pro

Leu

Pro

GlIn

ser

195

Glu
Gln
Ala
Leu
Pro
His
Thr
Cys
Ile
Gly
Ala
Gly
Leu
Pro
RE:

Leu

Thr

Lys

Leu

val

260

Asnh

Leu

Ser

ser

Leu

340

Leu

Pro

Leu

Asp

Met

420

Asp

Thr

Lys

Tyr

Leu

245

Gly

Pro

Leu

Phe

Pro

325

Gly

Asp

Ala

Asn

Gl

40

Ala

Cys

Cys

Thr
Ar

23

Leu
Leu
Ala
Pro
ser
310

Asp

val

Lys
Phe
390
Met
Ala

Gly

Gln

ES 2537514713

val
215
Asp
Asp
Glu
val
Arg
Gly
FPhe
Ala
Asp
Thr
375
ser
Gly
Phe

Phe

Leu

200

Glu

Phe

Thr

Ala

Thr

Leu

Pro

Ser

Ser

Leu

360

cys

Asn

Ser

Cys

Leu

440

Arg

Leu
Gln
Phe
Tr

26

Leu
Pro
Thr
Gly
Ser
345
Pro
Ile
Cys
cys
Gl

42

Asp

Pro

62

val

His

Phe

250

Thr

Glu

His

val

Gl

33

Ile

Gly

Met

ser

Leu

410

Asn

Asp

Gly

Ile

Leu

235

Arg

Gln

Asn

Asp

Gl

31

val

Ala

Asn

Glu

Ar

39

Phe

Met

cys

Ala

val

220

Leu

Pro

Arg

Phe

Ser

300

Met

Asn

His

ser

Ala

380

Arg

Glu

Phe

val

GIn

205

Ala

Asn

Leu

ASp

Leu

285

Ala

Ala

Met

Glu

cys

ser

Ala

Arg

val

As

44

Cys

Asp

Arg

Asn

Leu

270

His

GIn

Ile

Asp

Leu

350

Pro

Thr

Leu

Leu

Glu

430

Pra

Ala

His

Thr

val
255

val

Trp

Leu

Gin

Cys

Asp

Glu

Pro

415

Pro

Cys

ser

Ser
Leu
240
Arg
Glu
Arg
val
AsSn
320
ser
His
Pro
Phe
LysS
450
ser
Gly

Cys

Asp
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Gl

46

Arg

ser

Ala

Gln

Leu

245

Gly

Ile

Gly

Glu

GIn

625

Cys

Cys

Cys

Lys

Leu

450

Pro

Pro

ser

Gly

Gln

Cys

Arg

ser
Leu
610
Pro
Ile
Arg
TYr
Ala
690

Leu

Cys

Thr

Gln

Gly

Cys

Leu

Asn

Gly

Ile

595

Asn

Leu

Asp

Ser

val

Cys

Arg

Gln

Gln

Pro

Arg

Cys

Leu

ser

Leu

GlIn
G1

485
Pro
Ala
ser
Thr
ser
565

Leu

Asp

ser

Thr

Ar

64

Cys

Glu

Ser

val

Asn

470

ASp

Pro

val

Leu

Ala

550

Gly

GIn

Leu

Trp

Leu

630

Cys

His

Gly

Leu

Met

ES 2537514713

455

Cys

Asp
Cys
Trp
535

Asn

Ser

Leu

val

615

Pro

GIn

Gly

Trp

Thr

695

Leu

GIn

ASp

val

Met

520

Gly

Thr

Gln
Trp
600
His
Gly
Arg
His
Ala
680

Thr

Gly

Leu

Leu

ser

505

His

Pro

Arg

val

Thr

285

Glu

Leu

Thr

val

Gly

Ala

Arg

Pro

490

Leu

Gly

Gly

Gly

ser

570

Gly

‘Thr

ASp
Ala
As

65

val
Pro
Leu

ser

63

Pro
475
Glu
Gly
Arg
Ala
Asn
555
Cys
Arg
Ile
Leu
Cys
5)3’5
Leu
Cys
ASp

Leu

Tyr

460

Ser

Phe

Asp

Cys

Gln

540

Ala

Thr

Thr

Asp

Leu

Asp

Cys

Leu

700

Trp

Gly

Cys

Pro

Phe

Pro

GIn

val

605

ser

Pro

Gly

Ser

Thr

685

Ser

Tyr

Trp

Pro

Glu

510

Ser

Ala

Gly

Arg

Pro

590

Asn

Asp

Gly

Ala

Asn

670

Thr

Leu

Arg

Gln

Gly

Pro

Tyr

Ala

Ser

Asp

Leu

Gly

val

Leu

Gln

655

Arg

GlIn

Leu

Ala

Cys

480

Asp

Cys

Ala

Pro

Cys

560

Ala

Leu

Thr

Ala

val

640

Glu

His

Leu

val

Arg
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705

Leu His

Ala ala

Leu Leuw

Gln

Gln

Ala

ES 2537514713

710

Leu
725

Arg

Ser

Gl
740 Y

Arg Gly

735

ser
770

Pro

Glin

Gly
785

Pro Gln
Ile

Pro

val ser

Arg

Pro

Gly

Pro

ser

Pro Leu

Ala Lys

Cys

Pro

Thr

Pro

Pro

Gln Leu

ser Glu

Lys Ala
760

Pro As
775 P

Pro Pro

790

AT 505

Leu val

820

Leu Tyr

835

<210> 3
<211> 2936
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

ccgaggcgac
ccggcccgga
gcgggcagec
gcagagtcag
ccaattagcc
gagctggacg
cgcccaacee
ttggagaact
tgcacctgct
gagcaggggc
ctgecaggee
gagcaccccc

ctggccgeeg
gcgecgctgce
ctctgccttc
agaaggcccc
tcaaaaaggt
gtgacagtca
tggtgtggta
gctgctacca
ctgggctcag
ctggggacct
acacctgtge
tgggacagcg

Pro

val

ser Gly

Pro Sser

Leu

gccgctectc
catgcggctg
ctggccgete
gagggagccc
gcttcagace
tatcctggag
ccagcccgat
gggaagagtg
aggcttggtg
tcagggtcct
cctgagetgg
ccacattcgc

Ar

Asp

Ar
825

715

Lys Gly Pro
730

Pro Gly

74

ser Ala Leu

Pro val ser

Pro Arg

755

Leu Pro

810

g Pro Ala

cgcgcgectgt
gcgctgetct
ccaaatatag
ttggagcccc
agtctgcctg
ctgctacaga
ggcactcgag
cggggatatg
gtcctgacce
cccattattt
cgggaatcty’
€ggaggcggag

64

Thr cys GIn

Gln
750

Pro Pro

Phe
765

Ser Pro

Arg Leu

750

Pro Leu Pro

Gly Pro Gly

Pro Pro

830

Pro

tccgeacttg
gggccctggg
gtggcactga
aggtccttca
agcccctgag
atagggagtt
tggtcagtga
caggctcctg
cagagagaag
cgcgaatcca
tacacactca
atgtggtaac

720

75 A

Arg Ala

Ala Pro

Gln Ser

Ala Asp

Ala

Gl
815 Y

Pro Thr

ctgcecctege
gctcectgggce
ggagcagcag
ggacgatctc
gatcaagttg
ggtcccaggce
gggacacact
ggtgtccatc
ctataccctg
agatctccac
gacgccacca
agagaccaag

60
120
180

- 240

300
360
420
480
540
600
660
720
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actgtggagt
cacctgctaa
aatgtacgag
dgcccaaacc
cctcgattgc
gtgggcatgg
gaccactcca
1ctgggectgg
aagacctgca
agccgacggg
ctgcctagec
cagtgtgact
cagctgaggc
cgcecegtctg
ccaggagaca
ggcgggcaag
ctttggggac
ggaaatgctt
agagatgcca
tccatccggg
tgggtgcacc
gcectgtggec
gcacaggaat
tactgtgagg
ctgaccacag
agctactggt
cagtacaggg
ctggcacgag
ccgectgace
acccgccctc
cccccaccec

ctgcceggee

tggtgattgt
accgcacact
tggcactagt
cagctgtcac
cccatgacag
ccattcagaa
ccagcatcct
accatgattt
tcatggaggce
ccctggagaa
taccccctat
gtggcttcct
caggtgcaca
gctggcagtg
gctcccagtg
ctgtgtgcat
ctggagccca
ttgggagctg
tttgtgggca
atctactctg
tggacctggg
ctggcctggt
gtcgaagcaa
agggcetgggac
ggctgctcct
accgtgcccg
cagcccaatc
gcactaaggc
ctgtgtccaa
tgcccgetga
caaggaagcc
caggggctgg

ES 2537514713

ggctgatcac
ggaagtggcc
gggcctggag
cctcgaaaac
tgcccagetg
ctccatctgt
gggagtcgec
gcctgggaat
ctccacagac
agccctectg
ggctgcttic
ggatgactgc
gtgtgcatct
tcgtecctacce
tcccectgat
gcacgggcgt
gccegetgeg
tgggcgcaac
gctccagtgce
ggagacaata
cagtgatgtg
gtgtatagac
atgccatgga
accccctgac
cagcctecctg
cctgcaccag
tggtccctct
tagtgctctc
gagactccag
cccggtggtg
actgcctgcc
aatcccgecc

tcggaggccc
ctcttgétgg
gcctggacce
ttcctccact
gtgactggta
tctcctgact
tcctecatag
agctgccecct
ttcctaccag
gatggaatag
tgcggaaata
gtcgatccct
gacggaccct
agaggggatt
gtcagcctag
tgtgectect
ccactttgcec
cccagtggea
cagacaggta
gatgtgaatg
gcccagcccc
catcgatgcc
catggggtct
tgcaccactc
gtcttattgg
cgactctgcc
gaacggccag
agcttcccgg
gctgagetgg
agaagcccga
gacccccagg
ctagtggtac

65

agaaataccg
acacattctt
agcgtgacct
ggcgcagggc
cttcattctc
tctcaggagg
cccatgagtt
gtccaggtcc
gcctgaactt
gcagctgect
tgtttgtgga
gctgtgattce
gttgtcaaaa
gtgacttgcc
gggatggcga
atgcccagea
tccagacagce
gttatgtgtc
ggacccagcec
ggactgagct
tcctgactct
agcgtgtgga
gtgacagcaa
agctcaaagc
tcctggtgat
agctcaagag
gacctccgca
CCCcccccttc
ctgaccgacc
agtctcaggg
gccagtgecce

cctccagacc

ggacttccag
ccggeecctg
ggtggagatc
acatttgctg
tgggcctacg
tgtgaacatg
gggccacagce
agccecagece
cagcaactgce
cttcgaacgg
gccggycgag
tttgacctgc
ttgccagetg
tgaattctgc
gccectgeget
gtgccagtca
taatactcgg
ctgcacccct
tctgetgggce
gaactgcagc
gcctggeaca
tctectyggg
caggcactgc
aaccagctcc
gcttggtgec
acccacctgc
gagggccctyg
caggccgctyg
caatccccct
gccagccaag
atcgggtgac
agcgccaccg

780

840

900

860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
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cctccgacag tgtcctcget ctacctctga cctctccgga ggttccgetg cctccaagee  27(
ggacttaggg cttcaagagg cgggcgtgcc ctctggagtc ccctaccatg actgaaggcg 271
ccagagactg gcggtgtctt aagacteécgg gcaccgccac gegetgtcaa geaacactet  28:
gcggacctge cggcgtagtt gcagcggggg cttggggagg ggctggggdt tggacgggat 28t
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tgaggaaggt ccgcacagcc tgtctctgct

<210> 4

=211= 862
=212= PRT
=213= Homo sapiens

400> 4

Met

Pro

GIn

Leu

Leu

65

Ile

Leu

Thr

sSer

Leu

145

GIn

His

Arg Leu Ala

Leu Pro Ser
20

Ala Glu ser
35

Gln Asp Asp
50

Pro Giu Pro

Leu Glu Leu

val Trp Igr

Leu Glu Asn
115

Trp val ser
13
Thr Pro Glu

Gly Pro Pro

Thr cys Ala

Leu

Trp

Glu

Leu

Leu

Leu

85

GIn

Cys

Ile

Arg

Ile

165

Leu

Leu

Pro

Lys

Pro

Arg

70

GIn

Pro

Cys

Cys

Ser

150

Ile

Ser

Trp

Leu

Ala

Ile

35

Ile

Asn

Asp

Thr
135

Tyr

Ser

Trp

cagttgcaat aaacgtgaca tcttgg

Ala

Pro

Pro

40

Ser

Lys

Arg

Gly

GIn
120

Cys

Thr

Arg

Arg

66

Leu
Asn
25

Arg
Leu
Leu

Glu

Thr
105

Gly

ser

Leu

Ile

Glu

Gly
10

Ile
Glu
LYyS
Glu
Leu
90

Arg
Arg
Gly
Glu
Gln

170

Ser

Leu

Gly

Pro

Lys

Leu

75

val

val

val

Leu

GIn

155

Asp

val

Leu

Gly

Leu

val

60

Asp

Pro

val

Arg

Arg

140

Gly

Leu

His

Gly Ala Gly

Thr

Leu

Gly

Gly

ser

Gl

12

Gly

Pro

His

Thr

Glu

30

Pro

GIn

Asp

Arg

Glu

110

TYr

Leu

Gly

Leu

GIn

15

Glu
Glin
Thr
Ser
Pro
%5

Gly
Ala
val
Asp
Pro

175

Thr

ser

Gln

val

sar

His

80

Thr

His

Gly

val

Leu

160

Gly

Pro

29:
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Pro

val

Glu

val

Ile

Arg

Thr

305

Ser

Thr

Ser

Gly

Leu

385

Ala

Leu

Glu

Glu

Thr

210

Ala

val

Ala

Ser

Ala

290

Gly

Ile

Ser

Leu

Pro

370

Pro

Leu

Pro

Glin

Glu

GIn

Ala

Leu

Fro

275

Thr

cys

Ile

Gly

Ala

Gly

Leu

Pro

Cys

180

Pro

Thr

LyS

Leu

val

260

Asn

Leu

Ser

sSer

Leu

340

Leu

Pro

Leu

Asp

Met

420

Asp

Leu

Lys

Tyr

Leu

245

Gly

Pro

Leu

Phe

Pro

325

Gly

AsSp

Ala

Asn

Gl

40

Ala

Cys

Gly

Thr

Arg

230

Leu

Leu

Ala

Pro

Ser

310

Asp

val

His

Lys

Phe

390

Met

Ala

Gly

ES 2537514713

Gln

val

215

Asp

Asp

Glu

val

Arg

295

Gly

Phe

Ala

Asp

Thr

375

Ser

Gly

Phe

Phe

Arg
200
Glu
Phe
Thr
Ala
Thr
280
Leu
Pro
ser

ser

Leu
360

cys
FI..SI"I'
ser
cys

Leu

185

His
Leu
Gin
Phe
Trp
Leu
Pro
Thr
Gly
ser
345
Pro
Ile
Cys

Cys

2

Ile

val

His

Phe

250

Thr

Glu

His

val

Gl

33

Ile

Gly

Met

ser

Leu

410

Asn

Asp Asp

67

Arg

Ile

Leu

235

Arg

Gln

Asn

AsSp

G1

31

val

Ala

Asn

Glu

Arg

Phe

Met

Cys

Arg

val

220

Leu

Pro

Arg

Phe

ser

300

Met

Asn

His

ser

Ala

380

Arg

Glu

Fhe

val

Ar

20

Ala
Asn
Leu
Asp
Leu
285
Ala
Ala
Met
Glu
Cys
365
ser
Ala
Arg

val

Asp

190

Arg
Asp
Arg
Asn
Leu
270
His
Gin
Ile
Asp
Leu

350

Pro

Leu
Leu
Glu
430

Pro

Asp

His

Thr

val

255

val

Trp

Leu

GlIn

His

335

Gly

Cys

Asp

Glu

Pro

415

Pro

Cys

val
ser
Leu
240
Arg
Glu
Arg
val
Ash
320
ser
His
Pro

Phe

Lys

400

Ser
Gly

cys
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Arg

Ser

Ala

Gln

Leu

545

Gly

Ile

Gly

Glu

Gin
625

cys

Lys

450

Pro

Pro

Ser

Gly

Gln

530

Cys

Arg

Cys

Ser

Leu

610

Pro

Ile

Arg

435

Leu

Cys

Thr

GIn

Gl

51

Cys

Leu

Asn

Gly

Ile

595

Asn

Leu

Asp

Ser

Thr
Cys
Arg
Cys
S%G
Gln
Gln
Gln
Pro
Gln
580
Arg

Cys

Leu

Ser

Cys

Gln

Ala

Ser

Thr

ser

565

Leu
Asp
ser

Thr

Ar
64

Glu

sSer

Gln

Asn

470

Asp

Pro

val

Leu

Ala

550

Gly

Gln

Leu

Trp

Leu

630

Cys

His

Gly

ES 2537514713

Leu

455

Cys

Cys

Asp

Cys

Trp

535

Asn

Ser

cys

Leu

val

615

Pro

Gln

Gly

Trp

440

Arg

Gln

Asp

val

Met

520

Gly

Thr

Tyr

GIn

Trp

600

His

Gly

Arg

His

Ala
680

Leu Thr Thr

Pro

Leu

Leu

ser

505

His

Pro

Arg

val

Thr

585

Glu

Leu

Thr

val

Pro

Gly

Gly
Arg
Pro
490
Leu
Gly
Gly
Gly
ser
Gly
Thr
Asp
Ala
As

65

val

Pro

Leu

68

Ala

Fro

475

Glu

Gly

Arg

Ala

Asn
555

Cys

Arg

Ile

Leu

Cys

Asp

Leu

GIn

460

Ser

Phe

Asp

Cys

Gin

540

Ala

Thr

Thr

Asp

Gl

62

Gly

Leu

Asp

Cys

Leu

445
Cys

Gly

Cys

Gly

Ala

525

Pro

Phe

Fro

GIn

val

605

ser

Pro

Gly

Ser

Thr

685

Sar

Ala

Trp

Pro

Glu

510

Ser

Ala

Gly

Arg

Pro

590

Asn

ASp

Gly

Ala

Asn

670

Thr

Leu

ser

Gln

Gly

Pro

Tyr

Ala

Ser

AsSp

Leu

Gly

val

Leu

GIn

655

Arg

Gln

Leu

ASp
Cys

480

Asp

cys

Ala

Pro

Leu

Thr

Ala

val

640

Glu

Leu -

val
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690

Leu Leu

705

Leu

Ala Ala

Leu Leu

Pro Ser
770

Glu
785

Leu

Pro val

Pro Arg

Asp Leu

Arg Pro
? 850

<210>5
<211> 3360
<212> ADN

val

GIn

GIn

Ala

755

Arg

Ala

val

Lys

Pro

835

Ala

<213> Homo sapiens

<400> 5

Leu

Arg

ser

740

Arg

Pro

ASp

Arg

Pro

820

Gly

Pro

val

Leu

725

Gly

Gly

Leu

Arg

Ser

805

Leu

Pro

Pro

Met

710

Cys

Pro

Thr

Pro

Pro

720

Pro

Pro

Gly

Pro

ES 2537514713

695

Leu Gly

GIn Leu

Sser Glu

Ala

Lys
760

Pro
775

Asp
Asn Pro
Lys Ser
Ala Asp

Ala

Pro Thr
855

Ala

Lys

Arg

745

ser

Pro

Pro

Gln

Pro

825

Ile

val

Ser Tyr
715

g o

Pro Gly
Ala Leu
val Sser

Thr Arg
795

E}g Pro

Gln Gly
Pro Pro

Ser Ser

700

Trp Tyr
Thr
Fro

Pro

Phe
765

ser

780 O

Pro Leu

Ala Lys
Cys

Arg

val
845

Leu

Leu

Tyr
860

Arg

Gln

Pro

Leu

Pro

Pro

Pro

830

val

Leu

gcggcggcag
cgcctgggag
ccgcgcgtca
aagagggaac
gggaggtccc
gaggtgcttc
caagcccctt
€ggcggcagce

gcctagcage
acgggtaggg
cgtggtgagg
gagcaaggga
tgttttggag
gcecgtttctc

cagcttctec

agcggcageg

acgggaaccg tcccccgogc
gcgggaggta ggggcgcggc
aaggaggcgg aggtctgagt
aggaaagcgg ggaaaggagg
gagctaggag cgttgccggc
ctgccagggg aggtccocggeo
ctccggatcg atgtgctget
gaagatggtg ttgctgagag

69

gcatgcgcgc
tccgecgtgcec
ttcgaaggag
aaggaaacga
ccctgaagtg
ttccecgtgga
gttaacccgt
tgttaattct

gcccctgaag
agttgggtgc
ggggggagag
acgaggggga
gagcgagagg
ggctccggac
gaggaggcgg
gctcctctec

Ar
72

Ala

755 "

Arg Ala

Ala Pro

GIn Ala

Ala As
80

Pro Pro

815

ser Gly

Pro Ser

60
120
180
240
.300
360
420
480
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tgggcggcagg
gaaggattat
gtctcacatg
ctacgaatga
aaagtacttg
agttttagcc
ggcacatttt
tctgtcattt
tgtgcagatc
gtaacacaga
cgtacaactt
tttaaatatt
attgatacaa
aaacgcataa
ccaaatattg
tgtttggcct
gttggagcac
ggtaagaaga
cctcccaaag
catgattctg
ggcaattaca
tcactctgta
gttgaatctg
tgtggctata
agaaaatgca
gcacagtgtg
gaaggaatat
acagactgta
gagaaatatg
ttatgccatg
gtgcagtgga
aacgatttta

ggatgggagg
cttacaatgt
aagaccaatt
agagggacac
attatgatac
atgggtctgt
atgttgagcc
atcatgaaga
attcagtatt
tacctcaaga
cagctgaaaa
acggaacacg
tttaccagac
gaatcaatac
gtgtggagaa
atgtcttcac
cttcaggaag
agtccttaaa

tctctcacat

gaacagagtg

tcatgtatgc
gtattagaaa
gccaacctat
gtgaccagtg
aactgaaacc
cattcaagtc
gtaatggctt
ataggcatac
gcttagagga
tatgctgtat
gtaggcactt
gaggttactg

ES 2537514713

tcagtatggg
ggattcatta
tttacgtcta
ttccctttte
ctctcatatt
tattgatgga
agcagagaga
tgatattaac
tgaaagaatg
agaacatgct
aaatacttgt
agaagctgtg
cacagacttc
aactgctgat
gtttctggaa
agaccgagat
ctctggagga
cactggaatt
tacttttgct
cacaccagga
aagagcaaca
tataagccaa
ttgtggaaat
taaagatgaa
tgggaaacag
aaagtctgag
cacagctctc
acaagtgtgc
gtgtacgtgt
gaagaaaatg
cagtggtcga
tgatgttttc

aatcctttaa
caccaaaaac
gatttccatg
agtgatgaat
tacactggac
agatttgaag
tatattaaag
tatqcccata
aggaaatacc
gctaatggtc
cagctttata
attgcccaga
tccggaatec
gagaaggacc
ttgaattctg
tttgatgatg
atatgtgaaa
atractgttc
cacgaagttg
gaatctaaga
tctggggaca
gttcttgaga
ggaatggtag
tgctgcttcg
tgcagtccaa
aagtgtcgag
tgcccageat
attaatgggc
gccagttctg
gacccatcaa
accatcaccc
atgcggtgca

70

ataaatatat
accagcgtgc
cccatggaag
ttaaagtaga
atatttatgg
gattcatcca
accgaactct
aatacggtcc
agatgactgg
cagaacttct
ttcagactga
tatccagtca
gtaacatcag
ctacaaatcc
agcagaatca
gcgtacttgg
aaagtaaact
agaactatqg
gacataactt
atttgggtca
aacttaacaa
agaagagaaa
aacaaggtga
atgcaaatca
gtcaaggtcc
atgattcaga
ctgaccctaa
aatgtgcagg
atggcaaaga
cttgtgccag
tgcaacctgg
gattagtaga

cagacattat
caaaagagca
acatttcaac
aacatcaaat
tgaagaagga
gactcgtggt

gccatttcac

tcagggggge

tgtagaggaa
gaggaaaaaa
tcatttgttc
tgttaaagcg
Tttcatggtg
tttcegttte
tgatgactac
tctggettygg
ctattcagat
gtctcatgta
tggatcccca
aaaagaaaat
caataaattc
caactgtttt
agaatgtgat
accagaggga
ttgttgtaca
ctgtgcaagg

accaaacttc

ttctatctgt

tgataaagaa
tacagggtct
atccccttgc
tgctgatggt

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
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cctctageta ggcttaaaaa agcaattttt agtccagagc tctatgadaa cattgctgaa 2460
tggattgtgg ctcattggtg ggcagtatta cttatgggaa ttgctctgat catgctaatg 2520
gctggattta ttaagatatg cagtgttcat actccaagta gtaatccaaa gttgcctcct 2580
cctaaaccac ttccaggcac tttaaagagg aggagacctc cacagcccat tcagcaaccc 2640
cagcgtcagc ggccccgaga gagttatcaa atgggacaca tgagacgcta actgcagctt 2700
ttgcecttggt tcttcctagt goctacaatg ggaaaacttc actccaaaga gaaacctatt 2760
aagtcatcat ctccaaacta aaccctcaca agtaacagtt gaagaaaaaa tggcaagaga 2820
tcatatcctc agaccaggtg gaattactta aattttaaag cctgaaaatt ccaatttggg 2B80
ggtgggaggt ggaaaaggaa cccaattttc ttatgaacag atatttttaa cttaatggca 2940
caaagtctta gaatattatt atgtgccccg tgttccctgt tcttcgttge tgcattttet 3000
tcacttgcag gcaaacttgg ctctcaataa acttttacca caaattgaaa taaatatatt 3060
tttttcaact gccaatcaag gctaggaggce tcgaccacct caacattgga gacatcactt 3120
gccaatgtac ataccttgtt atatgcagac atgtatttct tacgtacact gtacttctgt 3180
gtgcaattgt aaacagaaat tgcaatatgg atgtttcttt gtattataaa atttttccge 3240
tcttaattaa aaattactgt ttaattgaca tactcaggat aacagagaat ggtggtattc 3300
agtggtccag gattctgtaa tgctttacac aggcagtttt gaaatgaaaa tcaatttacc 3360
=210= &
=211= 748
=212=PRT
=213= Homo sapiens
=400= &
Met val Leu Leu Arg val Leu Ile Leu Leu Leu Ser Trp Ala Ala Gly
1 5 10 15
Met Gly Gly GIn Tyr Gly Asn Pro Leu Asn Lys Tyr Ile Arg His Tyr
20 25 30 )
Glu Gly Leu Ser Tyr Asn val Asp Ser Leu His GIn Lgs His GIn Arg
35 40 4
Ala L%s Arg Ala val Ser His Glu Asp GIn Phe Leu Arg Leu Asp Phe
5 55 60 :
His Ala His Gly Arg His Phe Asn Leu Arg Met Lys Arg Asp Thr Ser
65 70 75 80
Leu Phe Ser Asp ghl Phe Lys val Glu ';I&r Ser Asn Lys val lggu Asp
5

60

65

71
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Tyr
Ser
Gln
it
Ile
Ser
val

Leu

Ala

LYS
Pro
ser
305

Arg

ser

Asp Thr

Phe ser
115

Ser
100

His

His

Gly

Thr Arg Gly Gly

130

ASp Arg
Asn Tyr
val phe
Thr Gln

195

Arg Lys
21

Ile GIn
val Ile
Gln Thr
Arg Ile

275

Phe Arg
290
Glu Glin

Asp Phe

Gly Ser

Thr

Pro

Glu

180

Ile

Lys

Thr

Ala

Thr

260

Arg

Phe

Asn

Asp

Leu

His

165

Arg

Pro

Arg

Asp

Gln

245

Asp

Ile

Pro

His

AS

32

Gly

Ile

ser

Thr

Pro

150

Lys

Met

GIn

Thr

Ile

Phe

Asn

Asn

ES 2537514713

Tyr

val

Phe

135

Phe

Tyr

Arg

Glu

Thr

215

Leu

Ser

ser

Thr

Ile
295

Thr

Ile
120

Tyr

His

Gly

Lys

Glu

200

Ser

Phe

Ser

Gly

Thr

280

Gly

ASp Asp Tyr
318

Gly

Gly

val

Ile

Leu

Cys

Gl

10%
Asp
val
Ser
Pro
Tvr
155
His
Ala
Phe
His
Ile
265
Ala
val
Cys
Gly

Glu

His

Gly

Glu

val

Glin

170

Gln

Ala

Glu

Lys

val

250

Arg

Asp

Glu

Leu

Leu

330

Lys

72

Ile

Arg

Pro

Ile

155

Gly

Met

Ala

Lys

%d
L% |

Asn
Glu
Lys
o

Ala

ser

Tyr

Phe

Ala

140

TYr

Gly

Thr

Asn

Asn
220

Tyr

Ala

Ile

Lys

Phe
300

Tyr

Trp

Lys

His
Cys
Gly
2

Thr
Gly
Ile
Ser
#sp
Leu
val

val

Leu

Glu

110

Gly

Arg

Glu

Ala

val

190

Pro

Cys

Thr

Asp

Phe

270

Pro

Glu

Phe

Gly

Glu

Phe

Tyr

AsSp

Glu

GIn

Arg

Thr

255

Met

Thr

Leu

Thr

Ala

335

ser

Gly

Ile

Ile

As

16

His

Glu

Leu

Leu

Glu

240

Ile

val

Asn

Asn

ASp
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Gly

Gly

val

385

Pro

Met

Ser

Asn

val

465

Asp

Leu

Ala

Asp Cy

Ala

545

val

Leu

Leu

Lys

Ser

370

Gly

Gly

TYyr

Leu

Asn

450

Glu

Glu

Lys

GlIn

530

Ser

Cys

Glu

Cys

ELE

His
His
Glu
Ala
L
Cys
Gln
Cys

Pro

Asp
Ile
Glu

His
595

Lys
val
Asn
ser
428
ser
Phe
Gly
Cys
%

Ala
Arg
Pro
Asn
G

val

ser

Pro

Phe

Lys

405

Ala

Ile

val

Glu

Phe

485

Lys

Phe

Glu

Lys

Cys

Leu
Pro
Gly
390
Asn
Thr
Arg
Glu
Glu
470
Asp
Gln
Lys
Gly
Pro

550

Gln

Cys

ES 2537514713

Asn

LYysS

375

ser

Leu

ser

AsSn

ser
455

Ser

Ala

Met

Thr
360
val
Pro
Gly
Gly
Ile
440
Gly
ASp
Asn
ser
Lys
S;G
Cys
Phe

Ala

ser

600

Gly

ser

His

Gln

Asp

Ser

GIn

Cys

GlIn

Pro

505

ser

Asn

Thr

Gly

ser

585

LyS

73

Ile

His

Asp

Lys

GIn

Pro

Gly

Fro

490

ser

Glu

Gly

Asp

ser

570

Asp

Met

Ile
Ile
Ser
395
Glu
Leu
val
Ile
4%5
Glu
GIn
Lys
Phe
Cys
Ile

Gly

Asp

Thr

Thr

380

Gly

AsSn

Asn

Leu

Gly

Gly

Cys

Thr

540

AsSn

Cys

Lys

Pro

val
365
Phe
Thr
Gly
Asn
Glu
445
Gly
Asp
Arg
Pro
Ar

52

Ala
Arg
Glu

ASp

Ser
605

GlIn

Ala

Glu

Asn

Asn
430

Lys

Asn

Gln

Lys

ASp

Leu

His

Lys

AS

59

Thr

Asn

His

Lys

Lys

Gly

Cys

Cys

495

Cys

Asp

Cys

Thr

Lys

Cys

Tyr
Glu
Thr
400
Ile
Phe

Arg

Met

Lys
Thr
ser
Pro
GIn
560
Gly

Glu

Ala
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ser
Thr
625
val
Leu
Trp
Ile
Ser
705

Lys

Pro

<210>7
<211>19

Thr

610

Leu

Phe

LYysS

Ile

Met

690

Ser

Arg

Arg

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia oligonucleotida corr.a (1272-1300) de ADAM10

<400>7

Gly

GIn

Met

LyS

val

675

Leu

Asn

Arg

Glu

ser

Pro

Arg

Ala

660

Ala

Met

Pro

Arg

ser
740

ggacaaactt aacaacaat 19

<210>8
<211>19

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

val GlIn

Gly ser
630

Cys Arg

Ile Phe

His Trp

Ala Gly

LysS Leu

710

Pro Pro
725

Tyr GlIn

ES 2537514713

Pro

Leu

Ser

Trp

Phe

695

Pro

GlIn

Met

Ser Arg

Cys Asn

val Asp

Pro Glu

665

Ala val
680

Ile Lys

Pro Pro

Pro Ile

Gly His
745

<223> secuencia oligonucleotida corr.a (281-199) de ADAM15

<400> 8

gcccaaccct ggtgtggta 19

<210>9
<211>19

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

74

Asp

Ala

650

Leu

Leu

Ile

Lys

Gln

730

Met

Phe

Phe

635

Asp

TYr

Leu

Cys

Pro

715

Gln

Arg

Ser

620

Arg

Gly

Glu

Met

ser

700

Leu

Pro

Arg

Gly Arg

Gly Tyr

Pro Leu

Asn Ile

670

Gly Ile

val His

Pro Gly

Gln Arg

Thr

Cys

Ala

Ala

Ala

Thr

Thr

Gln

Ile

AsS

64

Arg

Glu

Leu

Fro

Leu

720

Arg
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<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 9
tgctectceg gtcactgtg 19

<210> 10

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 10
tgtcaagtca tctttggctc aaa 23

<210> 11

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 11
tccaaagttg cctcctccta aa 22

<210> 12

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 12
atgaggaagc cgccagatt 19

<210> 13

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 13
acaggcactg ctactgtgag ga 22

<210> 14

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 14
gcatggattc tgcatcggt 19

75
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<210> 15

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 15
tctcaaatag agaggacgga gtcgtcc 27

<210> 16

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 16
tgcaaggaca aaggctatgg a 21

<210> 17

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 17
aagtgaaaga tggtactgtg tgtgg 25

<210> 18

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 18
gatgactcct cagtggtctt cca 23

<210>19
<211>19

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 19
ccatttgtgg cccaagaga 19

<210> 20
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<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 20
ctcgcaccgce acatggt 17

<210> 21

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 21
ttggcttgat gacctgcttt g 21

<210> 22

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 22
aaatctgtca cctttagaat tcacttca 28

<210> 23

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 23
gggccgctga cgetg 15

<210> 24

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 24
caacattctg acactgcagc aa 22

<210> 25

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 25
ccaagcatca ccaggacca 19

<210> 26

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 26
tgcaggceggce ctgg 14

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 27
gggaaacgat gcaatttggt 20

<210> 28

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 28
tttcccatca catttaatce ttcc 24

<210> 29

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 29
caggtctcag gaaggcagac at 22

<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia cebador directo

78
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<400> 30
ggtgccggat taccatagca 20

<210> 31

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 31
gcagttcccce atgttctgtg a 21

<210> 32

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia cebador directo

<400> 32
gctceccgac aagtcacttc 20

<210> 33

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia prueba

<400> 33
cccacccttc ccagttectg tetacac 27

<210> 34

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia prueba

<400> 34
caaggctgcc cccaaagatt gtttc 25

<210> 35

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia prueba

<400> 35
agacctccac agcccattca gcaacc 26
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<210> 36

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia prueba

<400> 36
ctacccaccg aaggacaatc ccagg 25

<210> 37

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia prueba

<400> 37
tcaaagcaac cagctccctg accac 25

<210> 38

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia prueba

<400> 38
aaaccctttc ctgcgeccca ga 22

<210> 39

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia prueba

<400> 39
tccaagccgg ccaattccee 20

<210> 40

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia prueba

<400> 40
tagtgctgat agtggcccac ctcctaagaa ca 32

<210> 41

<211> 34
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia prueba

<400> 41
caggaaagat ctgcatccat aagaagtgtg tcag 34

<210>42

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia prueba

<400> 42
ctgttcccaa tggcggtcat ttttgt 26

<210>43

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia prueba

<400> 43
ctgttgcceg gacatctgeg ¢ 21

<210> 44

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia prueba

<400> 44
actctaccgt tcacctagat ggcca 25

<210> 45

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> lugar de metalloproteinasa activa para familia ADAM

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> Xaa es cualquier aminoécido.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(7)

<223> Xaa es cualquier aminoacido.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (9)..(10)

<223> Xaa es cualquier aminoacido.

<400> 45
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1

<210> 46

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado quimicamente

<220>

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> (7-metoxicoumarina-4-il) acetil-Prolina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (5)..(5)

<223> (3-[2,4-dintrofenil]-L-2,3-diaminoprpionil)-Alanina

<220>
<221> misc_feature
<222> (5)..(5)

His Glu Xaa Gly Eis Xaa xaa Gly Xaa ﬁa His Asp

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural.

<220>
<221> MOD_RES
<222> (6)..(6)
<223> AMIDATION
<400> 46

iaa Leu Gly Leu :gaa Arg

<210> 47

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado quimicamente

<220>

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> (7-metoxlcoumarina-4-il) acetil-Arginina

<220>
<221> misc_feature
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<222> (1)..(1)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural.

<220>

<221> MOD_RES
<222> (7)..(7)
<223> Nva

<220>
<221> misc_feature
<222> (7)..(7)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural.

<220>

<221> MOD_RES

<222> (10)..(10)

<223> (2,4)-dintrofenil Lisina-amida

<220>
<221> misc_feature
<222> (10)..(10)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural.

<400> 47

§aa Pro Lys Pro ’ga‘l Glu Xaa Trp Arg :Ifga

<210> 48

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado quimicamente

<220>

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> (7-metoxicoumarina-4-il)-acetil Prolina

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural.

<220>

<221> MOD_RES

<222> (7)..(7)

<223> (3-[2,4-dinitrofenil]-L-2,3-diaminopropionil-Arginina

<220>
<221> misc_feature
<222> (7)..(7)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural.

<220>
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Xaa Leu Ala GIn Ala val Xaa Ser Ser Ser Arg
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Reivindicaciones

1. Un compuesto que es un inhibidor de ADAM o un anticuerpo anti-Her2 para su uso en un método para tratar
cancer, en el que dicho cancer expresa en exceso Her-2, y en el que el tratamiento comprende administrar una
cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo anti-Her2 y el inhibidor de ADAM, en el que el inhibidor de ADAM es
un inhibidor de metaloproteinasa que inhibe la escisién de Her-2 in vivo.

2. El compuesto de la reivindicaciéon 1, en el que dicho inhibidor de ADAM es (6S,7S)-7-[(hidroxiamino)carbonil]-6-
[(4-fenilpiperazin-1-il)carbonil]-5-azaespiro[2.5]octano-5-carboxilato de metilo.

3. El compuesto de la reivindicacion 1 6 2, en el que dicho anticuerpo anti-Her2 es trastuzumab.
4. El compuesto de la reivindicacion 1, 2 6 3, en el que dicho cancer es cancer de mama.

5. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que dicho anticuerpo anti-Her2 se administra simultdneamente con
dicho inhibidor de ADAM.

6. El compuesto de la reivindicacién 1, en el que el tratamiento comprende ademas administrar una citotoxina.

7. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el tratamiento comprende ademas administrar un inhibidor de
tirosina cinasa de EGFR.

8. Uso de un compuesto en la fabricacion de un medicamento para tratar cancer, en el que dicho cancer expresa en
exceso Her-2, en el que el tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor
de ADAM que es un inhibidor de metaloproteinasa que inhibe la escision de Her-2 in vivo y un anticuerpo anti-Her2,
en el que dicho compuesto es el inhibidor de ADAM o el anticuerpo anti-Her2.

9. El uso de la reivindicaciéon 8, en el que dicho inhibidor de ADAM es (6S,7S)-7-[(hidroxiamino)carbonil]-6-[(4-
fenilpiperazin-1-il)carbonil]-5-azaespiro[2.5]octano-5-carboxilato de metilo.

10. El uso de la reivindicacién 8 6 9, en el que dicho anticuerpo anti-Her2 es trastuzumab.
11. El uso de la reivindicacion 8, 9 6 10 en el que dicho cancer es cancer de mama.

12. El uso de la reivindicacion 8, en el que dicho anticuerpo anti-Her2 se administra simultaneamente con dicho
inhibidor de ADAM.

13. El uso de la reivindicacién 8 en el que el tratamiento comprende ademas administrar una citotoxina.

14. El uso de la reivindicacion 8, en el que el tratamiento comprende ademas administrar un inhibidor de tirosina
cinasa de EGFR.

15. Una composicién que comprende una cantidad inhibidora de la escisiéon sinérgica de Her-2 de un inhibidor de
metaloproteinasa, en el que dicho inhibidor de metaloproteinasa inhibe la actividad de una ADAM, comprendiendo
dicha composicion ademas una cantidad inhibidora de la escision sinérgica de Her-2 de un anticuerpo antagonista
de Her-2, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

16. La composicion de la reivindicacién 15, en el que dicho MPI es (6S,7S)-7-[(hidroxiamino)carbonil]-6-[(4-
fenilpiperazin-1-il)carbonil]-5-azaespiro[2.5]octano-5-carboxilato de metilo.

17. La composicion de la reivindicacion 15 6 16, en el que dicho anticuerpo es trastuzumab.

18. La composicién de la reivindicacion 15, comprendiendo dicha composicion ademas una cantidad eficaz de un
agente citotéxico.

19. La composicidon de la reivindicacion 18, en el que dicho agente citotoxico esta seleccionado del grupo que
consiste en paclitaxel y cisplatino.

20. Un kit para inhibir la escision de Her-2, comprendiendo dicho kit una cantidad inhibidora de la escisién sinérgica
de Her-2 de un inhibidor de metaloproteinasa, en el que dicho inhibidor de metaloproteinasa inhibe la actividad de
una ADAM, comprendiendo dicho kit ademas una cantidad inhibidora de la escision sinérgica de Her-2 de un
anticuerpo antagonista de Her-2, y un aplicador y un material de instrucciones para el uso del mismo.

21. El kit de la reivindicacién 20 en el que dicho MPI es (6S,7S)-7-[(hidroxiamino)carbonil]-6-[(4-fenilpiperazin-1-
il)carbonil]-5-azaespiro[2.5]octano-5-carboxilato de metilo.
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22. El kit de la reivindicacion 20 6 21, en el que dicho anticuerpo es trastuzumab.

23. The.kit de la reivindicacién 22, comprendiendo dicho kit ademas una cantidad eficaz de un agente citotoxico.
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FIGURA 1
| Miembro - I Codificacion ﬁ Consennse secuencias Expresado en lineas Candidatos
humano familia funcional para metaloproteinasa de derramamiento derrame HER2
ADAM ADAM activa celular HER2

ADAM1 -

ADAMZ +

ADAM3 -

ADAME +

ADAM7 +

ADAMS + + + +
ADAMS + + + +
ADAM10 * + + *
ADAM11 +

ADAM1Z + + - *
ADAMIE + + + +
ADAMAIT + + + )
ADAM18 +

ADAM19 + + - -
ADAM20 +- + + +-
ADAM21 + + + +
ADAM22 + .

ADAM23 +

ADAM28 + + - -
ADAM29 +

ADAM3O0 + + - -
ADAMIZ +

ADAM33 + + + +
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Secuencia cebador directo

Gana 1
ADWME TGCTCCTCCOGTCACTETG a
SEQ D MO
ADA TATCAAGTCATCTTTGGECTCAML
SEQ D K210
ADAMID TCCAAAGTT CCTCOTAAL
SEQ D M1
ADAMAZ AT TT
5E( 10 Nici2
ADAMIS ACAG ACTETEAGEA
52010 N3
ADAMIT BCATGGATTCTECATOGET
SE0 10 NCx14
ADAMIE TCTCARATAGAGAGGACGEAGTCGTLS
EE010 N5
ADANZD TGCAAGGACAMAGGCTATEGA
SEQ 1D KO:16
ADAMZT AAGTGAMACATGGTACTGTGTGTSE
SEQI0 NDAT
ADAMZE GATGACTCCTCAGTGGTCTTCCA
+ BECHID MO 18
ADANDY) COATTTGTGGUOCAAGAGA
SED 1D MO 19
ADAMEY CTCGCACCOCACATEAT
SE010 ND20

ES 2537514713

FIGURA 2

Secuencia cebador reverso 5

TTGGCTTEATEACCTECTTTG

SED 1D MOET
AMATCTETCACCTTTAGAATTCACTTCA
SEQ D NOs22

88

Secuencia prueba

{5-2]

COCACCCTTCCCAGTTOCTGTCTACAL
1D MO:33

CAAGGECTEGCCCOCAAAGATTGTTIC
SEQ 1D N34

TTCAGCAMCE
SEQ IDMD:35
CTACCOACCEAAG GACAATCCCAGS
SEQ 1D 36
TOAAN COCTEADCAS
SEQ IDHNG:AT
ARACGE
SED D HO:28 .
TCCAAGCCGGOCAATTOOCT
SEGQ D NO:35

TAGTGCTGATAGTGGCOCACCTOCTAAGAACA
SEQ D MO-40
CAGGAAAGATCTECATCCATAAGRAGTETGTCAG
SEQ ID NOxdd
CTGTTCCCAATGRCGGTCATTIT IGT

SEQ 1D M4z

CTGTTELCCCCACATCTGLGE

SEQ 1D NO43
ACTCTACCGTTCACCTAGATGGOCA

BEQ 1IN0 44
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FIGURA 3

Derramamiento 444 + ++++ ++ ++
Anotacion BT474 |SKOV3| SKBR3 | MDA T47D
JADAMS + + + . + +
DAMS + + + + +
ADAM10 + + + + +
ADAM12 + + +
ADAM1S5 + + + + +
ADAMA7 + + + + +
ADAM19 + + + +
ADAMZ0 + + + + +
ADAM21 + + + + +
ADAM28 + +
ADAM30
ADAM33 + + + + +
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FIGURA 4

A siRNA

Simulado

ADAM9 ADAM10

B | siRNA
Simulado
ADAM9 ADAM10

ADAM9

C [ Simulado - siRNA
ADAM15

D Simulado 4 EiRNA Simulado

9 10 151717

ADAM17 — — geapsumis
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FIGURA 5

AD9 AD10 AD15 AD17  simulado

1.20

0.801
0.40-

0.007

simuado AD8 AD9 AD10 AD15 AD33
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FIGURA 6

MMP2 vs. HER 2 Derrame

(Basado en 498 compuestos)
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FIGURA 7

MMP12 vs. H E R Derrame

(Basado en 500 compuestos)
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FIGURA 8

ADAM17 vs. HER 2 Derrame

(Basado en 500 compuestos)

=10 Aumento
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FIGURA 9

ADAMY9 vs, HER 2 Derrame

(Basado en 42 compuestos)
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FIGURA 10

ADAM10 vs. HER 2 Derrame

(Basado en 500 compuestos)

= 10 Aumento
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FIGURA 11

HHi

Gendmica
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FIGURA 12A-1

ADAM10 Humano (SEDQ ID HO:5)

GOEECEECACECCTACCAGCACSGEANOGTCCCCCE CAOGCATGCAOGCECCOCTERRGIE
COTEEEEGA GGG TAGEEGCEEEAGETAGGGGCGOEECTCOGOETECCAGTTGRATECCCGE
GOGTCACGTEETGAGGAAGEAGEOGEREGTCTRAGT TTOGARGERAGEGGEGGAGAGANGLGE
GARCGAGCARGEEARGEARMGCGEEGEAAMGEAGEARGGARRCGARCGRCREEGRGEGAGETS
COTET T MEEAGEAGCTREEAGOETTIOCEECLCCTEARGTEGAE OGAGRGEEAGETECTTO
GOCGT T T T TG AGGEAGE T CCEe CTTCC oG TGRAGGOTCOGIACCAAGOCCCTTC
GoT T T T GEAT AT T T O TG T TAAC S TCAGCAGECEEOEGOEECEECAGESG
GoAGCGEAAAGA TG TG T TGO TGAGAGTOTTAAT T CTECTCCTCTCO TGGE 0 GCEEGEATEE
GAGGTCACTATGEEAAT CCTTTAAATARRTATATCAGRCATTATAANGEATTA TOTTACRAT
GTEGATTCATTACACCARARRCALCCAGCETGECCARRAGHRECAGTCTCACATEARGACCARTT
TTTACGTCTAGATT TCCATGOCCATGEARGACAT T TCAACC TACGAATGANGAGGEACACTT
CCCTTTTCAGTGATGARTT TAA G T AGARNCATCAAATARAGTACTTGATTATAATECTTOT
CATATTTACACTGEACATATT TATGETGAMGAAGGAAGTTT TAGCCATAGETCTETTATTE A
TEEARAGATTTAARGGATTCATCCAGACT OO TEOTEECACAT TTTATATTERGCCASCRGEALR
GRTATATT ARRGERCCEA AT TGO AT T N ACTC TG T CATT TA T CATGRAAGATGATATTAAT
TAT A TAR T A T T CAGGGEEE T TECAGATCATTCASTATTTC AR AR ATARS
GARATACCAGATEACTEETOTAGRGERACTAACRCAGATACCTCARGRAGARCATECTGOTA
ATEGTCCAGRRCTTCTEAGEARARA R ACETACARCTTCASCTERARARMAARTACTTGTOAGOTT
TATATTCAGRCTGATCATTIGTTCTT TARATAT TACGGEAACNCGAGRRGCTGTGATTGCCCA
GATATCCAATCATETTARRGOGATTGATACARTTTACCRAGRCCACAGACTTCTCCGEARTCC
GTAACATCAGTTTCATGETARARACGCATARGRATCAATRCEACTECTEATGRGRAGEACCCT
AR T TS T T O AR T A T T EE T TEEAGARRAGTT T TEEAATTEAAT TCTGRGTAR
GRATCATEA T GACT AT T TGO AT T T CACAGRCCEAGA T TTTGATEATEEOETAC
TTGETCTEECTTEEGETTEEAGCACCTT CAGGRAGCTC TEEMGEAATATGTGAARANAGTRAR
CTCTATTCAGATEETAAGRAGARGTCCTTAARCACTGGAATTATTACTETTCAGARCTATGE
GTCTCATGTACCTCCCARAGTCT CTCACATTRACTTT TGCTCACGARGT TREACATAACTTTG
BT AT GAT T TEGARC ARG TECACACCAGEAGARTCTARGRAT TTEEET CAALAR
QRARLTGOCAATTACATCATGTATGCARGAGCARCATCTGEGEACAAACTTARCARCAR TR
AT TCT AT T GETAGTATTACAL R TATA RSO A N TTCTTGAGAAGAAGAGRRACARCTAETT
TG T GAAT TGO CAACCTAT T T TEGARA TEGEAA TGO TAGAACAAGES TGAMAR TGS TGAT
TETGECTATAGTGACCAGTG TAAAGATGARTGC TGO TTOGATGCARATCARC CAGAGEEANG
AREETGCAARCTEARACCTEREAANCAGTGOAGTCCARGTCARGETCCTTETTETACAGCRT
AT TR T ARG TR A AT TEAGAAGTGTCGEEATEGATTCACRCTETEOARGEEARGER
ATATGTAATGECTTCACAGCTCTCTGOCCAGCATCTEAC COTARRCCARACTTL
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FIGURA 12A-2

ACAGACTGTARTAGGCATACACAAGTGTGCATTAATGEECAATGTGCAGGTTCTATCTGTGA
GARATATGGCTTAGAGGACGTGTACGTGTGCCAGTTCTGATGGCARAGATCGATAAAGAATTAT
GCCATGTATGCTGTATGAAGAARATGCGACCCATCAACTTGTGCCAGTACAGEGTCTGTGCAG
TGGAGTAGGCACTTCAGTEETCGAACCATCACCCT GCAACCTGCATCCCCTTGCAACGATTT
TAGAGGTTACTGTGATGTTTTCATGCGGTGCAGATTAGTAGATGCTGATGGTCCTCTAGCTA
GGCTTARARAAGCAATTTTTAGTCCAGAGCTCTATGAAARCATTGCTGAATGGATTGTGGECT
CATTGGTGGGCAGTATTACTTATGEGGAATTGCTCTGATCATGCTAATGGCTGGATTTATTAR
GATATGCAGTGTTCATACTCCAAGTAGTAATCCARAGTTGCCT CCTCCTARACCACTTCCAG
GCACTTTAAAGAGGAGGAGACCTCCACAGCCCATTCAGCAACCCCAGCGTCAGCGGCCCCGA
GAGAGTTATCAAATGGGACACATGAGACGCTAACTGCAGCTTTTGCCTTGGTTCTTCCTAGT
GCCTACAATGCGAAARCTTCACTCCARAGAGARACCTATTARGTCATCATCTCCARACTARAR
CCCTCACAAGTAACAGTTGAAGAAAAANTGGCAAGAGATCATATCCTCAGA CCAGGTGGRAT
TACTTARATTTTARAGCCTGAAAATTCCAATTTGGGGGTGGCAGGTGGAARAGGARCCCAAT
TTTCTTATGARCAGATATTTTTAACTTAATGECACARAGTCTTACGAATATTATTATGTECCC
CETETTCCCTGTTCTTCGTTGCTGCATTTTCTTCACTTGCAGGCARACTTGGCTCTCAATAR
ACTTTTACCACAAATTGARATARATATATTTTTTTCAACTGCCAATCARGGCTAGGAGS CTC
CGACCACCTCAACATTGGAGACATCACTTGCCAATGTACATACCTTGTTATATGCAGACATGET
ATTTCTTACGTACACTGTACTTCTGTGTGCAATTGTARAACACGAAATTGCAATATGGATGTTT
CTTTGTATTATAARATTTTTCCGCTCTTAATTARAAATTACTGTTTAATTGACATACTCAGG
ATAACAGAGAATGGTCGTATTCACGTGOTCCAGCGATTCTGTAATGCTTTACACAGECAGTTTT
GAAATGARAATCAATTTACC
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FIGURA 12B

ADAM10 Péptido (SEQ ID NO:6)

MVLLRVLILLLSWAAGMGEGQYGNPLNKY IRHYEGLSYNVDSLHQKHORAKRAVSHEDQFLEL
DFHAHGRHFNLRMKRDTSLFSDEFKVETSNKVLDYDTSHIYTGHIYGEEGSFSHGSVIDGRE
EGFIQTRGGTFYVEPAERY IKDRTLPFHEVIYHEDDINY PHKYGPQGGCADHSVEFERMREKYQ
MTGVEEVTQIPQEEHARNGPELLRKKRTTSAEKNTCQLYIQTDHLFFKYYGTREAVIAQISS
HVKAIDTIYQTTDFSGIRNISFMVKRIRINTTADEKDPTNPFRFENIGVEKFLELNSEQNHD
DYCLAYVFTDRDFDDGVLGLAWVGAPSGSSGGI CEKSKLY SDGKEKSLNTGIITVONYGSHY
PPKVSHITFAHEVGHNFGSPHDSGTECTPGESKNLGOKENGNY IMYARATSCGDEKLNNNKFSL
CSIRNISQVLEKERNNCFVESGQPICGNCMVEQGEECDCGY SDOQCKDECCFDANQPEGRKCK
LEPGKQCSPSQCGPCCTAQCAFKSKSEKCRDDSDCAREGICNGFTALCPASDPKPNFTDCNRH
TOVCINGQCAGS ICEKYGLEECTCASSDGKDDKELCHVCCMKKMDPSTCASTGSVQWSRHES
GRTITLOPGSPCNDFRGYCDVFMRCRELVDADGPLARLKKAIFSPELYENIAEWI VAHWWAVL
LMGIALIMLMAGFIKICSVHT PSESNPKLPPPHPLPETLKRRRPEPQPIQOPORORPRESYQMG

HMRR
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FIGURA 13A-1

ADAM15 Humano Variante 1 {SEQ ID NO: 1}

(la mas abundante en las lineas celulares examinadas)

CCGAGGCEACCTGGCCECCEECCECTCCTCCECGOGCTEGTTCCGCACTTECTGCCCTCGCOC
GGCCCGGAGCGCCGCTGCCATGUGECTGEUGCTECTCTEGEGLCCTEGEECTC CTEEECGCGE
GCAGCCCTCTGCCTTCCTEGCCGCTCCCAAATATAGGTGGCACTGAGGAGCAGCAGGCAGAG
TCAGAGRAGGCCCCGAGGEAGCCCTTGGAGCCCCAGGTCCTTCAGGACCEATCTCCCARLTTAG
CCTCARARAGGTGCTTCAGACCAGT CTGCCTGAGCCCCTGAGGATCAAGTTGGAGCTGGACG
GTGACAGTCATATCCTGGAGCTGCTACAGAATAGGGAGTTGGTCCCAGGCCGCCCAACCT TG
GTGTGGTACCAGCCCGATGGCACTCGGGTGEGTCAGTGAGGGACACACTTTGGAGARCTGCTG
CTACCAGGGAAGAGTGCGGEEATATGCAGGCTCCTEGETETCCATCTGCACCTGCTCTGGGC
TCAGAGGCTTGGTGETCCTGACCCCAGAGAGAAGCTATACCCTGGAGCAGGGGCCTGGGGAC
CTTCAGGGTCCTCCCATTATTTCGCGAATCCARGATCTCCACCTGCCAGBCCACACCTGTGL
CCTGAGCTGGCGGGAATCTGTACACACTCAGACGCCACCAGAGCACCCCCTGGGACAGCGCC
ACATTCGCCGGAGGCGEGATGTGETAACAGAGACCAAGACTEGTGGAGTTGETCGATTGTCEGCT
GATCACTCGGAGGCCCAGAAATACCGGEACTTCCAGCACCTGCTAAACCGCACACTGGARGT
GGCCCTCTTGCTGGACACATTCTTCCGGCCCCTGAATGTACGAGTGGCACTAGTGGGCCTGE
AGGCCTGGACCCAGCGTGACCTGGTGGAGATCAGCCCARACCCAGCTGTCACCCTCGAAAAC
TTCCTCCACTGGCGCAGGGCACATTTGCTGCCTCCATTGCCCCATGACAGTGCCCAGCTGGT
GACTGGTACTTCATTCTCTGGGCCTACGGTGGGCATGGCCATTCAGARCTCCATCTGTTCTC
CTGACTTCTCAGCGAGGTGTGAACATGEACCACTCCACCAGCATCCTGEGEGAGTCGCCTCCTCC
ATAGCCCATGAGTTGGEECCACA GLCTGEECCTGEACCATGATTTGEGCCTGGEAATAGCTGCCC
CTETCCAGGTCCAGCCCCAGCCARGACCTGCATCATGGAGGCCTCCACAGACTTCCTACCAG
GCCTGAACTTCAGCAACTGCAGCCGACGGGCCCTGGAGAAAGCCCTCCTAGATGGAATGEGEGEL
AGCTECCTCTTCEGAACGGCTECCTAGCCTACCCCCTATGGCTGCTTTCTGCGEAAATATGTT
TETGGAGCCGEECGAGCAGTGTGACTGTGG CTTCCTGEATGACTGCGTCGATCCCTGCTETE
ATTCTTTGACCTGCCAGCTCGAGECCAGGTCCACAGTCGTGCATCTGACGEGACCCTEGTTGTCAR
AATTGCCAGCTGCGCCCGTCTEECTGGCAGTGTCGTCCTACCAGAGGGEGATTGTGACTTGCC
TGAATTCTGCCCAGGAGACAGCTCCCAGTGTCCCCCTGATGTCAGCCTAGGEGATGGUGAGC
CCTGCGCTGECGEGCAAGCTGTGTGCATGCACGGGCGT TGTGCCTCCTATGCCCAGCAGTGC
CAGTCACTTTGGGGACCTGGAGCCCAGCCCGCTGCGUCACTTTGCCTCCAGACAGCTAATAC
TCEEGEARATGCTTTTCGGGAGCTGTGEGECGCARCCCCAGTGGCAGTTATGTGTCCTGCACCT
CTAGAGATGCCATTTGETGGECAGCTCCAGTGLCAGACAGGTAGGACCCAGCCTCTECTGGGEC
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FIGURA 13A-2

TCCATCCGGEGATCTACTCTGEGAGACAR TAGATGTGAATGECGACTGAGCTGAACTGCAGCTG
GETGCACCTGGACCTGGGCAGTGATGTEGGCCCAGCCCCTCCTGACTCTGCCTGGCACAGCCT
GTGGCCCTGECCTGETETGTATAGACCATCEGATGCCAGCGTETEGATCTCCTEGGEGGCACAG
GAATGTCGAAGCAANTGCCATGGACATGGGGT CTGTGACAGCAACAGGCACTGCTACTGTGA
GEAGGGCTGGGECACCCCCTEACTECACCACTCAGCT CARAGCAACCAGCTCCCTGACCACAG
GGCTGCTCCTCAGCCTCCTGETCTTATTGGTCCTGEGTGATEGCTTGETGCCAGCTACTGGTAC
CGTECCCGOCTGCACCAGCGACTCTECCAGCTCARGGGACCCACCTGCCAGTACAGGGCAGT
CCAATCTGGTCCCTCTEAACGRCCAGEACCTCCGCAGAGGECCCTGCTGGCACGAGACACTA
AGGCTAGTGCTCTCAGCTTCCCGECCCCCCCTTCCAGECOGCTG CCGCCTGACCCTETGTCC
ARGAGACTCCAGTCTCAGGEGCCAGCCAAGCCCCCACCCCCARAGGARGCCACTGCCTGCCGA
CCCCCAGGGCCGETGCCCATCGGETGACCTGCCCGECCCAGCGGECTGEAATCCCACCCCTAG
TEGETACCCTCCACGACCAGCGCCACCGCCTCCGACAGTETCCTCGCTCTACCTCTGACCTCTC
CGGAGGTTCCGCTGCCTCCAAGCCGGACTTAGGCCTTCAMGAGGCGGECCETGE CCCTCTGGAG
TCCCCTACCATGACTGAACGCGCCAGAGACTGECEETETCTTAAGACTCCGEECACCGCCAC
GCGCTGTCAAGCARCACTCTGCGGACCTGCCGGCETAGTTECAGCGGECECTTGGGEAGEGS
CTGGOCGATTCCACGGEGAT TGAGGAMGETCCGCACAGCCTGTCTCTGCTCAGTTGCAATARAC
GTGACATCTTGG
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FIGURA 13B

ADAM15 Humano Variante 1 péptido {SEQ ID NO:2)

MRLALLWALGLLGAGSPLPSWPLPNIGGTEEQQAESEKAPREPLEPQVLODDLPISLKKVLO
TSLPEPLRIKLELDGDSHILELLOQNRELVPGRPTLVWYQPDGTRVVSEGHTLENCCYQGRVR
CGYAGSWVSICTCSGLRGLVVLTPERSYTLEQGPGDLOGPPIISRIQDLELPGHTCALSWRES
VHTQTPPEHPLGOQRHIRRRRDVVTETKTVELVIVADHSEAQKYRDFQHLLNRTL EVALLLDT
FFRPLNVRVALVGLEAWTQRDLVEISPNPAVTLENFLHWRRAHLLPRLPHDSAQLVIGISFS
GPTVGMAIQNSICSPDFSGGVHNMDHSTSILGVASSIAHELGHSLGLDHDLPGNSCPCPGPAP
AKTCIMEASTDFLPGLNFSNCSRRALEKALLDGMGSCLFERLPSLPPMAAFCGNMFVEPGEQ
CDCGFLDDCVDPCCDSLTCQLRPGAQCASDGPCCONCQLRPSGWQCRPTRGDCDLPEFCPGD
SSQCPPDVSLEDCGEPCAGGQAVCMHGRCASYAQQCQSLWGPGAQPAAPLCLOTANTRGNAFG
SCGRNPSGEYVSCTPRDATCGOLOCOTGRTQPLLGSIRDLLWETIDVNGTELNCSWVHLDLG
SDVAQPLLTLPGTACGPGLVCIDHRCQRVDLLGAQECRSKCHGHGVCDSNRHCYCEEGWAPP
DCTTOLEATSSLTTGLLLSLLVLLVLVMLGASYWYRARLHQRLCOQLKGPTCQYRAAQSGPSE
RPGPPQRALLARGTKASALSFPAPPSRPLFPDPVSKRLOSQGPAKPPPPRKPLPADPQGRCP
SGDLPGPGAGIPPLVVESREAPPPPTVSSLYL
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FIGURA 14A-1

ADAM15 Humano Variante 2 (forma mas larga) {SEQ ID NO:3)

CCGAGGCGACCTGGCCGCCEELCECTCCTCCGOGCECTETTCCGCACTTGCTGCCCTCGLCC
CGECCCGEAGCECOCGECTECCATEGCGECTEGECGECTECTLTE BGECCCTGEEEITCCTEEEOECEE
GCAGCCCTCTECCTTCOCTEECCECTCCCAAATA TAGETGGCACTEAGGAGCAGCAGGCAGAG
TCAGAGAAGGCCCCGAGGEAGCCCTTGGAGCCCCAGCGTCCTTCAGGACGATCTCCCAATTAG
CCTCAARARGGTGCTTCAGACCAGTCTGCCTGAGCCCCTGAGGATCARGTTGGAGCTGGACG
GTGACAGTCATATCCTGGAGCTGCTACAGAATAGGGAGTTGGTCCCA GGCCGCCCAACCCTG
GITGTGGTACCAGCCCGATGGCACTCCGGTGCTCAGTGAGGGACACACTTTGGAGAACTGCTG
CTACCAGCGGAAGAGTGCGEGCATATGCAGGCTCCTGEETGTCCATCTGCACCTECTCTGGGEC
TCAGAGGCTTGETGETCCTGACCCCAGAGAGARAGCTATACCCTEGAGCAGGGECCTGEGEGAC
CTTCAGGGTCCTCCCATTATTTCGCGAATCCAAGATCTCCACCTGCCAGGCCACA CCTETGC
CCTGAGCTGECGEGAATCTETACACACTCAGACGCCACCAGAGCACCCCCTGEGACACCGCT
ACATTCGCCGGAGGCGGEATGTGGTAACAGAGACCAAGACTGTGGAGTTGGTGATTGTGGCT
GATCACTCGEAGGCCCAGAARTACCGGGACTTCCAGCACCTGCTARACCGCACACTGGARAGT
GECCCTCTTECTEEACACATTCTTCCGGCCCCTGRAATGTACCGAGTCGCACTAGTEGECCTEE
AGGCCTGGACCCAGCGTGACCTGGTGGAGATCAGCCCARACCCAGCTGTCACCCTCGARRAC
TTCCTCCACTGGCGCACGGGCACATTTGCTCCCTCGATTGCCCCATGACAGTGCCCAGCTGST
GACTGGTACTTCATTCTCTEEGCCTACGETGEGCATEGCCATTCAGRACTCCATCTETTICTC
CTGACTTCTCAGGAGGTGTGAACATGGACCACTCCACCAGCATCCTGGGAGTCECCTCCTCC
ATAGCCCATGAGTTGGGCCACAGCCTGGEECCTGGACCATCGATTTECCTGEGAATAGCTGCCC
CTGTCCAGGTCCAGCCCCAGCCAAGACCTGCATCATGGAGGCCTCCACAGACTTCCTACCAG
GCCTGAACTTCAGCAACTGCAGCCGRACGGECCCTGEAGAAAGCCCTCCTGGATGCAATGGEGEC
AGCTGCCTCTTCGAACGGCTECCTACGCCTACCCCCTATGECTGCTTTCTGCGGARAATATGTT
TETCEAGCCEEECCGAGCAGTCTGACTGTEGCTTCCTGGATEACTECGTCGATCCCTGCTETG
ATTCTTTGACCTGCCAGCTCGAGGCCAGETCCACAGTGTGCATCTGACGGACCCTGTTGTCAA
ARTTGCCAGCTGCECCOGTCTGECTEECAGTETCETCCTACCAGAGGEGATTGTGACTTGCC
TGAATTCTGCCCAGGAGACAGCTCCCAGTGTCCCCCTGATGTCAGCCTAGGGGATGGCGAGC
CCTGCGCTGGCGGEGCARGCTGTETG CATGCACGGGCGTTGTGCCTCCTATGCCCAGCAGTGC
CAGTCACTTTGGEERACCTEEGAGCCCAGCCOGCTGCECCACTTTGCCTCCAGACAGCTAATAC
TCEGGGAAATGCTTTTGGGAGCTGTGGGCGCAACCCCAGTGGCAGTTATGTGTCCTGCACCC

cT
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FIGURA 14A-2

AGAGATGCCATTTGTGEGCAGCTCCAGTGCCAGACAGGTAGGACCCAGCCTCTECTGRECTC
CATCCGGGATCTACTCTGGGAGACAATAGATGTGAATGGGACTCGAGCTGAACTGCAGCTGGG
TGCACCTGGACCTGGGCAGTGATGTGECCCAGCCCCTCCTGACTCTGCCTGGCACAGCCTGT
GGCCCTGGCCTGGTGTGTATAGACCATCGATGCCAGCGTGTGGATCTCCTGGGGGCACAGGA
ATGTCGAACGCARATGCCATGGACATGGGETCTGTGACAGCARCAGECACTGCTACTGTGAGE
AGGGCTGEECACCCCOTGACTECACCACTCAGCTCARAGCARCCAGCTCCCTGACCACRGEG
CTGCTCCTCAGCCTCCTGGTCTTATTGGTCCTGGTGATGCTTGGTGCCAGCTACTGGTACCG
TGCCCGCCTGCACCAGCGACTCTGCCAGCTCAAGGGACCCACCTGCCAGTACAGGGCAGCCC
AATCTGGTCCCTCTGAACGGCCAGGACCTCCGCAGAGGGCCCTGCTGGCACGAGGCACTAAG
GCTAGTGCTCTCAGCTTCCCGECCCCCCC TTCCAGGCCGUTGCCGCCTEGACCCTETGTCCAA
GAGACTCCAGGCTGAGCTGGCTGACCGACCCAATCCCCCTACCCGCCCTCTGCCOGCTGALCC
CGGTGGTGAGAAGCCCGAAGT CTCAGGGECCAGCCARGCCCCCACCCCCARGGARGCCACTG
CCTGCCGACCCCCAGGGCCGGTECCCATCEEGTGACCTECCCGECCCAGGEGCTEGAATCCC
GCCCCTAGTEGTACCCTCCAGACCAGCGCCACCGLCT COGACAGTGTCCTCGCTCTACCTCT
GACCTCTCCGGAGGTTCCGCTGCCTCCAMGCOGEACTTAGGECTTCARGAGGCGGGCETELC
CTCTGGAGTCCCCTACCATGACTGAAGGCGCCAGAGACTGGCGEGTETCTTARAGACTCCGGEC
ACCGCCACGCGCTGTCARGCARCACTCTCCGGACCTECCOECGTAGTTGCAGCGGGEELTTG
GGGAGGGGCTGEEGETTEGECACGELATTCGAGGARGGTCCGCACAGC CTGTCTCTGCTCAGTTG
CAATAAACGTGACATCTTGG
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FIGURA 14B

ADAM15 Humano Variante 2 péptido {(SEQ ID NO:4)

MRELALLWALGLLGAGSPLPSWPLPNIGGTEEQQAESEKAPREPLEPQVLODDLPISLKEVLY
TSLPEPLEILKLELDGDSHILELLONRELVPGRPTLVWYQPDGTRVVSEGHTLENCCYQGRVR
GYRGSWVSICTCSGLRGLVVLTPERSYTLEQ GPGDLOGPPIISRIQDLHLPGHTCALSWRES
VHTQTPPEHPLGQRHIRRRRDVVTETKTVE LVIVADHSEAQKYRDFQHLLNRTLEVALLLDT
FFRPLNVRVALVGLEAWTQRDLVEISPNPAVTLENFLHWRRAHLLPRLPHDSAQLVTGTSFS
GPTVGMAIQNSICSPDFSGGVINMDHSTSILGVASSIAHELGHSLGLDHDLPGNSCPCPGPAP
AKTCIMEASTDFLPGLNFSNCSRRALEKALLDGMGSCLF ERLPSLPPMAAFCGNMFVEPGEQ
CDCGFLDDCVDPCCDSLTCQLRPGAQCASDGPCCONCQLRPSGWQCRPTRGDCDLPEFCPGD
SEQCPPDVSLGDGEPCAGEQAVCMHGRCAS YAQQCOSLWGPGAQPARAPLCLOTANTRGNAFG
SCGRNPSGSYVSCTPRDAICGOLOCQTEGRTQPLLGSIRDLLWET IDVNGTELNCSWVHLDLG
SDVAQPLLTLPGTACGPGLVCIDHRCQRVDLLGAQECRSKCHGHGVC DSNRHCYCEEGWAFPP
DCTTQLKATSSLTTGLLLSLLVLLVLVMLGASYWYRARTHORLCOQLKGPTCQYRAADSGPSE
RPGPPORALLARGTKASALSFPAPPSRPLPPDPVSKRLOAELADRPNPPTRELPADPVVRSP
KEQGPAKFPPPRKPLPADPQGRCPSGDLPGPGAGIPPLVVPSRPAPPPPTVSSLYL
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FIG. 23
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FIGURA 27
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FIGURA 28
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