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DESCRIPCION
PTHrP, sus isoformas y antagonistas de la misma en el diagnéstico y tratamiento de una enfermedad
0003 Campo de la invencion

[0001] 0004 La presente invencion se refiere a la proteina relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP),
isoformas de la misma y los antagonistas de la misma en el diagnéstico y tratamiento de enfermedades, en particular
el cancer.

0005 Antecedentes de la invencion

[0002] 0006 Se sabe que los tumores surgen a partir de células normales a través de una serie de
transformaciones graduales. La activacion de moléculas de sefializacién y, en particular, las vias relacionadas con el
factor de crecimiento podria conducir a la transformacién maligna de las células normales. La mortalidad por cancer
puede estar relacionada con la capacidad de los tumores para sufrir una diseminacién metastasica. La diseminacion
de los tumores desde el sitio original y la capacidad de los mismos para alojarse en tejidos especificos
probablemente implica multiples pasos a medida que los tumores progresan de una manera no invasiva a un estado
invasivo.

[0003] 0007 La PTHrP fue identificada inicialmente como un mediador de la hipercalcemia asociada a malignidad
debido a la fuerte homologia de secuencia de la PTHrP en su extremo amino o N-terminal con el extremo amino
terminal de la hormona paratiroidea (PTH). Se ha demostrado que la mayoria de los pacientes con cancer avanzado
e hipercalcemia tienen niveles circulantes elevados de PTHrP con o sin metastasis éseas osteoliticas asociadas.

[0004] 0008 La PTHrP esta asociada con la gran mayoria de los tumores malignos en el contexto de la
hipercalcemia incluyendo cancer de mama, colon, piel, renal y pulmonar, asi como tumores malignos hematolégicos,
tales como linfomas, leucemias y mielomas multiples. Ain mas significativo, en la ausencia de hipercalcemia y de
elevacion de los niveles circulantes de PTHrP, la expresion de PTHrP en estos tejidos tumorales se ha demostrado
que es elevada. Ademas, varios estudios indican que la PTHrP puede ser un indicador de prondstico en pacientes
con cancer y se correlaciona con el proceso metastasico en varios tipos de cancer incluyendo cancer de mama, de
prostata y cancer de colon. Varios estudios sugieren que la PTHrP estimula la invasion in vitro y las metastasis
6seas in vivo. El mecanismo subyacente a la estimulacion por la PTHrP de las metastasis 6seas se cree que es
indirecto mediante la activacion de la resorcion 6sea osteoclastica y la liberacion de factores de crecimiento locales
dentro del microambiente 6seo, lo que a su vez estimula el crecimiento de las células tumorales dentro del hueso. El
objetivo principal para el tratamiento de las metastasis 6seas en pacientes utiliza actualmente los agentes que
reducen la actividad osteoclastica, tales como la clase de agentes conocidos como bisfosfonatos. Por lo tanto, la
inhibicion de la PTHrP se ha identificado como una diana potencial para inhibir la actividad osteoclastica en el hueso
mediante la reducciéon de la producciéon de PTHrP de células tumorales dentro del hueso. Los anticuerpos
monoclonales (“Acm”) dirigidos al extremo N-terminal de la PTHrP se han utilizado con éxito en la reduccion de las
metastasis 6seas osteoliticas en ratones desnudos trasplantados con la linea celular humana MDAMB231. Se han
generado anticuerpos monoclonales humanizados dirigidos al extremo N-terminal de la PTHrP y se ha demostrado
que son eficaces en modelos de hipercalcemia y metastasis 6sea en ratones desnudos. Actualmente se estan
llevando a cabo ensayos clinicos en pacientes con metastasis 6sea osteolitica con anticuerpos monoclonales
humanizados anti-PTHrP dirigidos al extremo N-terminal.

[0005] 0009 Ademas de su efecto indirecto en el proceso metastasico éseo, varios estudios sugieren que la PTHrP
puede afectar directamente al crecimiento y las capacidades invasivas de las células tumorales. La mayoria de estos
estudios se realizaron in vitro y tienden a indicar que la PTHrP estimula la invasion y la migracion en diferentes
lineas celulares incluyendo las de cancer de mama, de prostata y melanoma. Los datos in vivo, aparte de los
estudios sobre metastasis 6seas, son muy limitadas. Un estudio indica que la PTHrP puede ser responsable del
crecimiento de los canceres renales y que el crecimiento y la metastasis tal vez se reduce por la administracion de
un anticuerpo dirigido al extremo N-terminal de la PTHrP en ratones desnudos trasplantados con una linea celular de
cancer renal humano.

[0006] 0010 Debido a que la actividad similar a la PTH de la PTHrP parece estar dentro de la porcién N-terminal de
la molécula, los estudios han utilizado fragmentos N-terminales para los estudios in vitro e in vivo, en particular para
los estudios del receptor de la PTH/PTHrP tipo 1 que puede ser activado tanto por PTH como por PTHrP 1-34. Este
receptor cuenta con 7 dominios transmembrana ligados a proteinas G y pertenece a los receptores acoplados a la
proteina G (GPCR). La unién al ligando tiene como resultado la activacion tanto de la adenilato ciclasa (via AMPc)
como de la fosfolipasa C (PLC). Se ha clonado otro receptor de PTH (Tipo-2) que se activa mediante un ligando
diferente llamado TIP y que se encuentra principalmente en el sistema nervioso central, mientras que el receptor de
la PTHrP Tipo-1 se expresa de forma ubicua en la mayoria de los tejidos. Ademas, tanto el receptor de la PTHrP
Tipo-1 como de la PTHrP se expresan simultaneamente en la mayoria de los carcinomas de mama y esta co-
expresion predice una supervivencia desfavorable.
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[0007] 0011 La estructura del gen de la PTHrP humana es mucho mas complejo que el de la PTH que abarca mas
de veinte (20) kilobases (kb) de ADN gendmico y el corte y empalme alternativo del ARNm del mismo da lugar a tres
isoformas de ciento treinta y nueve aminoacidos (139), ciento cuarenta y un aminoacidos (141) y ciento setenta y
tres aminoacidos (173). Hay una fuerte homologia de secuencia entre especies, pero no se ha descrito el corte y
empalme alternativo en especies inferiores, excepto para el gen canino. Los genes de ratén, rata, conejo, bovino y
de pollo sélo podran dar lugar a la isoforma compuesta de ciento treinta y nueve (139) aminoacidos. Existe una
considerable divergencia entre especies en el extremo C-terminal de la PTHrP mas alla de aminoacido 111. La
forma larga, PTHrP1-173 puede ser Unica para los seres humanos, pero su funcion es actualmente desconocida,
aunque se ha sugerido que desempefia un papel en el crecimiento del cartilago. Los anticuerpos dirigidos al extremo
N-terminal de la PTHrP generalmente reconocen todas las isoformas de PTHrP.

[0008] 0012 Sin embargo, a pesar de los muchos afios de investigacion en este area, queda por definir el papel de
la PTHrP y, en particular, de sus isoformas en el diagndstico y tratamiento de enfermedades, en particular el cancer,
metastasis tumoral, metastasis ésea osteolitica e hipercalcemia.

0013 Sumario de la invencion

[0009] 0016 La presente invencion se refiere a anticuerpos dirigidos a una porcion C-terminal de la PTHrP que
consiste en los residuos de aminoacidos 151 a 169 de la PTHrP1-173. Un aspecto no de acuerdo con la presente
invencion son los anticuerpos dirigidos contra una porcion C-terminal de la PTHrP, preferiblemente los restos de
aminoacidos 140 a 173, utilizados en combinacion con anticuerpos dirigidos a una porcién N-terminal de la PTHrP,
preferiblemente los residuos de aminoacidos 1 a 33, para desarrollar inmunoensayos especificos para la deteccion
de una o mas isoformas, isoformas especificas o fragmentos de PTHrP, incluyendo, pero sin limitarse a, ensayos de
sandwich como IRMA, ELISA y ensayos de quimioluminiscencia. Los inmunoensayos se pueden utilizar para
detectar especificamente una o mas isoformas o isoformas especificas, especificamente PTHrP1-173, o sus
fragmentos antes y después del tratamiento. Los inmunoensayos también se pueden utilizar como indicadores
prondsticos en una variedad de canceres que expresan una o0 mas isoformas, isoformas especificas,
especificamente la isoforma PTHrP1-173, o fragmentos de la misma

[0010] 0017 Ofra realizacion de la presente invencion es determinar qué tumores expresan una o mas isoformas,
especificamente la isoforma PTHrP1-173 o fragmentos de la misma con el fin de mejorar el tratamiento.

[0011] 0018 La presente invencion divulga la transformacion de células inmortalizadas en células tumorigénicas
usando una o mas isoformas de la PTHrP, especificamente la isoforma 1-173, el efecto de una o mas isoformas de
la PTHrP, especificamente la isoforma 1-173, sobre el crecimiento celular y la metastasis, la reduccion del
crecimiento tumoral y las metastasis tras el bloqueo/interrupcion de la produccidon de una o mas isoformas de la
PTHrP, especificamente la isoforma 1-173.

[0012] 0019 La presente invencion divulga métodos y tecnologia de imagenes para detectar una o mas isoformas
de la PTHrP o isoformas especificas, preferiblemente la PTHrP1-173 o sus fragmentos.

[0013] 0020 La presente invencion divulga un método para inhibir el crecimiento, metastasis y la invasion de las
células tumorales mediante la administracion a un paciente de una cantidad terapéuticamente eficaz (por ejemplo,
una cantidad que elimina o reduce la carga tumoral del paciente) de anticuerpos de la presente invencion,
preferiblemente anticuerpos monoclonales humanizados o completamente humanos que se unen a una o mas
isoformas de la PTHrP o isoformas especificas, especificamente la PTHrP1-173 o sus fragmentos. Los Acm de la
presente invencion, preferiblemente Acm humanizados o completamente humanos, pueden administrarse por via
parenteral en un vehiculo adecuado, ya sea por via subcutanea, intramuscular, intravenosa o en el propio tumor.

[0014] 0021 Una realizacion no de acuerdo con la presente invencion esta dirigida al ARNsi y a construcciones de
ARNSsi para su uso en la modulacién del nivel de actividad de una o mas isoformas de la PTHrP o isoformas
especificas, preferiblemente la PTHrP1-173, en una célula. Una realizacién no de acuerdo con la presente invencién
se refiere al ARNSsi y construcciones de ARNsi para modular, bloquear o atenuar (por ejemplo silenciar) la expresion
de una o mas isoformas de la PTHrP o isoformas especificas, preferiblemente la PTHrP1-173.

[0015] 0022 La presente invenciéon divulga los métodos de antagonizar una o mas isoformas de la PTHrP,
preferiblemente la isoforma PTHrP1-173 incluyendo el uso de anticuerpos, preferiblemente anticuerpos
monoclonales, utilizando la terapia génica con antagonistas contra isoformas de la PTHrP, especificamente la
isoforma PTHrP1-173 o de su receptor y/o moléculas de sefializacion, fragmentos peptidicos de la PTHrP,
preferiblemente fragmentos peptidicos derivados del C-terminal de la PTHrP1-173.

[0016] 0023 Una opcion adicional se refiere a derivados inmunoquimicos de los Acm de la presente invencion
incluyendo, pero sin limitarse a (a) anticuerpos monoclonales marcados (por ejemplo, marcados radiactivamente,
marcados con enzimas o fluorocromo) de la presente invencion, preferiblemente Acm humanizados o
completamente humanos, para diagnosticar o detectar tumores y la extension del tumor (por ejemplo, metastasis)
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usando tecnologias de imagen conocidas; y (b) conjugados de inmunotoxina de los Acm de la presente invencion,
preferiblemente Acm humanizados o completamente humanos, donde los Acm de la presente invencién se conjugan
con un residuo citotdxico, radiactivo o marcado radiactivamente conocido (por ejemplo, radioinmunoterapia) para la
inactivacion terapéutica.

[0017] 0024 Ofras realizaciones de la presente invencién se refieren a un anticuerpo aislado que se une
especificamente con una porcién C-terminal de la isoforma PTHrP1-173 como se reivindica, en el que el anticuerpo
puede estar unido a un agente de diagndstico o terapéutico.

[0018] 0025 Una opcion adicional se refiere a métodos para producir un anticuerpo, que comprende: a) administrar
un antigeno polipéptido a un animal hospedador, preferiblemente un ratén, para inducir la produccion de anticuerpos
contra el antigeno polipéptido en el animal hospedador, en el que el polipéptido es una porcion C-terminal de la
PTHrP que consiste en los residuos de aminoacidos 151 a 169 de la PTHrP1-173; b) controlar el titulo de
anticuerpos producidos por la administracion del antigeno peptidico en el animal hospedador; c) extraer los
antisueros producidos en el animal hospedador y d) aislar y seleccionar al menos un anticuerpo a partir de los
antisueros.

[0019] 0026 La presente invencion divulga métodos para tratar el crecimiento, la metastasis o la invasion de
células de cancer, comprendiendo el método administrar a un sujeto en necesidad de tal tratamiento una cantidad
eficaz de un anticuerpo aislado que se une especificamente a una porcion C-terminal de la PTHrP, especificamente
a los residuos de aminoacidos 151 a 169 de la PTHrP1-173.

[0020] 0027 La presente invencion divulga un método para el diagndstico de la actividad de la enfermedad o de la
diseminacion metastasica de las células cancerosas, preferiblemente antes del desarrollo de la hipercalcemia,
comprendiendo el método administrar a un sujeto en necesidad de tal tratamiento una cantidad eficaz de un
anticuerpo aislado que se une especificamente a una parte C-terminal de la PTHrP, especificamente a los residuos
de aminoacidos 151 a 169 de la PTHrP1-173. En una realizacién preferida, las células cancerosas se pueden
seleccionar de cualquier grupo que expresa una o mas isoformas de la PTHrP, pero preferiblemente el grupo
consiste en canceres epiteliales como el de mama, pulmén, prostata, colon, pancreas, ovario y de células
escamosas, asi como melanoma.

[0021] 0028 Un aspecto no de acuerdo con la presente invencion se refiere a un método de modulacion de la
expresion de una o mas isoformas de la PTHrP, preferiblemente la PTHrP1-173, mediante la administracion de un
ARNSsi que hibrida con una molécula de acido nucleico que codifica uno o mas isoformas de la PTHrP humana,
preferiblemente la PTHrP1-173.

[0022] 0029 Un aspecto adicional no de acuerdo con la presente invencion se refiere a una composicion de ARNSsi
que comprende una molécula de ARNsi que hibrida con una molécula de acido nucleico que codifica todas las
isoformas de la PTHrP humana, preferiblemente la PTHrP1-173, mas preferiblemente los residuos de aminoacidos
140-146 de la region C-terminal de la PTHrP.

[0023] 0030 Un aspecto adicional no de acuerdo con la presente invencién se refiere a un método para inhibir la
expresion de la PTHrP en un paciente que comprende la administracion al paciente de moléculas de ARNsi que
hibridan con una molécula de acido nucleico que codifica la PTHrP humana en el paciente, efectuando de este modo
la inhibicion.

[0024] 0031 Un aspecto adicional no de acuerdo con la presente invencion se refiere a un hibridoma depositado en
la IDAC con el Numero de Acceso 150807-02.

[0025] 0032 Un aspecto adicional no de acuerdo con la presente invencion se refiere a un hibridoma depositado
en la IDAC con el Numero de Acceso 150807-01.

[0026] 0033 Un aspecto adicional no de acuerdo con la presente invencion se refiere a un hibridoma depositado
en la IDAC con el Numero de Acceso 150807-03.

[0027] 0034 Un aspecto adicional no de acuerdo con la presente invencion se refiere a un hibridoma depositado
en la IDAC con el Numero de Acceso 060808-01.

[0028] 0035 Un aspecto adicional no de acuerdo con la presente invencion se refiere a un hibridoma depositado
en la IDAC con el Numero de Acceso 060808-02

0036 Breve descripcion de los dibujos

[0029] 0037 Los anteriores y otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion deben ser evidentes
a partir de la siguiente descripcion cuando se consideran conjuntamente con los dibujos adjuntos. La patente o la
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solicitud de patente contiene al menos un dibujo ejecutado en color.

0038 La Tabla 1 muestra la produccion de PTHrP en diferentes lineas celulares de la presente invencion antes y
después de la transfeccién de los vectores de expresién que expresan isoformas especificas de la PTHrP.

0039 Las Figuras 1(A) a (C) muestran el efecto de la sobreexpresion de isoformas de la PTHrP en las células
HPK1A sobre la morfologia celular (B), el crecimiento celular (A) y el crecimiento en agar blando (C). El asterisco
(*) indica una diferencia estadisticamente significativa entre la linea celular HPK1A/p173 y, o bien HPK1A/p141,
HPK1A/Vector o HPK1A de tipo silvestre (p < 0,01).

0040 Las Figuras 2(A) y (B) muestran tumores subcutaneos extirpados en ratones desnudos trasplantados con la
linea celular HPK1A/p173 y HPK1A/p141 que sobreexpresa la PTHrP (A) y la velocidad de crecimiento del tumor
en ratones desnudos trasplantados con las lineas celulares HPK1A/p173 y HPK1A/p141 (B).

0041 Las Figuras 3 (A) a (C) muestran la estructura del gen de la PTHrP (A); la expresion de las tres isoformas
(PTHrP1-139, PTHrP1-141 y PTHrP1-173) por RT-PCR en las lineas celulares de cancer humano HPK1Aras,
A375 y MDA-MB-435 (B) y la presencia del receptor de PTH/PTHrP (C).

0042 Las Figuras 4 (A) a (D) son fotografias que muestran el efecto de la sobreexpresion de la PTHrP de las
diferentes isoformas sobre la morfologia celular en diferentes lineas celulares: (A) células de los tubulos
proximales renales humanas inmortalizadas R-67; (B) células Cos-7; (C) linea celular de cancer de prostata
humano PC-3 y (D) células de melanoma A375;

0043 La Figura 5 es una tabla que muestra la caracterizacion de la subclase de los anticuerpos anti-PTHrP de la
presente invencion frente a las diferentes isoformas;

0044 La Figura 6 es un grafico que muestra la medicion de la actividad de union al antigeno de los anticuerpos
de la presente invencion mediante ELISA;

0045 La Figura 7 es una transferencia Western que demuestra el reconocimiento especifico de antigenos por los
anticuerpos monoclonales de la presente invencion.

0046 Las Figuras 8(A) y (B) muestran la inmunohistoquimica de las células de cancer de préstata PC-3 en cultivo
de tejidos in vitro (A) y de cortes de tejido de metastasis de células de melanoma A375 en los ganglios linfaticos
in vivo (B). Las células o tejidos se inmunotifieron con anticuerpos monoclonales de la presente invencion
dirigidos a cualquiera de PTHrP1-33 o PTHrP140-173.

0047 La Figura 9 es una tabla que muestra la inhibicion de las metastasis en sitios diferentes en ratones
desnudos trasplantados con células A375 en las que se habia bloqueado la PTHrP (DKO-/-) en comparacion con
animales trasplantados con células de tipo silvestre (WT+/+). La Figura 9 muestra las metastasis a varios
organos de las células de melanoma A375 (+/+) WT (tipo silvestre) y bloqueadas (DKO-/-) trasplantadas en
ratones nu/nu. Las células (1x10°) se inocularon en el ventriculo cardiaco izquierdo. En el sacrificio, cada érgano
se examiné macroscopicamente y microscépicamente en cuanto a la afectacion metastasica. Se muestra el
numero de animales identificados positivamente con metastasis en 6rganos diferentes respecto al nimero total
de animales. Habia 14 ratones por grupo.

0048 Las Figuras 10(A) y (B) muestran los resultados de la inhibicion de la PTHrP de las tres isoformas por
recombinacién homoéloga en ratones dobles bloqueados (DKO-/-) en las células de melanoma humano A375
sobre el crecimiento celular y la invasion in vitro. El asterisco (*) indica una diferencia estadisticamente
significativa entre las células A375 DKO (-/-) y A375 WT (+/+) (p < 0,01).

0049 Las Figuras 11(A) a (I) muestran el efecto de la inhibiciéon de la PTHrP de las tres isoformas en células de
melanoma humano A375 sobre el bienestar animal ((A, WT+/+)) y ((C, DKO-/-)), la invasién del ganglio linfatico
((B, WT+/+)) y (D, DKO-/-)), la metastasis dsea por imagenes de fluorescencia ((E) y (F)), sobre la supervivencia
de los animales mediante analisis de Kaplan Meier (G), peso del animal (H) y concentraciones circulantes de
calcio (l). El asterisco (*) indica una diferencia estadisticamente significativa entre la diseminacién metastasica, la
supervivencia, el peso y los niveles circulantes de calcio de los animales A375 DKO (-/-) y A375 WT (+/+) (p <
0,01).

0050 Las Figuras 12(A) a (C) muestran el efecto de la actividad neutralizante de los anticuerpos monoclonales
sobre el crecimiento celular y la invasién de las células A375. El asterisco (*) indica una diferencia
estadisticamente significativa entre las células de tipo silvestre A375 tratadas con vehiculo (control WT, IgG) y
las células tratadas con los diversos Acm (p < 0,01).

0051 Las Figuras 13(A) y (B) muestran el efecto de la actividad neutralizante del ARNsi frente a todas las
5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 576 652 T3

isoformas de la PTHrP sobre el crecimiento celular y la invasion de las células A375. El asterisco (*) indica una
diferencia estadisticamente significativa entre las células A375 tratadas con ARNSsi de control (Vector) y células
A375 tratadas con ARNsi 1-22 (p < 0,01).

0052 Las Figuras 14(A) a (D) muestran el efecto de los anticuerpos monoclonales de la presente invencion in
vivo sobre el crecimiento tumoral en ratones desnudos trasplantados con células A375 por via subcutanea. (A)
crecimiento del tumor, (B) fotografias de los tumores extirpados, (C) peso del tumor en el sacrificio y (D) tincion H
y E de un tumor extirpado. El asterisco (*) indica una diferencia estadisticamente significativa entre el tamafio del
tumor o el peso de los animales tratados con vehiculo de control y los animales tratados con los diferentes Acm
(p=0,01).

0053 Las Figuras 15(A) y (B) muestran el efecto de los anticuerpos monoclonales de la presente invencion in
vivo (A) sobre las metastasis macroscopicamente visibles en ratones desnudos 4 meses después del trasplante
con células A375 por via intracardiaca (B) sobre la supervivencia mediante el analisis de Kaplan-Meier.

0054 La Figura 16 es una tabla que muestra la recurrencia de la diseminacién metastasica después de la
suspension de los anticuerpos monoclonales en animales inyectados con células A375 en el ventriculo cardiaco
izquierdo.

0055 Las Figuras 17(A) y (B) muestran el efecto de la actividad neutralizante de los anticuerpos monoclonales de
la presente invencion sobre el crecimiento celular y la invasiéon de células de cancer de mama humano MDA-
MB435. El asterisco (*) indica una diferencia estadisticamente significativa en el crecimiento celular y la invasion
entre las células MDA-MB-435 tratadas con vehiculo de control y las células tratadas con los diversos Acm (p <
0,01).

0056 Las Figuras 18(A) a (D) muestran el efecto de los anticuerpos monoclonales de la presente invencion in
vivo en ratones desnudos trasplantados con la linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-435 sobre el
crecimiento del tumor (A) y las metastasis en el pulmén ((C) y (D)). (B) Tincion H y E de un tumor de mama
extirpado. El asterisco (*) indica una diferencia estadisticamente significativa entre los animales tratados con
vehiculo de control y los animales tratados con Acm M45 o M18 en el crecimiento tumoral y las metastasis (p <
0,01).

0057 Las Figuras 19(A) a (D) muestran el efecto de la actividad neutralizante de los anticuerpos monoclonales de
la presente invencion y el ARNsi sobre el crecimiento celular (A) y la invasion ((B), (C), (D)) de células de cancer
de préstata PC-3 que sobreexpresan las diversas isoformas de la PTHrP. El asterisco (*) indica una diferencia
estadisticamente significativa entre las células PC-3 tratadas con vehiculo de control (control WT) y las células
PC-3 tratadas con los Acm indicados o con ARNSsi 1-22 en el crecimiento celular y la invasion (p < 0,01).

0058 Las Figuras 20(A) y (B) muestran el efecto de la actividad neutralizante de los anticuerpos monoclonales de
la presente invencion (A) y ARNsi especificos contra cada isoforma de la PTHrP (B) de la presente invencion
sobre el crecimiento celular de las células HPK1Aras y en queratinocitos inmortalizados HPK1A control y
queratinocitos humanos normales (NHK). El asterisco (*) indica una diferencia estadisticamente significativa
entre células HPK1Aras tratadas con vehiculo de control (control WT) y las células HPK1Aras tratadas con
diversos Acm o entre células HPK1Aras tratadas con ARNSsi de control y las células tratadas con HPK1Aras
tratadas con ARNSsi especificos (p < 0,01).

0059 Las Figuras 21(A) y (B) muestran los resultados del bloqueo de la PTHrP sobre las células epiteliales
mamarias del modelo de progresion del tumor mamario PyVmT: controles de tipo silvestre (PyVMT-
PTHrPflox/flox-Cre- y PyVMT-PTHrP+/+-Cre+), animales heterocigotos (PyVMT-PTHrP+/flox-Cre+) vy
homocigotos (PyVMT-PTHrPflox/flox-Cre+). (A) Crecimiento del tumor con el tiempo y peso del tumor en el
momento del sacrificio. (B) Analisis de Kaplan Meier de la aparicién de tumores. El asterisco (*) indica una
diferencia estadisticamente significativa entre los animales PyVmT control y los animales homocigotos y
heterocigotos y p < 0,01 indica una diferencia estadisticamente significativa entre los animales homocigotos y
heterocigotos (p < 0,01).

0060 Descripcion detallada de la invencion

[0030] 0061 En esta divulgacion, se utilizan una serie de términos y abreviaturas. Se proporcionan las siguientes
definiciones de los términos y abreviaturas.

[0031] 0062 En la presente memoria, un experto en la técnica relevante generalmente puede entender que la
expresion “proteina relacionada con la hormona paratiroidea” o su abreviatura “PTHrP” se refiere a la proteina
PTHrP o a una de sus isoformas, individual o colectivamente o cuando se utiliza en referencia a un acido nucleico, el
acido nucleico que codifica la PTHrP. En referencia a una de las diversas isoformas de acuerdo con la presente
invencion, se puede hacer referencia a la isoforma mediante la abreviatura PTHrP seguido por el numero de
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residuos de aminoacidos proporcionadas en esa isoforma. Por ejemplo, la isoforma que comprende 173 residuos de
aminoacidos puede ser referida como PTHrP1-173.

[0032] 0063 En la presente memoria, un experto en la técnica relevante puede generalmente comprender que la
expresion “que comprende”, significa generalmente la presencia de las caracteristicas, niumeros enteros, etapas o
componentes indicados a los que se hace referencia en las reivindicaciones, pero que no excluye la presencia o
adiciéon de una o mas caracteristicas, nimeros enteros, etapas, componentes o grupos de los mismos.

[0033] 0064 En la presente memoria, un experto en la técnica relevante puede generalmente comprender el
término “tratamiento” para referirse en general a un enfoque para obtener resultados beneficiosos o deseados. Los
resultados beneficiosos o deseados pueden incluir, pero no se limitan a, la prevencion o profilaxis, alivio o mejora de
uno o mas sintomas o afecciones, disminuciéon de la extensién de una enfermedad, estabilizacion (es decir, no
empeoramiento) del estado de la enfermedad, prevencion de la extension de la enfermedad, retraso o ralentizacion
de la progresion de la enfermedad, mejora o paliacion del estado de enfermedad y remision (ya sea parcial o total),
ya sea detectable o indetectable. “Tratamiento” también puede significar prolongar la supervivencia en comparacion
con la supervivencia esperada si no se recibe tratamiento.

[0034] 0065 En la presente memoria, una persona experta en la técnica relevante puede entender generalmente
que la expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” es una cantidad suficiente para efectuar el tratamiento cuando
se administra a un sujeto en necesidad de tratamiento. En el caso de las realizaciones de la presente invencion, una
cantidad terapéuticamente eficaz puede incluir, pero no se limita a, una cantidad que elimina o reduce los efectos de
la enfermedad, tales como por ejemplo, la carga tumoral, en un sujeto.

[0035] 0066 En la presente memoria, un experto en la técnica relevante generalmente puede entender que el
término “secuencia de aminoacidos” se refiere a una secuencia de aminoacidos de una molécula de proteina de
origen natural o no natural. “Secuencia de aminoacidos” y términos similares, tales como “polipéptido” o “proteina”,
no pretenden limitar la secuencia de aminoacidos a la secuencia de aminoacidos completa, nativa asociada con la
molécula de proteina citada. Las secuencias de aminoacidos pueden ser referidas por tener un extremo amino (N)
terminal y un extremo carboxilo (C) terminal. Los aminoacidos individuales en un péptido o polipéptido pueden ser
referidos por sus “residuos” y dichos residuos se numeran secuencialmente a partir del extremo N-terminal y en
sentido creciente hacia el C-terminal. Los aminoacidos situados generalmente préoximos al extremo N-terminal se
denominan en general como los aminoacidos N-terminales, mientras que los situados generalmente proximos al
extremo C-terminal se denominan como aminoacidos C-terminales. Se entendera por un experto en la técnica
relevante que la referencia a residuos de aminoacidos, ya sea como residuos de aminoacidos N-terminal o C-
terminal puede variar dependiendo de la proteina. Se entendera por un experto en la técnica relevante en general,
que la porcion N-terminal de la PTHrP se extiende generalmente a partir de los residuos de aminoacidos 1 a 36, el
centro o la parte intermedia se extiende generalmente desde el residuo de aminoacido 37 a 106 y la porcion C-
terminal generalmente comienza en el residuo de aminoacido 107 hasta el final de la cadena de aminoacidos.

[0036] 0067 En la presente memoria, un experto en la técnica relevante generalmente puede comprender que las
expresiones “molécula de acido nucleico que codifica”, “secuencia de ADN que codifica”, “secuencia de ARN que
codifica”, “secuencia de ARNm que codifica”, “un oligonucleétido que tiene una secuencia nucleotidica que codifica
un gen”, “polinucledtido que tiene una secuencia de nucleétidos que codifica un gen”, “ADN que codifica”, “ARN que
codifica” y terminologia similar para referirse en general al orden o la secuencia de los nucleétidos a lo largo de una
cadena sencilla o doble de acido nucleico que comprende la regién de codificaciéon de un gen o, en otras palabras, la
secuencia de acido nucleico que codifica un producto génico. El orden de estos nucleotidos determina el orden de
aminoacidos a lo largo de la cadena polipeptidica. La region codificante puede estar presente en un ADNc, ADN
gendmico, o en forma de ARN. El oligonucledtido o polinucledtido puede ser de cadena sencilla (por ejemplo, la
hebra sentido) o de doble cadena (por ejemplo, cadenas antisentido y sentido). Los elementos de control adecuados
tales como potenciadores/promotores, uniones de corte y empalme, sefiales de poliadenilacion, etc., pueden ser
colocados en estrecha proximidad a la region codificante del gen si es necesario para permitir la iniciacion adecuada
de la transcripcion y/o el procesamiento correcto del transcrito de ARN primario. Como alternativa, la region
codificante utilizada en los vectores de expresion puede contener potenciadores/promotores endégenos, uniones de
empalme, secuencias intermedias, sefales de poliadenilacion, etc., o una combinacion de ambos elementos de
control endégenos y exdgenos.

[0037] 0068 Una persona experta en la técnica relevante entendera que se dice que las moléculas de acido
nucleico tienen “extremos 5" y “extremos 3" porque los mononucleétidos estan unidos a través de un enlace
fosfodiéster para constituir oligonucleétidos o polinucleétidos de una manera tal que el 5' fosfato de un anillo de
pentosa de un mononucledétido esta unido al oxigeno 3' de su vecino en una direccion. Por lo tanto, se ha referencia
a un extremo de un oligonucledtido o polinucleétido, como el “extremo 5" si su fosfato 5' no esta unido al oxigeno 3'
de un anillo pentosa de un mononucleétido precedente y como el “extremo 3" si su oxigeno 3' no esta unido a un
fosfato 5' de un anillo pentosa de un mononucleétido posterior. En una molécula de acido nucleico lineal o circular,
se hace referencia a los elementos discretos como elementos situados “en sentido 5” o “en sentido 3”. Como una
molécula de ADN existe generalmente en una doble hélice, se dice que la molécula de ADN tiene una cadena
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“sentido” y una cadena “antisentido”. La cadena sentido y la cadena antisentido se dice que son inversamente
complementarias porque el extremo 3' de la cadena sentido puede hibridar con el extremo 5' de la cadena
antisentido y el extremo %' de la cadena antisentido puede hibridar con el extremo 3' de la cadena sentido. La
cadena “sentido” de la molécula de ADN se copia generalmente en un ARN mensajero (ARNm) durante la
transcripcion. EIl ARNm producido durante la transcripcion tiene, por lo tanto, la misma secuencia que la cadena
sentido mediante la transcripcién de la cadena antisentido, de modo que la proteina eventual puede estar basada en
la version sentido de la molécula de ADN. EIl término “cadena antisentido” se usa en referencia a una cadena de
acido nucleico que es complementaria a la cadena “sentido”. La designacion (-) (es decir, “negativa”) se utiliza a
veces en referencia a la cadena antisentido y la designacion (+) (es decir, “positiva”) a veces se usa en referencia a
la cadena sentido.

[0038] 0069 En la presente memoria, un experto en la técnica relevante puede entender generalmente que el
término “antisentido” se puede utilizar también en referencia a las secuencias de ARN que son complementarias a
una secuencia de ARN especifica (por ejemplo, ARNm). EI ARN antisentido puede ser producido por cualquier
método, incluyendo la sintesis mediante corte y empalme del gen o genes de interés en una orientacion inversa a un
promotor viral que permite la sintesis de una molécula de ARN que es una copia de la cadena antisentido (por
ejemplo, basado en la transcripcion de la cadena sentido o codificante). Una vez introducida, la cadena transcrita se
combina con el ARNm natural producido para formar moléculas de doble cadena ARN/ARN. Estas moléculas de
doble cadena ARN/ARN pueden interferir entonces con la posterior transcripcion del ARNm o su traduccién.

[0039] 0070 En la presente memoria, un experto en la técnica relevante puede entender generalmente que los
términos “complementario” o “complementariedad” se usan en referencia a polinucleétidos (es decir, una secuencia
de nucledtidos) relacionados por las reglas de apareamiento de bases. Por ejemplo, la secuencia 5'-“A-G-T-3" es
complementaria a la secuencia 3'-“T-C-A-5". La complementariedad puede ser “parcial’, en la que solo algunas de
las bases de los acidos nucleicos se emparejan de acuerdo con las reglas de apareamiento de bases bien conocidas
o puede ser una complementariedad “completa” o “total” entre los acidos nucleicos. El grado de complementariedad
entre cadenas de acido nucleico tiene efectos significativos sobre la eficiencia y fuerza de hibridacion entre cadenas
de acido nucleico. Esto es de particular importancia en las reacciones de amplificacion, asi como en los métodos de
deteccién que dependen de la unién entre acidos nucleicos.

[0040] 0071 En la presente memoria, el término “homologia” se refiere a un grado de complementariedad. Puede
haber homologia parcial u homologia completa (es decir, identidad). Las secuencias de nucleétidos homologas
también incluyen, pero no se limitan a, variaciones alélicas y mutaciones de las secuencias de nucleétidos de origen
natural presentadas en la presente memoria. Tal como se aplica a los polipéptidos, la expresion “homologia
sustancial” en la presente memoria significa que dos secuencias peptidicas, cuando se alinean 6ptimamente, tales
como mediante los programas GAP o BESTFIT usando las puntuaciones de huecos por defecto, comparten al
menos 80 por ciento de identidad de secuencia, preferiblemente al menos 90 por ciento de identidad de secuencia,
mas preferiblemente al menos 95 por ciento de identidad de secuencia o mas (por ejemplo, identidad de secuencia
de 99 por ciento). Las secuencias de aminoacidos pueden diferir en sustituciones de aminoacidos conservadoras.
Un experto en la técnica relevante va a entender que el término “sustituciones de aminoacidos conservadoras” se
refiere a la capacidad de intercambio general entre residuos que tienen cadenas laterales quimicamente similares.
Por ejemplo, un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas pueden comprender glicina, alanina,
valina, leucina e isoleucina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas con hidroxilo pueden
comprender serina y treonina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen amida pueden
comprender asparagina y glutamina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas pueden
comprender fenilalanina, tirosina y triptéfano; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales basicas pueden
comprender lisina, arginina, e histidina y un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen
azufre puede comprender cisteina y metionina.

[0041] 0072 Un experto en la técnica relevante puede entender en general que un gen puede producir multiples
especies de ARN que se generan por un transcrito diferente, o como alternativa, corte y empalme del transcrito de
ARN primario. Cuando estas multiples especies de ARN se transcriben en los polipéptidos, los polipéptidos
transcritos se denominan “isoformas”. Los ADNc que son variantes de corte y empalme del mismo gen pueden
contener regiones de homologia de secuencia (que representan la presencia del mismo exén o porcién del mismo
exo6n en ambos ADNc) y/o pueden contener regiones de no homologia. Si los dos ADNc contienen regiones de
homologia de secuencia, tales ADNc pueden hibridar ambos con una sonda derivada de todo el gen o de porciones
del gen que contiene las secuencias encontradas en ambos ADNCc. Las isoformas pueden expresarse en diferentes
tejidos del mismo organismo como resultado de, por ejemplo, el corte y empalme alternativo del ARN. En otra
alternativa, las isoformas pueden codificarse por diferentes genes.

[0042] 0073 En la presente memoria, el término “hibridacion” o “hibrida” se usa en referencia al apareamiento de
acidos nucleicos complementarios. La hibridacién y la fuerza de hibridacion (es decir, la fuerza de la asociacién entre
los acidos nucleicos) se ve afectada por factores tales como el grado de complementariedad entre los acidos
nucleicos, la rigurosidad de las condiciones involucradas, el Tr, del hibrido formado y la relacion G:C dentro de los
acidos nucleicos. Un experto en la técnica relevante entiende que las condiciones de rigurosidad pueden alterarse
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para afectar a la hibridacion (véase, por ejemplo, Anderson and Young, Quantitative Filter Hybridization, in Nucleic
Acid Hybridization [1985] and Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press,
NY [1989], que se incorpora en la presente memoria por referencia).

[0043] 0074 EI término “fragmento” como se usa en la presente memoria en referencia a secuencias de
aminoacidos de cadena Unica se refiere a un polipéptido que puede tener una porcion amino (N) terminal y/o una
porcién carboxi (C) terminal eliminadas en comparacion con la proteina nativa, pero en la que la secuencia de
aminoacidos restante del fragmento es idéntica a la secuencia de aminoacidos de la proteina nativa. Se entendera
por un experto en la técnica relevante que el término “fragmento” también puede referirse a una porciéon de una
molécula de proteina de cadena multiple (por ejemplo, fragmento de anticuerpo)

[0044] 0075 La expresion “de origen natural” o “nativo” en la presente memoria tal como se aplica a un objeto se
refiere al hecho de que un objeto puede encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, un polipéptido o secuencia de
polinucledtidos que esta presente en un organismo (incluyendo virus) que puede aislarse de una fuente en la
naturaleza y que no ha sido modificada es de origen natural.

[0045] 0076 En la presente memoria, el término “cebador” se refiere a un oligonucledtido, independientemente de
si se produce de forma natural como en una digestion por restriccion purificada o si se produce sintéticamente, que
es capaz de actuar como un punto de iniciacion de la sintesis cuando se coloca en condiciones en las que se induce
(es decir, en presencia de nucledtidos y un agente inductor tal como ADN polimerasa y a una temperatura y pH
adecuados) la sintesis de un producto de extension cebador que es complementario con una cadena de acido
nucleico. El cebador es preferiblemente de cadena sencilla para una maxima eficiencia en la amplificaciéon, pero
puede ser como alternativa de doble cadena. Si es bicatenario, el cebador se trata primero para separar sus
cadenas antes de ser utilizado para preparar los productos de extension. Preferiblemente, el cebador es un
oligodesoxirribonucleétido. El cebador debe ser suficientemente largo para cebar la sintesis de los productos de
extension en la presencia del agente inductor. Las longitudes exactas de los cebadores pueden depender de
muchos factores, incluyendo la temperatura, la fuente del cebador y el uso del método. En una reaccion de
amplificacién, el cebador que ceba en el extremo 5' de la secuencia de nucleétidos se denomina cebador directo,
mientras que el cebador que ceba desde el extremo 3' se denomina generalmente cebador inverso.

[0046] 0077 En la presente memoria, el término “sonda” se puede referir a un oligonucledtido (es decir, una
secuencia de nucledtidos), ya sea de origen natural como en una digestion por restriccion purificada o producido
sintéticamente, de forma recombinante o mediante amplificacion por PCR, que es capaz de hibridar con otro
oligonucleotido de interés. Una sonda puede ser de cadena sencilla o de doble cadena. Las sondas son utiles en la
deteccion, identificacion y aislamiento de secuencias de genes particulares. También puede ser entendido por un
experto en la técnica relevante que una “sonda” utilizada en la presente invencion también puede ser una molécula
de proteina (por ejemplo, anticuerpo). Puede entenderse, ademas, que la sonda se puede marcar con cualquier
“molécula informadora”, de modo que sea detectable en cualquier sistema de deteccion, incluyendo, pero sin
limitarse a, la enzima (por ejemplo, ELISA, asi como ensayos histoquimicos basados en enzimas), fluorescentes,
radiactivos y luminiscentes. No se pretende que la presente invencion esté limitada a ninguin sistema de deteccion o
etiqueta particular. El término “etiquetado” como se usa en la presente memoria (por ejemplo, cuando una molécula
ha sido “etiquetados”) también puede ser entendida por un experto en la técnica relevante como que esta vinculada
a una molécula informadora.

[0047] 0078 En la presente memoria, el término “diana” se refiere a una estructura, tal como, por ejemplo, un acido
nucleico o molécula de proteina, para ser identificada, detectada, caracterizada o amplificada. Por lo tanto, se busca
que la “diana” se seleccione de otras estructuras.

[0048] 0079 En la presente memoria, la expresion “reaccion en cadena de la polimerasa” (“PCR”) se refiere al
método descrito por primera vez en los documentos US-4.683.195, US-4.683.202 y US-4.965.188 que describen un
método para aumentar la concentracion de un segmento de una secuencia diana en una mezcla de ADN gendmico
sin clonacion o purificacion. Este proceso para amplificar la secuencia diana consiste en introducir un gran exceso
de dos cebadores oligonucledtidos a la mezcla de ADN que contiene la secuencia diana deseada, seguido de una
secuencia precisa de ciclos térmicos en la presencia de una ADN polimerasa. Los dos cebadores son
complementarios a sus respectivas cadenas de la secuencia diana de doble cadena. Para efectuar la amplificacién,
la mezcla se desnaturaliza y los cebadores a continuacion se hibridan con sus secuencias complementarias dentro
de la molécula diana. Tras la hibridacion, los cebadores se extienden con una polimerasa a fin de formar un nuevo
par de cadenas complementarias. Las etapas de desnaturalizacién, hibridacion del cebador y extension con
polimerasa pueden repetirse muchas veces (es decir, la desnaturalizacion, la hibridacién y la extension constituyen
un “ciclo”, no puede haber numerosos “ciclos”) para obtener una alta concentracion de un segmento amplificado de
la secuencia diana deseada. La longitud del segmento amplificado de la secuencia diana deseada se determina por
las posiciones relativas de los cebadores entre si y, por lo tanto, esta longitud es un parametro controlable. En virtud
del aspecto repetitivo del proceso, el método se conoce como la “reaccion en cadena de la polimerasa” (en lo
sucesivo “PCR”). Debido a que los segmentos amplificados deseados de la secuencia diana se convierten en las
secuencias predominantes (en términos de concentracion) en la mezcla, se dice que son “amplificados por PCR”. La
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reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR) como se usa en la presente memoria se
refiere a la amplificacion de un trozo definido de un acido ribonucleico (ARN) como su ADN complementario
utilizando la transcriptasa inversa antes de someterse a una reaccion de PCR. (Por ejemplo, en particular, los
segmentos amplificados creados por el proceso de PCR en si son, ellos mismos, moldes eficientes para posteriores
amplificaciones por PCR).

[0049] 0080 En la presente memoria, las expresiones “producto de PCR”, “fragmento de PCR”, “PCR amplificada”
y “producto de amplificacion” se refieren a la mezcla resultante de compuestos después de que se han completado
dos o mas ciclos de las etapas de PCR de desnaturalizacion, hibridacion y extension. Estos términos abarcan el
caso en el que ha habido amplificacién de uno o mas segmentos de una o mas secuencias diana.

[0050] 0081 En la presente memoria, el término “reactivos de amplificacién” se refiere a aquellos reactivos
(desoxirribonucleodtidos trifosfato, tampoén, etc.), necesarios para la amplificacion excepto los cebadores, molde de
acido nucleico y la enzima de amplificacion. Generalmente, los reactivos de amplificacion junto con otros
componentes de la reaccion se colocan y estan contenidos en un recipiente de reaccion (tubo de ensayo,
micropocillo, etc.).

[0051] 0082 En la presente memoria, las expresiones “endonucleasas de restriccion” y “enzimas de restriccion” se
refieren a enzimas bacterianas, cada una de las cuales cortan el ADN bicatenario en o cerca de una secuencia de
nucleétidos especifica.

[0052] 0083 En la presente memoria, la expresion “molécula de ADN recombinante” tal como se utiliza en la
presente memoria se refiere a una molécula de ADN que esta compuesta de segmentos de ADN unidos entre si por
medio de técnicas de biologia molecular.

[0053] 0084 En la presente memoria, un experto en la técnica relevante va a entender la expresion “ARN de
interferencia pequeno” o “ARNsi” como una clase de moléculas de ARN implicadas en la via de la interferencia con
el ARN (ARN:i), donde el ARNSsi interfiere con la expresion de productos génicos especificos. Los oligonucleétidos de
doble cadena sintéticos se pueden clonar en vectores de ARNsi de una manera bien conocida en la técnica. Los
vectores de ARNsi se transfectan a continuacién en un hospedador para expresar el producto ARNSsi.

[0054] 0085 El término “aislado” cuando se usa en relacion a un acido nucleico o péptido, como en “un
oligonucledtido aislado”, “polinucleétido aislado” o “polipéptido aislado”, se refiere a una secuencia de acido nucleico
0 aminoacidos que se identifica y se separa de al menos un contaminante con el que esta asociado normalmente en
su fuente natural. Los compuestos aislados estan presentes en una forma o configuracion que es diferente de la que
se encuentra en la naturaleza. Por el contrario, los compuestos no aislados, tales como acidos nucleicos o
secuencias de aminoacidos, se encuentran en el estado en que existen en la naturaleza. Por ejemplo, una
secuencia de ADN dada (por ejemplo, un gen) se encuentra en el cromosoma de la célula hospedadora en la
proximidad de los genes vecinos; las secuencias de ARN, tales como una secuencia de ARNm especifica que
codifica una proteina especifica, se encuentran en la célula como una mezcla con otros numerosos ARNm que

codifican una multitud de proteinas.

[0055] 0086 En la presente memoria, el término “porcidon” cuando se hace referencia a una secuencia de
nucleétidos o una secuencia de aminoacidos se refiere a fragmentos de esa secuencia.

[0056] 0087 En la presente memoria, la expresion “region codificante” cuando se usa en referencia a secuencias
de genes se refiere a las secuencias de nucledtidos que codifican los aminoacidos que se encuentran en el
polipéptido naciente como resultado de la traduccion de una molécula de ARNm. La region de codificacion esta
limitada, en eucariotas, en el lado 5' por el triplete de nucleétidos “ATG” que codifica la metionina iniciadora y en el
lado 3' por uno de los tres tripletes, que especifican los codones de parada (es decir, TAA, TAG, TGA).

[0057] 0088 En la presente memoria, el término “purificado” o “purificar” se refiere a la eliminacién de
contaminantes de una muestra. Por ejemplo, los anticuerpos anti-PTHrP se purifican mediante la eliminacion de
proteinas que no son de inmunoglobulina contaminantes; también se purifican por la eliminacion de la
inmunoglobulina que no se une a la PTHrP. La eliminacién de las proteinas no inmunoglobulinas y/o la eliminacion
de las inmunoglobulinas que no se unen a la PTHrP tiene como resultado un aumento en el porcentaje de
inmunoglobulinas que reaccionan con PTHrP en la muestra.

[0058] 0089 La expresion “proteina recombinante” o “polipéptido recombinante” tal como se utiliza en la presente
memoria, se refiere a una molécula de proteina que se expresa a partir de una molécula de ADN recombinante.

[0059] 0090 Se usan numerosas técnicas que son bien conocidas en la técnica para detectar de anticuerpos en
asociaciéon con la presente invencion. Estas técnicas incluyen, pero no se limitan a RIA (radioinmunoensayos),
ELISA (ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas), inmunoensayos “sandwich”, ensayos
inmunorradiométricos, reacciones de precipitacion por difusion en gel, ensayos de inmunodifusion, inmunoensayos
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in situ (por ejemplo, usando oro coloidal, marcadores enzimaticos o radioisétopos, por ejemplo), transferencias
Western, reacciones de precipitacion, ensayos de aglutinacion (por ejemplo, ensayos de aglutinacion en gel,
ensayos de hemaglutinacion, etc.), ensayos de fijacion del complemento, ensayos de inmunofluorescencia, ensayos
de proteina A 'y ensayos de inmunoelectroforesis, etc.

[0060] 0091 Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “transferencia Western” se refiere al analisis de
proteina(s) (o polipéptidos) inmovilizados sobre un soporte tal como nitrocelulosa o una membrana. Las proteinas se
analizan en geles de acrilamida para separar las proteinas, seguido de la transferencia de la proteina desde el gel a
un soporte solido, tal como nitrocelulosa o una membrana de nylon. Las proteinas inmovilizadas se exponen a
continuacion a los anticuerpos con reactividad contra un antigeno de interés. La unién de los anticuerpos puede
detectarse por varios métodos, incluyendo el uso de anticuerpos radiomarcados, anticuerpos unidos a enzimas, etc.

[0061] 0092 En la presente memoria, la expresion “recombinacion homéloga” se refiere a las técnicas que utilizan
el proceso de reordenamiento fisico del ADN que implica la alineacion de secuencias homologas, entrecruzamiento
entre las hebras de ADN alineadas a fin de producir un intercambio de material entre las hebras. La recombinacion
homologa se utiliza para bloquear la funcion del gen o crear mutantes de delecidon. Los métodos para la
recombinacion homologa son bien conocidos y, por ejemplo, se describen en la patente US-5.614.396, incorporada
en la presente memoria por referencia.

[0062] 0093 La expresion “determinante antigénico”, como se usa en la presente memoria se refiere a aquella
porcién de un antigeno que hace contacto con un anticuerpo (es decir, un epitopo). Cuando se usa una proteina o
un fragmento de una proteina para inmunizar un animal hospedador, numerosas regiones de la proteina pueden
inducir la produccion de anticuerpos que se unen especificamente a una region o estructura tridimensional dada en
la proteina; estas regiones o estructuras se denominan como determinantes antigénicos. Un determinante antigénico
puede competir con el antigeno intacto (es decir, el “inmundgeno” utilizado para provocar la respuesta inmunitaria)
por la unién a un anticuerpo.

[0063] 0094 EIl término “transgén” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un gen extrafo,
heterdélogo o a un gen autélogo que se introduce en una célula, linea celular u organismo. El término “gen extrafio”
se refiere a cualquier acido nucleico (por ejemplo, secuencia genética) que se introduce por medio de
manipulaciones experimentales y puede incluir un gen autdlogo. El término “gen autélogo” puede abarcar variantes
(por ejemplo, polimorfismos o mutantes) del gen de origen natural.

[0064] 0095 En la presente memoria, el término “vector” se usa en referencia a moléculas de acido nucleico que
transfieren segmento(s) de ADN de una célula a otra.

[0065] 0096 La expresion “vector de expresion” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una
molécula de acido nucleico recombinante que contiene una secuencia diana de acido nucleico deseada y
secuencias de acido nucleico apropiadas necesarias para la expresion del acido nucleico o de la secuencia de
aminoacidos en un hospedador. Las secuencias de acidos nucleicos necesarias para la expresion en procariotas
incluyen generalmente un promotor, un operador (opcional) y un sitio de unién al ribosoma, a menudo junto con
otras secuencias. Se sabe que las células eucariotas utilizan promotores, potenciadores y sefiales de terminacién y
poliadenilacion.

[0066] 0097 En la presente memoria, el término “hospedador” o “célula hospedadora” se refiere a cualquier célula
eucariota o procariota (por ejemplo, células bacterianas tales como E. coli, células de levadura, células de mamifero,
células de ave, células de anfibio, células vegetales, células de peces y células de insectos), independientemente de
si se localizan in vitro o in vivo. Por ejemplo, las células hospedadoras pueden estar localizadas en un animal
transgeénico.

[0067] 0098 El término “transfeccion” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a la introduccion de
ADN extraino en células eucarioticas. La transfeccion puede llevarse a cabo por una variedad de medios conocidos
en la técnica, incluyendo la coprecipitacion fosfato de calcio-ADN, transfeccion mediada por DEAE-dextrano,
transfeccion mediada por polibreno, electroporacion, microinyeccion, fusion de liposomas, lipofeccion, fusion de
protoplastos, infeccion retroviral, y biolistica.

[0068] 0099 El término “muestra” como se usa en la presente memoria se utiliza en su sentido mas amplio. Una
muestra sospechosa de contener una secuencia de acido nucleico o aminoacidos puede comprender una célula,
cromosomas aislados a partir de una célula (por ejemplo una extension de cromosomas en metafase), ADN
gendémico (en solucidon o unido a un soporte soélido), ARN (en soluciéon o unido a un soporte solido), ADNc (en
solucion o unido a un soporte solido) y similares. Una muestra sospechosa de contener una proteina puede
comprender una célula, una porcién de un tejido, un extracto que contiene una o mas proteinas y similares.

[0069] 00100 En la presente memoria, el término “respuesta”, se refiere a la generacion de una sefal detectable
cuando se utiliza en referencia a un ensayo u otro resultado (por ejemplo, acumulaciéon de una molécula
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informadora, aumento en la concentracion de iones, acumulacién de un producto quimico detectable (por ejemplo,
anticuerpo)).

[0070] 00101 En la presente memoria, el término “antagonista” se refiere a o describe una molécula que es capaz
de, directa o indirectamente, contrarrestar, reducir o inhibir sustancialmente la actividad bioldgica o la activacion de
la PTHrP o de sus isoformas. Ademas de los anticuerpos monoclonales, el antagonista puede incluir péptidos de una
secuencia parcial de la PTHrP o una de sus isoformas, preferiblemente la PTHrP1-173 y, en particular, un
antagonista competitivo de la PTHrP1-173 y su receptor. Ademas, el antagonista de la PTHrP puede ser un
compuesto no peptidico que disminuye la actividad de la PTHrP. El antagonista de la PTHrP también puede ser un
compuesto que inhibe la sefalizacién de la PTHrP o la sefalizacion de una de sus isoformas. El antagonista de la
PTHrP también puede ser un compuesto que inhibe el receptor de la PTHrP especifico de PTHrP1-173. El
antagonista de la PTHrP también puede ser un compuesto que reduce la expresion de la PTHrP1-173 o de su
receptor. Una persona experta en la técnica relevante puede entender que un compuesto de este tipo puede incluir,
por ejemplo, una molécula que podria unirse al ARNm de la PTHrP diana o al gen o receptor de la PTHrP. Por
ejemplo, tales compuestos pueden incluir ARNsi o un oligonucledétido antisentido o un compuesto especifico o factor
de inhibicion del ARNm de la PTHrP1-173. Por ejemplo, se sabe que la PTH7-34 o la PTHrP7-34 han sido utilizados
como antagonistas de péptidos pequefios para bloquear la accion de la PTH o la PTHrP. Los péptidos derivados de
la PTHrP1-173 se pueden utilizar como un antagonista de la PTHrP1-173 y/o de su receptor. La expresion
“antagonista de la PTHrP” puede ser entendida en su sentido mas amplio e incluye cualquier compuesto que
disminuye los efectos bioldgicos de la PTHrP o de una de sus isoformas. Ademas de los anticuerpos monoclonales
de la presente invencion, el antagonista puede incluir péptidos de una secuencia parcial de la PTHrP y, en particular,
un antagonista competitivo de la PTHrP1-173. Ademas, el antagonista de la PTHrP puede ser un compuesto no
peptidico que disminuye la actividad de la PTHrP. Tales compuestos pueden ser un ARNsi o un oligonucleétido
antisentido o un factor especifico que inhibe el ARNm de la PTHrP1-173 o su receptor.

[0071] 00102 En la presente memoria, el término “anticuerpo” o “Ac” se utiliza en el sentido mas amplio y cubre
especificamente anticuerpos monoclonales individuales anti-PTHrP (incluyendo anticuerpos agonistas, antagonistas
y de neutralizacién o bloqueo) y composiciones de anticuerpos anti-PTHrP con especificidad poliepitdpica.
“Anticuerpo” como se usa en la presente memoria incluye moléculas de inmunoglobulina o anticuerpo intactas,
anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (es decir, anticuerpos biespecificos formados a partir de al
menos dos anticuerpos intactos) y fragmentos de inmunoglobulina o anticuerpo (tales como Fab, F(ab'), o Fv),
siempre que presenten cualquiera de las propiedades agonistas o antagonistas deseadas descritas en la presente
memoria. Se pueden usar diversos procedimientos conocidos en la técnica para la produccion de anticuerpos
policlonales o monoclonales dirigidos contra un antigeno especifico, o contra derivados, fragmentos, analogos,
homologos u ortélogos de los mismos. Aunque la invencion se ha demostrado utilizando Acm de raton como
realizaciones preferidas, la invencién no es tan limitada. Tales Acm estan dentro del alcance de esta invencion. Una
persona experta en la técnica relevante entendera que los anticuerpos de la presente invenciéon también incluyen
anticuerpos quiméricos, hibridos, “humanizados” o completamente humanos, siempre que presenten la actividad o
propiedades bioldgicas deseadas. Los Acm humanizados o completamente humanos, ya sea utilizando hibridomas
humanos o “anticuerpos diméricos” u otro método adecuado puede ser un método preferible para el uso terapéutico
humano. Se entendera por un experto en la técnica relevante que existen técnicas conocidas para la creacion de
anticuerpos quiméricos, humanizados o completamente humanos. Como la mayoria de los Acm disponibles son de
origen no humano, son naturalmente antigénicos en humanos y, por lo tanto, pueden dar lugar a una respuesta
inmunitaria indeseable. Se entendera por un experto en la técnica relevante que las técnicas para disminuir cualquier
respuesta inmunitaria no deseable se denomina genéricamente “humanizacion”.

[0072] 00103 Los anticuerpos son generalmente proteinas o polipéptidos que exhiben especificidad de union a un
antigeno especifico. Los anticuerpos nativos son usualmente glicoproteinas heterotetraméricas, compuestas de dos
cadenas ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H) idénticas. Generalmente, cada cadena ligera esta unida a
una cadena pesada por un enlace disulfuro covalente, aunque el nimero de enlaces disulfuro varia entre las
cadenas pesadas de diferentes isotipos de inmunoglobulinas. Cada cadena pesada y ligera también tiene
regularmente espaciados puentes disulfuro. Cada cadena pesada tiene en un extremo un dominio variable (V)
seguido de varios dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable en un extremo (VL) y un
dominio constante en su otro extremo; el dominio constante de la cadena ligera esta alineado con el primer dominio
constante de la cadena pesada, y el dominio variable de la cadena ligera esta alineado con el dominio variable de la
cadena pesada. Se cree que residuos de aminoacidos particulares forman una interfaz entre los dominios variables
de cadena ligera y de la cadena pesada. Las cadenas ligeras de los anticuerpos de cualquier especie de vertebrado
se pueden asignar a uno de dos tipos claramente distintos, denominados kappa y lambda, basado en las secuencias
de aminoacidos de sus dominios constantes. Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante
de sus cadenas pesadas, las inmunoglobulinas se pueden asignar a diferentes clases. Hay cinco clases principales
de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM y varias de éstas pueden dividirse ademas en subclases (isotipos),
por ejemplo, IgG-1, IgG-2, IgG-3 e IgG-4; IgA-1 e IgA-2. Los dominios constantes de la cadena pesada que
corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan alfa, delta, epsilon, gamma y mu,
respectivamente.
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[0073] 00104 Los anticuerpos, en particular de la subclase IgM, pueden inhibir el crecimiento tumoral
indirectamente por mediacion de la citotoxicidad a través de una funcién de focalizacién: estos Acm pertenecen a
una subclase o isotipo que cuando se unen formando un complejo con el receptor activa el complemento del suero
y/o median en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). Tales anticuerpos pueden ser usados
para inducir la lisis mediante el complemento natural y para interactuar con ADCC sobre células normalmente
presentes. La capacidad de los anticuerpos para mediar la lisis de las células tumorales de un paciente se puede
probar in vitro mediante la adicién del anticuerpo a las células tumorales del paciente cultivadas in vitro. A
continuacion, el suero del propio paciente se puede utilizar como fuente de complemento para ensayar la citolisis de
las células tumorales in vitro. Esos anticuerpos, incluyendo anticuerpos de la presente invencion, tales como, por
ejemplo, anticuerpos que se unen especificamente a PTHrP-173, que exhiben el nivel mas alto de citolisis (a través
de la activacion del complemento o ADCC) in vitro se pueden administrar a continuacién al paciente para la ablacion
terapéutica.

[0074] 00105 La seleccion de una subclase de anticuerpos seleccionados con fines terapéuticos dependera de la
expresion de isoformas especificas de la PTHrP en, sobre o por un tumor. Por ejemplo, si el tumor expresa altos
niveles de la isoforma PTHrP-173 en comparacion con los tejidos normales, una IgM contra esta isoforma puede ser
preferible para inducir la citolisis tumor. Sin embargo, si la isoforma PTHrP1-173 se expresa a niveles mas bajos,
puede ser preferible usar un IgG contra esta isoforma que sea mas pequefa vy, por lo tanto, mas accesible para
penetrar en el tumor y también menos citotdxica para las células normales.

[0075] 00106 En la presente memoria, “fragmentos de anticuerpos” comprenden una porciéon de un anticuerpo
intacto, generalmente la regién de union al antigeno o region variable del anticuerpo intacto. Ejemplos de fragmentos
de anticuerpos incluyen fragmentos Fab, Fab', F(ab')2 y Fv, diacuerpos, moléculas de anticuerpo de cadena sencilla
y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos.

[0076] 00107 En la presente memoria, el término “dominio variable” describe ciertas porciones de anticuerpos que
difieren en la secuencia entre anticuerpos y se utilizan en la unién y especificidad de cada anticuerpo particular para
su antigeno particular. Sin embargo, la variabilidad no se distribuye habitualmente de manera uniforme a través de
los dominios variables de los anticuerpos. Por lo general se concentra en tres segmentos llamados regiones
determinantes de la complementariedad (“RDC”) o regiones hipervariables tanto en los dominios variables de
cadena ligera como de la cadena pesada. Las porciones mas altamente conservadas de los dominios variables se
denominan las regiones marco (“RM”). Los dominios variables de las cadenas pesadas y ligeras nativas comprenden
cada uno cuatro regiones RM, adoptando en gran medida una configuracion de lamina beta, conectadas por tres
RDC, que forman bucles que conectan, y en algunos casos forman parte de, la estructura de lamina beta. Las RDC
de cada cadena se mantienen juntas en estrecha proximidad por las regiones RM y, con las RDC de la otra cadena,
contribuyen a la formacion del sitio de union al antigeno de los anticuerpos. Los dominios constantes no estan
implicados directamente en la unién de un anticuerpo a un antigeno, pero presentan diversas funciones efectoras,
como la participacion del anticuerpo en la toxicidad celular dependiente de anticuerpos.

[0077] 00108 En la presente memoria, la expresion “anticuerpo monoclonal” o “Acm” se refiere a un anticuerpo
obtenido de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacion son idénticos excepto por posibles mutaciones naturales que pueden estar presentes en
menor cantidades. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, estando dirigidos contra un unico sitio
antigénico. Ademas, en comparacion con las preparaciones de anticuerpos convencionales (policlonales) que
generalmente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo
monoclonal se dirige contra un unico determinante en el antigeno.

[0078] 00109 ElI modificador “monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como el obtenido de una poblacion
sustancialmente homogénea de anticuerpos y no debe interpretarse como que requiere la produccion del anticuerpo
mediante cualquier procedimiento particular.

[0079] 00110 Un experto en la técnica relevante entendera que en la presente memoria se contemplan
modificaciones de los anticuerpos. Los anticuerpos de la presente invencion pueden ser modificados conjugando,
etiguetando o marcando a través de métodos conocidos en la técnica, los anticuerpos a cualquier agente de
diagndstico o terapéutico conocido, incluyendo sin limitarse a agentes citotoxicos (por ejemplo, conjugados de
inmunotoxina), profarmacos, farmacos (por ejemplo, sustancias farmacéuticamente activas) u otras moléculas
efectoras que son eficaces en el tratamiento de la enfermedad, asi como moléculas informadoras conocidas. Tales
anticuerpos modificados, también referidos como derivados inmunoquimicos de los mismos incluyen, pero sin
limitarse a (a) anticuerpos monoclonales marcados (por ejemplo, compuesto radiomarcado, marcado con enzima,
fluorocromo o quimioluminiscente), preferiblemente Acm humanizados o completamente humanos, para diagnosticar
o detectar tumores y la extension del tumor (por ejemplo metastasis) utilizando tecnologias de imagenes conocidas;
y (b) conjugados de inmunotoxina de los Acm de la presente invencion, preferiblemente Acm humanizados o
completamente humanos, donde los Acm estan conjugados con residuos citotoxicos, radiactivos, marcados
radiactivamente, profarmacos o farmacos conocidos (por ejemplo, radioinmunoterapia). Se entendera por un experto
en la técnica relevante que la expresion “agente citotdxico”, “citotoxinas” o “citotoxico” en la presente memoria se
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refieren en general a una sustancia que inhibe o impide la funcién de las células y/o provoca la destruccion de las
células e incluye, pero sin limitarse a, is6topos radiactivos, agentes quimioterapéuticos, y toxinas, tales como toxinas
de molécula pequefa o toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, incluyendo
fragmentos y/o variantes de los mismos. También se comprendera por una persona experta en la técnica relevante
que el término “profarmaco” tal como se utiliza en esta solicitud se refiere generalmente a un precursor o forma
derivada de una sustancia farmacéuticamente activa que es menos citotdxico para las células diana en comparacién
con la sustancia farmacéuticamente activa y es capaz de ser activado o convertido en la sustancia mas
farmacéuticamente activa.

[0080] 00111 En la presente memoria, “hibridoma” se refiere a lineas celulares que han sido disefiadas para
producir un anticuerpo monoclonal, tal como el producido por el método del hibridoma descrito por primero vez por
Kohler y Milstein, Nature, 256: 495 (1975). En un método de hibridoma, un ratén, hamster u otro animal hospedador
apropiado, generalmente se inmuniza con un agente inmunizante para obtener linfocitos que producen o son
capaces de producir anticuerpos que pueden unirse especificamente al agente inmunizante. Los linfocitos se
fusionan con una linea celular inmortalizada usando un agente de fusion adecuado, tal como polietilenglicol, para
formar una célula de hibridoma. Véase, por ejemplo, Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,
Academic Press, (1986) pp. 59-103 o Hardy RR et al. In Handbook of Experimental Immmunology (DM Weir Ed)
Blackwell Scientific p13.1. Las lineas celulares inmortalizadas son usualmente células de mamifero transformadas,
particularmente células de mieloma de origen de roedor, bovino y humano. Por lo general, se emplean lineas
celulares de mieloma de rata o ratéon. Las células de hibridoma pueden ser cultivadas en un medio de cultivo
adecuado que contiene preferiblemente una o mas sustancias que inhiben el crecimiento o supervivencia de las
células inmortalizadas no fusionadas. Por ejemplo, si las células carecen de la enzima hipoxantina guanina
fosforribosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los hibridomas generalmente puede incluir
hipoxantina, aminopterina y timidina (“medio HAT”), sustancias que evitan el crecimiento de células deficientes en
HGPRT.

[0081] 00112 El medio de cultivo en el que las células de hibridoma se cultivan a continuacion, puede someterse a
ensayo para determinar la presencia de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno. Preferiblemente, la
especificidad de union de anticuerpos monoclonales producidos por las células de hibridoma se determina por
inmunoprecipitacion o mediante un ensayo de unién in vitro, tal como un radioinmunoensayo (RIA) o un ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Dichas técnicas y ensayos son conocidos en la técnica. La afinidad de
union del anticuerpo monoclonal puede, por ejemplo, determinarse mediante el analisis de Scatchard de Munson y
Pollard, Anal. Biochem. 107: 220 (1980). Es ventajoso identificar anticuerpos que tienen un alto grado de
especificidad y una alta afinidad de unién por el antigeno diana.

[0082] 00113 Después de identificar las células de hibridoma deseadas, los clones pueden subclonarse mediante
procedimientos de dilucion limitante y crecer mediante métodos estandar (Goding, 1986). Medios de cultivo
adecuados para este propdsito incluyen, por ejemplo, medio de Eagle modificado por Dulbecco y medio RPMI-1640.
Como alternativa, las células de hibridoma pueden ser cultivadas in vivo como ascitis en un mamifero.

[0083] 00114 Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones pueden aislarse o purificarse a partir del
medio de cultivo o fluido de ascitis mediante procedimientos de purificacién de inmunoglobulina convencionales tales
como, por ejemplo, proteina A-Sefarosa, cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis en gel, dialisis o
cromatografia de afinidad.

[0084] 00115 Una persona experta en la técnica relevante puede entender que los anticuerpos monoclonales de la
presente invencion también se pueden preparar mediante procedimientos de ADN recombinante, tales como los
descritos en la patente US-4.816.567. EI ADN que codifica los anticuerpos monoclonales de la invencién puede ser
facilmente aislado y secuenciado utilizando procedimientos convencionales (por ejemplo, usando sondas de
oligonucledtidos que son capaces de unirse especificamente a genes que codifican las cadenas pesada y ligera de
anticuerpos murinos). Una vez aislado, el ADN puede colocarse en vectores de expresion, que luego son
transfectados en células hospedadoras, tales como las células de simio COS, células de ovario de hamster chino
(CHO) o células de mieloma que de otro modo no producen proteina inmunoglobulina, para obtener la sintesis de
anticuerpos monoclonales en las células hospedadoras recombinantes. EI ADN también se puede modificar, por
ejemplo, sustituyendo la secuencia codificante por los dominios constantes de las cadenas pesada y ligera humanas
en lugar de las secuencias murinas homélogas (Patente US- 4.816.567; Morrison, Nature 368, 812-13 (1994)) o
uniendo covalentemente a la secuencia codificante de inmunoglobulina toda o parte de la secuencia codificante para
un polipéptido no inmunoglobulina. Tal polipéptido no inmunoglobulina puede sustituirse por los dominios constantes
de un anticuerpo de la invenciéon o puede sustituirse por los dominios variables de un sitio de combinacion con el
antigeno de un anticuerpo de la invencion para crear un anticuerpo bivalente quimérico.

[0085] 00116 En la presente memoria, el término “bloquear”’ y “atenuar” se refieren en general a eliminar
funcionalmente la expresion de un producto génico o reducir la reduccion del mismo para determinar la funcion de
los productos génicos. Un experto en la técnica relevante puede entender que la expresion eliminar funcionalmente
la expresion puede referirse a eliminar por completo la expresién del mismo o reducir la expresién del mismo mas
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alla de un limite detectable. El término “animal bloqueado”, como se usa en la presente memoria puede entenderse
como que se refiere en general a un animal transgénico en el que se inserta una secuencia de polinucleétidos
transgén (es decir, un gen o un ADNCc) que el animal no tiene de forma natural en su genoma para reducir, eliminar o
de otra manera “bloquear” la produccion y/o la expresion del producto del gen enddgeno. La expresion doble
bloqueo puede entenderse en el sentido de un “bloqueo”, donde ambos alelos del gen de interés han sido
bloqueados. Tales animales son utiles para el estudio in vivo, ensayo y validacion de, entre otros, la funcion del
producto codificado por la secuencia de polinucleétidos. Puede entenderse generalmente por una persona experta
en la técnica relevante que “atenuar” puede referirse a la inhibicién a través de métodos de ARNsi empleados in vivo
o in vitro (por ejemplo, lineas celulares).

[0086] 00117 Un experto en la técnica relevante entendera que las composiciones, incluyendo, pero sin limitarse a
anticuerpos y ARNsi, pueden formularse en composiciones farmacéuticas para la administracion en un modo que es
habitual para la administracién de dichos materiales usando la quimica y metodologias de formulacion farmacéutica
convencionales, todas las cuales son de facil acceso para un experto en la técnica relevante. Un experto en la
técnica relevante también entendera que tales composiciones farmacéuticas pueden incluir uno o mas excipientes,
vehiculos, estabilizantes u otros compuestos farmacéuticamente inactivos, tales como, pero sin limitarse a, agentes
humectantes o agentes emulsionantes, sustancias tamponantes del pH y similares. Las sales farmacéuticamente
aceptables también pueden ser incluidas en las mismas. Una discusién minuciosa de excipientes, vehiculos y
sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables esta disponible en Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack
Pub. Co. N. J. 1991). Tales composiciones farmacéuticas pueden prepararse como preparaciones inyectables u
orales. Los anticuerpos de la presente invencion se pueden administrar por inyeccion, incluyendo, pero sin limitarse
a la inyeccion, intramuscular, intravenosa, subcutanea, peritoneal, transdérmica o nasal. Las dosis terapéuticamente
eficaces pueden variar segun el peso corporal y el momento y duracién de la administracion seran determinadas por
los protocolos de investigacion clinica especificos.

[0087] 00118 La descripcion que sigue, y las realizaciones descritas en la misma, se proporcionan a modo de
ilustracion de un ejemplo o ejemplos, de realizaciones particulares de los principios y aspectos de la presente
invencion. Estos ejemplos se proporcionan para fines de explicacion, y no de limitacion, de los principios y de la
invencion. En la descripcion, las partes similares estan marcadas a lo largo de la memoria descriptiva y los dibujos
con los mismos numeros de referencia respectivos.

[0088] 00119 La presente invencion divulga el diagndstico, tratamiento e inhibicién del crecimiento del tumor y su
progresion a sitios de metastasis a través de la inhibicién de la produccion o la sefializacion de una o mas isoformas
de la PTHrP, preferiblemente la isoforma PTHrP1-173, como un tratamiento para la enfermedad, incluyendo varios
tipos de canceres. Mas preferiblemente, la presente invencion divulga los métodos de inhibicion del receptor y/o de
sus vias de sefalizacion activadas por la isoforma especifica PTHrP1-173. La invencion divulga la técnica de imagen
in vivo y la focalizacién terapéutica de los tumores y sitios metastasicos que expresan una o mas isoformas de la
PTHrP, preferiblemente la isoforma especifica PTHrP1-173, utilizando anticuerpos monoclonales dirigidos a una o
mas isoformas de la PTHrP, preferiblemente la isoforma especifica PTHrP1-173, estando dichos anticuerpos
monoclonales preferiblemente etiquetados o marcados con un agente de diagnédstico (por ejemplo, una molécula
informadora) o un agente terapéutico (por ejemplo, agente citotdxico, profarmaco o farmaco). La invencion divulga la
deteccion de isoformas de la PTHrP como indicadores de la actividad de la enfermedad o la diseminacion
metastasica, preferiblemente antes del desarrollo de hipercalcemia, o como indicadores de pronéstico de posibles
tratamientos. La divulgacion puede ser aplicable a muchos estados patoldgicos, incluyendo, pero sin limitarse a
varios tipos de cancer (incluyendo canceres epiteliales como el de mama, pulmén, colon, de pancreas, de ovario, de
prostata y de células escamosas de varios tipos de cancer (incluyendo canceres epiteliales como el de mama,
pulmén, colon, de pancreas, de ovario, de prostata y de células escamosas de varios tipos, asi como melanoma)
que expresan estas isoformas, solos o0 en combinacion con otros agentes terapéuticos.

[0089] 00120 La inhibicion de la PTHrP y sus isoformas se ensayd in vitro e in vivo en una variedad de modelos de
cancer humano incluyendo cancer de mama, melanoma, cancer epidermoide, cancer de préstata como se describe
en la presente memoria. Los métodos de la presente invencion se dirigen al bloqueo de la produccién/actividad de la
PHTrP a través de un antagonista de una o mas isoformas de la PHTrP, preferiblemente la isoforma especifica
PTHrP1-173. Tales métodos incluyen, pero no se limitan a, la recombinaciéon homéloga (doble bloqueo), bloqueo de
ARNSsi e incluyen tales antagonistas como los anticuerpos monoclonales dirigidos contra la misma, asi como
fragmentos de péptidos que podrian unirse a los receptores y bloquear la actividad de una o mas isoformas de la
PTHrP, preferiblemente la isoforma especifica PTHrP1-173.

00121 Ejemplos
00122 Ejemplo 1

00123 Produccion, preparacion y caracterizacion de anticuerpos monoclonales anti-PTHrP1-33, 140-173 y
151-169
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[0090] 00124 Los anticuerpos monoclonales de raton se produjeron a partir de hibridomas mediante fusion celular
entre células de mieloma y células de bazo productoras de anticuerpos derivadas de ratones inmunizados con
antigenos derivados de la PTHrP y de sus isoformas. Los antigenos que se eligieron fueron Unicos para la isoforma
PTHrP1-173 (derivados de fragmentos C-terminal) o comunes a todas las isoformas de PTHrP humana (derivados
de fragmentos N-terminal).

00125 Preparacion de antigenos

[0091] 00126 De acuerdo con la presente invencion, los antigenos usados para la inmunizacion incluyen
PTHrP151-169 humana (“hPTHrP151-169”). Los siguientes péptidos también se pueden utilizar pero no son de
acuerdo con la presente invencion: (a) PTHrP140-173 humana (“hPTHrP140-173") y (b) PTHrP1-33 humana
(“hPTHrP1-33"). Se entendera que el antigeno hPTHrP140-173 es un polipéptido que comprende los residuos de
aminoacidos en la posicion del aminoacido N.° 140 a 173 de la isoforma PTHrP1-173 y de manera similar el
antigeno hPTHrP151-169 es un polipéptido que comprende los residuos de aminoacidos en la posicion de
aminoacido N.° 151 a 169 de la isoforma PTHrP1-173. Se entendera que el antigeno hPTHrP1-33 es un polipéptido
que comprende los residuos de aminoacidos en la posicién de aminoacidos N.° 1 a 33 de la PTHrP, que es comun a
las tres de las isoformas humanas. Por lo tanto, un experto en la técnica pertinente, entendera que los antigenos
hPTHrP140-173 y hPTHrP151-169 son especificos para la isoforma PTHrP1-173. Cualquier anticuerpo producido
contra estos antigenos basado en los protocolos descritos a continuacion fueron dirigidos a epitopos en la isoforma
PTHrP1-173. Por otra parte, una persona experta en la técnica relevante entendera que el antigeno hPTHrP1-33 es
comun a las tres isoformas hPTHrP. Como tal, cualquier anticuerpo producido contra los antigenos hPTHrP1-33
basado en los protocolos descritos a continuacion fueron dirigidos a epitopos en las tres de las isoformas humanas
de la PTHrP.

00127 Inmunizacion y recogida de células productoras de anticuerpos

[0092] 00128 Las hPTHrP1-33, hPTHrP140-173 y hPTHrP151-169 humanas sintéticas fueron adquiridas de
Sheldon Biotechnology Centre (Universidad McGill, Montreal). Los antigenos hPTHrP140-173, hPTHrP151-169 y
hPTHrP1-33 se mezclaron con adyuvante completo de Freund 50 % (v/v) antes de la inyeccién en ratones como se
describe a continuacion.

[0093] 00129 Se inyectaron ratones hembra BALB/c de 5-6 semanas de edad por via intraperitoneal con 25 ug de
uno de los antigenos hPTHrP140-173, hPTHrP151-169 o hPTHrP1-33 emulsionados con adyuvante completo de
Freund 50 % (v/v). Los ratones recibieron una dosis de refuerzo del antigeno relevante en adyuvante incompleto de
Freund 50 % (v/v), concretamente el antigeno previamente inyectado en los ratones 13 a 15 dias después de la
primera inyeccion del antigeno hPTHrP relevante. Una semana después de la inyeccion de refuerzo del antigeno
hPTHrP, se recogieron sueros de los ratones inmunizados por sangrado de la cola para determinar la presencia de
anticuerpos contra el antigeno usado para inmunizar a ese ratéon particular usando ELISA (ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas). Los ratones productores de anticuerpos contra cada uno de los antigenos
hPTHrP140-173, hPTHrP151-169 o hPTHrP1-33 se inyectaron con otros 25 pg del antigeno hPTHrP
correspondiente o relevante. Tres dias después de la inmunizacion final, las células de bazo se recogieron de los
ratones que recibieron la inmunizacion final.

00130 Fusion celular

[0094] 00131 Los anticuerpos monoclonales se prepararon de acuerdo con el método de Hardy RR et al. In
Handbook of Experimental Immmunology (DM Weir Ed) Blackwell Scientific p13.1. Los bazos se extirparon
quirdrgicamente y las células del bazo de los animales productores de anticuerpos inmunizados con uno de los
antigenos hPTHrP140-173, hPTHrP151-169 o hPTHrP1-33 fueron aisladas por métodos conocidos y lavadas
suavemente utilizando RPMI-1640 libre de suero a 37 °C. Los linfocitos de bazo aislados se mezclaron a
continuacion con células de mieloma Sp2 o FO (ambas de ATCC, Rockville, MD) y se fusionaron utilizando
polietilenglicol 1500 50 % (Merck, Darmstadt, Alemania) de acuerdo con métodos conocidos. Las células de fusiones
resultantes fueron cultivadas en placas de cultivo de tejidos pre-cultivadas de 96 pocillos (Becton Dickinson
Labware, Franklin Lakes, NJ) (Immunolon, Dynex, VA, EE.UU.) con los linfocitos de bazo de raton normales en un
medio de seleccion de hibridoma que consiste en RPMI suplementado con FBS 20 %, mezcla antibiética-
antimicética y 1X medio de hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT) (Gibco BRL) a 37 °C en presencia de CO2 5 %.
Los dias 4 y 8 de la incubacion, el medio HAT se reemplazé con medio HAT fresco.

00132 Seleccion y clonacion de hibridomas que secretan Acm

[0095] 00133 Tras la fusion de linfocitos de bazo y de células de mieloma, se seleccionaron hibridomas que
secretan anticuerpos y se cultivaron usando crecimiento selectivo y, a continuacion, se cribaron mediante dilucion
limitada. Los sobrenadantes de los cultivos de células del hibridoma se cribaron en cuanto a anticuerpos especificos
para uno de los tres antigenos utilizados, concretamente, PTHrP140-173, hPTHrP151-169 o hPTHrP10-33 después
de 13 a 15 dias de cultivo utilizando placas de microtitulacion de fondo plano de 96 pocillos (VWR, Mississauga, ON
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) previamente revestidos con los péptidos correspondientes por ELISA usando un anticuerpo secundario de cabra
anti-lgM+IgG+IgA (H+L) de raton conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) (Southern Biotech, Birmingham, AL) y
sustrato de peroxidasa ABTS (KPL Inc, Gaithersburg, MD). Los hibridomas seleccionados se clonaron dos veces
usando dilucién limitante. Los clones de hibridoma positivos se propagaron primero en placas de 24 pocillos y al
llegar a la confluencia se transfirieron a matraces T75 después de una segunda prueba de ELISA.

00134 Recogida de anticuerpos monoclonales

[0096] 00135 Los hibridomas identificados como productores de los anticuerpos deseados se adaptaron a medio
celular BD a través de la adicion progresiva de cantidades del medio celular BD al medio celular existente hasta que
las células se transfirieron posteriormente a un matraz Celline (BD Biosciences, San Diego, CA) y se cultivaron en
medio celular BD para producir anticuerpos monoclonales (Acm) en el sobrenadante celular. El sobrenadante se
centrifugd a 2000 g durante 5 min para eliminar los restos celulares y el sobrenadante se filtr6 a través de filtros de
0,22-0,45 pm para eliminar mas restos celulares, se dividio en alicuotas y se mantuvo a 4 °C. La purificacion por
afinidad de los Acm se realizé usando una columna de proteina G Sefarosa (Amersham Pharmacia Biotech, Baie
d'Urfe, Quebec, Canada) y se cuantifico usando un kit de ensayo de proteinas (Pierce, IL, EE.UU.). Los anticuerpos
purificados se concentraron a 1-5 mg/ml, se dializaron frente a PBS y se almacenaron a -70 °C. La isotipificacion de
los Acm se determind usando un kit de isotipificacion comercial (BioRad, EE.UU.).

[0097] 00136 Como se muestra en la Figura 5, se obtuvieron los siguientes clones de hibridoma. Los hibridomas
N.° 158 y N.° M45 produjeron anticuerpos monoclonales (Acm158 y AcmM45) que presentan una fuerte capacidad
de unién a hPTHrP1-33, un fragmento N-terminal de la PTHrP. Los hibridomas N.° 104 y N.° M18 produjeron
anticuerpos monoclonales (Acm104 y AcmM18) que presentan una fuerte capacidad de union a PTHrP 140-173, un
fragmento C-terminal de la PTHrP. El hibridoma N.° 6 produjo anticuerpos monoclonales (Acm6) que presentan una
fuerte capacidad de unién a PTHrP 151-169, un fragmento C-terminal.

[0098] 00137 Los hibridomas N.° 104, M18 y 6 produjeron anticuerpos monoclonales Acm104, AcmM18 y Acm6
respectivamente y se han depositado en la Autoridad Internacional de Depdsito de Canada (IDAC) y se han
concedido los nimeros de acceso 150807-02, 150807-03 y 150807-01, respectivamente. Los hibridomas N.° M45 y
158 produjeron anticuerpos monoclonales AcmM45 y Acm158 respectivamente, y se han depositado en la IDAC y se
han concedido los nimeros de acceso. 060808-01 y 060808-02, respectivamente.

[0099] 00138 Una persona experta en la técnica relevante puede entender que los anticuerpos monoclonales
también se pueden obtener usando la formacién de ascitis y otro cultivo celular convencional o métodos de biologia
molecular conocidos en la técnica. En el método de formacién de ascitis, los hibridomas se inoculan por via
intraperitoneal en ratones desnudos BALB/c hembras y las asictis se recogieron después de 1-4 semanas.

00139 Subclases de anticuerpos monoclonales

[0100] 00140 La subtipificacion del anticuerpo monoclonal se determind usando un kit de isotipificacion comercial
(Bio-Rad, EE.UU.). La caracterizacion de las subclases de los anticuerpos monoclonales contra PTHrP1-33,
PTHrP140-173 y PTHrP151-169 en la Figura. 5. Como se ve en la Figura. 5, se muestra una tabla que representa la
caracterizacion de las subclases de anticuerpos anti-PTHrP contra las diferentes isoformas. Como se muestra en la
Figura 5, se identificaron tres anticuerpos monoclonales especificos para la isoforma PTHrP1-173; (i) AcmO04; (i)
AcmM18; y (iii) Acm6. El anticuerpo monoclonal de la presente invencion comprende IgG3 para Acm158 (véase la
Figura 5) y los anticuerpos monoclonales no de acuerdo con la presente invencidon comprenden las siguientes
subclases: (i) IgM kappa para AcmM18 y AcmM45; (ii) IgG2b kappa para Acm104 y (iii) IgG1 kappa para Acmé6. La
especificidad de estos anticuerpos monoclonales se probd posteriormente usando ELISA, transferencias de Western
e inmunohistoquimica como se describe en mayor detalle a continuacion.

00141 Evaluacion de la uniéon al antigeno y de la actividad de neutralizacion de los anticuerpos
monoclonales

00142 Determinacion de la concentracion de anticuerpos

[0101] 00143 La concentracion del anticuerpo purificado se determiné por ELISA. Se utilizé el ensayo ELISA para
determinar la concentracion de cada anticuerpo monoclonal como sigue. Se inmovilizaron 100 pl de uno de los
antigenos hPTHrP1-33, hPTHrP140-173 o hPTHrP151-169 preparados a una concentracion de 5 pg/ml a cada
pocillo de una placa de 96 pocillos para ELISA. Después de bloquear con 200 pl de un tampédn de dilucion (BSA 1
%), se usaron como patrones concentraciones conocidas del correspondiente anticuerpo monoclonal purificado
(mediante purificacion por afinidad usando una columna de proteina G Sefarosa como se describié anteriormente).
Para determinar la concentracion de anticuerpos monoclonales en las preparaciones posteriores se afadié un
sobrenadante diluido por etapas de anticuerpo monoclonal a cada pocillo seguido de la adicién de un anticuerpo
anti-lgG (M) de ratdn conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) y 100 ul de solucion de sustrato después
de lo cual se mide la absorbancia a 405 nm. Se determiné la concentracion de anticuerpo monoclonal de cada
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anticuerpo especifico frente a las preparaciones de patrones de cada anticuerpo monoclonal purificado especifico.
00144 Determinacion de la actividad de unién al antigeno

[0102] 00145 Las placas de ELISA para la determinacién de la capacidad de uniéon al antigeno se preparan como
sigue. Uno de los antigenos hPTHrP1-33, hPTHrP140-173 o hPTHrP151-169 preparadas a una concentracion de 1-
10 pg/ml se inmovilizaron en cada pocillo de una placa de 96 pocillos para ELISA. Después de bloquear con 200 pl
de un tampon de dilucion (BSA 1 %), se afiadié un sobrenadante diluido por etapas de anticuerpo monoclonal a
cada pocillo seguido de la adicion de un anticuerpo anti-lIgG (M) de ratén conjugado con peroxidasa de rabano
picante (HRP) y 100 pl de solucién de sustrato después de lo cual se mide la absorbancia a 405 nm. La Figura 6
muestra la interaccion especifica antigeno/anticuerpo mediante ELISA. Como se describe en mayor detalle en la
presente memoria, se vio que los Acm de la presente invencién inducidos contra los antigenos especificos eran
altamente especificos para cada antigeno y no se observé reactividad cruzada entre los anticuerpos y los otros
antigenos. El reconocimiento especifico de los antigenos con los anticuerpos monoclonales también se demostré
mediante andlisis de transferencia Western (ver Fig. 7). La Figura 7 muestra una transferencia Western que
demuestra el reconocimiento especifico del antigeno por el anticuerpo monoclonal de la presente invencion. El
Acm104 se dirige contra y reconoce la PTHrP140-173; el Acm104 es altamente especifico para la isoforma PTHrP1-
173 como se ve en la Figura 7 y no se observo reactividad cruzada con las isoformas PTHrP1-139 o PTHrP1-141.
Las Figuras 8 (A) y (B) muestran la inmunohistoquimica de las células de cancer de préstata PC3 en cultivo de
tejidos in vitro (véase la Figura 8 (A)) y los cortes de tejido de metastasis de células de melanoma A375 a los
ganglios linfaticos in vivo (Véase la Figura 8 (B)). Como se muestra en la Figura 8(A), las células se inmunotifieron
con el anticuerpo monoclonal de la presente invencion dirigido a PTHRP1-33 (Acm158) o PTHRP140-173 (Acm104),
que no es parte de la presente invencién. Obsérvese que solo PC3 transfectadas establemente con una
construccion de la presente invencion que expresa PTHrP1-173 (PC3/P173) fueron reconocidas por Acm104
mientras que las células PC3 que sobreexpresan cualquier isoforma fueron reconocidas por Acm158.

00146 Ejemplo 2
00147 Modelo de melanoma metastasico humano en ratén

[0103] 00148 La incidencia de melanoma ha aumentado de forma constante durante las ultimas décadas (Hall HI
et al J Am Acad Dermatol (1999) 40, 35) y la supervivencia de los pacientes una vez que las células del melanoma
han invadido la membrana basal es extremadamente mala (Shields JD et al Br J Cancer (2004) 90 693). Los
tratamientos para el melanoma en esta etapa tan son muy limitadas y la respuesta no es satisfactoria. La presente
invencion implica el uso de un modelo de melanoma humano (A375) en el que se sobreexpresa la PTHrP (El
Abdaimi et al Am J Physiol (2000) 279, C1230) para proporcionar un tratamiento para el melanoma. A375 es
conocida por producir las tres isoformas de la PTHrP. Varios antagonistas de la presente invencion se ensayaron
respecto a este modelo.

[0104] 00149 Como se muestra en las Figuras 9 a 11, cuando se utilizan antagonistas de la presente invencion
para dirigirse a las tres isoformas, se observaba una reduccion notable en el crecimiento del tumor y de la
metastasis in vivo (véase las Figuras 9y 11) y la invasion in vitro (Fig. 10).

[0105] 00150 La Figura 9 describe el niumero de animales que desarrollaron metastasis en un sitio especifico
respecto al niumero total de animales trasplantados con células A375 en el ventriculo cardiaco izquierdo en el
momento del sacrificio. En los animales trasplantados con células A375 con PTHrP bloqueada (A 375 DKO-/-), se
observo una sorprendente reduccion de la diseminacion metastasica de mas del 50 % en todos los sitios excepto el
hueso donde la reduccion fue de sélo el 20 %. Sin embargo, cuando se analizaron las lesiones 6éseas metastasicas
en un momento anterior mediante imagen con fluorescencia (de células A375 marcadas con GFP) utilizando el
instrumento eXplore Optix, se observd una notable reduccién en la incidencia de las lesiones metastasicas en los
puntos temporales anteriores (9 y 14 dias después de la implantacion del tumor) en animales A375 DKO-/- (Véase la
Figura 11(E) y (F)).

[0106] 00151 La reduccion de las metastasis a los ganglios linfaticos se demuestra claramente en la autopsia en
animales A375 DKO-/- (véase la Figura 11(D). Obsérvese la Unica lesion detectada por imagenes de fluorescencia)
en comparacién con los animales tipo silvestre A375 WT+/+ en los que son visibles macroscépicamente muiltiples
metastasis en los ganglios linfaticos, como se muestra en la Figura 11(B). El bienestar animal y el mantenimiento del
peso también se conservan en animales A375 DKO-/- en comparacién con los animales tipo silvestre A375 WT+/+
(como se muestra en la Figura 11(A), (C) y (H)). Obsérvese también que las concentraciones circulantes de calcio se
mantenian dentro de lo normal en animales A375 DKO-/-, aunque aumentaban con el tiempo en el los animales tipo
silvestre A375 WT+/+ (véase la Figura 11(1)).

[0107] 00152 En ambos modelos, la metastasis puede ser visualizada después de la implantacion de las células
tumorales transfectadas de manera estable con la proteina fluorescente verde (GFP). Como se muestra en la Figura
11(E), la adquisicidon de imagenes in vivo de la metastasis 6sea se puede hacer con el instrumento eXplore Optix
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(GE/ART). Esta tecnologia permite la deteccién temprana de metastasis dseas antes de las lesiones visibles en las
radiografias y se puede utilizar para controlar faciimente la progresion de la metastasis 6sea, asi como otros sitios
metastasicos durante la intervencién terapéutica, tal como el anticuerpo monoclonal de la presente invencién. Una
imagen de fluorescencia tipica de las lesiones metastasicas 6seas se muestra en la Figura 11 (E) y demuestra una
inhibicion de la metastasis 6sea en animales implantados con células A375 DKO-/-, en comparaciéon con los
animales A375 de tipo silvestre WT+/+.

[0108] 00153 Ademas, la supervivencia de los animales se prolongdé significativamente tras el bloqueo de la
PTHrP en animales trasplantados con células tumorales A375 (véase la Figura 11(G)). El efecto de la inhibicion de la
PTHrP de las tres isoformas mediante recombinacion homdloga (DKO-/-) en células humanas de melanoma A375
muestra un aumento de la supervivencia de los animales mediante andlisis de Kaplan Meier. Esta ventaja de
supervivencia se demuestra en ratones trasplantados en el ventriculo izquierdo con células A375 bloqueadas (DKO-
/-) en comparacion con animales trasplantados con células de tipo silvestre (WT+/+) (véase la Figura 11(G)).

[0109] 00154 Las Figuras 10(A) y (B) muestran los resultados de la inhibicion de la PTHrP de las tres isoformas
mediante recombinacién homologa (doble bloqueo, DKO-/-) para alterar ambos alelos del gen de la PTHrP en
células de melanoma humano A375. A continuacién se determind el crecimiento celular (véase la Figura 10(A)) y la
invasion in vitro (Véase la Figura 10(B)). Como se muestra en las Figuras 10(A) y (B), hay una inhibicién del
crecimiento celular y de la invasion en células A375 bloqueadas (DKO-/-) en comparacion con las células de tipo
silvestre (WT+/+) transfectadas con el vector solo (p < 0,001).

[0110] 00155 En los experimentos posteriores, se comparo la eficacia de un anticuerpo monoclonal dirigido al
extremo N-terminal de la PTHrP (y, por lo tanto, que reconoce todas las isoformas) del anticuerpo monoclonal
especifico dirigido al extremo C-terminal especifico contra la isoforma PTHrP-173. La eficacia de estos anticuerpos
sobre el crecimiento celular y la invasion in vitro era similar (véase la Figura 12).

[0111] 00156 La Figura 12 muestra el efecto de la actividad neutralizante del anticuerpo monoclonal de la presente
invencion sobre el crecimiento celular y la invasion de las células A375. La Figura 12(A) muestra la determinacion de
la concentracion 6ptima de Acm, mientras que la Figura 12(B) muestra el efecto de los diversos Acm sobre el
crecimiento celular. La Figura 12(C) muestra el efecto de los diversos Acm sobre la invasion. Ademas, la atenuacion
in vitro de todas las isoformas de la PTHrP por ARNsi no de acuerdo con la presente invencion reproducia todos los
efectos observados con los anticuerpos monoclonales, como se muestra en la Figura 13. La Figura 13 muestra el
efecto de la actividad neutralizante del ARNSsi contra todas las isoformas de PTHrP sobre el crecimiento celular y la
invasion de las células A375. Como se muestra en la Figura 13(A), se proporciona el crecimiento de las células
tumorales o de la velocidad con el tiempo, mientras que la Figura 13(B) muestra la invasion a través de Matrigel.
Obsérvese la inhibicién significativa con la atenuacion con ARNsi del crecimiento y la invasion (p < 0,01).

[0112] 00157 La linea celular de melanoma amelandtico A375 humano (ATCC) fue trasplantada en ratones
desnudos y se examino la eficacia terapéutica de los anticuerpos monoclonales sobre el crecimiento tumoral y la
metastasis. Estas células humanas pueden ser trasplantadas por via subcutanea para examinar el crecimiento del
tumor o en el ventriculo cardiaco izquierdo para examinar la metastasis. Las metastasis en varios 6rganos, como los
pulmones, el higado, los huesos, el corazén y los ganglios linfaticos se desarrollan rapidamente en el plazo de 5
semanas post-trasplante del tumor y los animales invariablemente mueren al cabo de 7-8 semanas.

[0113] 00158 La eficacia terapéutica de los anticuerpos monoclonales sobre el crecimiento tumoral después de la
implantacion de las células tumorales por via subcutanea se ensay6 en ratones desnudos atimicos hembra (BALB/c-
nu/nu, Charles River) de 4-5 semanas de edad. Se suspendieron 1 X 10° células A375 de melanoma en 100 pl de
PBS y se implantaron subcutaneamente en ratones nu/nu hembras (Charles River, St. Constant, QC). El tratamiento
se inici6 1 dia después de la inoculacion de células usando 100 ug de anticuerpos inyectados por via subcutanea
cada 2 dias durante 5 semanas. Los animales de control fueron inyectados con 100 ug de IgM o IgG natural (Sigma)
cada 2 dias durante 5 semanas. La tasa de crecimiento del tumor primario se determiné mediante la representacion
de las medias de dos diametros ortogonales de los tumores, medidas a intervalos de 5 dias. Las medidas
tridimensionales del tumor se realizaron utilizando calibres FST (Switzerien). Se midieron el eje largo del diametro
del tumor (L) y la media del ancho del eje medio (W) para calcular el volumen del tumor (V) utilizando la siguiente
férmula:

[0114] 00159

2
4 Liw
V =—TTX—| —
3 282 ,
[0115] 00160 Las curvas de crecimiento se generaron representando el volumen medio del tumor de los ratones.
El tratamiento de estos animales con anticuerpos monoclonales dirigidos a una porcién N-terminal o a una porcion
C-terminal retraso significativamente la aparicion y la progresion del tumor (véase las Figuras 14(A) a (C)). Como se
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ve en las Figuras 14(A) a (C), se muestra el efecto del anticuerpo monoclonal de la presente invencion in vivo sobre
el crecimiento tumoral en ratones desnudos trasplantados con células A375 por via subcutanea. (A) Volumen del
tumor a lo largo del tiempo. (B) Fotografias de los tumores extirpados en el sacrificio. (C) Peso del tumor (media *
EEM) de los tumores que se muestran en (B). (D) Tincién con hematoxilina y eosina (“H y E”) de un tumor (vehiculo
solo) extirpado en el sacrificio. El Acm M18 (dirigido contra PTHrP140-173) y el Acm158 (dirigido contra PTHrP1-33)
mostraban el mayor efecto con una reduccion de mas del 75 % del crecimiento del tumor y el peso en comparacion
con los controles (véase las Figuras 14(A), (B) y (C)). Los otros Acm (Acm104, Acm6 y AcmM45) redujeron el
crecimiento del tumor en un 30-40 %. La Figura 14(D) muestra la tincién H y E de células de melanoma A375 tipicas
de un tumor extirpado en el sacrificio.

[0116] 00161 El efecto de los anticuerpos monoclonales sobre la diseminacién metastasica de las células
tumorales se examin6 después de la inyeccion intracardiaca de células A375. La inyeccion intracardiaca de células
de melanoma humano A375 se realizé de acuerdo con el procedimiento descrito previamente en la técnica relevante
(Sasaki et al, Cancer Res (1995) 55, 3551). Se suspendieron 5x10° células A375 en 0,1 ml de PBS y después se
inyectaron en el ventriculo cardiaco izquierdo de ratones desnudos hembra (BALB/C nu/nu), usando una aguja de
calibre 27 con anestesia. Los animales fueron controlados cada 5 dias durante un maximo de 50 semanas para
determinar el crecimiento del tumor y el estado de salud general. El tratamiento con anticuerpo como se ha sefalado
en la presente memoria se inicié 1 dia después de la inoculacion de células. Se inyectaron 100 ug de anticuerpos
por via subcutanea, cada 3 dias durante un maximo de 20 semanas. Los animales de control fueron inyectados con
100 pg de IgG o IgM natural (por ejemplo, IgM o IgG que no deriva de un animal inmunizado con las isoformas de la
PTHrP) cada 3 dias durante un maximo de 20 semanas. Los anticuerpos IgG e IgM naturales de ratén de control se
obtuvieron de Sigma (St. Louis, Missouri, EE.UU.) y se desalaron con columnas Centricon (Millipore, Bedford, MA,
EE.UU.) antes de su uso. Otros animales de control fueron inyectados con sobrenadante de cultivos de células de
hibridoma derivadas de ratones no inmunizados.

[0117] 00162 Cuando se sacrificaron los animales, se analizé el tamafio de las lesiones y el numero de tumores en
el higado, pulmones, huesos, ganglios linfaticos, corazén, bazo, pancreas y rifién. La supervivencia de los animales
se determind mediante analisis de Kaplan Meyer, bien conocido en la técnica.

[0118] 00163 La administracion de anticuerpos monoclonales no de acuerdo con la presente invencion dio como
resultado la inhibicidn de las metastasis (véase la Figura 15A) y la ventaja de la supervivencia (véase la Figura 15B).
Como se ve en las Figuras 15(A) y (B), se proporciona el efecto de los anticuerpos monoclonales no de acuerdo con
la presente invencion in vivo sobre las metastasis (macroscopica) en ratones desnudos trasplantados con células
A375 por la ruta intra-cardiaca (véase la Figura 15(A)) y sobre la supervivencia mediante analisis de Kaplan Meier
(véase la Figura 15(B)). Obsérvese la ventaja en cuanto a la supervivencia de los ratones tratados con Acm M45
(contra PTHrP1-33) o Acm M18 (contra PTHrP140-173). El 100 % de los animales tratados con vehiculo/control
murieron al cabo de los 2 meses después a la implantacion de células tumorales mientras que mas del 30 % de los
animales tratados con Acm no de acuerdo con la presente invencion seguian con vida a los 4 meses después del
trasplante de las células tumorales (véase la Figura 15(B)). La autopsia de los animales tratados hasta 4 meses con
anticuerpos monoclonales no de acuerdo con la presente invencién mostraba signos macroscépicos de metastasis
en 30 % de los animales tratados con M45 y en 18 % de los animales tratados con M18 (ver Figura 15(A)).
Aproximadamente el 15 % de los animales tratados con anticuerpos monoclonales no de acuerdo con la presente
invencion no mostré deterioro de la salud aparente durante un periodo de hasta 8 meses después del trasplante de
tumor. La interrupcion del tratamiento con anticuerpos (4 meses después de la implantacion de las células
tumorales) en este grupo dio lugar a la recurrencia de la diseminacion metastasica en el 50 % de los animales
inyectados con Acm M45 mientras que el 0 % de los animales inyectados con Acm M18 no mostré ningun signo de
enfermedad ni de diseminacién metastasica en el momento de la autopsia en los animales inyectados en el
ventriculo cardiaco izquierdo (véase la Figura 16). La Figura 16 es una tabla que representa la recurrencia de la
diseminacion metastasica después de la interrupcién de los anticuerpos monoclonales no de acuerdo con la
presente invencion en los animales inyectados con células A375 en el ventriculo cardiaco izquierdo.

[0119] 00164 Estos resultados muestran que los anticuerpos monoclonales de la presente invencion son Utiles
para el tratamiento del melanoma y sus complicaciones metastasicas. Ademas, la eficacia terapéutica del anticuerpo
monoclonal contra hPTHrP140-173, no de acuerdo con la presente invencion, era por lo menos equivalente al
anticuerpo monoclonal dirigido contra hPTHrP1-33, no de acuerdo con la presente invencion, lo que indica que la
inhibicién de la isoforma 1-173 de la PTHrP puede ser suficiente para obtener el efecto deseado.

[0120] 00165 La eficacia in vitro de los anticuerpos monoclonales sobre el crecimiento celular y la invasion de las
células A375 también se demostr6é (véase la Figura 12). Los anticuerpos monoclonales Acm M45 y Acm M18
mostraron la inhibicion mas fuerte sobre el crecimiento celular, observandose una inhibicién completa a lo largo del
tiempo de examen. Los anticuerpos monoclonales Acm 158, Acm 104 y Acm 6 redujeron el crecimiento celular en
aproximadamente un 60 % en comparacion con los controles (véase la Figura 12(b)). Todos los Acm ensayados
redujeron la invasion a través de Matrigel en mas del 50 % (véase la Figura 12 (C)).
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00166 Ejemplo 3
00167 Modelo de cancer de mama metastasico humano en ratéon

[0121] 00168 El cancer de mama es el cancer mas frecuente en mujeres (CDC Oficina de prensa (2003)). Hay
varios tipos de cancer de mama (Harris JR et al. Diseases of the breast third edition Philadelphia PA
Lippincott/Williams & Wilkins (2004) p 971)), el mas comun es el que tiene su origen en las células epiteliales
mamarias (MEC). La PTHrP es detectada por inmunorreactividad en la mayoria de los tumores de mama resecados
con cirugia (Southby J et al, Cancer Res (1990) 50,7710). Sin embargo, la deteccién de la PTHrP en la sangre con
inmunoensayos especificos para una region N-terminal (que incluye los aminoacidos 1 a 34) o una region media
(que incluye los aminoacidos 37 a 106) sélo detecté la molécula en estadios avanzados de cancer de mama
asociados con hipercalcemia pero no en la sangre de pacientes sin hipercalcemia (Grill V et al J Clin Endocrinol
Metab (1991) 73,1309; Bundred NJ et al (1991) Br Med J 303,1506). La inhibicion in vitro de la PTHrP mediante
ARNSsi o anticuerpos monoclonales dio como resultado tanto la inhibiciéon del crecimiento como la inhibicién de la
invasion (véase las Figuras 17(A) y (B)). Como se ve en la Figura 17, existe un efecto de la actividad neutralizante
del anticuerpo monoclonal de la presente invencion sobre el crecimiento celular (véase la Figura 17(A)) y la invasion
de células de cancer de mama humano MDA-MB-435 (véase la Figura 17 (B)). Obsérvese el fuerte efecto inhibidor
del Acm M45 y del Acm M18 sobre el crecimiento celular (p < 0,01). No se observd ninguna diferencia
estadisticamente significativa entre los anticuerpos monoclonales de la subclase especifica (IgG o IgM) dirigidos a
los anticuerpos de extremo C-terminal y N-terminal. Obsérvese la inhibicion completa del crecimiento celular con los
Acm de isotipo IgM dirigidos o bien contra el extremo N-terminal (Acm M45) o el extremo C-terminal (Acm M18) de la
PTHrP. Los Acm de isotipo 1gG dirigidos contra PTHrP1-33 (Acm 158), PTHrP140-173 (Acm 104) o PTHrP151-169
(Acm 6) tuvieron un efecto inhibidor del crecimiento menor pero similar de aproximadamente el 30 % en
comparacion con los controles (ver Figura 17 (A)). Sin embargo, todos los Acm mostraban un efecto inhibitorio
similar sobre la invasion, como se muestra en la Figura 17(B). Los anticuerpos que reconocen especificamente
PTHrP1-173 pero no reconocen las otras isoformas inhiben fuertemente el crecimiento y la invasion de células de
cancer de mama humano. No se observé ningun efecto sobre el crecimiento de las células ni ningun efecto
citotéxico en células epiteliales mamarias humanas normales primarias tratadas con los anticuerpos monoclonales.

[0122] 00169 En la presente invencion, se utilizaron el anticuerpo monoclonal especifico para el C-terminal de la
isoforma PTHrP1-173 (M18) o el dirigido contra todas las isoformas (M45) en ratones desnudos trasplantados con la
linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-435 (Figuras 18(A) a (D) y se demostré la inhibicion del
crecimiento y la diseminacion metastasica del cancer de mama. Las Figuras 18(A), (C) y (D) proporcionan el efecto
de los anticuerpos monoclonales in vivo en ratones desnudos trasplantados con la linea celular de cancer de mama
humano MDA-MB-435 sobre el crecimiento tumoral y las metastasis en el pulmén. (A) Volumen del tumor. (B)
Tinciéon con hematoxilina y eosina (“H y E”) de un tumor extirpado en el sacrificio. (C) Porcentaje de animales con
metastasis en el pulmén en el sacrificio. (D) Tincién H y E tinciéon de pulmones de los animales tratados con vehiculo
y animales tratados con los Acm. Se muestra un pulmén normal como comparacion. T indica la localizacion del
tumor (metastasis).

[0123] 00170 La linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-435 fue trasplantada en la almohadilla de
grasa mamaria de ratones desnudos y se examind la eficacia terapéutica de los anticuerpos monoclonales sobre el
crecimiento tumoral y la metastasis. Cuando estas células tumorales se trasplantan en la almohadilla de grasa
mamaria, se puede examinar el crecimiento tumoral y las metastasis en el pulmon. El crecimiento del tumor en
animales no tratados alcanza 1,5-2,0 cm® aproximadamente 6 semanas después del trasplante del tumor. En esta
etapa > 80 % de los animales desarrollan metastasis en el pulmon. En este ejemplo, la eficacia terapéutica de los
anticuerpos monoclonales Acm M45 y Acm M18 fue ensayada en ratones desnudos atimicos hembra de 4-5
semanas (BALB/C-nu/nu, Charles River). Se inocularon 1 x 10° células MDA-MB-435 suspendidas en 100 pl de PBS
en la almohadilla de grasa mamaria del flanco derecho expuesta quirirgicamente bajo vision directa a través de un
microscopio de diseccion. El tratamiento se inici6 1 dia después de la inoculacion de las células usando 100 ug de
anticuerpos inyectados por via subcutanea cada dos dias durante 6 semanas. Los animales de control fueron
inyectados con 100 ug de IgM natural o sobrenadante de hibridomas de animales no inmunizados. La tasa de
crecimiento del tumor primario se determind mediante la representacion de las medias de dos diametros ortogonales
del tumor medido en intervalos de 5 dias.

[0124] 00171 La administracion de anticuerpos monoclonales no de acuerdo con la presente invencion tuvo como
resultado una reduccion significativa del crecimiento tumoral (véase la Figura 18(A)) y la inhibicion de metastasis de
pulmon (véase las Figuras 18(C) y (D)). El crecimiento tumoral se inhibié en aproximadamente un 50 %, con el Acm
anti-PTHrP1-33 (Acm M45) o anti-PTHrP140-173 (Acm M18) en comparacion con los animales control (véase la
Figura 18(A)). Ademas, habia aproximadamente una reduccion del 70 % en el nimero de animales identificados
positivamente con metastasis de pulmén en el sacrificio en animales tratados con Acm no de acuerdo con la
presente invencion (véase la Figura 18(C)). El tamaio de las metastasis también se redujo significativamente en los
animales tratados con Acm (véase la Figura 10 (D)). La Figura 10(B) muestra la histologia tipica de un tumor
extirpado en la autopsia. Estos resultados muestran que los anticuerpos monoclonales no de acuerdo con la
presente invencion son Utiles para el tratamiento del cancer de mama y sus complicaciones metastasicas. La
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eficacia terapéutica del anticuerpo monoclonal contra PTHrP 140-173 fue equivalente al anticuerpo monoclonal
dirigido contra PTHrP1-33, lo que indica que la inhibicion de la isoforma de PTHrP1-173 es suficiente para obtener el
efecto deseado.

00172 Ejemplo 4
00173 Modelo in vitro de cancer de préstata

[0125] 00174 El cancer de préstata es el tipo de cancer mas frecuente en los hombres (CDC oficina de prensa
(2003)). Con frecuencia se extiende a los huesos, donde se desarrollan lesiones osteoblasticas en contraste con las
lesiones osteoliticas observadas en el cancer de mama (Roodman D. N Engl J Med (2004) 350,1655). La PTHrP se
expresa en la mayoria de los tejidos de cancer de prostata (Deftos LJ Cancer (2000) 88, 3002), pero se desconoce
su papel en la progresion y la metastasis del cancer de prostata. La atenuacion de la PTHrP in vitro se consigue
mediante la tecnologia del ARNsi en dos lineas celulares de cancer de prostata humano y se ha demostrado una
fuerte inhibicion del crecimiento y la invasion celular (Figuras 19(A) a (D)). La Figura 19 muestra un grafico que
representa el efecto de la actividad neutralizante de los anticuerpos monoclonales (Acm 158, Acm M45, Acm 104 y
Acm M18) y el ARNsi sobre el crecimiento celular y la invasion de las células PC-3 que sobreexpresan las diversas
isoformas de la PTHrP. Se muestra en la Figura 19(A) el efecto de los diversos anticuerpos monoclonales y el
ARNSsi, siendo el anticuerpo monoclonal especifico de la hPTHrP151-169 de conformidad con la presente invencion,
sobre el crecimiento celular de las lineas celulares transfectadas con el vector solo o con el vector que contiene las
isoformas especificas. Las Figuras 19(B), (C) y (D) muestran el efecto del Acm 158 y del Acm 104 o del ARNSsi sobre
la invasion a través de Matrigel. En las células PC-3 transfectadas con el vector solo se logré una inhibicion
moderada del crecimiento (25 %) con cualquiera de los Acm IgM dirigidos a PTHrP140-173 (Acm M18) o PTHrP1-33
(Acm M45). Se observd un fuerte efecto inhibidor sobre el crecimiento celular en las lineas celulares que
sobreexpresan cualquiera de las isoformas (PC3/p139, PC3/p141, PC3/p173) cuando se tratan con el Acm dirigido
al extremo N-terminal (Acm 158 y Acm M45). Por el contrario, los Acm dirigidos contra PTHrP140-173 (Acm 104 y
Acm M18) eran solo eficaces en la linea celular que sobreexpresa la PTHrP1-173 (PC-3/P173). La atenuacion
mediante ARNSsi de todas las isoformas utilizando ARNsi-22 fue igualmente eficaz en todas las lineas celulares que
sobreexpresan cualquiera de las isoformas que reducen el crecimiento celular en aproximadamente 40 %. Ademas
los Acm dirigidos a la region C-terminal de la PTHrP (Acm 104 y Acm M18) reproducian todos los efectos de la
inhibicién de la PTHrP observados con el ARNsi (ARNsi1-22) y similares al efecto observado con el anticuerpo N-
terminal contra PTHrP (Acm 158 y Acm M45) (véase las Figuras 19(B) a (E)).

00175 Ejemplo 5
00176 Modelo in vitro de cancer de piel de células escamosas

[0126] 00177 El cancer de piel es la forma mas frecuente de cancer en los Estados Unidos. Cada afo se
diagnostican mas de 1 millén de canceres de piel (Base de datos SEER del Instituto Nacional del Cancer (2007). El
carcinoma de células escamosas es la segunda forma mas frecuente de cancer de piel con mas de 250.000 casos
diagnosticados cada afio en los Estados Unidos (Christenson LJ et al JAMA (2005) 294 681). El cancer de células
escamosas de la piel en los seres humanos se debe a la transformacién de los queratinocitos humanos normales.
Se utilizé6 un modelo bien conocido de progresion tumoral en el que los queratinocitos humanos normales se
inmortalizan con el virus del papiloma humano 16 (“HPV16”) para dar lugar a la linea de células HPK1A no
tumorigénica y posteriormente transformada en células de cancer por la sobreexpresion de un oncogén H-Ras
activado para dar lugar a células HPK1Aras que se convierten en un tumor escamoso clasica. Se ha demostrado un
aumento gradual en la produccién de PTHrP asociada con la transformacion maligna en el modelo de progresion
tumoral en queratinocitos.

[0127] 00178 Este modelo de progresion tumoral en queratinocitos se utiliz para analizar las consecuencias de la
sobreexpresion de PTHrP en células inmortalizadas HPV16 HPK1A. Se cultivaron células HPK1A en medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con suero bovino fetal al 10 % (FBS 10 %). Las células
subconfluentes (70 %) fueron transfectadas durante la noche con 2 microgramos de un vector de expresion que
codifica para cualquiera de la secuencia de aminoacidos de las isoformas PTHrP1-139, 1-141 o 1-173 o con un
vector vacio de control (pcDNA3).

[0128] 00179 La eficacia in vitro del anticuerpo monoclonal de la presente invencion sobre el crecimiento celular se
demostré en la linea celular HPK1Aras con una inhibicion completa (y signos de citotoxicidad) y una eficacia similar
observada con el N-terminal (Acm M45) o C-terminal (Acm M18) de la subclase IgM. Los Acm de la subclase IgG
contra hPTHrP1-33 (Acm 158), hPTHrP140-173 (Acm 104) y hPTHrP151-169 (Acm 6) inhibieron el crecimiento
celular en aproximadamente un 40 %, sin signos de citotoxicidad (véase la Figura 20(A) panel izquierdo). La Figura
20(A) (panel derecho) muestra un grafico que representa el efecto de la actividad neutralizante de los Acm
especificos contra las diversas isoformas sobre el crecimiento celular de la linea celular HPK1A inmortalizada no
tumorigénica y los queratinocitos humanos normales (NHK) primarios (Clonetics, CA). No se observod ningun efecto
inhibidor de los Acm sobre el crecimiento celular (ni signos de citotoxicidad) con la linea celular parental (HPK1A) ni
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con los NHK.

[0129] 00180 La Figura 20(B) muestra el efecto del ARNsi, no de acuerdo con la presente invencion contra las
isoformas especificas de la PTHrP sobre la produccion de PTHrP. El ARNsi dirigido contra todas las isoformas
(ARNsi1-22) inhibe la produccion de PTHrP en mas de un 90 % a los 4 dias y ese ARNSsi dirigido especificamente
contra cada isoforma PTHrP-139 (ARNsi1-139), PTHrP1-141 (ARNsi1-141) y PTHrP1-173 (ARNSsi1-173) inhibe la
PTHrP en aproximadamente el 30 %. Cada isoforma también esta sujeta a la atenuacion por ARNsi como se ve en
la Figura 20(B), concretamente PTHrP-139 (ARNsi1-139), PTHrP1-141 (ARNsi1-141) y PTHrP1-173 (ARNSsi1-173).
Como se puede ver en la Figura 20(B), el efecto acumulativo de la inhibicién del ARNsi de cada isoforma (ARNsi1-
139 + ARNsi1-141 + ARNsi1-173) es aproximadamente equivalente al efecto de la inhibicion total usando ARNSsi1-
22, que reconoce todas las isoformas.

0018 Construcciones de ARNSsi

[0130] 00182 ARNSsi1-22: Para inhibir la PTHrP total mediante ARNsi a través de la experimentacion de la
atenuacion, las secuencias seleccionadas para las cadenas sentido y antisentido de la PTHrP, fueron las siguientes:
sentido 5-CACCA GCT GTG TCT GAA CAT CAG CTC C TTC AAG AGA G GAG CTG ATG TTC AGA CAC AGC-3;
antisentido 5-AAAA GCT GTG TCT GAA CAT CAG CTC C TCT CTT GAA G GAG CTG ATG TTC AGA CAC AGC
T-3'. Esta secuencia de oligonucleotidos se derivé en base a la secuencia de la regién N-terminal de los residuos de
aminoacidos 1-7 de la hPTHrP (Ala Val Ser Glu Su GIn Leu).

[0131] 00183 ARNsi1-139: Para inhibir la isoforma PTHrP 1-139, las secuencias seleccionadas para las cadenas
sentido y antisentido de la PTHrP, fueron las siguientes: sentido 5-CACCA TAA CAG GCT TCT CTG GCC CGT A
TTC AAG AGA T ACG GGC CAG AGA AGC CTG TTA-3'; antisentido 5'-AAAA TAA CAG GCT TCT CTG GCC CGT
ATCT CTT GAA T ACG GGC CAG AGA AGC CTG TTA T-3'. Esta secuencia de oligonucleétidos se derivd en base
a la secuencia del extremo 3' no traducida de la hPTHrP 1-139 (5'-CACCA TAA CAG GCT TCT CTG GCC CGT A)
en el exén VII.

[0132] 00184 ARNsi1-141: Para inhibir la isoforma PTHrP 1-141, las secuencias seleccionadas para las cadenas
sentido y antisentido de la PTHrP, fueron las siguientes: sentido 5'-CACCA AGG CAT TGA AAT TTT CAG CAG A
TTC AAG AGA T CTG CTG AAA ATT TCA ATG CCT-3'; antisentido 5'-AAAA AGG CAT TGA AAT TTT CAG CAG A
TCT CTT GAA T CTG CTG AAA ATT TCA ATG CCT T-3'. Esta secuencia de oligonucleétidos fue derivada en basa
a los aminoacidos 140-141 (Arg His) y la secuencia del extremo 3' no traducida de la hPTHrP 1-141 (5-CACCA AGG
CAT TGA AAT TTT CAG CAG A) en el exdn IX.

[0133] 00185 ARNsi1-173: Para inhibir la isoforma PTHrP1-173, las secuencias seleccionadas para las 5-CACCA
ACA GCA CTT CTG TGG GGT TTG A TTC AAG AGA T CAA ACC CCA CAG AAG TGC TGT-3'; antisentido 5'-
AAAA ACA GCA CTT CTG TGG GGT TTG A TCT CTT GAA T CAA ACC CCA CAG AAG TGC TGT T-3' Esta
secuencia de oligonucledtidos se deriva en base a la secuencia de la regiéon C-terminal de la hPTHrP1-173
(aminoacidos 140 a 146 Thr Ala Leu Leu Trp Gly Leu).

[0134] 00186 Las secuencias de oligonucledtidos en las construcciones de ARNsi no de acuerdo con la presente
invencion no tienen homologia con ninguna secuencia génica obtenida con los datos de GenBank utilizando el
programa BLAST (GenBank). Los oligonucleétidos sintéticos de las secuencias indicadas anteriormente fueron
sintetizados por Invitrogen Life Technologies (Burlington, ON) e hibridados para generar un oligonucleétido corto de
doble cadena y se clonaron en el vector pPENTR™/ H1/TO usando el kit BLOCK-T " inducible H1 RNAi Entry Vector
Kit (Invitrogen Life Technologies, Burlington, ON) de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Las
construcciones de ARNsi anti-hPTHrP se secuenciaron antes de su uso (Sheldon Biotechnology Centre, McGill
University, Montreal, Canadd). Las células se transfectaron de forma transitoria durante la noche con 2 pg de la
construccion del plasmido ARNsi anti-PTHrP o con el vector pENTR™/ H1/TO solo utilizando 10 pl de
LipofectAMINE (Gibco BRL, Burlington, ON, Canada) en DMEM libre de suero. A continuacion, el medio se sustituyd
por DMEM suplementado con FBS al 10 %. A continuacion se evalud el crecimiento celular y la invasion de las
células A375, PC-3 y HPK1Aras transfectadas (ver Figuras 13, 19 y 20)

00187 Expresion de la PTHrP
[0135] 00188 Los vectores de expresion de PTHrP se construyeron como sigue.

[0136] 00189 Se aisl6 ARNm poli (A)" con el kit de purificacion del ARNm Quick Prep Micro de acuerdo con el
protocolo del fabricante (Amersham Pharmacia Biotech, Baie d'Urfé, QC, Canada). Después de la precipitacion, el
ARNm se disolvié en agua tratada con DEPC y se someti6 a tratamiento con ADNasa |. Se us6 como molde 2 ug de
ARNm poli(A)" aislado de células para la sintesis de la primera cadena por el método del cebador aleatorio usando
la transcriptasa inversa, Superscript™ RT (200 U/ul) (GIBCO BRL, Burlington, ON) en la presencia de 1 mM de cada
dNTP, 20 unidades de inhibidor de ARNasa (Amersham Pharmacia Biotech, Baie d'Urfé, QC, Canada) y 1 x tampdn
de reaccion durante 2 horas a 37 °C. Los ADNc se amplificaron por PCR (30 ciclos de 92 °C, 1 min; 55 °C, 1 min; 72

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 576 652 T3

°C, 1 min) usando ADN polimerasa HOT TUB (3,0 U/ul) (Amersham Pharmacia Biotech, Baie d'Urfé, QC, Canada)
en presencia de 1 mM de cada dNTP, MgCl; 2,5 mM, 1 x tampdn de reaccién y 500 ng de cebador. Se utilizaron los
siguientes cebadores de oligonucledtidos (Sheldon Biotechnology Center de la Universidad McGill, Montreal) para
amplificar el fragmento de ADNc de 546, 550 y 846 pb correspondiente a las 3 isoformas del ADNc de la PTHrP
humana como se ha sefialado en la presente memoria (véase la Figura 3(A)):

(i) directo N-38: 5' AGACGATGCAGCGGAGACTGGTTCA 3';
(ii) inverso C139: 5' CCAGAGAAGCCTGTTACCGTGAATCG 3%
(iii) inverso C141: 5' GGTCTCTGC'TGAAAATTTCAATGCC 3'y
(iv) inverso C 173: 5' GCAGGATAGGTCATTCACTGTGCTC 3'

[0137] 00194 Se utilizaron los siguientes cebadores de oligonucleétidos para amplificar un fragmento de ADNc de
1780 pb correspondiente al ADNc del receptor de la PTH/PTHrP humana tipo 1 basado en su secuencia publicada.

(i) directo PRIN: 5' ATGGGGACCGCCCGGATC 3'y
(ii) inverso PRIC: 5' TCACATGACTGTCTCCCACTC 3'

[0138] 00197 Los productos de RT-PCR se analizaron en un gel de agarosa al 1,5 %, utilizando ADN de 1 kb
(GIBCO BRL, Burlington, ON) como el marcador de peso molecular. La secuencia de nucleétidos de los productos
de PCR se determiné mediante secuenciacioén automatica (Sheldon Biotechnology Center en la Universidad McGill,
Montreal).

[0139] 00198 Los productos de PCR fueron clonados a continuacion en el vector pCRII utilizando un kit de
clonacién TA (Invitrogen Life Technologies, Burlington, ON). Las tres isoformas del ADNc de la PTHrP se insertaron
a continuacion el sitio de la endonucleasa de restriccion EcoRI restriccion del vector de expresion pcDNA3
(Invitrogen Life Technologies, Burlington, ON) con el fin de ser expresadas por el promotor CMV y se observo que
las secuencias sometidas a secuenciacion eran idénticas a las secuencias del ADNc de la PTHrP humana
publicadas (Yasuda et al 1988 y la biblioteca de datos GenBank J04710).

[0140] 00199 La secuencia que codifica la PTHrP1-173 también se fusiond con la proteina fluorescente verde
(GFP) usando sitios de la endonucleasa de restriccion EcoR1/BamH1 en el vector pEGFP-N1 (Clontech Laboratories
Inc, Mountain View, CA) con el proposito de la deteccion in vitro e in vivo de la expresion del producto proteico en las
células tumorales utilizando la deteccién o imagen con fluorescencia. La GFP se clon6 en direccion 3' de la PTHrP y,
por lo tanto, se coexpresé en las células que pueden expresar la isoforma PTHrP particular.

[0141] 00200 Las células HPK1A que fueron transfectadas establemente con el vector de expresion pcDNA3 que
contiene el ADNc para la isoforma PTHrP1-173 se denominan HPK1A/p173. Las células HPK1A que fueron
transfectadas establemente con el vector de expresion pcDNA3 que contiene el ADNc para la isoforma PTHrP 1-141
se denominan HPK1A/p141. Las células HPK1A que fueron transfectadas establemente con el vector de expresién
pcDNA3 que contiene el ADNc para la isoforma PTHrP 1-139 se denominan HPK1A/P139.

[0142] 00201 En las células transfectadas de forma estable HPK1A/p173, HPK1A/p141, HPK1A/p139, se
demostraron cambios en la morfologia de las células inmortalizadas HPV16 tras la sobreexpresion de las distintas
isoformas. Las Figuras 1(A) a 1(C) muestran el efecto de la sobreexpresion de las isoformas PTHRP1-141 y 1-173
en células HPK1A sobre el crecimiento celular (Figura 1(A)), sobre la morfologia celular (Figura 1(B)) y sobre el
crecimiento en agar blando (Fig. 1(C)). La sobreexpresion de la isoforma PTHrP1-173 en HPK1A/p173 tuvo como
resultado el alargamiento y crecimiento en multiples capas de estas células (véase la Figura 1(B)). Hubo un aumento
en la velocidad de crecimiento, la morfologia celular y el crecimiento independiente del anclaje en las células
transfectadas con PTHrP1-173 (HPK1A/p173) (p < 0,01). También se muestra en las Figuras 1(A) a 1(C) que la
sobreexpresion de PTHrP1-141 (HPK1A/p141) o la transfeccion de vector solo (HPK1A/Vector) no afecté a la
morfologia de las células HPK1A que permanecian idénticas a las células HPK1A de tipo silvestre (HPK1A) (véase
la Figura 1(B)). Las células HPK1A sobreexpresan PTHrP1-173 (HPK1A/p173), pero ni 1-141 (HPK1A/p141) ni las
células de control (HPK1A/vector y HPK1A de tipo silvestre) formaron colonias en agar blando (véase la Figura

1(C))

[0143] 00202 La linea celular HPK1A/p173 se trasplanté subcutaneamente en ratones desnudos y se observaron
signos de crecimiento tumoral que no se ve con los ratones desnudos trasplantados con la linea celular HPK1A
control o HPK1A que sobreexpresa PTHrP1-141 (HPK1A/p141) (véase las Figuras 2(A) y 2(B)). La Figura 2 (A) es
una fotografia que muestra lesiones subcutaneas extirpadas en ratones desnudos trasplantados con las lineas
celulares que sobreexpresan PTHrP HPK1A/p173 y HPK1A/p141, lineas celulares de control HPK1A (HPK1A de tipo
silvestre y HPK1A que expresan el vector solo), asi como los tumores de control positivos de raton trasplantado con

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 576 652 T3

células HPK1Aras. Como se muestra en la Figura 2(B), se proporciona la velocidad de crecimiento del tumor en
ratones desnudos trasplantados con las mismas lineas de células, en las que sdlo las células HPK1A transfectadas
con PTHrP1-173 (HPK1A/p173) desarrollaron un tumor en ratones desnudos similares a los ratones trasplantados
con la linea celular maligna HPK1Aras. Los ratones trasplantados con células HPK1Aras se utilizaron como
controles positivos (véase la Figura 2(A)). 5/5 (100 %) de los ratones trasplantados con la linea celular transformada
HPK1A (HPK1A/p173) o las células HPK1Aras desarrollaron tumores al cabo de 4 semanas, mientras que ninguno
de los ratones trasplantados con la linea celular parental (HPK1A) desarrollaron tumores (las pequefas lesiones
extirpadas mostradas eran fibréticas sin evidencia de células tumorales). El analisis del cariotipo de las células
HPK1A/p173 transformadas confirmé su origen celular.

[0144] 00203 La morfologia in vitro y el comportamiento in vivo de estas células transformadas eran similares a las
de las células HPK1A transformadas con el oncogén H-ras (HPK1Aras) (Rhim JS et al Oncogene (1989) 4, 1403), lo
que indica que la sobreexpresion de la isoforma PTHrP1-173 tiene propiedades oncogénicas. Significativamente,
solo la sobreexpresion de PTHrP1-173, pero no de la isoforma (PTHrP1-141) dio lugar a la transformacion celular in
vitro y el crecimiento tumoral in vivo (véase las Figuras 1y 2).

[0145] 00204 Se he demostrado que las tres isoformas se expresan en la linea de células HPK1Aras
transformadas, asi como otras lineas celulares malignas humanas como se demuestra por RT-PCR (Figura 3(A) a
3(D)). Como se ve en la Figura 3, se muestra la expresion de las tres isoformas (PTHrP1-139, PTHrP1-141, PTHrP1-
173) por RT-PCR en las lineas celulares de cancer humano HPK1Aras, A375 y MDA-MB-435. La Figura 3(A)
proporciona la posicion de los cebadores utilizados para la RT-PCR mientras que la Figura 3(B) muestra los
resultados de la expresion por RT-PCR de las tres isoformas en las lineas celulares indicadas. La Figura 3(C)
proporciona la expresion por RT-PCR del receptor de la PTH/PTHrP tipo 1. Esto demuestra que tanto el receptor
como su ligando(s) son co-expresados en las mismas lineas celulares.

[0146] 00205 Como se ve en las Figuras 4(A) a (D), se proporciona el efecto sobre la morfologia celular de la
sobreexpresion de las isoformas de la PTHrP en otras lineas celulares, incluyendo la linea celular de cancer de
prostata PC3, células Cos7, células de melanoma humano A375 y linea celular de los tubulos renales proximales
humanos inmortalizada R67. La Figura 4(A) proporciona células de la linea celular de los tubulos renales proximales
humanos inmortalizada R67. La Figura 4(B) proporciona células de rifion de mono verde africano transformadas con
SV40A (células Cos-7). La Figura 4(C) proporciona células de cancer de prostata humano PC-3. La Figura 4(D)
proporciona células de melanoma humano A375. El panel inferior muestra células A375 que co-expresan GFP y las
diversas isoformas (véase la Figura 4(E)).

[0147] 00206 Como se muestra en las Figuras 4(A) a (C), sélo la sobreexpresion estable de la isoforma PTHrP1-
173 indujo cambios morfoldgicos pero no las células transfectadas con el vector solo ni las isoformas PTHrP1-139 ni
1-141. La sobreexpresion de PTHrP1-173 aumentd la invasion in vitro como se evalu6 mediante el ensayo de
Matrigel realizado como se ha sefialado en la presente memoria. Se utilizaron camaras de cultivo celular transpocillo
de 24 pocillos Costar recubiertas con Matrigel divididas con una membrana de policarbonato libre de
polivinilpirrolidona de 8,0 pm de poro (Coming Inc. Corning, NY). Se ha demostrado que estas camaras permiten la
invasion de células de melanoma humano. La membrana de la camara se recubrié con una mezcla de componentes
de la membrana basal de Matrigel (Matrigel, 30 pug/ml) (Becton Dickinson Labware, Bedford, MA), se incubé durante
48 h a temperatura ambiente en una campana de flujo laminar y UV y se almacené a 4 °C. La membrana recubierta
se rehidraté con 0,2 ml de DMEM libre de suero durante 2 h. Para examinar la quimiotaxis, la solucién de
rehidratacion fue eliminada y se afiadieron 700 ul de DMEM que contiene FBS al 10 % a cada pocillo de la placa.
Las células se trataron con tripsina, se lavaron dos veces con DMEM libre de suero y 5 x 10* células se
resuspendieron en 0,5 ml de DMEM libre de suero, se depositaron sobre la camara superior y se incubaron a 37 °C
durante 24 h, CO; al 5 % en un incubador de cultivo de tejidos humidificado. A continuacion, se retiré el medio y las
células restantes en el lado superior de la membrana se rasparon con un aplicador de punta de algodon y se lavo
dos veces con PBS. Las células invasoras que migraron al lado inferior y aquellas que crecen bajo la superficie
inferior de la membrana se fijaron con una soluciéon que contiene glutaraldehido 0,5 %, paraformaldehido 2 % y
tampon fosfato 0,1 M pH 7,4 durante 30 min, se tifieron con solucién de Azul Tol y se montaron en portaobjetos de
vidrio. Se contaron bajo el microscopio diez campos al azar por membrana (Nikon, Eclipse TE300, Japan; Digital
Camera C4742-98, LUDL Electronic Products LTD, Hawthorne, NY) para determinar el nimero medio de células
invasoras. Los datos se expresaron como la media (+ EEM) del nimero de células que llegan a la superficie inferior
de la membrana en tres experimentos independientes (véase las Figuras 12, 13y 17).

[0148] 00207 El analisis de la produccién de PTHrP en los medios condicionados recogidos de diferentes lineas
de células se realizd utilizando un ensayo inmunorradiométrico de la PTHrP (DSL-8100, Diagnostic Systems
Laboratories, Webster, Texas) dirigidos contra la PTHrP1-86. Este tiene una sensibilidad de 0,3 pmol/l (3,0 pg/ml). El
medio acondicionado se recogi6 a intervalos de tiempo, se centrifugd para eliminar los restos y se almacené a -80
°C hasta el ensayo. Se us6 DMEM no condicionado, medio FBS al 10 % como blanco y se resté de todos los
valores. Antes de la transfeccion con las isoformas de la PTHrP, las lineas celulares produjeron niveles variables de
PTHrP, observandose el nivel mas alto en células A375 y el mas bajo en células PC3 y HPK1A. Las células
transfectadas produjeron invariablemente altos niveles de PTHrP como se muestra en la Tabla 1.
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00208 Ejemplo 6
00209 Modelo de bloqueo condicional.

[0149] 00210 Se desarrolld un modelo de bloqueo condicional en el que el gen PTHrP fue especificamente
eliminado en las células epiteliales mamarias. En este modelo, se utilizé el sistema de recombinaciéon Cre/LoxP para
alterar la funcién PTHrP en el epitelio mamario de un modelo de ratén transgénico de cancer de mama humano
(PyVmT). En este modelo, la hiperplasia se produce a las 4-5 semanas, el adenocarcinoma a las 7-8 semanas y la
metastasis pulmonar a las 12-13 semanas en 100 % de los animales. Los ratones portadores de un alelo PTHrP
condicional en el que el cuarto exén codificante estaba flanqueado por sitios de recombinacién LoxP se retrocruzé
en un fondo de FVB. Estos ratones se cruzaron primero con el modelo de tumor mamario PyVMT y luego con una
cepa transgénica distinta que expresa Cre en el epitelio mamario (MMTV/Cre) en ambos casos en un fondo FVB. La
escision dirigida del alelo PTHrP se confirmé utilizando enfoques moleculares e histologicos. La eliminacion de
PTHrP en animales FVB normales no interfiri6 con la excrecencia ductal mamaria. La eliminaciéon de PTHrP en
animales PyVMT retraso significativamente la aparicion de tumores, demostrado por analisis de Kaplan Meier (véase
la Figura 21(A)). A la edad de 50 dias, el 50 % de los animales de control (PyVMT-PTHrPflox/flox-Cre- y PyVMT-
PTHrP+/+-Cre+) tenian un tumor palpable en comparaciéon con la edad de 67 dias (p < 0,005) en los animales
heterocigotos (PyVMT-PTHrP+/flox-Cre+) y 78 dias (p < 0,001) en los animales homocigotos (PyVMT-
PTHrPflox/flox-Cre+). Ademas el crecimiento tumoral se redujo significativamente con el tiempo con una reduccion
significativa observada tanto en animales PyVMTflox/+-Cre+ como PyVMT-PTHrPflox/flox-Cre+ en todos los puntos
temporales (Figura 21(A) y (B)). El peso del tumor en el sacrificio se redujo significativamente en animales
homocigotos (67 + 5 % p <0,001) y heterocigotos (48 £+ 8 % p <0,005) (véase la Figura 21(A) y (B)). Por ultimo, la
diseminacion metastasica a los pulmones en el sacrificio se observd en 14/14 animales control, 0/13 animales
homocigotos y 6/14 animales heterocigotos. El analisis molecular e inmunohistoquimico de los tejidos tumorales
reveld una inhibicion del 80 % de los marcadores de la progresién del tumor, incluyendo la ciclina D1, Neu/Erb2 y
Ki67 en animales PyVMT-PTHrPflox/flox-Cre+ homocigotos y una reducciéon del 40 % en animales PyVMT-
PTHrPflox/+-Cre+ heterocigotos.
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10 00268 Aunque los aspectos preferidos de la presente invenciéon se han descrito en detalle, se pueden hacer
diversas modificaciones, alteraciones y cambios sin apartarse del alcance de la presente invencion como se
define en las reivindicaciones adjuntas.

Tabla 1. Produccion de PTHrP en las diferentes lineas celulares antes y después de la transfeccion de las diversas

15 isoformas.

Células Produccion de PTHrP* (pg/ml)

PC3/Vector 80120
PC3/p139 23000+3000
PC3/p141 24000+3000
PC3/p173 25000+3500
Queratinocitos (NHK) 2015
HPK1A/Vector 255
HPK1A/p141 140001500
HPK1A/p173 17000£2100
HPK1Aras 23004310
A375/Vector 60004500
A375/p139-GFP 25000+3000
A375/p141-GFP 25000+3000
A375/p173-GFP 25000+3000

*, Se us6 un ensayo inmunorradiométrico (Diagnostic Systems Laboratories, Webster, Texas) especifico para
PTHrP1-86 (capaz de reconocer todas las isoformas) con una sensibilidad de 0,3 pmol/l (3,0 pg/ml) para medir
los niveles de PTHrP en medios condicionados. Se usaron medios no condicionados (DMEM, FBS 10 %) como
blanco y restaron de todos los valores.

0-1 Formulario PCT/RO/134 (SAFE)
Indicaciones relativas al depésito de un
microorganismo o de otro material bioldgico
(PCT Regla 13bis)
0-1-1 Preparado usando PCT-SAFE [EASY mode]
Version 3.51.029.204 MT/FOP
20080701/0.20.5.12
0-2 Solicitud internacional N.° PCT/CA 2008/0014778
0-3 Referencia del expediente del solicitante o | 272476.00002
del mandatario
1 Los datos indicados mas abajo se refieren al
depdsito de un microorganismo o material
biolégico mencionado en la descripcion:
1-1 pagina 7
1-2 linea 14
1-3 Identificacion del depdsito
1-3-1 Nombre de la institucion de depdsito NMLHC National Microbiology Laboratory, Health
Canada
1-3-2 Direccion de la institucion de depésito Federal Laboratories for Health Canada, Room
H5190, 1015 Arlington Street, Winnipeg, Manitoba,
Canada R3E, 3R2
1-3-3 Fecha de depoésito 15 de agosto de 2007 (15.08.2007)
1-3-4 N.° de acceso NMLHC 150807-02
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1-5 Estados designados para los que se facilitan | Todos los designados
las indicaciones
2 Los datos indicados mas abajo se refieren al
depdsito de un microorganismo o material
biolégico mencionado en la descripcion:
2-1 pagina 7
2-2 linea 16
2-3 Identificacion del depdsito
2-3-1 Nombre de la institucion de depdsito NMLHC National Microbiology Laboratory, Health
Canada
2-3-2 Direccion de la institucion de depésito Federal Laboratories for Health Canada, Room
H5190, 1015 Arlington Street, Winnipeg, Manitoba,
Canada R3E, 3R2
2-3-3 Fecha de depoésito 15 de agosto de 2007 (15.08.2007)
2-3-4 N.° de acceso NMLHC 150807-01
2-5 Estados designados para los que se facilitan | Todos los designados
las indicaciones
3 Los datos indicados mas abajo se refieren al
depdsito de un microorganismo o material
biolégico mencionado en la descripcion:
3-1 pagina 7
3-2 linea 18
3-3 Identificacion del depdsito
3-3-1 Nombre de la institucion de depdsito NMLHC National Microbiology Laboratory, Health
Canada
3-3-2 Direccion de la institucion de depésito Federal Laboratories for Health Canada, Room
H5190, 1015 Arlington Street, Winnipeg, Manitoba,
Canada R3E, 3R2
3-3-3 Fecha de depoésito 15 de agosto de 2007 (15.08.2007)
3-3-4 N.° de acceso NMLHC 150807-03
3-5 Estados designados para los que se facilitan | Todos los designados
las indicaciones
4 Los datos indicados mas abajo se refieren al
depdsito de un microorganismo o material
biolégico mencionado en la descripcion:
4-1 pagina 7
4-2 linea 20
4-3 Identificacion del depdsito
4-3-1 Nombre de la institucion de depdsito NMLHC National Microbiology Laboratory, Health
Canada
4-3-2 Direccion de la institucion de depésito Federal Laboratories for Health Canada, Room
H5190, 1015 Arlington Street, Winnipeg, Manitoba,
Canada R3E, 3R2
4-3-3 Fecha de depoésito 6 de agosto de 2008 (06.08.2008)
4-3-4 N.° de acceso NMLHC 060808-01
4-5 Estados designados para los que se facilitan | Todos los designados
las indicaciones
5 Los datos indicados mas abajo se refieren al
depdsito de un microorganismo o material
biolégico mencionado en la descripcion:
5-1 pagina 7
5-2 linea 22
5-3 Identificacion del depdsito
5-3-1 Nombre de la institucion de depdsito NMLHC National Microbiology Laboratory, Health
Canada
5-3-2 Direccion de la institucion de depésito Federal Laboratories for Health Canada, Room
H5190, 1015 Arlington Street, Winnipeg, Manitoba,
Canada R3E, 3R2
5-3-3 Fecha de depoésito 6 de agosto de 2008 (06.08.2008)
5-3-4 N.° de acceso NMLHC 060808-02
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5-5 Estados designados para los que se facilitan | Todos los designados
las indicaciones

RESERVADO A LA OFICINA RECEPTORA

0-4 Esta hoja se recibié junto con la solicitud Si
internacional
0-4-1 Funcionario autorizado Veronique Chabaneau
5 RESERVADO A LA OFICINA INTERNACIONAL
0-5 Esta hoja se ha recibido en la Oficina
Internacional el:
0-5-1 Funcionario autorizado

LISTADO DE SECUENCIAS

10 [0151]

<110> Kremer, Richard
Huang, Dac Chao

<120> PTHTrP, sus isoformas y antagonistas de la misma en el diagndstico y tratamiento de una enfermedad

15
<130> 272476/00001
<140> 11/889.969
<141> 17-08-2007
20
<160> 18
<170> Patentln versién 3.5
o5 <210> 1 <211> 58
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<290
30 <223> Secuencia de oligonucledtidos basandose en la secuencia de la regidon N-terminal de los residuos de los
aminodacidos 1 a 7 de la hPTHrP
<400> 1
caccageligt gictgaacat cagcetecitc aagagaggag clgatgiica gacacage 58
<210> 2
<211> 58
<212> ADN
35 <213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de oligonucledtidos basandose en la secuencia de la regidon N-terminal de los residuos de los
aminoacidos 1 a 7 de la hPTHrP
40
<400> 2
aaaagctgtg tctgaacatc agctectete ttgaaggagc tgatgttcag acacagot 58
<210> 3
<211> 7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Region N-terminal de los residuos de los aminoacidos 1 a 7 de la hPTHrP

<400= 3

Ala val ser Gl'u His GIn Leu
1 5

<210> 4

<211=> 58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de oligonucleotidos basandose en la secuencia del extremo 3' no traducida de la hPTHrP 1-
139 en el exon VI

<4(0> 4
caccataaca ggettetetg gecegtatic aagagatacg ggecagagaa gectgtta B8

<210> 5

<211> 58
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de oligonucleotidos basandose en la secuencia del extremo 3' no traducida de la hPTHrP 1-
139 en el exon VI

<400=> 5
aaaataacag gcttctetgg cocgtatate tigaatacgg gecagagaag cotgttat 58

<210> 6

<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Extremo 3' no traducida de la hPTHrP 1-139 en el exén VI

<400> 6
caccataaca ggettctetg gecegta 27

<210> 7

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de oligonucledtidos basandose en los aminoacidos 140-141 y en la secuencia del extremo 3'
no traducida de la hPTHrP 1-141 en el exon IX

<400= 7
caccaaggea ttgaaatttt cageagatic aagagatety ctgaaaattt caatgect &8

<210= 8

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Secuencia de oligonucledtidos basandose en los aminoacidos 140-141 y en la secuencia del extremo 3'
no traducida de la hPTHrP 1-141 en el exon IX

<400> 8
aaaaaggcat tgaaalittc agcagatcte ttgaatcige tgaaaatitc aatgectt 58

<210> 9

211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Extremo 3' no traducida de la hPTHrP 1-141 en el exén IX

<400> 9
caccaaggea ttgaaatttt cageaga 27

<210> 10

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de oligonucleotidos basandose en la secuencia de la region C terminal de la hPTHrP1-173

<400= 10
caccaacagc actictgtgg ggtitgattc aagagatcaa accecacaga agtgetgt 58

<210 11 <211> 58

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de oligonucledtidos basandose en la secuencia de la region C terminal de la hPTHrP1-173

<400> 11
aaaaacagca cttetgtggqg gtitgatcte tigaatcaaa ccecacagaa gtgetgtt 58

«<210> 12

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220

<223> Aminoacidos 140-146 de la hPTHrP

<400> 12
Thr Ala Leu Leu Trp Gly Leu
1 5

<210= 13

<211= 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR
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<400> 13
agacgatgca gcggagactg gttca

<210> 14

211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 14
ccagagaage cigttacegt gaateg

<210> 15

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Cebador PCR

<400> 15
gglctciget gaaaalttica atgec

<210> 16

<Z211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 16
gcaggatagg teattcactg tgcte

<210> 17

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 17 18

alggggaccg cccggate 18

<210=> 18

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 18 71
tcacatgact gieteceact ¢
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado capaz de unirse a un epitopo de una porciéon C-terminal de una isoforma PTHrP1-173, la
porcion C-terminal consistiendo en los residuos aminoacidicos 151 a 169.

2. Un anticuerpo de la reivindicacién 1, en el que la isoforma PTHrP1-173 es la isoforma PTHrP1-173 humana.

3. Un anticuerpo de la reivindicacion 1 6 2, en el que el anticuerpo es monoclonal.

4. Uso de una cantidad efectiva de un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a un epitopo de una
porciéon C-terminal de una isoforma PTHrP1-173 para el diagnéstico in vitro de un cancer, consistiendo la porcion C-
terminal en los residuos aminoacidicos 151 a 169.

5. Uso de una cantidad efectiva de un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a un epitopo de una

porcion C-terminal de una isoforma PTHrP1-173 para inhibir la actividad de la isoforma PTHrP1-173 in vitro, la
porcion C-terminal consistiendo en los residuos aminoacidicos 151 a 169.
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Figura 5. Caracterizacion de anticuerpos monoclonales.

Antigeno Clon de Subclase de Aplicacion
PTHrP Acm isotipo ELISA IHC WB
1-33 158 1gG3 + + +
M45 IgMk + n.d n.d
140-173 104 IgG2bk + + +
M18 IgMk + n.d nd

151-169 6 IgGlk + + n.d

ELISA: ensayo inmunoabsorbente asociado a enzimas
IHC: inmunohistoquimica

WB: tranferencia Western

n.d: no determinado
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Analisis de transferencia Western
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A Metastasis macroscopicamente visibles en la autopsia 4 meses
después de la inyeccidn intracardiaca de células A375

Hallazgos en la autopsia
(metastasis)

M45

(Acm especifico 3/10 (30%)
de la PTHrP 1-33)

M18

(Acm especifico 2/11 (18%)

de la PTHrP 140-173)
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Figura 16. Recurrencia de la diseminacion metastasica 4 meses (a los 8 meses de
edad) tras la suspension del tratamiento con anticuerpos monoclonales en ratones
nu/nu trasplantados con células A375 en el ventriculo izquierdo

Numero de animales
vivos (a los 7-8 meses)

Hallazgos de la autopsia
(metastasis)

M45
(Acm especifico
de la PTHrP 1-33)

4114 (28%)

2/4* (50%)

M18
(Acm especifico
de la PTHrP 140-173)

4115 (27%)

0/4° (0%)

* 1 animal con tumor renal, 1 animal con tumor hepatico;

° Sin signos de diseminacién metastasica en todos los érganos examinados.
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

Esta lista de referencias citadas por el solicitante es Unicamente para la comodidad del lector. No forma parte del
documento de la patente europea. A pesar del cuidado tenido en la recopilacién de las referencias, no se pueden
excluir errores u omisiones y la EPO niega toda responsabilidad en este sentido.

Documentos de patentes citados en la descripcion

Literatura diferente de patentes citada en la descripcion

60



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 576 652 T3

61



10

15

20

25

30

ES 2 576 652 T3

62



	Primera Página
	Descripción
	Lista de secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos

